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Zusammenfassung

Im Kampf gegen Krebs gehort der anti-vaskuldre Therapieansatz zu den Erfolg
versprechendsten. Die Inhibierung der Neoangiogenese soll dabei durch Unterver-
sorgung des Tumors zur Wachstumsblockade fithren. Im Gegensatz zur Hemmung
l6slicher Angiogenesefaktoren, wie etwa VEGF, wird in der vorliegenden Arbeit ein
direkt gegen das Tumorendothel gerichteter, Antikérper-basierter Ansatz verfolgt.
Neben der gezielten Lyse des Tumorendothels soll durch Offnung der Tumorgefife
die Einwanderung korpereigener Immunzellen begiinstigt werden und somit zusétz-
lich, durch Induktion einer spezifischen Immunantwort, ein direkter Effekt gegen die
malignen Zellen erzielt werden.

Ziel dieser Arbeit war demnach die Entwicklung eines Antikorpers mit verbesser-
ter Spezifitat fiir das Tumorgefafisystem und optimierter immunologischer Effektor-
funktion. Grundlage fiir eine solche anti-endotheliale Therapie ist die Annahme, dass
die unkontrollierte, Tumor-induzierte Neoangiogenese zu einer aberranten Protein-
expression auf den Endothelzellen des Tumors fiithrt. Das Membranprotein Endoglin
stellt fiir einen solchen Therapieansatz, aufgrund einer starken, sowie relativ spe-
zifischen Uberexpression auf aktivierten proliferierenden Endothelzellen, ein Erfolg
versprechendes Zielantigen dar. Es wurden deshalb zunéchst 21 neue aEndoglin-
Antikorper mittels Hybridomtechnik generiert. Die anschlieBende Charakterisierung
umfasste wesentlich die Spezifitdat fiir das aktivierte Endothel des malignen Gewe-
bes, aber auch weitere den Therapieerfolg potentiell beeinflussende Parameter. Auf
dieser Grundlage erfolgte die Auswahl von vier besonders Erfolg versprechenden
Antikérpern, welche sowohl chimaérisiert, als auch mit einer gentechnischen Modifi-
kation des Fc-Teils zur verbesserten Rekrutierung der Effektorzellen versehen wur-
den. In allen vergleichenden Untersuchungen wurde der bereits in klinischen Studien
eingesetzte chimire aEndoglin-Antikérper TRC105 (Tracon Pharmaceuticals) mit-
gefiihrt.

Von allen im Rahmen dieser Arbeit generierten Antikorpern, war der aEndoglin-
Antikorper yK-ro8SDIEM aufgrund einer besonders guten Spezifitét fiir das Tumor-
endothel und einer verbesserten ADCC-Aktivitdt am vielversprechendsten.

Mittels immunhistologischer Farbungen wurde weiterhin gezeigt, dass Endoglin,
vor allem auf Pankreaskarzinomen, neben dem Tumorendothel auch auf dem
Tumorstroma exprimiert wird. Bei solchen Tumoren erscheint deshalb der Einsatz
des neuen aEndoglin-Antikérpers besonders interessant. Die Anwendung des yK-
ro8SDIEM in individuellen Heilversuchen und klinischen Studien zur Behandlung
von Patienten mit soliden Tumoren ist in Planung.

Neben der Generierung von aEndoglin-Antikérpern konnte in dieser Arbeit ein
weiteres, interessantes vaskuldres Zielantigen identifiziert werden. Der bereits be-
schriebene aFZD9-Antikorper W3C4E11 zeigte in immunhistologischen Untersu-
chungen verschiedener Tumortypen, sowie entsprechender Normalgewebe, ein deut-
lich Tumorendothel-spezifisches Farbemuster. Allerdings konnte durch den Vergleich
mit dem neuen aFZD9-Antikorper K-zd1, welcher in dieser Arbeit mittels Hybri-
domtechnik generiert wurde, das beschriebene Antigen nicht bestétigt werden. Auf-
grund dieser initialen Ergebnisse wurde der Mausantikérper W3C4E11 mit unklarer



Spezifitdt in ein sowohl chiméres, als auch SDIEM-optimiertes Igy1-Format kloniert.
Damit wurde ein weiterer Kandidat zur anti-vaskuldren Tumortherapie identifiziert,
der jedoch noch der nédheren Charakterisierung bedarf.



Abstract

In the fight against cancer therapeutic strategies directed against the tumour
vasculature appear particular promising. The inhibition of neoangiogenesis results
in suppression of tumor growth. In contrast to the blockade of soluble angiogenic
factors, such as VEGF, the approach pursued in this work aims at the destruction
of tumor endothelial cells using optimized, recombinant antibodies. In addition
to the suppression of tumor angiogenesis the damaged endothelial barrier may
facilitate the influx of immune cells thereby supporting immune reactions against
the tumor. Thus, it was the major aim of this work to develop antibodies with
increased specificity for tumor endothelial cells and optimized immunological effec-
tor functions. Endoglin, a membrane protein preferentially expressed on activated
endothelail cells, was used as a major target for this approach. 21 new anti-endoglin
antibodies were generated using hybridoma technology. Characterization of these
antibodies focused mainly on the specificity for tumor endothelium but also
on other parameters relevant for clinical application. Based on these data four
antibodies were chosen for optimization by recombinant antibody technology, that
is chimarization and optimization of Fc¢ parts. The comparative analysis of these
optimized antibodies included the anti-endoglin antibody TRC105 (TRACON
Pharmaceuticals), which is currently used in clinical trials, as a benchmark. The
experiments outlined above resulted in the identification of YK-ro8SDIEM as an
anti-endoglin antibody with improved specificity for tumor endothelial cells and
superior ADCC activity. In addition to antibody development it was demonstrated
that on pancreatic tumors endoglin is expressed not only on tumor vasculature but
also on tumor stroma. Thus, it appears promising to use YK-ro8SDIEM for the
treatment of patients with pancreatic carcinoma, a tumor with a particularly bad
prognosis.

In addition to the generation of anti-endoglin antibodies, in this work another in-
teresting vascular target antigen was identified. Immunohistochemical experiments
using the antibody W3C4E11, which was already described as specific for FZD9,
showed an vascular and tumor-specific staining pattern on different tumor types
and some corresponding normal tissues. However, the comparison with a new anti-
FZD9 antibody K-zd1, which was generated in this work, could not confirm FZD9
as target antigen for anti-angiogenic tumor therapy. Based on these initial results
W3C4E11 with now unclear specificity was cloned and expressed as a chimeric Igy1
and a SDIEM-chimeric format. Thus, an alternative candidate for anti-vascular tu-
mor therapy was defined, which awaits further characterization.
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1.1. ENTSTEHUNG VON KREBS

1.1 Entstehung von Krebs

Krebs entsteht durch eine einzelne, mutierte Korperzelle, welche aufgrund eines
gestorten Zellzyklus immortalisiert ist und somit unkontrolliert proliferieren kann.
Fast jede Zelle des Korpers kann auf diese Weise entarten und je nach Zelltyp zur
Entstehung unterschiedlicher Krebsarten fithren. Die erste, grobe Klassifizierung er-
folgt dabei in maligne Zellen des hamatopoetischen Systems, welche zur Entstehung
von Leukdmien und Lymphomen fiihren, sowie in die Ausbildung solider Tumoren.
Diese Gruppe wird weiterhin, je nach Herkunft des Gewebes, in z.B. Karzinome (aus
Epithel) oder Sarkome (aus Stiitz- und Bindegewebe) unterteilt. Als Ausloser fiir die
maligne Entartung gelten neben genetischer Disposition vor allem duflere Einfliisse,
wie z.B. ionisierende Strahlung, Onkoviren, Adipositas, sowie Tabak- und Alkohol-
konsum. Der in Deutschland hiufigste Krebs bei Frauen ist das Mammakarzinom,
Ménner erkranken am héufigsten an Prostatakrebs. An zweiter und dritter Stelle
steht geschlechtsunabhéingig das Kolorektalkarzinom, sowie der Lungenkrebs.

Krebs gehort zu den haufigsten Todesursachen weltweit. Die globale Sterblich-
keitsrate lag nach der Weltgesundheitsorganisation im Jahre 2008 bei 7,6 Millionen
Menschen, was etwa 13% aller Todesfille entspricht. In Deutschland lag der Anteil
aller Krebs bedingten Todesfille im Jahr 2011 bei 26% (Statistisches Bundesamt),
ein fiir die meisten Industrieléinder typischer Wert.

Robert A. Weinberg und Douglas Hanahan definierten im Jahr 2000 ,Die Kenn-
zeichen von Krebs“ (engl.: The Hallmarks of Cancer), in dem sie grundlegende
physiologische Verdnderungen von Krebszellen erstmals in sechs Eigenschaften zu-
sammenfassten, welche im Folgenden aufgelistet sind [Hanahan und Weinberg, 2000].
Elf Jahre spéter ergdnzten die beiden Forscher diese sechs Féhigkeiten durch zwei
weitere Kennzeichen von Krebs (7 und 8), sowie zwei wichtige Voraussetzungen (9
und 10) fiir den Ablauf der komplexen Krebsentwicklung [Hanahan und Weinberg,
2011]:

1. Autarkie der Wachstumssignale Aktivierung von Onkogenen fiihrt zur ei-
genstandigen, pathologischen Mitose

2. Unempfinglichkeit gegeniiber wachstumshemmenden Signalen Inaktivierung
von Tumorsuppressorgenen, welche im Normalfall das Wachstum blockieren

3. Umgehung der Apoptose Aktivierung verschiedener anti-apoptotischer Fakto-
ren bzw. Inaktivierung pro-apoptotischer Signale, fithrt zur Unterdriickung des
programmierten Zelltodes

4. Uneingeschrinktes Fortpflanzungspotential durch Unterdriickung der Senes-
zenz Aktivierung verschiedener Signalwege, z.B. durch Uberexpression der Te-
lomerase, fithrt zur immortalisierten Krebszelle

5. Infiltratives Wachstum und Metastasierung Ausbreitung der Krebserkrankung
im gesamten Korper
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6. Induktion von Angiogenese Sicherstellung der Tumorversorgung, wie Néhr-
und Sauerstoff, sowie Abfallentsorgung z.B. mittels Uberexpression des Wachs-
tumsfaktors VEGF

7. Stirung zellulirer Energetik Der gesteigerte Energiebedartf, u.a. bedingt durch
die hohe Teilungsaktivitét, kann z.B. durch Uberexpression der Glukose-Trans-
porter bewerkstelligt werden

8. Immunevasion Selektion und Etablierung entarteter Zellen mit verminderter
Immunogenitét

9. Genomische Instabilitit und Mutation Inhibierung von Tumorsuppressorge-
nen, welche an dem komplexen Prozess der DNA-Reperaturmechanismen be-
teiligt sind

10. Tumor-fordernde Entziindung Auftretende Entziindung durch infiltrierte Im-
munzellen begiinstigen das Tumorwachstum (v.a. durch anti-apoptotische und
die Proliferation fordernde Signale)

In Abbildung 1.1 sind diese zehn Kernpunkte von Krebs iibersichtlich dargestellt.

Autarkie in den Unempfanglichkeit
Wachstums- gegeniiber wachstums-
signalen hemmenden Signalen

Storung zellulirer O Immunevasion
Energetik \

Uneigeschranktes
Fortpflanzungs-
potenzial

Umgehung der
Apoptose

entstehung
Nt Soe

Tumor-fordernde
Entziindung

Genominstabilitat
und Mutation

Induktion von Gewebeinvasion
Angiogenese und Metastasierung

Abbildung 1.1: Kennzeichen von Krebs: Schematische Darstellung der durch Robert A. Wein-
berg und Douglas Hanahan definierten Hauptvorraussetzungen und Kennzeichen der Krebsent-
wicklung und -etablierung; modifiziert nach [Hanahan und Weinberg, 2011].



1.2. TUMORIMMUNOLOGIE: INTERAKTION ZWISCHEN IMMUN- UND
TUMORZELLEN

1.2 Tumorimmunologie: Interaktion zwischen Im-
mun- und Tumorzellen

Paul Ehrlich postulierte erstmals im Jahr 1909, dass es zu den Aufgaben des
korpereigenen Immunsystems gehort, neben Pathogenen ebenfalls entartete maligne
Korperzellen zu erkennen und zu zerstoren [Ehrlich, 1909]. Knapp 50 Jahre spiter
stellten Sir Frank Macfarlane Burnet und Lewis Thomas die Hypothese der Im-
muniiberwachung auf (engl. immunosurveillance) [BURNET, 1957]. Diese Theorie
wurde spéter ergénzt und ist heute unter dem Begriff des Immunoediting bekannt.
Dabei wird neben der schiitzenden Abwehrfunktion des Immunsystems, die gesamte
Interaktion zwischen Tumor- und Immunzellen, sowie der daraus resultierende Se-
lektionsdruck auf die Krebszellen und deren Anpassung mit einbezogen. Die Abwehr
entarteter Zellen durch das Immunsystem schiitzt einerseits den Organismus, fiihrt
andererseits jedoch zur Selektion der ,,am besten getarnten“ Tumorzellen (entspricht
dem 8. Kennzeichen von Krebs). Diesem Zusammenspiel aus Tumor- und Immun-
zellen liegen die erhohte Genominstabilitéit, sowie die verstiarkten Mutationsrate von
Tumorzellen zugrunde. Das Immunoediting wird in drei Phasen (auch als ,die drei
E’s“ bekannt) unterteilt:

1. elimination bzw. die Eliminierung entarteter Zellen.

2. equilibrium bzw. das Gleichgewicht zwischen Eliminierung und Proliferation
der Krebszellen. Diese Phase beschreibt den mehrstufigen Prozess der Selektion
und Etablierung immun-resistenter Varianten.

3. escape bzw. dem Entkommen des Immunsystems. Diese Phase beschreibt die
durch Umgehung der kérpereigenen Abwehrmechanismen ungehinderte Proli-
feration der Tumorzellen und somit dem Ausbruch einer Krebserkrankung.

Diese Erkenntnisse verdeutlichen die zentrale Rolle des Immunsystems wéhrend der
Entstehung und Etablierung von Krebs (néheres in den beiden Ubersichtsartikeln
[Dunn et al., 2002; Schreiber et al., 2011]).

1.3 Therapiemoglichkeiten bei Krebs

Die drei klassischen Siulen: ,,Stahl/Strahl/Chemo®“ Dem mehrstufigen Ent-
wicklungsprozess von Tumoren standen lange Zeit die drei klassischen Siulen der
Krebsbehandlung gegeniiber: Resektion, Strahlen- und Chemotherapie, wobei die
Behandlungsart je nach Klassifizierung und Lokalisation variiert. Aufgrund der re-
lativ unspezifischen Wirkweise der Strahlen- bzw. Chemotherapie, konnen jedoch
teilweise heftige Nebenwirkungen auftreten. In den letzten Jahren hat sich eine
neue, aufgrund einer deutlich selektiveren Wirkung sehr vielversprechende, vierte
Saule der Krebsbehandlung etabliert: die Immuntherapie.

Die vierte Sidule: die Immuntherapie Die Krebs-Immuntherapie ist definiert
als Modulation der korpereigenen Immunabwehr. Dabei kann das Immunsystem

4
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einerseits selektiv stimuliert bzw. aktiviert werden (aktive Immunisierung), ande-
rerseits konnen kiinstlich hergestellte Proteine mit den korpereigenen Immunzellen
interagieren (passive Immunisierung). Der groBle Vorteil gegeniiber den drei
klassischen Behandlungsmethoden liegt dabei in dem selektiveren Angriff auf die
Tumorzellen, wodurch diese Therapiemoglichkeit sowohl hohe Erfolgschancen, als
auch geringere Nebenwirkungen verspricht. Grundvoraussetzung fiir den Erfolg
dieses Therapieansatzes ist allerdings die Auswahl eines geeigneten Zielantigens, das
moglichst nur von malignen Zellen exprimiert wird. Solche Antigene werden je nach
Expression in Tumor-spezifisch und Tumor-assoziiert unterteilt. Tumor-spezifisch
ist z.B. ein ein durch Mutation entstandenes Protein, welches ausschlieSlich von
Krebszellen exprimiert wird. Tumor-assoziierte Antigene werden hingegen von
Tumorzellen, im Vergleich zu normalen Zellen, verstdrkt exprimiert und weisen
damit nur eine relative Spezifitat auf.

Zur aktiven Immunisierung werden heutzutage verschiedene Molekiile verwendet,
welche alle ein gemeinsames Ziel verfolgen: die Applikation Tumor-assoziierter bzw.
Tumor-spezifischer Antigene soll iiber Antigenprésentation auf MHC-Proteinen zur
Aktivierung spezifischer T-Zellen und somit zur Induktion einer adaptiven Immu-
nantwort gegen die Krebszellen fithren. Um diese gewiinschte Immunreaktion zu
verstérken, erfolgt die Applikation in der Regel in Kombination mit verschiedenen
Adjuvantien.

Ein spezieller Ansatz der aktiven Vakzinierung stellt die Applikation Antigen-
kodierender RNA oder DNA dar. Grundlage hierfiir ist die Aufnahme der Nuklein-
sdure in die Zelle, die anschliefende Proteinexpression und die Antigenprésentation
auf MHC-Proteinen.

Die Antigenpréisentation kann aulerdem iiber die ex vivo-Beladung korpereigener
Dendritischer Zellen mit den gewiinschten Peptiden und anschlieBendem Reinfun-
dieren erzielt werden.

Neben den genannten Molekiilen, kann die direkte Gabe von synthetischen
Peptiden (Klasse I oder Klasse II) der Tumor-assoziierten bzw. Tumor-spezifischen
Antigene zum gewiinschten Erfolg fithren. Dabei erscheint die personalisierte Im-
muntherapie, also die Vakzinierung mit individuell zusammengestellten Peptiden,
besonders Erfolg versprechend.

Die passive Immunisierung bzw. Vakzinierung besteht im Wesentlichen in der Appli-
kation von Antikorpern. Diese innovative Behandlungsmoglichkeit von Krebs ist die
bisher einzig etablierte Immuntherapie und umfasst bereits eine Reihe zugelassener
therapeutischer Molekiile.

1.4 Die Antikorpertherapie

Der erste Nobelpreis fiir Medizin wurde 1901 an die beiden Bakteriologen Emil von
Behring und Kitasato Shibasaburo verliehen. Beide Forscher wurden dabei fiir ihre
Arbeiten an den Krankheitserregern von Diphterie und Tetanus geehrt. Sie fiithrten
erstmals eine Serumtherapie sowohl am Tier, als auch am Menschen durch und
konnten damit das Prinzip der passiven Immunisierung durch vom Wirt generierte
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»Antitoxine* etablieren [EA. und S., 1890]. Der Nobelpreistriger des Jahres 1908, der
deutsche Mediziner Paul Ehrlich, formulierte bereits damals die Idee, die durch ihn
als ,, Antikorper* bezeichneten Molekiile zur spezifischen Therapie maligner Tumoren
einzusetzen [Ehrlich, 1900].

1.4.1 Die Antikorperstruktur

Bei der Etablierung der Immuntherapie mit Antikérpern bzw. Immunglobulinen
(Ig) wurden zahlreiche, weitere Nobelpreise an Forscher vergeben, die sich mit
der Struktur (Edelman und Porter, 1972), sowie der Funktion und Anwendung
von Immunglobulinen beschéftigten. Antikorper erfiillen diverse Aufgaben im
Immunsystem und sind in der Lage eine Vielzahl von Pathogenen {iiber unter-
schiedliche direkte oder indirekte Wirkmechanismen aus dem Korper zu eliminieren.

Im Folgenden wird die Struktur eines Antikorpers am Beispiel eines Igyl-
Molekiils erlautert (vgl. Abbildung 1.2). Dieser Antikorper-Isotyp besteht aus vier
Polypeptidketten, welche iiber hydrophobe Wechselwirkungen verkniipft und iiber
Disulfidbriicken stabilisiert sind. Dabei handelt es sich um zwei identische schwere
Ketten (engl. heavy chain) mit je ca. 50 kDa, sowie um zwei identische leichte Ket-
ten (engl. light chain) mit je ca. 25 kDa. Dies ergibt eine relative Molekiilmasse von
ca. 150 kDa.

Die einzelnen Antikorperketten sind aus mehreren Proteindoménen (je ca. 110
Aminosduren) aufgebaut, welche in sich gefaltet und deutlich voneinander abge-
grenzt sind. Die leichte Kette besteht aus zwei Proteindoménen, die schwere Kette
hingegen aus vier dieser Doménen. Die aminoterminale Doméne der leichten und
schweren Kette entspricht den variablen Bereichen eines Antikorpers (Vg und V),
mit denen eine Bindung an eine Vielzahl von Antigenen moglich ist. Die carboxy-
terminale Doméne der leichten Kette, sowie die drei Doménen der schweren Kette
werden als konstante Region bezeichnet (Cy, und Cyl, Cy2, usw.). Zwischen den
beiden konstanten Doménen Cy1l und Cgx2 der schweren Ketten gewéhrleistet eine
Gelenkregion (engl. hinge) die hohe Flexibilitdt des Antikorpers.

Jede der Proteindoménen besteht aus zwei antiparallelen S-Faltblattern, wel-
che aufgrund der Verdrillung eine zylinderartige Form bilden (engl. beta-barrel) und
iiber eine Disulfidbriicke stabilisiert sind. Diese besondere Struktur wird als Im-
munglobulinfaltung bezeichnet. Im Bereich der variablen Doménen wurden jeweils
drei hypervariable Regionen identifiziert (CDR1, CDR2 und CDR3; engl. comple-
mentarity determining regions), welche von weniger variablen, konformationsbilden-
den Gertistregionen (FR1, FR2, FR3 und FR4; engl. framework regions) flankiert
sind. In der dreidimensionalen Anordnung, der Quartidrstruktur, bilden die sechs
hypervariablen Regionen der leichten und schweren Kette (V, und V) gemeinsam
die Antigenbindungsstelle des Antikorpers aus, welche als Paratop bezeichnet wird.

Die Vielfaltigkeit der Antikorperspezifitdat basiert auf der Kombination verschie-
dener Gensegmente (fiir die Vg-Doméne: V, D und J; fiir die V-Doméne: V und
J), sowie auf der de novo Synthese der verkniipfenden Sequenzen. Des Weiteren
erhoht die zuféllige Zusammenlagerung der schweren und leichten Antikorperket-
ten die enorme Sequenzvielfalt und somit Variabilitdt der Antigenspezifitdten auf
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ca. 5x10'3. Diese theoretische Variabilitit kann wihrend der Affinititsreifung akti-
vierter B-Lymphozyten {iber Mutationen in den variablen Doménen weiter erhcht
werden.

Abbildung 1.2: Struktur eines Igy-Antikdrpers: Das Molekiil besteht aus zwei schweren und
zwei leichten Ketten. Die schwere Kette (engl. heavy chain, H) setzt sich aus vier Doménen zusam-
men: Vi, Cyl, Cx2 und Cp3. Die leichten Ketten (engl. light chain, L) bestehen jeweils aus zwei
Proteinuntereinheiten: Vi, und Cp. Die Zahlen 1 bis 6 weisen auf die hypervariablen Bereiche der
Antigenbindungsstelle hin; modifiziert nach [Winter und Milstein, 1991].

Antikorper werden von differenzierten B-Lymphozyten, den Plasmazellen, pro-
duziert, wobei jeweils nur ein Antikérper mit spezieller Spezifitdt je Zelle generiert
wird. Antikorper sind die sezernierte Form des B-Zell-Rezeptors. Beide unterscheiden
sich am Carboxyterminus der schweren Ketten, wobei der B-Zell-Rezeptor vom Igu-
bzw. Igd-Typ zur Verankerung in der Zellmembran eine hydrophobe Sequenz auf-
weist. Der sezernierte Antikorper enthélt stattdessen eine hydrophile Sequenz. Der
Igu-Antikorper liegt sezerniert als Pentamer vor und ist nach dem ersten Kontakt
mit dem Pathogen bzw. der entarteten Tumorzelle fiir die Einleitung der humora-
len Immunantwort verantwortlich. Antikérper werden aufgrund der schweren Ketten
in fiinf Klassen unterteilt, die sich in ihren physiologischen Funktionen unterschei-
den. Neben dem sezernierten B-Zell-Rezeptor Igu sind die weiteren, im humanen
Immunsystem vertretenen, Isotypen: Igd, Ige, Igy und Iga.

1.4.2 Effektorfunktionen eines therapeutischen Antikorpers
des Igvy-Isotyps
Therapeutische Antikorper des Igvy-Isotyps kénnen nach spezifischer Antigenbin-

dung tiber direkte Wirkmechanismen (unabhéngig vom Isotyp), sowie iiber indirek-
te, FeyRezeptor-vermittelte Effekte interagieren (vgl. Abbildung 1.3):
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direkt: NEUTRALISIERUNG: Bindung von Bakterientoxinen oder kérpereigenen
Wachstumsfaktoren, welche die jeweilige Interaktion mit den entsprechenden
Rezeptoren verhindert

direkt: IMMUNMODULATION/APOPTOSEINDUKTION: Bindung antagonisti-
scher oder agonistischer Antikérper kann den Liganden blockieren (z.B. CD28)
oder imitieren (z.B. CD95) und fithrt somit zur Inhibierung oder Stimulierung
des Rezeptors. Bei diesen Effekten handelt es sich jedoch um keine physiologi-
schen Funktionen, sondern ausschliefllich um den gezielten Einsatz therapeu-
tischer Antikorper.

indirekt: ANTIKORPER-VERMITTELTE ZELLULARE PHAGOZYTOSE: Opsonie-
rung verschiedener Mikroorganismen fithrt zur Phagozytose der markierten
Pathogene durch Immunzellen, wie z.B. Makrophagen (ADCP, engl. antibody
dependent cellular phagocytosis)

indirekt: KOMPLEMENT-VERMITTELTE ZYTOTOXIZITAT: Bindung des Kom-
plementfaktors Clq an die Cy2-Doméne eines Antikorpers fithrt zur Akti-
vierung der klassischen Komplementkaskade. Uber Porenbildung (MAC, engl.
membrane attack complex) wird somit die Zielzelle lysiert (CDC, engl. com-
plement dependent cytotozicity)

indirekt: KOMPLEMENT-VERMITTELTE ZELLULARE ZYTOTOXIZITAT: Bin-
dung des wihrend der Aktivierung der Komplementkaskade entstandenen
Spaltproduktes C3b fiithrt zur Phagozytose der Zielzelle durch Makrophagen
oder zur Zelllyse durch Natiirliche Killerzellen (CDCC, engl. complement de-
pendent cellular cytotozicity)

indirekt: ANTIKORPER-VERMITTELTE ZELLULARE ZYTOTOXIZITAT: Aktivie-
rung von FcyRezeptor-positiven Immunzellen, v.a. Natiirliche Killerzellen,
welche mittels Degranulierung von Perforin und Granzymen zur Zielzelllyse
fithren (ADCC, engl. antibody dependent cellular cytotozicity)

Zur Vermittlung der indirekten Wirkmechanismen kénnen Igy-Antikoérper iiber den
Fc-Teil mit unterschiedlichen FeyRezeptoren (FeyR) auf immunologischen Effektor-
zellen interagieren und diese multimerisieren. Je nach Expressionsprofil der Rezep-
tortypen auf den verschiedenen Immunzellen, sowie je nach Antikorperisotyp fiihrt
die Bindung zu differentieller intrazellularer Signalweiterleitung. Diese erfolgt dabei
iiber ITAM (engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif) oder im Falle
eines inhibitorischen Rezeptors iiber ITIM (engl. immunoreceptor tyrosine-based in-
hibitory motif). Es gibt drei Arten von FeyR, welche die Fe-Teile der verschiedenen
Igy-Subklassen mit unterschiedlichen Affinitdten binden (hauptsichlich Igyl und
Igy3) [Nimmerjahn und Ravetch, 2008; Paul, 2003]:

e FcyRI/CD64: Dieser einzig hoch-affine Rezeptor wird hauptsichlich auf Ma-

krophagen und Neutrophilen exprimiert und kann somit iber ADPC und CD-
CC zur Phagozytose der Zielzelle fithren.
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Abbildung 1.3: Effektorfunktionen eines Igy-Antikdrpers: Direkte und indirekte Antikorper-
vermittelte Wirkmechanismen zur Immunabwehr; modifiziert nach [Imai und Takaoka, 2006].

e FcyRII/CD32: Dieses Molekiil besteht im Gegensatz zu den anderern FeyR
ausschlielich aus einer a-Kette und gehort zu den niedrig- bis mafBig-affinen
Rezeptoren. Es sind drei Untergruppen bekannt: FeyRIIA ist ein aktivierender
Rezeptor z.B. auf Makrophagen; FcyRIIB ist der einzige inhibitorische Rezep-
tor und wird v.a. auf Makrophagen und Neutrophilen exprimiert. B-Zellen ex-
primieren ausschliellich diesen inhibitorischen Rezeptor auf der Zelloberfléche;
FeyRIIC kann von NK-Zellen exprimiert werden.

e FcyRIII/CD16: Es sind zwei Typen bekannt: FeyRIIIA wird v.a. auf NK-
Zellen und Makrophagen exprimiert; FeyRIIIB wird als einziger FcyR iiber
einen GPI-Anker (Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker) auf der Zellmem-
bran von Neutrophilen exprimiert und nicht iiber ITAM/ITIM aktiviert bzw.
inhibiert.

Die meisten Effektorzellen weisen eine Koexpression aus verschiedenen aktivieren-
den FcyRezeptoren und dem inhibitorischen FceyRIIB auf. Des Weiteren sind fiir
die FeyR IIA, IIB und IITA Polymorphismen bekannt, welche die Affinitdten fiir
die Fe-Fragmente zusitzlich isotypabhéngig beeinflussen kénnen. Da die NK-Zellen
ausschlielich aktivierende FcyR auf der Membran tragen, gelten diese Immunzellen
als Haupteffektoren der Antikorper-vermittelten zelluldren Zytotoxizitét.
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1.4.3 Etablierung therapeutischer Antikoérper
1.4.3.1 Antikorper der ersten Generation

Der therapeutische Einsatz monoklonaler Antikorper ist heutzutage ein fester Be-
standteil der Immuntherapie. Dabei wird vor allem der Igvy1-Isotyp aufgrund einer
hohen Serumstabilitdt und der damit verbundenen langen Halbwertszeit angewen-
det. Grundlage hierfiir ist die im Jahre 1975 durch Georges J.F. Kohler und César
Milstein beschriebene Hybridomtechnologie. Aufgrund dieser wegweisenden Arbei-
ten zur Generierung von monoklonalen Mausantikérpern durch Fusion einer immor-
talisierten Zelllinie mit Milzzellen immunisierter Mause wurden die beiden Biologen
im Jahr 1984 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet [Kohler und Milstein, 1975].

Der erste mittels Hybridomtechnologie hergestellte Mausantikérper wurde be-
reits im Jahre 1986 zugelassen. Muromonab-CD3 ist ein Antikérper, welcher gegen
das von T-Lymphozyten exprimierte Antigen CD3 gerichtet ist. Dieser wurde in Pa-
tienten zur Transplantatabstoungspriavention eingesetzt. Allerdings haben Mausan-
tikorper ein hohes immunogenes Potential. Als Fremdproteine werden sie von dem
humanen Immunsystem erkannt und infolge dessen durch Bildung spezifischer anti-
Maus-Antikoérper (engl. human anti-mouse antibodies, HAMA) neutralisiert. Dies
fithrte zu verkiirzter Halbwertszeit, sowie verstarkter Immunogenitét gegen den mu-
rinen Antikorper [Goodman et al., 1985]. Des Weiteren zeigen Antikorper der ersten
Generation eine reduzierte Effektivitdt beziiglich Fe-vermittelter Effektorfunktio-
nen, welche sich durch eine eingeschriankte Interaktion des murinen Antikorpers mit
humanen Fcy-Rezeptoren erklidren lésst.

1.4.3.2 Antikorper der zweiten Generation

Die Weiterentwicklung therapeutischer Antikérper wurde durch die Etablierung der
rekombinaten DNA-Technologie in den spéten 1980er Jahren erméglicht. Teile des
murinen Antikoérpers wurden gegen humane Aquivalente ausgetauscht, wodurch die
Immunogenitat deutlich reduziert und die Effektivitit drastisch gesteigert werden
konnte. Die Molekiile werden entsprechend dem humanem Anteil in murine, chimére,
humanisierte und humane Antikérper unterteilt (vgl. Abbildung 3.1.4.1).

Zur Chimérisierung werden lediglich die konstanten Regionen des Antikorpers
ausgetauscht [Morrison et al., 1984]. Da die variablen Doménen nicht verandert wer-
den, zeigen die Antikorper keine verminderte Affinitét, allerdings eine deutliche Stei-
gerung der Effektivitdt. Dies gewéhrleistet der humane Fec-Teil, welcher eine deut-
lich erhohte Affinitét zu den humanen Fcy-Rezeptoren der Effektorzellen aufweist.
Zusétzlich ist die Immunogenitdat des Molekiils stark herabgesetzt, was wiederum
eine langere Halbwertszeit im Serum ermoglicht. Als erstes chiméres Molekiil wurde
im Jahr 1997 der aCD20-Antikérper Rituximab zur Behandlung von Patienten mit
Non-Hodgkin-Lymphomen zugelassen.

Die Humanisierung von Antikorpern erfolgt weiterhin iiber den Austausch der
framework regions. Dabei bleiben lediglich die fiir die Spezifitdt verantwortlichen
hypervariablen Regionen (CDR) von murinem Ursprung [Jones et al., 1986]. Dieser
Eingriff in die Antigenbindungsstelle kann jedoch potentiell zu einer verminderten
Affinitét des Antikorpers fiithren.
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Abbildung 1.4: Klassifizierung und Nomenklatur therapeutischer Antikdérper beziiglich
des humanen Anteils: Mittels DNA-Technologie optimierte Antikérper werden je nach Restan-
teil des parentalen Mausantikorpers unterschiedlich klassifiziert. Der murine Antikorper ist in gelb
dargestellt (Nomenklatur: -o-). Durch Austausch der konstanten Antikérperdoménen entsteht das
chimére Molekiil (Nomenklatur: -xi-). Sind lediglich die hypervariablen Dominen des Antikérpers
murin, spricht man von humanisierten Antikérpern (Nomenklatur: -zu-). der in rot dargestellte,
humane Antikorper weist hingegen keine murinen Anteile auf (Nomenklatur: -u-). Ubersicht der
unterschiedlichen Doménen einer schweren (Vg, Cyl, Cy2, Cy3) und leichten (Vp, Cr) An-
tikorperkette. Fab: Fragment der Antigenbindung (engl. antigen-binding fragment); Fv: Fragment
der variablen Region (engl. variable fragment); Fc: Fragment der hoch konservierten Region (engl.
fragment crystalline); CDR: hypervariable Regionen (engl. complementarity determining regions);
modifiziert nach [Imai und Takaoka, 2000]

Neben der Generierung chimérer und humanisierter Antikérper entstanden an-
dere Technologien zur Herstellung von zu 100% humanen Antikorpern. Das Phage
Display ist eine dieser Methoden, wobei aus groflen Bibliotheken humaner varia-
bler Antikorperdoménen spezifisch an das gewiinschte Antigen bindende Kandida-
ten mittels Bakteriophagen in wvitro identifiziert und isoliert werden kénnen. Zur
in vivo-Herstellung humaner Antikérper konnen transgene humanisierte Méause ver-
wendet werden. Weitere Informationen beziiglich dieser beiden Methoden sind den
Ubersichtsartikeln [Geyer et al., 2012] und [Weiner, 2006] zu entnehmen.

1.4.3.3 Antikorper der dritten Generation

Zwar zihlen alle bisher zugelassenen Antikorper zur ersten und vor allem zweiten
Generation, verschiedene optimierte Antikérper und neuartige Formate werden
jedoch bereits in klinischen Studien getestet. Antikorper dieser dritten Generation
zeichnen sich durch die gezielte Verbesserung der Effektorfunktion aus. Dies kann
itber Konjugation an toxische Agenzien, iiber gentechnische Optimierung des
Fc-Teils, sowie iiber die parallele Bindung einer zweiten Spezifitdit an immun-
stimulatorische Rezeptoren erméglicht werden:

Antikorperkonjugate Antikérper kénnen an diverse zytotoxische Agenzien ge-
koppelt werden. Dies erm6glicht durch selektive Bindung der Zielzellen die effektivere
Applikation der toxischen Substanzen. Man unterscheidet dabei zwischen Radioiso-
topkonjugaten, Immunotoxin- und Prodrug-Konjugaten.

Durch Kopplung an Radioisotope sind die Antikorper in der Lage, die Strahlen-
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therapie direkt gegen die gebundenen Zielzellen, sowie das umgebende Tumorgewebe
zu richten. Die beiden aCD20-Antikorper Tositumomab-1131 (Bexxar) und Ibritu-
momab tiuxetan (Zevalin) haben durch diesen Wirkmechanismus Marktzulassung
erreicht.

Immunotoxine werden hingegen nach Bindung an die Tumorzelle internalisiert
und anschlieSend die toxische Wirkung intrazellulir entfalten. Der an das Toxin Ca-
licheamicin gekoppelte aCD33-Antikérper Gemtuzumab ozogamicin (Mylotarg) war
iiber 10 Jahre in den USA zur Behandlung der akuten myeloischen Leukéamie (AML)
zugelassen, wurde jedoch 2010 aufgrund von zu hohen Nebenwirkungen wieder vom
Markt genommen. Diese Unvertriglichkeiten lassen sich aufgrund der geringen Se-
lektivitat erkléren, da nur ein kleiner Bruchteil (etwa 1%) des toxischen Antikorper-
konjugates die Zielzelle erreicht. Im Februar 2013 wurde das Antikorperkonjugat
Trastuzumab emtansine (T-DM1) zugelassen. Das humanisierte Molekiil Trastuzu-
mab (Herceptin) ist dabei an das Zytostatikum T-DM1 gekoppelt und wird zur
Behandlung von Her2-positiven, metastasierenden Mammakarzinomen eingesetzt.

Die Konjugation an die inaktive Form eines Wirkstoffs, ein sogenanntes Prodrug,
ist die potentiell spezifischste Variante der Antikérper-Wirkstoff-Konjugaten. Dabei
kann der Wirkstoff erst nach Internalisierung des Antikorpers und entsprechender
Metabolisierung zur Zielzelllyse fithren. Durch die Verwendung einer solchen
Vorstufe werden fiir den Patienten geringere Nebenwirkungen erwartet.

Fc-optimierte Antikérper FEine weitere Moglichkeit zur Optimierung der An-
tikorper-Effektorfunktionen stellt die gentechnische Modifikation des konstanten Fc-
Teils dar. Die Firma Xencor konnte iiber den definierten Austausch zweier Ami-
nosduren in den Cy2-Doménen (S239D und 1332E, als SDIE-Modifikation bezeich-
net) die Affinitét fiir FeyR erhéhen. Diese Optimierung kann zu einer deutlichen
Steigerung der ADCC fiihren [Lazar et al., 2006]. Durch weitere Arbeitsgruppen
wurden ebenfalls Mutationen definiert, welche durch erhohte Affinitiat fiir FeyR
zur verbesserten ADCC-Aktivitdt fithren kénnen [Shields et al., 2001; Stavenhagen
et al., 2007]. Uber die verstirkte Affinitit fiir das Komplementprotein Clq, wel-
che ebenfalls mittels Substitution einzelner Aminosiauren erzielt wurde, konnte die
CDC-Aktivitat verschiedener Antikorper verstiarkt werden [Moore et al., 2010].

Neben dieser Technologie der Aminoséduresubstitution kann eine entsprechende
Verstarkung der Effektorfunktionen iiber die Modifikation der Glykosylierung des
Fc-Teils erreicht werden. Dabei wurde gezeigt, dass z.B. das Fehlen von Fucose im
Glykosylierungsmuster zur verstéarkten Affinitat an FeyR fiithrt und somit die ADCC
steigern kann [Shields et al., 2002].

Als zusétzliche Option zur verbesserten Wirkung therapeutischer Igv-Antikorper
kann die Halbwertszeit im Serum verldngert werden. Dies konnte durch eine erhohte
Affinitdt fiir den u.a. auf Endothelzellen exprimierten neonatalen FcRezeptor
(FcRn) und der damit verbundenen Riickgewinnung ins Blut in Cynomolgus
nachgewiesen werden [Zalevsky et al., 2010].
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Bispezifische Antikorper Ebenfalls zur dritten Generation zédhlen bispezifische
Antikorper, welche iiber zwei unterschiedliche Antigenbindungsstellen verfiigen.
Neben Bindung des Tumor-assoziierten Antigens kann das Molekiil simultan den
Rezeptor einer Immunzelle erkennen und somit immunmodulierend wirken. Durch
diese Quervernetzung der Tumor- und Effektorzelle war es erstmals moglich,
T-Zellen tiber den TCR/CD3-Komplex als Effektoren in der Antikérpertherapie
zu nutzen. Blinatumomab (mit den Spezifititen fiir CD3 und CD19) gehort dabei
gegenwartig zu den viel versprechendsten, T-Zell rekrutierenden bispezifischen
Antikérpern, welcher derzeit in Patienten mit akuter lymphatischer Leukémie
klinisch erprobt wird [Baeuerle und Reinhardt, 2009]. Als weitere Spezifitdt auf
Immunzellen ist die spezifische Bindung an den aktivierenden FcyRIII/CD16
moglich, wobei die Quervernetzung der Tumor- und NK-Zelle die Lyse der malignen
Zellen bewirken kann [Hartmann et al., 1997]. Neben der zusétzlichen Aktivierung
von Effektorzellen kénnen bispezifische Antikérper durch parallele Bindung zweier
Tumor-assoziierter Antigene die Spezifitit fiir die malignen Zellen verstédrken
[Kugler et al., 2010].

Derzeit sind insgesamt 28 monoklonale Antikérper von der FDA (engl. food and
drug administration) zur Behandlung von Krebserkrankungen, aber auch als Immun-
suppressiva im Einsatz gegen Autoimmunerkrankungen, zugelassen [Reichert, 2012].
In Tabelle 1.2 sind die wichtigsten anti-Tumor-Antikérper beziiglich Wirkstoff- und
Handelsname, Antikorpertyp, Antigen und Indikation aufgelistet.
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Tabelle 1.1: Die wichtigsten anti-Tumor-Antikérper mit Marktzulassung: Angaben zu
Wirkstoff- und Handelsname, Antikorpertyp, Antigen und Indikation

Wirkstoff Antikorpertyp | Antigen| Indikation

(Handelsname)

Rituximab chiméar CD20 maligne Lymphome

(Rituxan)

Cetuximab chiméar EGFR | metastasierendes Kolorektal-

(Erbitux) karzinom,  Kopf-Hals-Karzi-
nom

Trastuzumab humanisiert HER?2 Mammakarzinom (HER2-po-

(Herceptin) sitiv)

Bevacizumab humanisiert VEGF | metastasierendes Kolorektal-

(Avastin) karzinom,  nicht-kleinzelliges

Lungenkarzinom, Glioblastom,
metastasierendes  Nierenzell-

karzinom, fortgeschrittenes
Ovarialkarzinom
Panitumumab human EGFR | metastasierendes Kolorektal-
(Vectibix) karzinom
Ofatumumab human CD20 chronische lymphatische Leu-
(Arzerra) kédmie (CLL)
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1.5. ANGIOGENESE

1.5 Angiogenese

1.5.1 Tumor-induzierte Angiogenese

Das Aussprossen neuer Blutgefifie aus dem bereits bestehenden Geféflsystem wird
als Neoangiogenese bezeichnet. Die GefaB-auskleidenden Endothelzellen reagieren
hierbei auf verschiedene aktivierende, pro-angiogenetische und inhibierende, anti-
angiogenetische Faktoren. Bei der Angiogenese handelt es sich um einen komplexen
Prozess, welcher stark reguliert ist. Nach dem vaskuldren Aufbau wihrend der
Embryonalentwicklung (teilweise auch als Vaskularisierung bezeichnet), tritt
Angiogenese im gesunden adulten Organismus lediglich wihrend der Wundheilung,
dem Muskelaufbau und der Schwangerschaft auf [Folkman und Shing, 1992].

Unter pathologischen Bedingungen werden physiologische pro-angiogenetische
Signalwege ausgenutzt, die zur verstiarkten Angiogenese fiihren. Zu den durch chro-
nische Blutgefafibildung bedingten Krankheiten zdhlen u.a. die diabetische Retino-
pathie, die feuchte Form der altersbedingten Makuladegeneration, sowie das Wachs-
tum benigner und maligner solider Tumoren, die iiber 90% aller Krebserkrankungen
ausmachen [Miller et al., 1994; Moulton et al., 2003; Szabo et al., 1994]. Bereits in
den 1940er-Jahren berichtete Glenn H. Algire erstmals von dem Phénomen der ak-
tiven GefaBineubildung durch den Wirt in Richtung der Neoplasien [ALGIRE et al.,
1945; YOUNGNER und ALGIRE, 1949].

Stetiges Tumorwachstum erfordert eine ausreichende Sauerstoff- und Néahrstoftf-
versorgung, sowie die Stoffwechselabfallproduktentsorgung. Diese Aufgaben werden
durch die versorgenden Blutgefifle gewéhrleistet und sind somit von zentraler Be-
deutung. Es ist beschrieben, dass Tumoren ohne vaskuldre Versorgung eine ma-
ximale Grofe von 1-2 mm? nicht iiberschreiten koénnen [Folkman und Hanahan,
1991]. Diese Wachstumsgrenze entspricht der maximalen Distanz, welche Sauer-
stoff und Néhrstoffe per Diffusion zuriicklegen kénnen. Oberhalb dieser Grofe fithrt
die fehlende Blutversorgung des Mikrotumors zu Sauerstoffunterversorgung (Hypo-
xie), welches die Gefafineubildung stimuliert und somit ein weiteres Tumorwachstum
ermoglicht. Wahrend der Tumorangiogenese kommt es zur verstarkten Ausschiittung
von pro-angiogenetischen Wachstumsfaktoren und zu einer Hemmung der Inhibi-
toren. Dies begiinstigt die Entstehung Tumor-versorgender Gefifle. Die Fiille an
pro-angiogenetischen Stimuli iiberwiegt und fiihrt zur iiberméfiigen und unregulier-
ten Ausbildung eines neuen aberranten BlutgefdBnetzwerkes [Nagy et al., 2010]. Im
Vergleich zu normalen Blutgefédfien sind diese stark erweitert, nur wenige interzel-
lulére Verkniipfungen, sowie fehlende bzw. fehlerhafte Perizyten fiihren zu erhohter
Permeabilitédt, welche eine Metastasierung begiinstigt.

Harold Dvorak beschreibt Tumoren aufgrund dieser {iberméfigen, unregulierten
Gefafineubildung mit einer anschaulichen Metapher als Wunden, die nicht heilen
[Dvorak, 1986].

Die wichtigsten beteiligten Faktoren der komplexen Tumor-induzierten Angio-
genese sind in Abbildung 1.5 graphisch dargestellt. Die Initiierung erfolgt dabei
aufgrund der Sekretion pro-angiogenetischer Faktoren durch die malignen Zellen.
Hierzu zéhlen vor allem VEGF (engl. vascular endothelial growth factor), TGF-
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Bl (engl. tumor growth factor), PDGF (engl. platelet-derived growth factor) und
bFGF (engl. basic fibroblast growth factor), welche durch Bindung an deren Rezep-
toren die Endothelzellen stimulieren. Das aktivierte Endothel sekretiert daraufhin
Matrix-Metalloproteinasen (MMP) in das umgebende Gewebe und bereitet somit
durch Lyse der extrazelluldren Matrix die Gefafineubildung vor. Durch Proliferation
und Migration der aktivierten Endothelzellen werden neue Blutgefifie ausgebildet.
Die Stabilisierung der neuen Gefdfle erfolgt durch die Rekrutierung glatter Mus-
kelzellen und Perizyten, sowie den Neuaufbau der extrazelluliren Matrix [Kerbel,
2008].
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Abbildung 1.5: Ablauf der Tumor-induzierten Angiogenese: Der Tumor sekretiert zur In-
duktion der Angiogenese die pro-angiogenetischen Wachstumsfaktoren VEGF (vascular endothelial
growth factor), PDGF (platelet-derived growth factor) und bFGF (basic fibroblast growth factor),
welche an ihre Rezeptoren (VEGFR2, PDGFR und bFGFR) auf den Endothelzellen binden. Ak-
tivierte Endothelzellen schiitten Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) zur Lyse der extrazelluliren
Matrix aus und bilden, nach Proliferation und Migration, neue Blutgefifie aus. Angiopoietin 1 als
anti- und Angiopoietin 2 als pro-angiogenetischer Faktor konkurrieren um ihren Rezeptor Tie-2 und
beeinflussen die Normalisierung bzw. Auflosung der stabilisierenden Zellen. Endostatin inhibiert
als anti-angiogenetischer Faktor die Proliferation und Migration der Endothelzellen; modifiziert
nach [Folkman, 2007]

1.5.2 Anti-vaskulire Tumortherapie

Judah Folkman préagte bereits 1971 den Begriff der Tumorangiogenese und stellte
erstmals die Hypothese auf, Tumoren durch Zerstorung ihrer Blutgefafiversorgung
bekdmpfen zu konnen [Folkman, 1971].

Der anti-angiogenetische Therapieansatz weist viele Vorteile gegeniiber einer konven-
tionellen anti-Tumor-Therapie auf. Im Folgenden sind die wichtigsten Unterschiede
aufgelistet:

e cine intakte Blutversorgung ist fiir den Tumor iiberlebensnotwendig
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e die Therapie kann die Zerstorung existierender Blutgefédfle, sowie Unter-
driickung der Neubildung bewirken

e die Zerstorung eines einzelnen Blutgefafies fithrt zum Absterben von tausenden
malignen Zellen

e Unabhéngigkeit von hoher genetischer Tumorinstabilitit und heterogenem Ex-
pressionsmuster maligner Zellen

e anwendbar auf alle soliden Tumoren, unabhéngig vom malignen Typ

e optimale Zugénglichkeit des Antikorpers iiber den Blutstrom, es ist keine Pe-
netration des Therapeutikums ins Gewebe notwendig

e Angiogenese lauft im adulten Organismus nur bedingt ab, die gezielte
Zerstorung aktivierter Endothelzellen ist daher weitaus spezifischer als kon-
ventionelle Chemotherapie

Angesichts dieser Vorziige erscheint Folkman “s Hypothese, durch gezielte Zerstérung
der versorgenden Blutgefifle das Tumorwachstum zu inhibieren und infolgedessen
die Metastasierung zu verhindern, aulerordentlich attraktiv.

Es dauerte allerdings 30 Jahre, bis das erste anti-angiogenetische Medikament
im Jahr 2004 die Marktzulassung erreichte. Bevacizumab, ein humanisierter mo-
noklonaler Antikorper, zeigt iiber die spezifische Bindung an den 16slichen Wachs-
tumsfaktor VEGF eine anti-vaskuldre Wirkung. Durch diese Blockierung des pro-
angiogenetischen Faktors, wird die Bindung an den Rezeptor VEGFR2 verhindert.
Wie oben beschrieben, ist die VEGF-Sekretion einer der initialen Schritte in der
Tumor-induzierten Angiogenese. Dessen Neutralisierung verhindert die VEGF-ver-
mittelte Aktivierung der Endothelzellen und somit die Gefafineubildung. Bevacizu-
mab wird von der Pharmafirma Roche unter dem Handelsnamen Avastin vertrieben.
Die Zulassung erfolgte nach klinischer Phase 3-Studie in Patienten mit fortgeschrit-
tenem Kolorektalkarzinom. Hierbei fithrte eine chemotherapeutische Behandlung in
Kombination mit Bevacizumab zu einer signifikanten Uberlebensverlingerung, im
direkten Vergleich zur alleinigen Chemotherapie [Gerber und Ferrara, 2005; Folk-
man, 2006].

Heute ist Bevacizumab in Europa (E) und/oder den Vereinigten Staaten (US) fiir
weitere Indikationen zugelassen. Dazu zéhlen: metastasierendes nicht-kleinzelliges
Bronchialkarzinom (E und US), Glioblastom (US), metastasierendem Nierenzellkar-
zinom (E und US), metastasierendes Mammakarzinom (E) und seit Dezember
2011 zusétzlich das fortgeschrittene Ovarialkarzinom (E). Mit der Ausnahme des
metastasierenden Nierenzellkarzinoms werden die Patienten mit einer Kombination
aus Bevacizumab und Chemotherapie behandelt.

Grundsétzlich ist das Ansprechen der Patienten auf das erste anti-vaskulére The-
rapeutikum weniger beeindruckend als erwartet. Bei manchen Tumorerkrankungen
fithrt die Behandlung zu keiner Verdnderung des Krankheitsverlaufes. In einigen
Féllen konnte hingegen eine deutliche Verbesserung beziiglich der Tumorprogression,
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sowie der Gesamtiiberlebensrate nachgewiesen werden. Eine mogliche Erklarung, fiir
das unterschiedliche Ansprechen auf eine anti-VEGF-Therapie kénnten kiirzlich pu-
blizierte Ergebnisse liefern, wonach bei einigen Krebsarten eine Korrelation zwischen
der verstiarkten Expression des VEGF-Rezeptors mit dem verminderten Ansprechen
auf Bevacizumab nachgewiesen werden konnte. Diese erhchte Expression des Pro-
teins erfolgt aufgrund eines Gen-Polymorphismus (engl. single nucleotide polymor-
phism, SNP), welcher nun als moglicher Biomarker fiir eine anti-VEGF-Therapie
diskutiert wird [Lambrechts et al., 2012].

Des Weiteren konnte fiir einige Patienten nach erster Antikérper-Gabe eine er-
folgversprechende Inhibierung des Tumorwachstums beobachtet werden, welche je-
doch nach einiger Zeit verloren ging. Es wurde gezeigt, dass Bevacizumab nicht
ausschlieflich die Angiogenese inhibiert, sondern zusétzlich zu einer Normalisierung
der Tumor-versorgenden Blutgfiafie fiihren kann [Jain, 2001]. Dieser Effekt senkt
iiber die verminderte Permeabilitdt der Gefdfle das Metastasierungsrisiko deutlich.
Allerdings scheint die Blockierung des VEGF-Signalwegs und somit das verminderte
Tumorwachstum mégliche Resistenzen auszultsen. Diese konnten jedoch die Chemo-
therapie selbst betreffen, welche das Ansprechen auf eine Bevacizumab-Behandlung
nachgewiesen synergistisch verbessert. Der maligne Typ, sowie die entsprechende
Auswahl des in Kombination gegebenen Chemotherapeutikums und die Dosis schei-
nen somit das Ansprechen auf eine anti-VEGF-Therapie iiber einen lingeren Be-
handlungszeitraum signifikant zu beeinflussen. Die Ursachen der auftretenden Resi-
stenz sind vielschichtig und Thema aktueller Diskussionen.

Nagy et al. konnten nach Einteilung der Tumorgeféfle in sechs unterschiedliche
Typen lediglich fiir zwei eine VEGF-Abhédngigkeit nachweisen. Auf ldngere Sicht
besteht der Tumor zunehmend aus Gefiaflen, welche dem VEGF-unabhéngigen Typ
angehoren [Nagy et al., 2010]. Diese Resultate konnen die auftretenden Resistenzen
wahrend einer Bevacizumab-Behandlung ebenfalls erkléren.

Des Weiteren scheint es fiir den Tumor moglich, die Angiogenese auch iiber
VEGF-unabhéngige Signalkaskaden auszulésen und eine ausreichende Blutversor-
gung zu gewihrleisten [Ferrara, 2010).

Trotz diesen beschriebenen Problemen, stellt Bevacizumab einen Fortschritt in
der Krebsforschung dar. Der Antikorper konnte als erstes anti-vaskuldar wirkenden
Medikament das Potenzial eines solchen Therapiansatzes verdeutlichen und in
Patienten mit verschiedenen soliden Tumoren zu einer signifikanten Verbesserung
des Krankheitsverlaufes fithren.

Bis heute attackieren die meisten zugelassenen, anti-angiogenetischen The-
rapeutika den VEGF-Signalweg. Neben der Neutralisierung des Liganden VE-
GF (Bevacizumab, Ziv-aflibercept) blockieren diverse, sogenannte small molecu-
les als Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKIs: Sorafenib, Sunitinib, Axitinib, Pazopa-
nib und Vandetanib), jedoch relativ unspezifisch, die VEGF-Rezeptoren [Bhargava
und Robinson, 2011]. Rapamycin reduziert bereits durch Blockierung des mTOR-
Signalweges (engl. mammalian target of rapamycin) die Produktion des l6slichen
pro-angiogenetischen Faktors [Falcon et al., 2011].

Seit 2005 ist rekombinantes Endostatin als zweites Medikament zur anti-
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vaskuldren Therapie in China freigegeben. Endostatin kommt endogen im Ko&rper
vor und inhibiert als anti-angiogenetischer Faktor die Blutgefafineubildung (vgl.
Abbildung 1.5). Bisher gibt es jedoch keine Marktzulassung fiir Europa oder die
Vereinigten Staaten.

Die wichtigsten, zugelassenen Medikamente mit anti-vaskuldrer Wirkung sind
in Tabelle 1.2 aufgelistet. Folgende Angaben wurden beriicksichtigt: Wirkstoff- und
Handelsname, Firma, Molekiilklasse und Indikation.

Wie dargestellt, ist die Wirkungsweise dieser zur anti-angiogenetischen Therapie
zugelassenen Medikamente hauptséchlich die Inhibierung der Blutgefafineubildung
durch Neutralisierung pro-angiogenetischer Wachstumsfaktoren bzw. eine relativ un-
spezifische Inhibierung der Tyrosinkinase-Aktivitat ihrer Rezeptoren. Als neuer, ef-
fektiverer Therapieansatz wire es denkbar, neben der Blockierung der Neoangioge-
nese zusétzlich die bereits existierenden Tumor-versorgenden Blutgeféafie durch Lyse
der Endothelzellen zu zerstoren. Infolgedessen konnte die Einwanderung immunolo-
gischer Effektorzellen in den Tumor die Induktion einer spezifischen Immunantwort
gegen die malignen Zellen begiinstigen.

Fiir eine solche, innovative Therapieform ist die Spezifitat fiir das Endothel
der Tumor-versorgenden Geféafle von zentraler Bedeutung, da durch eine un-
erwiinschte, unspezifische Zerstorung des gesunden Blutgefiflsystems erhebliche
Nebenwirkungen ausgelost werden konnten. Zudem handelt es sich bei dem
TumorgefiB-auskleidenden Endothel nicht um maligne Zellen, die Existenz eines
Tumorendothel-spezifischen Antigens wird daher nicht erwartet . Allerdings zeigen
aktivierte Tumorendothelzellen, wie bereits beschrieben, gegeniiber ruhendem,
normalem Endothel auf molekularer, morphologischer und funktionaler Ebene
ein verdnderten Phénotyp [Nagy et al., 2010]. Die aberranten BlutgefiBle des
Tumors weisen dabei aufgrund der verstdarkten Proliferation u.a. ein verdndertes
Proteinexpressionsprofil auf.

Potentiell standen einige Kandidaten zur Auswahl. Die membransténdigen Rezepto-
ren der loslichen pro-angiogenetischen Wachstumsfaktoren, wie VEGFR/VEGFR2
oder Tie-2, lagen dabei im besonderen Fokus. Die Auswahl des Zielantigens zur ef-
fektiven und nachhaltigen anti-vaskuldren Tumortherapie erfolgte in dieser Arbeit
anhand folgender Kriterien:

e cin Oberflichenprotein auf Endothelzellen
e schwache Expression auf ruhendem Endothel

o starke Uberexpression auf proliferierenden, aktivierten Endothelzellen (der Tu-
mor-versorgenden Gefifle)

Die Suche nach dem idealen Zielantigen, welches die oben genannten Eigenschaf-
ten erfiillt und somit potentiell zur verbesserten, direkten anti-angiogenetischen Tu-
mortherapie eingesetzt werden kann, fithrte zu dem endothelialen Membranprotein
Endoglin, auf welches in den néchsten Abschnitten nidher eingegangen wird.
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Tabelle 1.2: Zugelassene Therapeutika mit anti-angiogenetischer Wirkung: Angaben zu Wirkstoff- und Handelsname, sowie Firma, Molekiilklasse

und Indikation

Medikament (Handelsname, Firma)

Molekiilklasse

Funktion

Indikation

Bevacizumab (Avastin, Roche)

humanisierter Antikér-
per

Neutralisierung von
VEGF

metastasierendes Kolorectalkarzinom, nicht-
kleinzelliges Lungenkarzinom, Glioblastom, ma-
tastasierendes Nierenzellkarzinom, fortgeschrittenes
Ovarialkarzinom

Ziv-aflibercept (Zaltrap, Sanofi)

rekombinantes
Fusionsprotein

Neutralisierung von
VEGF und PGF

metastasierendes Kolorektalkarzinom

Sorafenib (Nexavar, Bayer AG)

small molecule

Tyrosinkinase-
Inhibitor

Nierenzellkarzinom

Sunitinib (Sutent, Pfizer)

small molecule

Tyrosinkinase-
Inhibitor

gastrointestinaler ~Stromatumor (GIST), Nieren-

zellkarzinom

Axitinib (Inlyta, Pfizer)

small molecule

Tyrosinkinase-
Inhibitor

Nierenzellkarzinom

Pazopanib (Votrient, GlaxoSmithKline)

small molecule

Tyrosinkinase-
Inhibitor

Nierenzellkarzinom, Weichteilsarkom

Vandetanib (Caprelsa, AstraZeneca)

small molecule

Tyrosinkinase-
Inhibitor

Schilddriisenkarzinom

Rapamycin (Rapamune, Pfizer)

aus Streptomyces hy-
groscopicus

blockiert mTOR

Prophylaxe der Organabstoffung nach Transplantation

Endostatin (Endostar)

rekombinantes Endo-
statin

endogener Angiogenes-
einhibitor

nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom
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1.6 Endoglin

1.6.1 Struktur des Membranproteins Endoglin

Das Oberflichenprotein Endoglin (engl. cluster of differentiation number 105,
CD105) wurde erstmals 1985 von der Arbeitsgruppe um Michelle Letarte als
Leukémie-assoziiertes Antigen beschrieben [Quackenbush und Letarte, 1985].

In Abbildung 1.6 ist der Aufbau des Proteins dargestellt. Das Typl-
Transmembranprotein wird als Disulfid-stabilisiertes Homodimer auf der Zellober-
fliche exprimiert [Gougos und Letarte, 1988]. Es besteht aus 633 Aminosduren und
weist ein Molekulargewicht von ca. 180 kDa auf. Das Glykoprotein besitzt eine grofie
extrazellulare Doméne, eine hydrophobe Transmembrandoméne, sowie eine kleine
cytoplasmatische Region. Dieser C-terminale Bereich weist eine Serin-Threonin-
reiche Sequenz auf, welche zur intrazelluldren Signalweiterleitung phosphoryliert
wird. Fiir den extrazelluldren Anteil von Endoglin konnten drei definierte Doménen
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Abbildung 1.6: Aufbau von Endoglin: Einteilung in den extrazelluldren und intrazelluldren
Bereich, sowie in die Transmembrandoméne. Das Disulfid-verkniipfte Homodimer weist eine RGD-
Sequenz, sowie verschiedene N- und O-Glykosylierungen auf. Der extrazelluldre Bereich eines Mo-
nomers wird in drei Doménen ZP-C, ZP-N und orphan eingeteilt; ZP: zona pellucida; modifiziert
nach [Garcia-Pozo et al., 2008]

je Monomer identifiziert werden [Llorca et al., 2007]. Zwei dieser Untereinheiten
gehoren zu einer charakteristischen ZP-Doméne (ZP-N und ZP-C'), weshalb Endo-
glin in die Familie der Zona pellucida-Proteine (ZP) eingeordnet wird. Die beiden
genannten Untereinheiten beinhalten nahe der Transmembrandoméne acht Cysteine,
welche zwischen den verschiedenen Spezies, wie Mensch, Maus (72% Sequenzhomo-
logie), Ratte, Hund und Schwein (72% Sequenzhomologie) hoch-konserviert sind.
Es wird vermutet, dass die ZP-C-Doméne an der Bindung des TGF-g-Liganden
beteiligt ist [Lin et al., 2011]. Die dritte und gréfite Doméne von CD105 wird als
orphan bezeichnet, fiir welche keine signifikanten Homologien zu anderen Proteinen
nachgewiesen werden konnten.

Die Aminosduresequenz von Endoglin enthélt das Tripeptid Arginin-Glycin-As-
paraginsiure (RGD), welches sich an einer exponierten Region der extrazelluldren
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Domine befindet [Cheifetz et al., 1992]. Dabei handelt es sich um eine charakteri-
stische Erkennungssequenz zur Adhésion von Integrinen, welche fiir verschiedene
Prozesse wie Hamostasis und Entziindungen wichtig ist. Kiirzlich wurde beschrie-
ben, dass der zelluldre Rezeptor abf1-Integrin des extrazelluliren Matrixproteins
Fibronectin mit Endoglin interagiert. Als potentielle Bindungsstelle wird hierbei
diese charakteristische RGD-Region diskutiert [Tian et al., 2012]. Interessanterweise
ist beschrieben, dass die RGD-Sequenz im Endoglinmolekiil von Mé&usen, Ratten,
Schweinen und Hunden fehlt [St-Jacques et al., 1994; Ge und Butcher, 1994;
Yamashita et al., 1994; Llorca et al., 2007].

Anhand einer Strukturvorhersage, sowie einer elektronenmikroskopischen Analy-
se, konnte die dreidimensionale, extrazelluldre Struktur (ca. 140 kDa) von Endoglin
ermittelt werden [Llorca et al., 2007]. Dabei wurde gezeigt, dass die beiden Mono-
mere antiparallel angeordnet sind und dabei eine Art Kappe bilden, welche an einer
Seite geoffnet ist. In Abbildung 1.7 ist die hypothetische, dreidimensionale Struktur
von Endoglin dargestellt.

A
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Doméne orphan-

Doméne

LEPC
. 3867

50 A

Abbildung 1.7: Rdumliche Anordnung des Homodimers Endoglin: Vorhersage der dreidi-
mensionalen (3D), extrazelluldren Proteinstruktur von Endoglin. A: Darstellung der drei Doménen
eines Monomers: orphan-Doméne (rot, Glu26-Ile359), ZP-N- und ZP-C-Domiine (gelb und blau,
GIn360-Gly586) B: Schematische Anordnung von Endoglin als Homodimer C: Seitenansicht der
3D-Struktur von Endoglin D: Aufsicht der 3D-Struktur von Endoglin E: Unteransicht der 3D-
Struktur von Endoglin; modifiziert nach [Llorca et al., 2007]

Das fiir humanes Endoglin codierende Gen ist auf Chromosom 9q34 lokalisiert. Es
ist 40 kb gro und in 14 Exons angeordnet [Fernandez-Ruiz et al., 1993; McAllister
et al., 1995]. Der Promoter von CD105 hat eine Lange von 2,6 kb [Rius et al., 1998].
Durch alternatives Spleifien entstehen zwei Isoformen des Proteins, S-Endoglin (engl.
short, kurze Form) und L-Endoglin (engl. long, lange Form), welche sich ausschlief3-
lich in Lange und Aminosduresequenz des cytoplasmatischen Teils unterscheiden
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[Bellon et al., 1993]. Die lingere Variante L-Endoglin wird jedoch hauptséchlich auf
Endothelzellen exprimiert [Perez-Gomez et al., 2005].

1.6.2 Expression von Endoglin

Die Hauptaufgabe von Endoglin ist die Beteiligung an der Herz- und Gefaflentwick-
lung, sowie an Reparatur- und Entziindungsprozessen wie z.B. wahrend der Wund-
heilung [Torsney et al., 2002]. Dabei wird Endoglin hauptséchlich auf Endothelzellen
exprimiert, wobei es auf proliferierendem, aktiviertem Gefaflendothel deutlich hoch-
reguliert wird. Wahrend der humanen Embryonalentwicklung wird CD105 auf dem
Endothel der Blutgefdfie ausschliellich zwischen der vierten und achten Schwanger-
schaftswoche verstéirkt exprimiert. Zwischen der vierten und dreizehnten Schwanger-
schaftswoche wurde eine verstérkte Expression von CD105 wihrend der Entwicklung
des Herzens auf dem Endokardium beschrieben [Qu et al., 1998].

Diese wichtige Beteiligung von Endoglin an der Angiogenese bzw. vaskuléren
Entwicklung konnte zusétzlich im Mausmodell bestéatigt werden. Die Deletion beider
Endoglin-Gene fiihrte in utero, also bereits wéhrend der frithen Embryonalentwick-
lung (Tag 10,5), aufgrund von krankhaften Blutgefafifehlbildungen im Mutterleib
zum Tode [Li et al., 1999; Bourdeau et al., 1999].

Auf den aktivierten Blutgeféafien solider Tumoren und teilweise ebenso auf deren
Stroma konnte die Uberexpression von CD105 in zahlreichen Studien, unter Verwen-
dung diverser aEndoglin-Antikorper, bestétigt werden [Gougos und Letarte, 1988;
Burrows et al., 1995; Miller et al., 1999; Sanchez-Elsner et al., 2002]. Dabei be-
schriinkt sich die Uberexpression auf die intra- und peritumoralen Gefifle, auf dem
entsprechenden normalen, ruhenden Endothel wurde hingegen nur eine marginale
Expression detektiert [Wang et al., 1995]. Dabei konnte eine deutliche Korrelati-
on zwischen der Endoglinexpression auf den Endothelzellen, sowie dem Marker fiir
Zellproliferation Ki-67 nachgewiesen werden [Miller et al., 1999].

Endoglin ist ebenfalls auf Synzytiotrophoblasten in der Plazenta stark exprimiert
[Gougos et al., 1992]. Eine schwache Expression von CD105 wurde v.a. auf Fibrobla-
sten, Makrophagen und hamatopoetischen Vorlauferzellen des Knochenmarks nach-
gewiesen [Cho et al., 2001; Rokhlin et al., 1995; Lastres et al., 1992]. Weiterhin wird
eine schwache Expression des Proteins auf den glatten Muskelzellen der Blutgefifle,
sowie auf Proerythroblasten beschrieben [Adam et al., 1998; Buhring et al., 1991].
Auf frisch-isolierten Monozyten, Granulozyten, Erythrozyten, sowie B- und T-Zellen
des Blutes wurde kein Endoglin detektiert [Quackenbush und Letarte, 1985; Haruta
und Seon, 1986].

Endoglin ist auf Pra-B- und Préi-T-Leukédmiezellen (47% bei AML, 82% bei B-
ALL und 7% bei T-ALL) exprimiert, jedoch nicht auf reifen B- und T-Zellen [Rokhlin
et al., 1995; Fonsatti et al., 2001].

Als Stimuli zur verstarkten Endoglinexpression wurde der Einfluss von TGF-4,
sowie auftretender Sauerstoffmangel (Hypoxie) im Gewebe beschrieben [Rius et al.,
1998; Sanchez-Elsner et al., 2002]. Dabei konnte in vitro bereits 16 Stunden nach
dem Sauerstoffmangel die maximale Antigendichte erreicht werden. Neben der In-
duktion der Angiogenese aufgrund mangelnder Versorgung wird als zusétzlicher Me-
chanismus von CD105 die anti-apoptotische Wirkung auf das hypoxische Gewebe
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beschrieben [Li et al., 2003]. Weiterhin konnte als weiterer Stimulus zur verstérkten
Endoglin-Expression die Bestrahlung identifiziert werden [Wang et al., 1995].

1.6.3 Regulierung der Angiogenese durch Endoglin

Der Rezeptorkomplex TGF-3 (engl. transforming growth factor) reguliert verschie-
denste biologische Prozesse, welche an der Ontogenese beteiligt sind. Dabei nimmt
TGF-£ Einfluss auf die Zellproliferation, Migration, Differenzierung, sowie auf die
Produktion der extrazelluliren Matrix [Piek et al., 1999; Massague et al., 2000].
Somit ist TGF-/ ebenfalls in der Entwicklung des Blutgefafsystems involviert und
kann das Wachstum von Endothelzellen stimulieren oder inhibieren.

Die Regulierung der Endothelzellen erfolgt dabei {iber den akzessorischen TGF-
B Rezeptor Endoglin. Dieser bindet verschiedene Mitglieder der TGF-Superfami-
lie, wie hauptséchlich TGF-£1 und TGF-£33, sowie Activin-A, BMP-2, BMP-7 und
BMP-9 (engl. bone morphogenic protein, BMP) [David et al., 2007]. Allerdings er-
folgt diese Ligandenbindung ausschlieflich in Anwesenheit der TGF S-Rezeptoren
[Cheifetz et al., 1992; Barbara et al., 1999; Letamendia et al., 1998|.

Verschiedene Studien zeigten, dass TGF-£ in Endothelzellen zwei intrazelluléare
Smad-Signalwege aktivieren kann. Dazu zdhlt einerseits die Signalweiterleitung iiber
die ALK5-Smad2/3-Kaskade und andererseits der Signalweg iiber ALK1-Smad1/5/8
(engl. activin receptor-like kinase, ALK). Es ist beschrieben, dass der Rezeptor ALK1
hauptséchlich auf Endothelzellen exprimiert ist, ALK ist hingegen ubiquitéir expri-
miert [Massague, 1998].

Es wird vermutet, dass die Anwesenheit von Endoglin nach Bindung eines Li-
ganden die Signalweiterleitung iiber den TGF-3-Rezeptor ALK1 begiinstigt. Dabei
erfolgt die Weiterleitung iiber die Phosphorylierung einer speziellen Untergruppe
an Smad-Proteinen bis in den Nukleus und reguliert somit die Transkription pro-
angiogenetischer Gene. Die Abwesenheit von Endoglin soll hingegen zur verstéirkten
Signaltransduktion iiber den TGF-g-Rezeptor ALKS5 fithren, wodurch das Zellwachs-
tum unterdriickt wird [Lebrin et al., 2004; Koleva et al., 2006; Guerrero-Esteo et al.,
2002; Lastres et al., 1996; Blanco et al., 2005]. In diesem Kontext wird ebenfalls eine
durch Endoglin initiierte Heterodimerisierung von ALK1 und ALK5 diskutiert.

Das komplexe Zusammenspiel der verschiedenen TGF-g-Rezeptoren und -
Liganden zur Regulierung der Angiogenese, sowie die detailierte Rolle von Endoglin,
ist jedoch noch gréfitenteils unklar.

Neben Endoglin wird ein weiterer TGF-3-Rezeptor, als Betaglycan bezeichnet,
beschrieben, welcher eine signifikante Sequenzhomologie von 71% aufweist. Aller-
dings ist dieses Protein nicht auf Endothelzellen exprimiert [Cheifetz et al., 1992].

Kiirzlich wurde eine Beteiligung von Endoglin bei Integrin-abhéngigen Signalwe-
gen beschrieben. Dabei scheint CD105 mit dem zelluldren Rezeptor a581-Integrin
des extrazelluldren Matrixproteins Fibronectin zu interagieren. Diese Komplexbil-
dung kann die Phosphorylierung der Endoglin-abhéngigen ALK1-Smad1/5/8-Sig-
nalkaskade verstidrken und somit zusétzlich die pro-angiogenetischen Stimuli regu-
lieren [Tian et al., 2012].

Die hypothetische Rolle von Endoglin in der TGF-p3-Signaltransduktion zur Re-
gulierung der Angiogenese ist in Abbildung 1.8 schematisch dargestellt.
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Abbildung 1.8: Endoglin als akzessorischer Rezeptor der TGF-3-Superfamilie: Modulation
der intrazelluldren Signalweiterleitung durch Endoglin. Der ALK1-Smadl/5-Signalweg fiithrt zur
Transkription pro-angiogenetischer Gene. Der ALKS5-Smad2/3-Signalweg verursacht einen anti-
mitogenen Stimuli; modifiziert nach [Fonsatti et al., 2010]

1.6.4 Hereditire hiamorrhagische Teleangiektasie Typl

Die hohe Bedeutung von Endoglin wihrend der Angiogenese wird im Falle einer
Mutation des CD105-Gens besonders deutlich. Mutationen, v.a. in der extrazel-
luldren Doméne des Proteins, konnen zur Entstehung einer autosomal-dominanten
Erbkrankheit des Blutgefifisystems fithren, welche als hereditdre hdmorrhagische
Teleangiektasie Typl (HHT; MIM# 187300) bzw. Morbus Rendu-Osler-Weber be-
zeichnet wird [McAllister et al., 1994]. Betroffene Patienten sind heterozygot, wohin-
gegen homozygote Mutationen letal verlaufen. Die weltweite Inzidenz der Krankheit
betragt 1:8000, die Mortalitisrate liegt bei circa 10%. Frauen und Méanner sind glei-
chermafien betroffen. In mehr als 90% der Félle stellt die rezidivierende Epistaxis
das klinische Erstsymptom dar. Neben der Nase sind v.a. die Haut, die Lunge, das
Hirn, die Leber, sowie der Gastrointestinaltrakt von auftretenden Blutungen und
arterio-venosen Malformationen betroffen.

Zusatzlich ist eine zweite Form der Erbkrankheit beschrieben, die hereditére
hémorrhagische Teleangiektasie Typ2, welche durch eine Mutation des Endoglin-
assoziierten TGF-8 Rezeptors ALK1 charakterisiert ist und zur Ausbildung des
gleichen Krankheitsbildes fiihrt [Sadick et al., 2006].

Aktuell wird der Einsatz von Bevacizumab zur Behandlung von Patienten mit
der Erkrankung erprobt. Der Antikorper fithrt dabei intravents oder auch in Kombi-
nation mit einer intranasalen Applikation zur deutlichen Verbesserung der Sympto-
matik, v.a. bezogen auf die schwere, immer wiederkehrende Epistaxis [Brinkerhoff
et al., 2012; Lupu et al., 2013].
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1.6.5 Endoglin-abhingige Krebsprognose

Losliche Variante von Endoglin  Ein weiterer Mitspieler in der Endoglin-ab-
héngigen Regulierung der Angiogenese scheint die im Blut zirkulierende Variante
des Proteins zu sein. Dieses 16sliche Endoglin (engl. soluble, sSENG) wurde bereits
1994 erstmals beschrieben [Wang et al., 1994b]. Durch proteolytische Abspaltung des
membran-gebunden Endoglins durch die Matrix-Metalloproteinase MMP-14 steigt
die Serumkonzentration von sENG an [Hawinkels et al., 2010].

Da das zirkulierende Endoglin Bindestellen fiir unterschiedlichste Liganden der
TGF-p-Superfamilie besitzt, wird vermutet, dass es als eine Art Scavenger fiir
zirkulierende Liganden fungiert. Diese Neutralisierung verhindert die Liganden-
Rezeptor-Interaktion und reguliert bzw. inhibiert somit die Angiogenese. Diese Re-
gulierung scheint von der Co-Expression des membran-gebundenen Endoglins, so-
wie der Matrix-Metalloproteinase MMP-14 abhéngig zu sein. Durch proteolytische
Abspaltung sinkt die Endoglinexpression auf den Endothelzellen, wohingegen die
Konzentration der anti-angiogenetischen, 16slichen Variante ansteigt. Dieser Ablauf
bringt das Endothel wieder in den Ruhezustand [Hawinkels et al., 2010].

Es ist bekannt, dass die Konzentration der 16slichen Endoglin-Variante im Blut
deutlich mit der Pathogenese verschiedener vaskularer Erkrankungen verkniipft ist.
Neben der Sklerodermie und Praeklampsie wurde zirkulierendes Endoglin auch in
Seren von Krebspatienten signifikant erhoht nachgewiesen [Wipff et al., 2008; Venka-
tesha et al., 2006]. Dieser Anstieg korreliert mit schlechter Prognose, sowie erhéhtem
Metastaserisiko in Patienten mit Prostata-, Mamma- [Li et al., 2000; Furstenberger
et al., 2006] und Colonkarzinom [Mysliwiec et al., 2008; Takahashi et al., 2001b].
Dabei waren die Serumkonzentrationen bei Metastase-positiven Krebserkrankun-
gen nochmals deutlich erhoht, im Vergleich zu den Seren Metastase-freier Patien-
ten. Weiterhin konnte durch eine chemotherapeutische Behandlung eine suppressi-
ve Wirkung auf die Menge an zirkulierendem Endoglin nachgewiesen werden. Als
Richtwerte wurden in gesunden Spendern Serumkonzentrationen 16slichen Endog-
lins von 41,04+15,0 ng/mL und in Krebspatienten von 51,4+59,7 ng/mL detektiert
[Takahashi et al., 2001b].

Erhohte Konzentrationen des zirkulierenden Endoglins wurden ebenfalls in
Leukdmiepatienten festgestellt [Calabro et al., 2003], allerdings konnte eine ent-
sprechende Korrelation fiir Patienten mit Gastrointestinal- [Mysliwiec et al., 2009],
Osophageal- [Bellone et al., 2007] und Ovarialkarzinom [Odegaard et al., 2008]
nicht bestatigt werden.

Insgesamt sind die Abhéngigkeiten zwischen zirkulierendem FEndoglin, Tumor-
wachstum, verstarktem Metastasierungsrisiko und einer schlechten Prognose jedoch
noch nicht ausreichend verstanden.

Membran-gebundene Variante von Endoglin Eine weitere Moglichkeit zur
Beurteilung der Tumorprogression und des Metastasierungsrisikos erfolgt iiber die
Dichte der Kapillargefile (engl. microvessel density, MVD). Die Untersuchung
der Kapillardichte zur Quantifizierung Tumor-versorgender Gefiafle wird bereits
seit 1991 durchgefiihrt [Weidner et al., 1991]. Unter Verwendung pan-endothelialer
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Marker, wie CD31, CD34 und von Willebrand’s Faktor ist dies eine géngige
Methode zur Beurteilung der Tumorentwicklung geworden [Srivastava et al., 1988;
Weidner et al., 1991; Weidner et al., 1992; Tanigawa et al., 1997]. In verschieden
Studien konnte Endoglin, im Vergleich zu den vorher genannten, als spezifischerer
und sensitiverer Marker fiir die Neoangiogenese bzw. Tumorprogression beschrieben
werden. Im Gegensatz zu den herkémmlichen pan-endothelialen Markern wird
Endoglin hauptsichlich auf proliferierendem, aktiviertem Endothel exprimiert
[Wang et al., 1994a; Tanaka et al., 2001; Charpin et al., 2004]. Aus diesem Grund
wird Endoglin heute héufig als spezifischer Angiogenese-Marker aufgefasst.

Die beschriebenen Daten zur membran-gebundenen oder zirkulierenden Variante
von Endoglin, verdeutlichen die Relevanz des Proteins fiir die Tumorangiogenese
und bestétigen somit die Wahl dieses Zielantigens fiir eine potentielle anti-vaskulére
Tumortherapie.

1.6.6 aEndoglin-Antikérper im Tiermodell

Die Inhibierung der Angiogenese und somit Unterdriickung des Tumorwachstums
durch aEndoglin-Antikorper in vivo, konnte bereits in zahlreichen Studien bestétigt
werden.

Dieser Effekt wurde einerseits in immunkompetenten Méausen, sowie in verschie-
denen SCID-Mausmodellen (engl. severe combined immunodeficiency, SCID) unter
Verwendung des mit Maus-Endoglin kreuzreaktivem Klon SN6j gezeigt. Dabei wurde
der Antikorper unkonjugiert, sowie an Toxin- oder Radioisotop-gekoppelt eingesetzt
[Seon et al., 1997; Tabata et al., 1999; Matsuno et al., 1999; Takahashi et al., 2001a;
Tsujie et al., 2006; Tsujie et al., 2008; Uneda et al., 2009].

Neben diversen Maus-Studien wurde die Immunogenitéit, Pharmakokinetik und
Toxizitat eines chiméren aEndoglin-Antikorpers (YSN6j) in Cynomolgus-Affen (Ma-
caca fascicularis) untersucht. Dabei konnten Antikorperkonzentrationen von bis zu
10 mg/kg ohne signifikante Nebenwirkungen appliziert werden [Shiozaki et al., 2006].

1.6.7 aEndoglin-Antikérper in klinischen Studien

Der Klon ySNGj ist ein chimérer, nicht-optimierter aEndoglin-Antikérper aus dem
Labor von Ben K. Seon (Roswell Park Cancer Institute, New York, USA). Dieser
wird zur Zeit unter dem Namen TRC105 von der Firma TRACON Pharmaceuticals
(San Diego, USA) in verschiedenen klinischen Studien getestet.

Die erste klinische Phase I[-Studie (NCT00582985) wurde bereits mit viel-
versprechenden FErgebnissen abgeschlossen. Insgesamt wurden 50 Patienten mit
fortgeschrittenen und/oder metastasierenden Tumorerkrankungen (v.a. Colon-,
Prostata-, Nieren- und Lungenkarzinom) mit ansteigenden Konzentrationen von
TRC105 behandelt. Die maximale Vertréaglichkeit wurde mit 10 mg/kg wochentlich
erreicht. Neben den erwarteten Nebenwirkungen wie Anédmie, Teleangiektasien,
sowie Entziindungsreaktionen an der Einstichstelle, traten keine schwerwiegenden,
lebensbedrohlichen Blutungen auf. Bei 47% der behandelten Patienten, konnte
mindestens ein stabiler Verlauf nachgewiesen werden [Rosen et al., 2012].
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Zur Zeit wird TRC105 in zwdlf weiteren klinischen Studien zur Behandlung
von Patienten mit Glioblastom, Nierenzell-, Prostata-, Blasen-, Ovarial- und
Leberkarzinom getestet. Dabei wird der Antikorper als Monotherapeutikum oder
in Kombination mit einem Chemotherapeutikum, sowie mit den VEGF-Inhibitoren
Bevacizumab, Axitinib und Sorafenib eingesetzt.

Endoglin als Zielantigen zur potentiellen anti-vaskuldren Tumorthera-
pie Endoglin gilt derzeit als spezifischster Marker der Tumorangiogenese. Zusam-
menfassend identifizieren die in der Literatur beschriebene starke Uberexpression
auf Endothelzellen verschiedener solider Tumoren im Vergleich zu normalen Blut-
gefiaflen, sowie ein deutlicher Antikérper-vermittelter anti-Tumor-Effekt in verschie-
denen Mausmodellen dieses Membranproteins als potentielles vaskuléres Zielantigen.
Die gute Vertriglichkeit und erste therapeutische Effekte des chiméren aEndoglin-
Antikorpers TRC105 in Cynomolgus-Affen und klinischen Studien unterstiitzen die-
se Auffassung.

1.7 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Generierung und Optimierung neuer Antikorper zur ver-
besserten, direkten anti-angiogenetischen Tumortherapie. Die gezielte, effektive Lyse
der Blutgefifie des Tumors, sowie die damit verbundene Offnung der Endothelzell-
schicht und Einwanderung korpereigener Immunzellen, sollten dabei einerseits zum
Zusammenbruch der Tumorversorgung und zusétzlich zur Induktion einer spezifi-
schen Immunantwort gegen die malignen Zellen fiihren.

Die initiale Charakterisierung des vielversprechenden Zielantigens Endoglin
beziiglich Expression und Spezifitdt war fiir einen solchen verbesserten, direkten
Therapieansatz von zentraler Bedeutung. Anschliefend sollte mittels Hybridomtech-
nologie eine Auswahl an Tumorendothel-spezifischen Antikorpern generiert werden.
Nach Abschatzung kritischer, potentiell den Therapieerfolg beeinflussender Parame-
ter, wie v.a. der Tumorendothelspezifitit, aber auch weiterer Antigen-spezifischer
Untersuchungen, sollten die viel versprechendsten Kandidaten zur besseren Interak-
tion mit dem humanen Immunsystem chimérisiert und zusétzlich SDIEM-modifiziert
werden. Durch diese Optimierung des Fe-Teils sollte eine gesteigerte Antikorper-
vermittelte zelluldre Zytotoxizitdt erreicht werden, welche die Effizienz des ange-
strebten verbesserten, weil direkten, anti-vaskuldren Therapieansatz zuséatzlich stei-
gern konnte.

Zusétzlich sollten im Rahmen dieser Arbeit weitere membransténdige Zielantige-
ne zur potentiellen anti-angiogenetischen Tumortherapie identifiziert werden, wobei
ein besonderes Augenmerk auf die Tumorendothelspezifitit gelegt werden sollte.
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2.1. MATERIAL

2.1 Material

2.1.1 Gerite

GERAT

Autoklav Sauter

AKTApurifier

Brutschrank CB210

Brutschrank Heraeus B6200
Durchlicht-Mikroskop Axiovert 25
Einkanal Durchfluss-UV-Monitor UV-1
Electrophoresis Power

Supply EPS600, EPS3500
Elektroporationsgeriat Gene Pulser 11
ELISA-Plattenlesegerit Spectra Max 340
Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2
Heizrithrer MR 2002

Kryostat CM3000
Kiihl-/Gefrierschrank

Mehrkanalpipette Discovery, 12-Kanal
Mehrkanalpipette Finnpipette, 8-Kanal
Multipette Plus

Nanodrop 1000 Spectrophotometer

Peristaltikpumpe P-1
pH-Messgerat SevenMulti
pH-Messgerat WTW pHb523
Photometer Ultrospec 3000
Pipettensatz Discovery
Pipettierhilfe Pipetboy acu
Schiittler Multitron

Sterilbank NSF49

Sterilbank Tecnoflow
Szintillationsmessgerdt MicroBeta
Counter 1450 Plus

Thermocycler PTC-100 und PTC-200
Trockenschrank Heraeus ET
UV-Tisch FLX-20M
Vakuumpumpe

VortexMixer

Waagen (Fein- und Tischwaage)
Wasserbad Typ304R

Wippe Duomax 1030
xCELLigence RTCA SP

BEZUGSQUELLE

SteriTech, Nussloch

GE Healthcare, Miinchen

Binder, Tuttlingen

Thermo Electron, Waltham, USA
Zeiss, Jena

GE Healthcare, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen

BioRad, Miinchen

Molecular Devices, Miinchen
Zeiss, Jena

Heidolph Instruments,
Schwabach

Leica Microsystems, Wetzlar
Liebherr, Ochsenhausen
Abimed, Langenfeld

VWR, Darmstadt

Eppendorf, Hamburg

Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

GE Healthcare, Miinchen
Mettler Todelo, Gielen
WTW, Weilheim

GE Healthcare, Miinchen
Abimed, Langenfeld

Integra Biosciences, Chur, CH
Infors, Bottmingen, CH
CleanAir, Lausanne, CH
Integra Biosciences, Chur, CH
Perkin Elmer, Rodgau

MJ-Research, St. Bruno, CDN
Thermo Electron, Waltham, USA
Vilber Lourmat, Eberhardzell
Vacuubrand, Wertheim

Neolab, Heidelberg

Sartorius, Gottingen

Koéttermann Laborat., Honigsen
Heidolph Instruments, Schwabach
Roche, Mannheim
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2.1. MATERIAL

GERAT

Zell-Harvester ICH-110-96
Zell-Inkubator Heraeus B6200

ZENTRIFUGEN:

Centrifuge 5417C

Heraeus Megafuge 1.0 und 1.0R
Sorvall RC 5C Plus

2.1.2 Glas- und Plastikwaren
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WARE

Becherglaser, Glas

Bechergléser, Plastik

Bottle-top Filter (0,22 pm Porengrofie)
Cellophan-Folie Saran

Combitips

Dako-Pen

Deckglaser 24 x 50 mm
Dialysierschlduche Visking
Einmalpipetten Plastik

1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL
Einmalpipetten Plastik 50 mL
Einmalspritzen Plastik

Elektroporationskiivetten 4mm
E-Plate 96 fiir xCELLigence RTCA SP
Erlenmeyerkolben Simax 500 mL, 1 L
FACS-Rohrchen 0,5 mL
FACS-Ro6hrchen 5 mL

Feststoffszintillationsplatte

Feuchte Kammer

Filtermatten Melti Lex A

Finntips 50-1500 pL

Glasflaschen 250 mL, 500 mL, 1 L, 2 L
Isopropanolkiihler

Kryorohrchen 2 mL

Kryobox
Maxisorb 96 well ELISA Platte

Messzylinder Plastik: 100 mL,
250 mL, 500 mL, 1 L, 2 LL

BEZUGSQUELLE

Inotech, Dottikon, CH
Thermo Electron, Waltham, USA

Eppendorf, Hamburg
Thermo Electron, Waltham, USA
Thermo Electron, Waltham, USA

BEZUGSQUELLE

Schott, Mainz

Vitlab, Groflostheim
Millipore, Schwalbach
Roth, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Dako, Hamburg
R.Langenbrinck, Teningen
Roth, Karlsruhe
Becton-Dickinson,
Heidelberg

Corning, Kaiserslautern
Becton-Dickinson,
Heidelberg

Peqlab, Erlangen
Roche, Mannheim
Bohemia Crystal, Selb
Sarstedt, Niimbrecht
Becton-Dickinson,
Heidelberg

Packard BioScience, Dreieich
Roth, Karlsruhe
Perkin Elmer, Rodgau
VWR, Darmstadt
Schott, Mainz
Thermo Scientific,
Langenselbold
Greiner Bio-One,
Frickenhausen

Merck, Darmstadt
Thermo Scientific,
Langenselbold

Vitlab, Groflostheim



2.1. MATERIAL

WARE

Mikroplatte 96-well round bottom,
non-sterile

Mikroplatte lid, non-sterile
Neubauer Zell-Zahlkammer
Nylonsieb, 70 pm

Objekttrager SuperFrost® Plus
Pasteurpipetten, long size
PCR-softtubes 0,5 mL
Petrischalen 35 mm

Pinsel
Pipettenspitzen 10 uL
Pipettenspitzen 20 plL, 200 pL, 1000 pL

Pipettenspitzen, gestopft: 10 uL,

20 pL, 100 pl, 200 pl, 1000 pl
Pipettenspitzen Finntip Multistepper
PP-Réhrchen 50 mL

PS-Réhrchen Falcon 15 mL
Prézisions-Kiivette Suprasil halbmikro
Reaktionsgefdafie 0,5 mL, 1,5 mL, 2 mL
Skalpell

Spritzen Sub-Q 1 mL

Spritzenfilter Millex-GV, Millex-GP 0,22 pym
Zellkulturflaschen 50 mL, 250 mL, 550 mL

Zellkulturflasche triple flask
Zellkulturplatte 6-well flat bottom

Zellkulturplatte 12-well
Zellkulturplatten 24-well, 48-well

Zellkulturplatten 96-well flat/round bottom

Zentrifugenbecher 500 mL

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

REAGENZ

Aceton

BEZUGSQUELLE
Corning, Kaiserslautern

Corning, Kaiserslautern
Brand, Wertheim
Becton-Dickinson,
Heidelberg

R.Langenbrinck, Teningen

WU, Mainz
Biozym, Oldendorf
Greiner Bio-One,
Frickenhausen
Roth, Karlsruhe
Biozym, Oldendorf
Greiner Bio-One,

Frickenhausen
Biozym, Oldendorf

VWR, Darmstadt
Greiner Bio-One,
Frickenhausen
Becton-Dickinson,
Heidelberg

Hellma, Basel, CH
Eppendorf, Hamburg
Braun, Tuttlingen
Becton-Dickinson,
Heidelberg

Millipore, Schwalbach
Greiner Bio-One,
Frickenhausen

Nunc, Wiesbaden
Becton-Dickinson,
Heidelberg

Corning, Kaiserslautern
Greiner Bio-One,
Frickenhausen
Greiner Bio-One,
Frickenhausen
Nalgene, Hereford, UK

BEZUGSQUELLE

Merck, Darmstadt
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2.1. MATERIAL
REAGENZ BEZUGSQUELLE
Agarose Lonza, Basel, CH
Ampicillin Roth, Karlsruhe
Ampuwa'?-Wasser Fresenius Kabi,

34

Antibody Diluent
Bacto-Agar

Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton

B-Mercaptoethanol 14,3 M

BSA (Fraktion V)

Bromphenolblau

Chloramphenicol

Chloroform

DAB (3,3 -Diaminobenzidin)
Desoxyribonucleotid-Triphosphate (ANTPs)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Dulbecco ‘s Phosphate buffered saline (DPBS)

Entellan™ Neu

Essigsaure

Ethanol, vergéllt (96%)

Ethanol, zur Analyse (100%)
Ethidiumbromid (EtBr)
Ethylen-Diamin-Tetraacetat (EDTA)

FACS-Clean, FACS-Flow, FACS-Rinse

Formaldehyd

Glucose

Glycerin

Glycin

Héamatoxylinlosung nach Gill 11
Isoamylalkohol

Isopropanol

Kanamycin

Lymphocyte Separation Medium LSM 1077

Magnesiumchlorid
Methanol

Mineralol

Natriumacetat
Natriumacetat (wasserfrei)

Bad Homburg
Zytomed Systems, Berlin
Becton-Dickinson,
Heidelberg
Becton-Dickinson,
Heidelberg
Becton-Dickinson,
Heidelberg

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Zytomed Systems, Berlin
Peqlab, Erlangen
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Lonza, Basel, CH
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Becton-Dickinson,
Heidelberg

Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Fluka, Buchs
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
PAA Laboratories,
Pasching, A
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt



2.1. MATERIAL
REAGENZ BEZUGSQUELLE
Natriumazid Merck, Darmstadt
Natriumchlorid Merck, Darmstadt

Natriumchromat (**Cr, 5 mCi/mL)

Orange G
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
Propidiumiodid (PI)

Rekombinantes Protein A,
Agarose-immobilisiert, Sepharose Fast Flow
RNase Zap

TissueTek®, Gefriereinbettmedium

Triton X-100

Trizma Base (Tris-Base)

Trizma Hydrochlorid (Tris-HCI)
Trypanblau 0,4%

Tween 20

Tiirk “sche Losung

Wasserstoffperoxid (Hy0,), 30%

Xylol

REAGENZ

8-Azaguanine
CDM4PERMab (chemisch definiert)

Endothelial Cell Growth Medium 2
FCS (fotales Kéalberserum)

Geniticin-Sulfat (G418)

HAT (Hypoxanthin/Aminopterin/Thymidin)
HT (Hypoxanthin/Thymidin)

Hybridoma Cloning Supplement (HCS)

Hygromycin B

IMDM mit 25 mM HEPES

und L-Glutamin

MEM-NEAA, non-essentail amino acids
Natriumpyruvat

Penicillin/Streptomycin

Polyethylene glycol 1500 (PEG1500)

Hartmann Analytic,
Braunschweig

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

GE Healthcare, Miinchen

Ambion, Darmstadt

Leica Microsystems, Wetzlar
Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

2.1.4 Zellkulturmedien und -zusitze

BEZUGSQUELLE

Sigma, Steinheim
Thermo Scientific HyClone,
South Logan, USA
Promo Cell, Heidelberg
PAA Laboratories,
Pasching, A

Biochrom, Berlin
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim

PAA Laboratories,
Pasching, A

Roche, Mannheim
Lonza, Basel, CH

PAA Laboratories,
Pasching, A
PAA Laboratories,
Pasching, A
PAA Laboratories,
Pasching, A
Roche, Mannheim
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2.1.

MATERIAL

REAGENZ

RPMI-1640 mit 25 mM HEPES
und L-Glutamin

2.1.5 Enzyme

ENzyMm
PNGase F
Restriktionsenzyme, diverse

T4-DNA-Ligase
T4-DNA-Ligase

BEZUGSQUELLE

Lonza, Basel, CH

BEZUGSQUELLE

New England Biolabs,
Frankfurt

New England Biolabs,
Frankfurt

Roche, Mannheim
Fermentas, St. Leon-Rot

2.1.6 Groflenmarker fiir die Gelelektrophorese

GROSSENMARKER
1 kb und 100 bp Marker

Marker SeeBlue® Pre-Stained

BEZUGSQUELLE

New England Biolabs,
Frankfurt
Invitrogen, Darmstadt

2.1.7 Gebrauchsfertige Losungen und Kits
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Kir

Dako Pen
EndoFree® Plasmid Maxi Kit
Fertiggel fiir SDS-PAGE: Mini-PROTEAN®

TGX ™ precast gel, Any kD™

Flow cytometry compensation beads
Iso-Gold™Rapid Mouse

Monoclonal Isotyping Kit

Laemmli Sample Buffer

Tris/Glycin/SDS Buffer

LongRange 2Step RT-PCR

Lynx Rapid RPE Antibody Conjugation Kit
OneTaq™DNA Polymerase

pGEM®—T Easy Vector System
pPCR-Script ™ Amp Cloning Kit

QIAGENY LongRange 2Step RT-PCR Kit
QIAGEN® Plasmid Maxi Kit

QIAprep® Spin Miniprep Kit

BEZUGSQUELLE

Dako, Glostrup, DK
Qiagen, Hilden
Biorad, Miinchen

Invitrogen, Darmstadt
BioAssay Works,
[jamsville, USA
Biorad, Miinchen
Biorad, Miinchen
Qiagen, Hilden

AbD Serotec, Diisseldorf
New England Biolabs,
Frankfurt

Promega, Mannheim
Stratagene, Heidelberg
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden



2.1. MATERIAL

Kir

QIAquick® Gel Extraction Kit
Qifikit

RNasin® Ribonuclease Inhibitor
RNeasy® Mini Kit

Taq Polymerase with Buffer-E
TMB Microwell Peroxidase
Substrate System

Vent® DNA Polymerase

ZytoChemPlus
anti-mouse/rabbit (HRP-) Polymer

BEZUGSQUELLE

Qiagen, Hilden

Dako, Glostrup, DK
Promega, Mannheim
Qiagen, Hilden

Genaxxon Bioscience, Ulm

KPL, Gaithersburg, USA

New England Biolabs,
Frankfurt
Zytomed Systems, Berlin

2.1.8 Puffer- und Medienzusammensetzung

Molekularbiologie

dANTP-Stocklosung [je 10 mM]

DNA-Ladepuffer Bromphenolblau (6x)

Orange G-Losung (10x)

DNA-Ladepuffer Orange G (6x)

EtBr- Stocklosung [10 mg/mL)]

LB-Medium

LB-Amp-Platten/ LB-Kana-
mycin-Platten/ LB-Chlor-
amphenicol-Platten

SOBAG-Platten

dATP, dCTP, dGTP, dTTP
in HoO (bidest.)

30% Glycerin

0,25% Bromphenolblau (BPB)
10 mM Tris-Base

1 mM EDTA

in H,O (bidest.), pH 7,6

36 mg/mL Orange G in HoO (bidest.)

10% DNA-Ladepuffer Orange G (10x)
30% Glycerol
60% TAE (1x)

EtBr in HyO (bidest.)

10 g Bacto-Trypton

5 g Bacto-Hefeextrakt
5 g NaCl

ad 1 L HoO (bidest.)

1 L LB-Medium
15 g Bacto-Agar
100 pg/mlL Ampicillin bzw.
50 pg/mL Kanamycin bzw.
34 pg/mL Chloramphenicol

1 L LB-Medium
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2.1. MATERIAL

Natriumacetat-Losung [3 M]

RLN-Puffer

TAE-Puffer (50x)

TE-Puffer

Ttb I

Ttb 11

Zellbiologie

Einfriermedium

38

15 g Bacto-Agar

56 mL 2 M Glucoselosung
10 mL 1 M MgCly-Losung
100 pg/pL Ampicillin

Natriumacetat in HoO (bidest.),

pH 5,2

50 mM Tris-HC1 pH8, RNase-frei

140 mM NaCl, RNase-frei
1,5 mM MgCl,y, RNase-frei
0,5% Nonident P40, RNase-frei
1000 U/mL RNasin
1 mM Dithiothreitol

2 M Tris-Base
1 M Essigsaure
50 mM EDTA
in HyO (bidest.), pH 8,5

10 mM Tris-Base
1 mM EDTA
in HoO (bidest.)

30 mM Kaliumacetat

50 mM MnCl,

100 mM KCl

10 mM CaCl,

15% w/v Glycerol

pH 5,8 (mit 0,2 M Essigsdure
einstellen)

sterilfiltriert

10 mM MOPS, pH 7
75 mM CaCl,

10 mM KCI

15% w/v Glycerol
sterilfiltriert

90% FCS

(bei 56°C fiir 30 min hitzeinaktiviert)

10% DMSO



2.1. MATERIAL

IMDM- bzw. RPMI-1640-Vollmedium

CDM4PERMab-Vollmedium

Trypanblau

Chromatographische Verfahren

DPBS-Azid

0,05 M Citrat (4 0,15 M NaCl)-Puffer,
pH 2.4; pH 4,2

0,1 M Phosphatpuffer, pH 8

1 M Tris-Puffer, pH9

SDS-PAGE

Coomassie Blue-Losung

Entfarbelosung

IMDM bzw. RPMI-1640
10% FCS (hitzeinaktiviert)
100 U/mL Penicillin

100 pg/mlL Streptomycin
1% Natriumpyruvat

1% MEM-NEAA

50 uM [-Mercaptoethanol

CDM4PERMab

4 mM L-Glutamin

100 U/mL Penicillin

100 pg/mL Streptomycin

0,1% Trypanblau in DPBS

0,01% Natriumazid in DPBS

0,025 M Tri-Natriumcitrat-dihydrat
0,025 M Citronensiure (wasserfrei)
0,15 M Natriumchlorid

in HyO (bidest.)

sterilfiltriert

0,07 M di-Natriumhydrogenphosphat
0,03 M Natriumdihydrogenphosphat
in HyO (bidest.)

sterilfiltriert

1 M Trizma-Base
in HoO (bidest.)
sterilfiltriert

2,5 g Coomassie Brilliant Blue R-250
450 mL. Methanol

100 mL Essigséure
auf 1 L mit HyO (bidest.)

450 mL Methanol

100 mL Essigséure
auf 1 L mit HyO (bidest.)
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2.1. MATERIAL

2.1.9 Bakterienstimme

E.coli DH5ar, MBI Fermentas, St. Leon Rot

Genotyp: F~(®80dA(lacZ)M15)recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17(r, m} supE44

relAl deoR A(lacZYA-argF)U169

2.1.10 Mausstamme

MAUSSTAMM | GESCHLECHT UND ALTER BEZUGSQUELLE
BALB/c weiblich, 6-8 Wochen Charles River, Wilmington, USA
NZB/W F1 weiblich, 10-12 Wochen | Charles River, Wilmington, USA

2.1.11 Gewebe

GEWEBE

BEZUGSQUELLE

humane Kryoschnitte von 14 verschiedenen
Tumoren und entsprechenden Normalgewe-
ben auf einem Objekttriger (engl. human
frozen tissue array)

Capital Biosciences, Rockville,
USA; BioChain, San Francisco,
USA; Biocat, Hidelberg

Kryoschnitte: Pankreas (benigne und mali-
gne)

Biocat, Heidelberg

Nierenzellkarzinom (engl. renal cell carcino-
ma, RCC) mit entsprechendem benignem

Gewebe

Urologie,  Universitatsklinikum
Tiibingen (Projektnummer des
Ethikantrags: 446/2008B02)

Kryoschnitte: normales Nierengewebe (IC-
26)

Capital Biosciences, Rockville,

USA

2.1.12 Zelllinien, Transfektanten und Hybridome

ZELLLINIE | BESCHREIBUNG BEZUGSQUELLE
CHO chinese hamster ovary, | Celonic, Jiilich
14-CHO-S
NALM-16 humane pra-B-Zell-ALL | Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH
(DSMZ), Braunschweig
Sp2/0-Agl4 | murine Myelomzelllinie | American Tissue Culture
Collection (ATCC), Manassas, USA
HUVEC human umbilical vein PromoCell, Heidelberg
endothelial cells
B16 Maus-Myelomzelllinie, Judy Johnson, Miinchen
mENG™
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2.1. MATERIAL

TRANSFEKTANTE

BEZUGSQUELLE

FZD1"-HEK293

Dr. Hans-Jorg Biihring, Tiibingen

FZD2"-HEK293

Dr. Hans-Jorg Biihring, Tiibingen

FZD4t-HEK293

Dr. Hans-Jorg Biihring, Tiibingen

FZD5-HEK293

Dr. Hans-Jorg Biihring, Tiibingen

FZD6"-HEK293

Dr. Hans-Jorg Biihring, Tiibingen

FZD7t-HEK293

Dr. Hans-Jorg Biihring, Tiibingen

FZD9"-HEK293

Dr. Hans-Jorg Biihring, Tiibingen

FZD10"-HEK293

Dr. Hans-Jorg Biihring, Tiibingen

FZD9"-CHO

aus dieser Arbeit

FZD9"-Sp2/0-Agl4

aus dieser Arbeit

ENG*-Sp2/0-Agl4

aus dieser Arbeit

HYBRIDOM | BESCHREIBUNG BEZUGSQUELLE
mK-ro2 aEndoglin-Antikérper, mlgy1 aus dieser Arbeit
mK-ro4 aEndoglin-Antikorper, mlgu aus dieser Arbeit
mK-ro) aEndoglin-Antikérper, mlgu aus dieser Arbeit
mK-ro6 aEndoglin-Antikorper, mlgu aus dieser Arbeit
mK-ro7 aEndoglin-Antikorper, mlgu aus dieser Arbeit
mK-ro8 aFEndoglin-Antikorper, mlgy1/kappa | aus dieser Arbeit
mK-ro9 aEndoglin-Antikérper, mlgy2a aus dieser Arbeit
mK-ro10 aEndoglin-Antikorper, mlgy2a/kappa | aus dieser Arbeit
mK-roll aEndoglin-Antikérper, mlgy2a aus dieser Arbeit
mK-rol2 aEndoglin-Antikorper, mlgy2a aus dieser Arbeit
mK-rol3 aEndoglin-Antikorper, mlgy2a aus dieser Arbeit
mK-rol4 aEndoglin-Antikorper, mlgu aus dieser Arbeit
mK-rol5 aEndoglin-Antikorper, mlgu aus dieser Arbeit
mK-rol6 aEndoglin-Antikérper, mlgu aus dieser Arbeit
mK-rol7 aEndoglin-Antikérper, mlgu aus dieser Arbeit
mK-rol8 aEndoglin-Antikérper, mlgu aus dieser Arbeit
mK-rol9 aEndoglin-Antikorper, mlgy1 aus dieser Arbeit
mK-ro20 aEndoglin-Antikorper, mlgy2a aus dieser Arbeit
mK-ro21 aFEndoglin-Antikorper, mlgy2a/kappa | aus dieser Arbeit
mK-ro22 aEndoglin-Antikorper, mlgy2a aus dieser Arbeit
mK-ro23 aEndoglin-Antikorper, mlgy2b/kappa | aus dieser Arbeit
K-zd1 aFrizzled9- Antikorper, mlgu aus dieser Arbeit
W3C4E11 | aFrizzled9-Antikorper, mlgu/kappa Dr. Hans-Jorg
Biihring, Tiibingen
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2.1.13 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers (Ulm) synthetisiert.

OLIGONUKLEOTID

SEQUENZ

ENG-For-HindIII

‘-taagcttatggaccgeggeacgcetecctetggctgttge-3°

ENG-Hinl “-tgcatctecaggeectgggaateee-3°

ENG-Hin2 ‘-gtgaaggtggaactgagetgegea-3”°

ENG-Hin3 “-cttgttgeccatttgaagtgeac-3”

ENG-Hin4 -gggocagcagagetttgtge-3°

ENG-Rev-Xbal “-tctagactatgecatgetgetggtggageaggegetectcetgge-3°
M13-hin ‘-gtaaaacgacggccagt-3°

M13-rev “-aacagctatgaccatg-3”

Aatll-universal-hin

‘-atagacgtccactetgtetttetettcacaggtgtectete-3°

heavy-universal-rev-EcoRI

‘-tgaattcgtaatcgatttagaatgggagaaggtaggactcac-3”

k-for-1

‘-cctgttgaagetettgacaatggg-3°

c-k-back -acttctaccccaaagacatcaatgtcaag-3°
CG2-hin “-ccatctgtctatecactggee-3°

CG2-rev “-ccteatgtaacacagageagg-3”°

2a-for ‘-gaggacagggcttgattgtgggccctetggget-3°
2a-rev ‘-catgcaaatgcccagcacctaacctettgggtg-3”
2b-Seq4 “-cceggacaggceccacatggtette-3°

2b-rev ‘-caaggagtgtcacaaatgeccagetectaace-3”
he-li-forward ‘-tccatgggtcttttctgeagtcaggatecatg-3°
m-light-rev ‘-ctatagaatagggccctcattaacacte-3°

m-heavy-rev

“-ctatatgtcctcteaccaattttettgtecace-3°

m-heavy-rev2

‘-ggtgtgeacaccgctggacagagatecag-3”

FZD9BamHI-fw

>
b}
b}
b}
>
>
>
>
b}
b}
b}
5
>
>
b}
b}
b}
b}
>
>
>
b}
b}

‘-aggatccgecaccatggeegtggegectetgeggggegcgetge-3”

1z
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1474

OLIGONUKLEOTID SEQUENZ

FZDI9SEQ1 5 -caacttcggetggeeggac-3”
FZDI9SEQ2 5 -cctetecatgtgetacaacg-3”
FZDI9SEQ3 5 -gegetcacgggettegtgetg-3 -
FZDI9SEQ4 5 -gagctccaagactttccagac-3°
FZD9Xbal-rev 5 -ttctagattactagaggtgtgtggeettctecaaagag-3”°
pGEM-backbone-rev 5 -cgacctacaccgaactgagatacctac-3”
9Not1fw 5’-ccttegggccacagageagecatgegeageggecgeggggcceggaggec-3
9Kpnlrev 5 -gcaggtaccactgecgecegegeccgggeccaggteteegge-3”
9Kpnlmutlfw 5 -cagtggtacctgegagaacceegagaagttecagtacgtggagaagag-3”
9Bsrglfw 5 -cctgtacacggtgecegecacctgegteategtttgetatg-3°
9Bsrglmut2rev 5 -ggcggecaccgtgtacaggatggagaagaccecgatettgaccatgagettetee-3°
9Saclmut3rev 5 -tggaaagtcttggagetecacacccagacgeegetggtgatecccace-3”

)

Fzd9-Stul-mut4-fw ‘-gccaaggectgecgegecceegggagetacggacg-3”

Die degenerierten Primer zur Amplifikation der variablen Doménen von schweren und leichten Antikérperketten wurden von Dr. Lud-
ger Grofle-Hovest (Tiibingen) entwickelt. Es wurden sieben Primerpools (PP K1 bis PP K7) fiir die VJ-Region und neun Primerpools
(PP H1-1 bis PP H8) fiir die VDJ-Region verwendet.

2.1.14 Antikorper

ANTIKORPER BESCHREIBUNG BEZUGSQUELLE

mlgu-1T [sotypkontrolle, Klon: 11E10 Southern Biotech, Birming-
ham, USA

mlgvy1-1T Isotypkontrolle, Klon: B-Z1 Gen-Probe, San Diego, USA

mlgy2a-IT Isotypkontrolle, Klon: B-Z2a Gen-Probe, San Diego, USA

1z
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ANTIKORPER BESCHREIBUNG BEZUGSQUELLE

mlgy2b-IT Isotypkontrolle, Klon: NCG2B.01 Dianova, Hamburg

RANK-Fc Isotypkontrolle, chimér, Igy1-Fusionsprotein Dr. Ludger Grofle-Hovest,
Tiibingen

stuff2 Isotypkontrolle, I6sliches Fc-Fragment mit SD- | Dr. Ludger Grofle-Hovest,

IEM-Modifikation

Tiibingen

rlgvy2a-I1T-PE

PE-konjugierte Isotypkontrolle, Ratte-anti-Maus,
Klon: oBR2a

eBioscience, Frankfurt

MJ7/18-PE PE-konjugierter Ratte-anti-mENG-Antikoérper eBioscience, Frankfurt
SN6 aEndoglin-Antikorper, mlgyl [Haruta und Seon, | Santa Cruz Biotechnology,
1986 Santa Cruz, USA

MEM-05 aCD31-Antikorper, mlgy1 ImmunoTools, Friesoythe

2D1 AmCyan-gekoppelter aCD45-Antikorper Becton Dickinson, Heidel-
berg

WM59 PE-CyT-gekoppelter aCD31-Antikorper BioLegend, London, UK

581 APC-CyT7-gekoppelter aCD34-Antikorper BioLegend, London, UK

W3C4E11 aFrizzled9-Antikorper, mlgu/kappa Dr. Hans-Jorg Biihring, Tii-
bingen

mK-ro2 aEndoglin-Antikorper, mlgy1l aus dieser Arbeit

mK-ro4 aEndoglin-Antikorper, mlgu aus dieser Arbeit

mK-ro) aEndoglin-Antikorper, mlgu aus dieser Arbeit

mK-ro6 aEndoglin-Antikorper, mlgu aus dieser Arbeit

mK-ro7 aEndoglin-Antikorper, mlgu aus dieser Arbeit

mK-ro8 aEndoglin-Antikérper, mlgy1/kappa aus dieser Arbeit

mK-ro9 aEndoglin-Antikorper, mlgy2a aus dieser Arbeit

mK-rol0 aFEndoglin-Antikérper, mlgy2a/kappa aus dieser Arbeit

mK-roll aEndoglin-Antikorper, mlgy2a aus dieser Arbeit
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ANTIKORPER

BESCHREIBUNG

BEZUGSQUELLE

mK-rol2 aEndoglin-Antikérper, mlgy2a aus dieser Arbeit
mK-rol3 aEndoglin-Antikorper, mlgy2a aus dieser Arbeit
mK-rol4 aEndoglin-Antikoérper, mlgu aus dieser Arbeit
mK-rolb aEndoglin-Antikorper, mlgu aus dieser Arbeit
mK-rol6 aEndoglin-Antikorper, mlgpu aus dieser Arbeit
mK-rol7 aEndoglin-Antikorper, mlgpu aus dieser Arbeit
mK-rol8 aEndoglin-Antikorper, mlgpu aus dieser Arbeit
mK-rol9 aEndoglin-Antikorper, mlgy1 aus dieser Arbeit
mK-ro20 aEndoglin-Antikorper, mlgy2a aus dieser Arbeit
mK-ro21 aEndoglin-Antikorper, mlgy2a/kappa aus dieser Arbeit
mK-ro22 aEndoglin-Antikorper, mlgy2a aus dieser Arbeit
mK-ro23 aFndoglin-Antikorper, mlgy2b/kappa aus dieser Arbeit
K-zd1 aFrizzled9- Antikorper, mlgpu aus dieser Arbeit
YK-ro8 chim. aEndoglin-Antikérper, Igvy1 aus dieser Arbeit

xK-ro8SDIEM

chim. akEndoglin-Antikérper mit SDIEM-Modifi-
kation, Igvy1

aus dieser Arbeit

xK-1010

chim. aEndoglin-Antikérper, Igy1

aus dieser Arbeit

xK-ro10SDIEM

chim. akEndoglin-Antikérper mit SDIEM-Modifi-
kation, Igvy1

aus dieser Arbeit

xK-ro22

chim. aEndoglin-Antikérper, Igy1

aus dieser Arbeit

xK-ro22SDIEM

chim. akEndoglin-Antikérper mit SDIEM-Modifi-
kation, Igvy1

aus dieser Arbeit

xK-1023

chim. aEndoglin-Antikérper, Igy1

aus dieser Arbeit

xK-ro23SDIEM

chim. akEndoglin-Antikérper mit SDIEM-Modifi-
kation, Igvy1

aus dieser Arbeit
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ANTIKORPER BESCHREIBUNG BEZUGSQUELLE
YSNGj chim. aEndoglin-Antikérper, entspricht TRC105, | aus dieser Arbeit
VJ kloniert nach [Seon et al., 2011], Igy1
xSNG6jSDIEM chim. aFEndoglin-Antikérper mit SDIEM-Modifi- | aus dieser Arbeit
kation, VJ kloniert nach [Seon et al., 2011], Igy1
x4G8SDIEM chim. aCD135-Antikérper mit SDIEM-Modifika- | Dipl.-Biol. =~ Martin ~ Hof-

tion; Igyl

mann, Diplomarbeit 2009,
Tiibingen

Ziege-anti-Maus-Biotin

Biotin-gekoppelter polyklonaler Sekundérantikor-
per gegen Igvy, Fe-Fragment spezifisch

Jackson ImmunoResearch,

Suffolk, UK

Ziege-anti-Maus-PE

RPE-konjugierter polyklonaler Sekundérantikor-

Jackson ImmunoResearch,

per gegen Igy1, Igvy2a, Igy2 und Igy3 Suffolk, UK
Ziege-anti-Maus-PE RPE-konjugierter polyklonaler Sekundérantikor- | Jackson ImmunoResearch,
per gegen Igy und Igu (H+L) Suffolk, UK
Ziege-anti-Maus-APC APC-konjugierter polyklonaler Sekundérantikor- | Jackson ImmunoResearch,
per gegen Igy und Igu (H+L) Suffolk, UK

Ziege-anti-Human-APC

APC-konjugierter polyklonaler Sekundarantikor-
per gegen Igvy, Fe-Fragment spezifisch

Jackson ImmunoResearch,

Suffolk, UK
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2.1. MATERIAL

2.1.15 Plasmide

PrasMmip BEZUGSQUELLE
pGEMW_T Easy Promega, Mannheim
pPCR-Script™ Stratagene, Heidelberg
AmpSK(+)-Cloning-Vector
pcDNA3 Invitrogen, Karlsruhe
pDIAmixedFc Dr. Ludger Grofle-Hovest,
Tiibingen
pDIA-mu-cL, Dr. Ludger Grofle-Hovest,
Tiibingen
Expressionsvektor — der  chiméren, | Dr. Ludger Grofle-Hovest,
schweren Kette (yCD19-Igy1) Tiibingen
Expressionsvektor der optimierten, | Dr. Ludger Grofle-Hovest,
schweren Kette (YBV10-SDIEM) Tiibingen
Expressionsvektor der leichten Kette | Dr. Ludger Grofle-Hovest,
(BV10-light) Tiibingen

2.1.16 Software

SOFTWARE BEZUGSQUELLE

Axio Vision Zeiss, Jena

CellQuest Pro Beckton Dickinson, Heidelberg
FlowJo Treestar Inc., Ashland,USA
GATC Viewer GATC Biotech AG, Konstanz
HUSAR Online Bioinformatics Lab | DKFZ, Heidelberg

Photoshop 6.0 Adobe, Miinchen

RTCA Software 1.2 Roche, Mannheim

Sigma Plot V7.0 SPSS, Miinchen

UNICORN Control GE Healthcare, Miinchen
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2.2. ZELLBIOLOGISCHE METHODEN

2.2 Zellbiologische Methoden

Alle Zelllinien wurden, soweit nicht anders angegeben, in einem CO,-Brutschrank
unter Standardbedingungen (5% COs, 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit) kultiviert.

2.2.1 Passagieren von Zellen

Die Zellen wurden durch seitliches Klopfen der Kulturflasche abgelost und anschlie-
Bend, je nach Zelldichte, mit einem entsprechendem Volumen von frischem Vollme-
dium versetzt.

2.2.2 Bestimmung der Lebend-Zellzahl

Um die Anzahl lebender Zellen in einer Suspension zu bestimmen, wurde eine
1:2 oder 1:10 Verdiinnung mit einer 0,1% Trypanblau-Losung hergestellt und
mittels Neubauer-Zihlkammer ausgezdhlt. Trypanblau farbt selektiv tote Zellen
blau an, da deren Membranintegritdt gestort ist. Lebende Zellen bleiben unter
dem Lichtmikroskop ungefarbt. Nach Auszdhlen der Grofiquadrate wurde die
Lebend-Zellzahl (in Zellen/mL Suspension) aus der mittleren Anzahl ungeférbter
Zellen pro Grofiquadrat, dem Volumenfaktor der Kammer (10%), sowie dem
Verdiinnungsfaktor berechnet.

Um die Zellzahl einer Milzzellsuspension zu bestimmen wurde Tiirk “sche Losung
verwendet, welche zur Lyse der Erythrozyten fiithrt. Nach Herstellung einer 1:10
Verdiinnung konnte die Lebend-Zellzahl wie oben beschrieben ermittelt werden.

2.2.3 Kryokonservierung von Zellen

Um Zellen kurz- oder lingerfristig aufzubewahren wurden 2-10x 10° Zellen geerntet,
in 1 mL 4°C-kaltem FEinfriermedium resuspendiert und in ein Kryorchrchen
iiberfiihrt. Mittels Isopropanolkiihler konnte die Zellsuspension mit einer definierten
Absenkung der Temperatur von 1°C/min auf -80°C eingefroren werden. Zur
langerfristigen Lagerung wurden die Kryorohrchen in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt

(-196°C).

Um kryokonservierte Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurde das Rohrchen bei
RT angetaut und die Zellsuspension in 1 mL 4°C-kaltem Vollmedium aufgenommen.
Um das fiir die Zellen toxische DMSO des Einfriermediums zu entfernen, wurde die
Zellsuspension fiir 10 min bei 250 xg zentrifugiert und in frischem Vollmedium in
Zellkulturflaschen ausgesit.

2.2.4 Stabile Transfektion von eukaryotischen Zellen

Zur Transfektion eukaryotischer Zellen wurden die entsprechenden Expressions-
vektoren zuvor praparativ linearisiert. Die DNA konnte anschliefend mittels einer
Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigt und nach einer Féllung bei -80°C in HyO
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2.2. ZELLBIOLOGISCHE METHODEN

(bidest.) aufgenommen werden (siehe auch 2.4.12).

Es wurden 2x 107 hochviable Sp2/0-Agl4 Zellen zur Transfektion verwendet.
Diese wurden geerntet und dreimal in 4°C-kaltem IMDM-Medium gewaschen
(Zentrifugation: 10 min bei 250 x ¢). Nach dem letzten Waschschritt wurde das
Zellpellet in 300 puL 4°C-kaltem IMDM-Medium aufgenommen.

Im Falle einer Transfektion zur Generierung Antikorper-sekretierender Transfek-
tanten, wurde die linearisierte DNA mit einem Uberschuss des Expressionsvektors
der leichten Kette im Verhéltnis zur schweren Kette vorher vereinigt. Dies war
notwendig, da der Selektionsmarker ausschlieflich auf dem Plasmid der schweren
Kette vorhanden ist. Es wurden je 10-20 uL linearisierte DNA fiir die Transfektion
eingesetzt.

Die Zellsuspension wurde fiir 10 min in einer 4°C-vorgekiihlten Elektroporati-
onskiivette mit der linearisierten DNA inkubiert. AnschlieSend konnte die Elektro-
poration bei 230 V und 975 pF durchgefiihrt werden. Die Zellen wurden sofort nach
der Elektroporation in 37°C-warmes IMDM-Vollmedium iiberfiihrt und pur bzw. in
Verdiinnungen von 1:2 bis 1:128 in einer 96-well Flachbodenplatte mit 50 uL/well
ausplattiert. Zur Selektion auf transfizierte Klone wurde nach 24 h jedes well mit
dem Antibiotikum G418 (Endkonzentration 1 mg/mL) versetzt. Nach 8-10 Tagen
konnten die Platten auf proliferierende Einzelklone lichtmikroskopisch untersucht
werden.

2.2.5 Subklonierung

Um sicher zu stellen, dass es sich bei den verwendeten Zelllinien, Transfektanten
bzw. Hybridomen um Einzelklone handelt, wurden diese gegebenenfalls subkloniert.
Hierfiir wurden die Zellen in einer theoretischen Zelldichte von 0,3 Zellen/well in ei-
ner 96well-Flachbodenplatte ausplattiert. Nach ca. 7 Tagen konnten die Einzelklone
lichtmikroskopisch identifiziert und expandiert werden.

2.2.6 Isolierung von peripheren mononukleiren Zellen des
Blutes

Periphere mononukledre Zellen des Blutes (engl. peripheral blood mononuclear cells,
PBMC) wurden aus Vollblut gesunder Spender mittels Dichtegradientenzentrifuga-
tion isoliert. Hierfiir wurde das heparinisierte Vollblut im Verhéltnis 1:2 in 37°C-
warmem DPBS verdiinnt. AnschlieBend wurden je 12 mL vorgelegte Biocoll™Se-
paration Solution (Ficoll-Losung 1,077 g/mL) vorsichtig mit je 30 mL des Blut-
DPBS-Gemisches iiberschichtet. Es folgte ein Zentrifugationsschritt mit 560 x g
fiir 30 min (ohne Bremse). Hierbei sedimentieren Erythrozyten und Granulozyten
aufgrund ihres grofleren spezifischen Gewichts. Die mononukledren Zellen (Lympho-
zyten, Thrombozyten und Monozyten) sammeln sich in der Interphase. Um Ficoll-
Reste und Verunreinigungen durch Erythrozyten und Thrombozyten zu entfernen
wurden die Zellen anschliefend zweimal in 50 mL 37°C-warmem DPBS gewaschen
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(10 min bei 300 x g und 10 min bei 200 x g). Die isolierten PBMC wurden gezéhlt
und in entsprechendes Volumen RPMI-Vollmedium aufgenommen.

2.2.7 Gewinnung von humanem Serum aus Vollblut

Zur Gewinnung von humanem Serum wurde gesunden Spendern Vollblut in S-Mo-
novetten® entnommen und diese fiir 1 h bei RT inkubiert. In den S-Monovetten
ist die gerinnungsférdernde Substanz Kaolin auf Kunststoffgranulat aufgebracht,
welches auf Grund seiner spezifischen Dichte beim Zentrifugieren eine Trennschicht
zwischen Serum und Blutkuchen bildet. Das vollstdndig koagulierte Blut wurde an-
schlieSend bei 4°C und 1000 x ¢ fiir 10 min abzentrifugiert. Der Zentrifugations-
schritt wurde wiederholt, das Serum vorsichtig abgenommen und bis zur weiteren
Verwendung bei 4°C gelagert.

2.3 Generierung monoklonaler Antikorper mit-
tels Hybridomtechnik

Zur Generierung von monoklonalen Hybridomen nach Kéhler und Milstein [Kohler
und Milstein, 1975] wurden verschiedene Mausstdmme verwendet. Alle durchgefiihr-
ten Tierexperimente standen im Einklang mit dem Tierschutzrecht und den Tier-
schutzbedingungen des Landes Baden-Wiirttemberg. Die Tieranzeigen nach §10a
waren zuvor vom Regierungsprasidium Tiibingen genehmigt worden.

2.3.1 Immunisierung von Méiusen

Zur Immunisierung von Méausen wurde eine transfizierte Sp2/0-Agl4 Zelllinie ver-
wendet, welche das gewiinschte Antigen auf der Zellmembran exprimiert. Zur Er-
stimmunisierung wurden 5x 10° Zellen in 200 ul. DPBS zusammen mit dem Adju-
vants CpG (Ligand fiir TLR, engl. toll-like receptor 9) intraperitoneal appliziert.
Uber einen Zeitraum von maximal 70 Tagen folgten drei bis vier weitere Immuni-
sierungsschritte. 3 bis 4 Tage vor der Fusion wurden erneut 5x 10° Zellen in 200 uL
PBS, sowie CpG intraperitoneal appliziert.

2.3.2 Chemische Zellfusion und Selektion

Folgende Medien wurden zur chemischen Zellfusion verwendet:

Medium 1: IMDM-Vollmedium, jedoch mit 5% FCS, mit 8-Azaguanin
Medium 2: IMDM-Vollmedium, jedoch mit 5% FCS

Medium 3: IMDM-Vollmedium, jedoch ohne FCS

Medium 4: IMDM-Vollmedium, jedoch mit 20% FCS und 10 mL HCS
Medium 5:  Medium 4, supplementiert mit doppelter HAT-Konzentration
Medium 6: Medium 4, supplementiert mit HT

Die verwendete Sp2/0-Agld Myelomazelllinie tragt eine Mutation, die zu ei-
ner Defizienz des Enzyms HGPRT fithrt. Zur Aufrechterhaltung dieses fiir die
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spatere Selektion wichtigen Defektes wurden die Zellen in Medium 1 kultiviert. Sie-
ben Tage vor der Fusion wurden die Zellen in Medium 2 transferiert und expandiert.

Zur chemischen Zellfusion wurden Sp2/0-Agl4 Zellen dreimal in 37°C-warmem
Medium 3 gewaschen (Zentrifugation: 200 x ¢ fiir 10 min) und bei 37°C inkubiert.
Zur Gewinnung der Milzzellen wurde die Maus mittels letaler Kohlendioxidinha-
lation getotet. Nach Entnahme der Milz wurde diese durch ein handelsiibliches
Teesieb in 10 mL 37°C-warmes Medium 3 gedriickt und die Zellzahl der vereinzelten
Milzzellen bestimmt. Pro Fusionsansatz wurden 2x 107 Milzzellen mit 5x 10% Sp2/0-
Agl14 Myelomazellen (Verhéltnis 5:1) gemischt und bei 200 x g fiir 10 min pelletiert.
Der Uberstand konnte mit Hilfe einer Vakuumpumpe vollstindig abgenommen
werden. AnschlieBend wurde das Zellpellet durch Klopfen gelost und nach Zugabe
von 1 mL 37°C-warmem Polyethylenglykol (PEG1500) fiir 1 min inkubiert. Das
PEG1500 fithrt durch Bindung des Wassers zu engem Zell-Zell-Kontakt und somit
zur spontanen Fusion einzelner Zellen. Es folgte eine Verdiinnung des fiir die Zellen
toxischen PEG1500 durch Zugabe von je 100 uL. 37°C-warmem Medium 4 in immer
kiirzeren Zeitabstédnden (alle 20 sek fiir 1 min; alle 15 sek fiir 1 min; alle 10 sek fiir
1 min; alle 5 sek fiir 30 sek). Die Zellsuspension wurde schlielich in 30 mL Medium
4 aufgenommen und fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt
von 10 min bei 200 x ¢ wurde das Zellpellet in 20 mL 37°C-warmem Medium 4
resuspendiert. Um die Scherkréfte zu minimieren, wurde die Zellsuspension mittels
Finnpipette mit besonders grofier Spitzenoffnung in zwei 96-well Flachbodenplatten
mit je 100 pL/well ausplattiert. Die Platten wurden iiber Nacht bei 37°C gelagert.

Am néchsten Tag wurden zur Selektion der Hybridome 100 pL/well Medium 5
zugegeben und die Platten fiir mindestens zehn Tage in einem CO,-Brutschrank
inkubiert.

2.3.3 Kultivierung von Antikorper-produzierenden Zellen

Die Kultivierung der Antikorper-produzierenden Hybridome erfolgte nach positiver
FACS Analyse in Medium 6. Zur weiteren Expansion wurden 3-Bodenflaschen ange-
impft. Die Ernte des Zellkulturiiberstandes erfolgte nach circa zehn Tagen bei einer
Zellviabilitit von nur noch 20%.

Im Falle von Transfektanten, welche rekombinante Antikorper in den Uberstand
sezernieren, wurden die Zellen anfinglich unter Selektionsdruck mit 1 ug/mL G418
expandiert und ebenfalls nach zehn Tagen bei einer Zellviabilitdt von nur noch circa
20% geerntet.

Hierfiir wurde die Zellsuspension fiir 15 min bei 6000 x g und 4°C pelletiert.
Der Zellkulturiiberstand wurde auf einen pH-Wert von 8 eingestellt und mit 0,02%
NaNj; versetzt. AnschlieBend konnte der Uberstand mittels eines Bottle-top Filters
(Porengrofle: 0,22 pm) sterilfiltriert und bis zur Verwendung bei 4°C gelagert werden.
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2.3.4 Reinigung monoklonaler und rekombinanter Antikor-
per mittels Affinitdtschromatographie an Protein A

Die Aufreinigung monoklonaler und rekombinanter Antikorper erfolgte mittels Af-
finitdtschromatographie an Protein A. Dabei handelt es sich um einen Zellwand-
bestandteil aus Staphylococcus aureus mit unterschiedlicher Bindungsaffinitdt an
den F.-Teil von Immunglobulinen verschiedener Spezies und Igy-Subtypen. Die in
0,02% NaN3-DPBS gelagerte Protein A-Sdule wurde vor Gebrauch mit 0,1 M Phos-
phatpuffer (pH 8) dquilibriert. Anschliefend konnte der zentrifugierte und gefilterte
Zellkulturiiberstand mit einer Flussgeschwindigkeit von maximal 50 mL/h auf die
Saule aufgetragen werden. Es folgte das Waschen der Siéule mit 0,1 M Phosphat-
puffer (pH 8), welches ebenso wie die stufenweise Elution mit 0,1 M Citratpuffer
(pH 4,2 und pH 2,4) unter Verwendung eines Durchflussspektrophotometers und
Messung der Absorption bei 280 nm iiberwacht wurde.

2.3.5 Dialyse proteinhaltiger L6sungen

Zur Entsalzung und Umpufferung folgte im Anschluss an die Reinigung der Anti-
korperlosungen mittels Affinitédtschromatographie die Dialyse. Hierfiir wurden Dia-
lyseschliuche mit einer PorengréBe von 25 A(entspricht einer AusschlussgroBe von
12-14 kDa) verwendet. Die Dialyse des Eluats (ca. 5 mL) erfolgte unter standigem
Riihren gegen 1 L. DPBS bei 4°C iiber Nacht.

2.3.6 Konzentrationsbestimmung von Antikérperlésungen

Die Konzentration von Antikorperlésungen wurde durch Messung der Absorption im
UV-Spektrophotometer NANODROP 1000 bei 280 nm bestimmt. In diesem Bereich
ist die Absorption hauptséchlich durch Tyrosin und Tryptophan und zu einem ge-
ringen Anteil durch Phenylalanin und Disulfid-Briicken bedingt. Der fiir Antikérper
spezifische Extinktionskoeffizient liegt fiir eine Konzentration von 1 mg/mL bei 1,4.
Die Durchfithrung der Messung erfolgte nach Herstellerangaben. Im Anschluss wur-
de das Eluat sterilfiltriert (Porengréfie von 0,22 pm) und bei 4°C gelagert.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Isolierung von Nukleinsiduren

Isolierung von genomischer Desoxyribonukleinsiure (DNA) Zur Isolie-
rung genomischer DNA wurden 107 hochviable Zellen zweimal in DPBS gewaschen
und fiir 1 h bei -80°C inkubiert. Anschliefend wurde das Zellpellet in 500 ulL
TE-Puffer resuspendiert und erneut fiir 1 h bei -80°C eingefroren. Nach Zuga-
be von 500 puL Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) wurde das Lysat stark
geschiittelt und zur Trennung der Phasen fiir 1 min bei 17900 x g zentrifugiert. Dabei
befand sich die DNA in der oberen wéfirigen Phase, welche in ein neues Reaktions-
gefaf tiberfithrt wurde. Der Arbeitsschritt wurde wiederholt und anschlieend mit
500 uL eines 1:1-Gemisches aus Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol und Chloroform
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vermischt. Nach Uberfithren der wiiirigen Phase in ein neues Reaktionsgefifi wurde
diese mit 500 uL eines 24:1-Gemisches aus Chloroform und Isoamylalkohol versetzt.
Die anschlielende Prézipitierung der Nukleinsduren aus der wéflrigen Phase erfolgte
mit je 0,1 Volumen einer 3 M Natriumacetat-Losung und 2,5 Volumen eiskaltem
100% Ethanol fiir 1 h bei -80°C. Nach der Fallung wurden die Nukleinsiuren bei
17900 x ¢ fiir 20 min und 4°C zentrifugiert und das Pellet zweimal in 100% Ethanol
gewaschen. Anschlieflend konnte das getrocknete Pellet in HoO (bidest.) aufgenom-
men werden.

Isolierung zytoplasmatischer Ribonukleinsiure (RNA) aus Hybridomen
Zur Isolierung der zytoplasmatischen RNA wurden 107 hochviable Hybridomzellen
zweimal in DPBS gewaschen und fiir 5 min bei 200 x ¢ zentrifugiert. Zur Offnung
der Zellmembran wurde das Zellpellet mit 175 pl. Lyse-Puffer RLN versetzt und
fiir 5 min auf Eis inkubiert. Das Lysat wurde fiir 2 min bei 300 x g zentrifugiert
und mit Hilfe des RNeasy® Mini Kit nach Herstellerangaben weiter bearbeitet. Die
isolierte RNA wurde in 40 uL. RNase-freiem Wasser aufgenommen und konnte sofort
zur cDNA-Synthese eingesetzt werden.

2.4.2 cDNA-Synthese
Die cDNA-Synthese erfolgte mit der LongRange 2Step RT-PCR fiir 90 min bei 42°C:

11,8 u.  RNA
45 pl. LongRange RT Buffer
2 uL dNTP mix (je 10 mM)
1 pL - Oligo-dT (20 M)
0,2 ul. LongRange RNase Inhibitor (4U/ul)
1 puL. LongRange Reverse Transkriptase

Zur Inaktivierung des Enzyms folgte eine fiinf-miniitige Inkubation bei 85°C. Die
c¢DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

2.4.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten Reaktion (engl. polymerase-chain reaction, PCR) ist mitt-
lerweile eine etablierte Methode zur Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels
spezifischer Primer. In dieser Arbeit wurde die PCR hauptséchlich zur Klonierung
von chiméren und SDIEM-modifizierten Antikérpern verwendet.

Das Standard-Protokoll einer PCR besteht aus drei Schritten: Im Denaturie-
rungsschritt bei 94°C trennen sich die DNA-Einzelstrédnge voneinander. Dies erlaubt
die Hybridisierung der Oligonukleotidprimer an die DNA-FEinzelstringe. Die Tem-
peratur dieses Annealingschritts ist abhéngig vom GC-Gehalt der Oligonukleotid-
primer, sowie von deren Sequenz. Im anschliefenden Elongationsschritt verlangert
die Polymerase die Primer zur doppelstrangigen DNA. Die Temperatur ist hier-
bei abhéngig von der verwendeten Polymerase. Typischerweise wird eine Taq-
Polymerase (isoliert aus dem hitzestabilen Bakterienstamm Thermus aquaticus)
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zur Amplifikation von DNA-Fragmenten eingesetzt, wobei das Temperaturoptimum
bei 72°C liegt. Je PCR werden circa 30 Zyklen durchgefiihrt. Die PCR wurde ne-
ben der Amplifikation ebenfalls zum Anfiigen von Restriktionsschnittstellen durch
spezifische Primer verwendet. Heutzutage sind verschiedene Polymerasen auf dem
Markt. Durch Verwendung der Vent-Polymerase (isoliert aus dem hitzestabilen Bak-
terienstamm Thermococcus litoralis), konnten durch die integrierte proof-reading-
Aktivitdt Mutationen vermieden werden.

Standardméfig wurde folgender 100 pl-Ansatz zur Amplifikation von DNA-Frag-
menten verwendet:

1 puLl template
1 pL Primer A (10 mM)
1 pL. Primer B (10 mM)
4 uL dANTPs (je 10 mM)
10 uL. Thermo-POL buffer
81,6 ul. ddH,O
1 pL. Vent-POL (Hot Start)

Um eine Verdunstung der Probe zu verhindern, wurden die PCR-~Ansétze mit 100 pL
Mineralol iiberschichtet.

Im Anschluss an die Amplifikation wurden die PCR-~Ansétze aufgereinigt. Hier-
fiir wurde die Probe mit 3-facher Menge PB-Buffer (Qiagen, Hilden) vermischt und
auf eine QIAquick Spin Column aufgetragen. Diese wurde fiir 1 min bei 17900 x ¢
zentrifugiert und anschlieSend wurde der Durchbruch verworfen. Nach dem Wa-
schen der Saule mit 750 uL. PE-Buffer (Qiagen, Hilden) konnte die DNA mit 40 uL
Ampuwa-Wasser eluiert werden.

2.4.4 Ligation von DNA-Enden

Die Ligation von DNA-Fragmenten mit kompatiblen DNA-Enden erfolgte unter Ver-
wendung der T4 DNA Ligase, wobei das molare Verhéltnis von Insert- zu Vektor-
DNA ca. 3:1 betrug. Die Reaktionsanséitze wurden anschlieend zur Transformation
in chemisch kompetente Bakterien eingesetzt.

Blunt end-Ligation in pPCR-Script™ AmpSK (+)-Cloning-Vector PCR-
Amplikons, welche unter Verwendung der Vent'™-Polymerase synthetisiert wurden,
besitzen durch die 3°-5’-Exonuklease-Aktivitdt keine Nukleotidiiberhéinge an den
3’-Enden. Diese konnten stumpfendig in den gedffneten Zwischenvektor pPCR-
Script ™ AmpSK (+)-Cloning-Vector kloniert werden.

Die Ligationsreaktion wurde in einem 10 ul. Ansatz durchgefiihrt:

1 uL.  pPCR-Script™ AmpSK (+)-Vektor, gedffnet [10 ng/uL)]
5 pL. DNA-Losung aus Gelextraktion

1 L 10x Puffer

1 pL rATP [10 mM/pul]

1 pl Srfl1[5U/ul]

1 pL T4-DNA-Ligase [4 U/ulLj
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Nach Religation des Vektors, ohne Integration des gewiinschten DNA-Fragmentes,
entsteht eine fiir das zugefiihrte Restriktionsenzym SrfI palindromische Erkennungs-
sequenz. Die Anwesenheit des Enzyms fithrt somit zur erneuten Offnung des Vektors,
wodurch die Effizienz der blunt-end-Ligation deutlich gesteigert werden kann. Die
Reaktion wurde iiber Nacht bei 16°C inkubiert.

T /A-Klonierung in pGEM®—T Easy PCR-Amplikons, welche unter Verwen-
dung der Tag-Polymerase synthetisiert wurden, konnten durch den generierten 3°-
A-Uberhang in den Zwischenvektor pGEM®—T Easy-Vektor kloniert werden.

Die Ligationsreaktion wurde in einem 10 ul. Ansatz durchgefiihrt:

1 pL pGEM®-T Easy [50 ng/uL]

3 pL. DNA-Losung aus Gelextraktion

5 uL. 2x Rapid Ligation Buffer (mit ATP)
1 u. T4 DNA-Ligase

Die Reaktion wurde fiir 1 h bei RT inkubiert.

Ligation in Expressionsvektoren Die Ligation eines DNA-Fragmentes in einen
Expressionsvektor erfolgte standardméflig in einem 20 ul. Ansatz. Die Reaktion
enthielt neben der Insert- und Vektor-DNA 2 pLL 10x Ligase-Puffer und 1 pL T4-
DNA-Ligase. Der Ligationsansatz wurde iiber Nacht bei 16°C inkubiert.

2.4.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Frag-
menten

Die analytische und préaparative Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte im Aga-
rosegel in einem elektrischen Feld. Hierbei wird die negativ-geladene DNA von der
Anode angezogen und passiert je nach Groe in unterschiedlicher Geschwindigkeit
die Agarosematrix. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in 1-2% (w/v) Aga-
rosegelen in 1x TAE-Puffer (Laufpuffer) mit ca. 0,4-0,7 pg/mL Ethidiumbromid.
Abhéngig von der Grofle der zu erwartenden DNA-Fragmente wurden die Proben in
den Ladepuffern Bromphenolblau oder Orange G vediinnt. Als Gré8enmarker wur-
den 1 kb- bzw. 100 bp DNA-Leitern verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgte bei analytischen 50 mL-Gelen bei 140 V, bei praparativen 100 mIL-Gelen
wurde eine Spannung von 100 V angelegt. Die DNA-Banden konnten anschlieend
durch das im Agarosegel enthaltene Ethidiumbromid, welches in die DNA interka-
liert, mittels UV-Licht bei 312 nm sichtbar gemacht werden.

2.4.6 Elution von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus priaparativen Agarosegelen wurden die
Banden mit einem sauberen Skalpell unter moglichst kurzer UV-Bestrahlung aus-
geschnitten. Das Elutionsverfahren der DNA aus der Agarosematrix wurde entspre-
chend der Grofle des Fragmentes ausgewéhlt.
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Elution kleiner DNA-Fragmente (bis 10 kb) Die Elution erfolgte mittels
QIAquick® Gel Extraction Kit nach Herstellerangaben.

Elution groler DN A-Fragmente (ab 10 kb) Die Elution erfolgte mittels Elek-
troelution unter Verwendung des BioTrap-Kits bei einer Spannung von 80 V iiber
Nacht. Zur Ankonzentrierung und Umpufferung der DNA-Fragmente wurden Cent-
ricons mit einer Ausschlussgrofie von 10 kDa nach Herstellerangaben verwendet.

2.4.7 Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien

Fiir die Herstellung von chemokompetenten Bakterien zur Transformation wurde
eine LB-Agar-Platte mit einem Glycerolstock des E.coli-Stammes DH5a ausgestri-
chen und {iber Nacht bei 37°C inkubiert. Mit einer einzelnen Bakterienkolonie konnte
eine Ubernachtkultur mit 5 mL LB-Medium angeimpft und im Horizontalschiittler
bei 250 rpm und 37°C inkubiert werden. Mit 50 pL dieser Ubernachtkultur wurden
5 mL LB-Medium angeimpft und fiir 1-2 h bei 37°C auf einem Horizontalschiittler
(250 rpm) kultiviert. AnschlieBend wurde die Bakteriensuspension mit LB-Medium
auf 100 mL aufgefiillt und bis zu einer optischen Dichte ODs59 von 0,2-0,3 (loga-
rithmische Wachstumsphase) bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Im Anschluss wurde
die Kultur bei 1560 x ¢ und 4°C fiir 10 min abzentrifugiert. Von nun an erfolgten
alle Arbeitsschritte auf Eis. Das Bakterienpellet wurde in 20 mL kaltem Tfbl-Puffer
resuspendiert und nach einer 20-miniitigen Inkubation auf Eis bei 700 x ¢ und 4°C
fiir 5 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde anschliefend in 4 mL TfbII-Puffer re-
suspendiert und ziigig in 150 plL-Aliquots bei -80°C eingefroren.

2.4.8 Transformation

Zur Transformation wurden chemokompetente Bakterien auf Eis aufgetaut und je
70 pL der Bakteriensuspension mit 20 pl des Ligationsansatzes fiir 45 min auf Eis
inkubiert. Die Aufnahme der DNA in die Bakterien erfolgte mittels Hitzeschock im
42°C-Wasserbad fiir 1 min. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 400 uL. LB-Medium
bei 37°C auf einem Horizontalschiittler (250 rpm) fiir 1 h inkubiert. Zur Selektion
von Bakterienzellen mit aufgenommener Plasmid-DNA wurde die Bakteriensus-
pension in verschiedenen Verdiinnungen auf Ampicillin-haltigen LB-Agar-Platten
ausplattiert und bei 37°C iiber Nacht inkubiert.

Bei Klonierungen in pPCR-Script ™ AmpSK (+)-Cloning-Vector wurde die Blau-
Weif3-Selektion angewandt. Hierfiir wurden LB-Amp-Platten verwendet, welche zu-
vor mit 20 pLL IPTG und 20 pl. X-Gal-Losung behandelt wurden. Hierbei kénnen
weifle Klone mit erfolgreicher Insertion von blauen Klonen mit leeren Vektoren un-
terschieden werden.

56



2.4. MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

2.4.9 Animpfen von Klonen und Anlegen von Bakterienkul-
turen

Einzelne Klone wurden mit einer sterilen Pipettenspitze von der Transformati-
onsplatte auf eine neue LB-Platte mit entsprechendem Antibiotikum iibertragen.
Anschlielend wurde mit derselben Pipettenspitze eine Bakterienkultur mit 5 mL
LB-Medium und entsprechendem Antibiotikum angeimpft. Diese Kulturen wurden
bei 37°C im Horizontalschiittler (250 rpm) iiber Nacht inkubiert.

Um groflere Mengen an Expressionsvektoren herzustellen wurden 200 mL-Kul-
turen angelegt. Hierfiir wurde wie oben beschrieben eine 5 mL-Kultur als Vorkultur
angeimpft und fiir 6 h bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Mit 200 uL dieser Vorkultur
wurden 200 mL LB-Medium mit 100 pg/mlL Ampicillin angeimpft und bei 37°C
und 220 rpm iiber Nacht geschiittelt. Parallel wurden Stockkulturen mit 800 pL der
Vorkultur und 200 pL sterilem Glycerin angelegt und bei -80°C gelagert.

2.4.10 Praparation von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA gliedert sich in Anzucht und Lyse der Bakterien
sowie die anschlieBende Reinigung der freigesetzten DNA auf. Abhéngig von der
Menge der bendtigten Plasmid-DNA erfolgte die Praparation mittels QIAprep
Spin Miniprep Kit bzw. QIAGEN® Plasmid Maxi Kit. Beide Verfahren beruhen
auf dem Prinzip der alkalischen Lyse der Bakterienzellen mit anschlieSender Neu-
tralisation und wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.4.11 Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Analytischer Verdau Unter Verwendung des analytischen Verdaus konnte un-
tersucht werden, ob die gewiinschten Restriktionsschnittstellen der isolierten Plas-
mide des Bakterienklons vorhanden und intakt waren. Alle analytischen Reaktionen
wurden in 10 puL-Ansétzen fiir 30 min bei optimaler Temperatur der verwendeten
Restriktionsendonukleasen inkubiert:

1 pL. Plasmid-DNA

1 pLb 10x Reaktionspuffer

10 U Restriktionsendonuklease
ad 10 uL.  HyO (bidest.)

Der Ansatz wurde anschlieffend mittels Gelelektrophorese im Agarosegel aufgetrennt
und analysiert.

Praparativer Verdau Um gréflere Plasmidmengen zu verdauen, wurden prépa-
rative Ansédtze mit je einem Endvolumen von 50 pL. verwendet. Diese wurden mit
Mineralol iiberschichtet und bei einer fiir die verwendeten Restriktionsendonukleasen
optimalen Temperatur iiber Nacht inkubiert:
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10-15 pL. - Plasmid-DNA
5 ul.  10x Reaktionspuffer
0,5 ul. 100x BSA (wenn bendtigt)
10 U Restriktionsendonuklease
ad 50 uL.  HyO (bidest.)

Anschliefend wurden die Ansétze vereinigt und mittels praparativer Gelelektro-
phorese aufgetrennt. Nach Elution der DNA aus dem Agarosegel wurde die Nul-
kleinsédure mittels Phenolextraktion gereinigt.

2.4.12 Reinigung von Nukleinsiduren durch Phenolextrakti-
on

Die zur Transfektion von eukaryotischen Zellen verwendete linearisierte Plasmid-
DNA wurde durch Phenolextraktion von hydrophoben Verunreinigungen und Pro-
teinen befreit. Die wifrige Nukleinsdurelosung wurde hierfiir mit 1 Volumenanteil
einer Phenol/Chloroform /Isoamylalkohol-Losung (25/24/1) versetzt. Nach ausgiebi-
gem Schiitteln und Abzentrifugieren wurde die obere DNA-haltige wifirige Losung
in ein neues Reaktionsgefaf3 {iberfithrt. Um alle Phenolreste zu entfernen, folgte eine
zweimalige Extraktion mit je 1 Volumenanteil Chloroform. Zur Fallung der DNA
wurde die Losung mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat-Losung und 2,5 Volumen eis-
kaltem 100% Ethanol versetzt und mindestens fiir 60 min bei -80°C inkubiert. Nach
einem Zentrifugationsschritt bei 9400 x ¢ und 4°C fiir 60 min wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet in HoO (bidest.) gelost. Die DNA wurde bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C gelagert.

2.4.13 Klonierung von Antigen-exprimierenden Zelllinien

Endoglin-exprimierende Zelllinie Zur Generierung einer Endoglin-exprimie-
renden Zelllinie wurde der .M.A.G.E. clone (#3843174) von der Firma imaGenes
GmbH bezogen. Das humane Endoglin-Gen konnte anschliefend mit spezifischen
Primern (ENG-Rev-Xbal; ENG-For-HindII) amplifiziert und zusétzlich mit entspre-
chenden Schnittstellen versehen werden. Das PCR-Produkt wurde in den geoffneten
Expressionsvektor pcDNA3 ligiert und in F.coli DH5« transformiert. Nach Verifi-
zierung der Sequenz (Primer: ENG-Hinl, ENG-Hin2, ENG-Hin3, ENG-Hin4) wurde
eine Maxi-Prédparation der Plasmide durchgefiihrt, welche nach Linearisierung mit
der Restriktionsendonuklease AhdI zur Transfektion von Sp2/0-Agl4 Zellen verwen-
det wurde.

FZD9-exprimierende Zelllinie Zur Generierung einer Frizzled9-exprimierenden
Zelllinien wurde der .LM.A.G.E. clone (#4791657) von der Firma imaGenes GmbH
bezogen. Das humane frizzled9-Gen konnte anschliefend mit spezifischen Primern
(FZD9BamHI-fw, FZD9Xbal-rev) amplifiziert und zusétzlich mit entsprechenden
Schnittstellen versehen werden. Mittels verschiedener Primer (9Notlfw, 9Kpnlrev,
9Kpnlmutlfw 9Bsrglfw, 9Bsrglmut2rev, 9Saclmut3drev, Fzd9-Stul-mutd-fw) wur-
den sechs im Gen enthaltenene Mutationen beseitigt. Anschlieflend konnte das
PCR-Produkt in den geoffneten Expressionsvektor pcDNA3 ligiert und in FE.coli
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DH5a transformiert werden. Nach Verifizierung der Sequenz (Primer: FZDISEQ1,
FZDI9SEQ2, FZDISEQ3, FZDISEQ4) wurde eine Maxi-Préiparation der Plasmide
durchgefiihrt, welche nach Linearisierung mit der Restriktionsendonuklease Ahdl
zur Transfektion von Sp2/0-Agl4 Zellen verwendet wurde.

2.4.14 Sequenzierung

Zur Verifizierung der DNA-Sequenz wurden die Zwischen- und Expressionsvektoren
von der Firma Microsynth AG (Balgach, CH) mittels spezifischer Primer sequenziert.
Hierfiir wurden die Proben nach Herstellerangaben vorbereitet und verschickt.

2.5 Analytische Methoden

2.5.1 Immunhistochemische Firbung von Kryoschnitten

Zur Untersuchung der Antigen-Expression und insbesondere der nativ exprimierten
Bindungsmotive der Antikorper in situ wurde die Methode der immunhistochemi-
schen Féarbung von Kryoschnitten im Labor etabliert.

2.5.1.1 Anfertigung von Kryoschnitten

Das Gewebe wurde aus der Urologie des Universitatsklinikums Tiibingen bezogen
oder kommerziell erworben. Die Proben wurden bis zur Anfertigung der Kryoschnitte
bei -80°C gelagert.

Das Gewebe konnte mit Hilfe des Gefriereinbettmediums TissueTek® auf dem
Probenhalter des Kryotoms fixiert werden. Anschliefend wurden die Schnitte bei -
20°C in einer Dicke von 10 pum angefertigt und auf SuperFrost®Plus Objekttragern
aufgebracht. Nach Trocknung der Préparate iiber Nacht bei RT wurden diese bei
-80°C gelagert.

2.5.1.2 Fiarbung der Kryoschnitte

Zwischen den einzelnen Arbeitsschritten wurden die Gewebeschnitte dreimal jeweils
fiir 5 min in DPBS gewaschen.

Zur Farbung der Kryoschnitte wurden diese bei RT aufgetaut und anschlieSend
fiir 10 min in eiskaltem Aceton chemisch fixiert. Nach dem Waschen erfolgte die
Blockierung der endogenen Peroxidase des Gewebes durch eine 10-miniitige Inkuba-
tion in einer 1% HyOq-Losung (in Methanol, v/v). Im Anschluss an einen weiteren
Waschschritt wurden die Gefrierschnitte fiir 30 min mit dem Primérantikorper
(in Antibody Diluent verdiinnt) in einer feuchten Kammer inkubiert. Anschlielend
wurde die Losung abgekippt und die Schnitte erneut gewaschen.

Im Falle von chiméren Priméirantikorpern mit SDIEM-optimierten Fc-Teil
wurde ein zusétzlicher Férbeschritt durchgefithrt bei dem die Schnitte mit dem
Maus-Antikérper 9E10 (in Antibody Diluent verdiinnt), welcher gegen das c-myc-
Epitop des optimierten Primérantikorpers gerichtet ist, fiir 30 min in einer feuchten
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Kammer inkubiert und anschlieBend gewaschen.

Zur Detektion des murinen F_-Teils der Primér- oder Sekundarantikorper
wurden die Praparate fiir 30 min in einer feuchten Kammer mit dem Meerret-
tich-Peroxidase-Polymer ZytoChem Plus (engl. horse radish peroxidase (HRP)
polymer) inkubiert. Dieses besteht aus einem linearen Proteinskelett, an das meh-
rere Molekiile der Meerrettich-Peroxidasee, sowie anti-Maus Igy F(ab)s-Fragmente
gekoppelt sind. Nach Abkippen der Losung wurden die Schnitte erneut gewaschen.
Zur Visualisierung der Antigen-Antikorper-Komplexe wurden die Schnitte mit einer
nach Herstellerangaben frisch angesetzten 3,3-Diaminobenzidin(DAB)-Losung fiir
10 sek bis 10 min angefiarbt. DAB wird durch die Meerrettich-Peroxidase umgesetzt
und farbt die antikorper-markierten Strukturen braun an. Die Enzymreaktion
wurde durch HsO (bidest.) abgestoppt. Zur Féarbung der Zellkerne wurden die
Praparate anschlieffend fiir ca. 2 sek mit Hamatoxylin gegengefirbt und sofort
fiir 10 min unter Leitungswasser gebldut. Zur langfristigen Konservierung wurde
den Schnitten in einer aufsteigenden Ethanolreihe (50%, 70%, 96%, 100%, 100%;
Inkubation fiir je 2 min) Wasser entzogen. Es folgte eine zweifache Behandlung
mit Xylol fiir jeweils 5 min. AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte in Entellan
Neu” unter einem Deckglas eingebettet. Nach Aushartung des Mediums konnten
die Praparate lichtmikroskopisch ausgewertet werden.

2.5.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wurde zum quantitativen Nachweis der Antigenexpres-
sion auf Zellen, sowie zur Untersuchung der Affinitdt und Bindungseigenschaften
von Antikorpern verwendet. Des Weiteren kénnen Zellen beziiglich ihrer Grofle und
Granularitdt phénotypisch charakterisiert werden. Zur Detektion der Oberflichen-
antigene wurden entweder Fluorochrom-markierte Primarantikorper verwendet. Al-
ternativ wurden die gebundenen, unkonjugierten Antikorper mittels Fluorochrom-
gekoppelter Sekundarantikorper detektiert.

Analyse von antikorper-haltigen Zellkulturiiberstinden Zellen, die das
gewiinschte Antigen auf ihrer Oberfliche exprimierten wurden geerntet, die Lebend-
zellzahl bestimmt und in FACS-Puffer (1% FCS und 0,01% NaNj in DPBS) aufge-
nommen. Pro Messpunkt wurden 2x 10° Zellen eingesetzt, welche in eine 96well-
Rundbodenplatte ausplattiert und bei 400 x ¢ fiir 3 min pelletiert wurden. Das Zell-
pellet wurde in 50 pL. des antikérper-haltigen Zellkulturiiberstéandes (pur oder 1:10
in FACS-Puffer verdiinnt) resuspendiert und fiir 30 min bei 4°C im Dunkeln inku-
biert. Es folgten zwei Waschschritte mit je 150 pL FACS-Puffer (400 x g fiir 3 min).
Anschlielend wurden die pelletierten Zellen in 50 uli des Sekundérantikorpers re-
suspendiert, welcher zuvor nach Herstellerangaben in FACS-Puffer verdiinnt wurde.
Nach einer Inkubation von 30 min bei 4°C im Dunkeln folgten erneut zwei Wasch-
schritte mit je 150 pul. FACS-Puffer (400 x ¢ fiir 3 min). Die Zellen wurden anschlie-
Bend in 150 plb FACS-Puffer aufgenommen und konnten am FACSCalibur unter
Verwendung der CellQuestPro-Software analysiert werden.
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Analyse aufgereinigter Antikorper Um die Bindungseigenschaften von aufge-
reinigten Antikorpern mittels Durchflusszytometrie zu untersuchen, wurden diese
in verschiedenen Konzentrationen (in FACS-Puffer verdiinnt) mit den Zellen inku-
biert. Die Durchfithrung der Farbeschritte erfolgte wie bei den oben beschriebenen
Analysen von antikérper-haltigen Zellkulturiibersténden.

Analyse von CD45 CD31"CD34"-Endothelzellen aus Priméirgewebe
Zur durchflusszytometrischen Analyse von CD45-CD311CD34"-Endothelzellen
wurden Proben aus chirurgisch entnommenen Nierenzellkarzinomen und benignes
Nierengewebe aus der Urologie des Universitéitsklinikums Tiibingen bezogen. Das
Gewebe wurde direkt nach Entnahme von Dipl.-Biochemiker Heiko Schuster mittels
enzymatischer Dissoziation aufgeschlossen. Dabei wurden die Proben zunéchst mit
dem Skalpell in etwa 0,5 cm?® grofe Stiicke zerteilt und anschlieend in 10 mL einer
Enzymlosung [300 U/mL Collagenase IV (Gibco, Darmstadt), 5 U/mL Dispase
(Gibco, Darmstadt), 10 pg/mlL DNase I (Roche, Mannheim), gelost in RPMI 1640
mit 10 % FCS]| iiberfiithrt. Nach einer Inkubation von 3 h bei 37°C und 180 rpm
auf dem Horizontalschiittler, wurde die Suspension mittels Filtration iiber ein
70 pm-Nylonsieb von verbliebenen Geweberesten befreit. Die Einzelzellsuspension
wurde nach zweifachem Waschen mit 4°C-kaltem PBS (Zentrifugation: 250 x ¢ fiir
10 min) direkt zur Farbung eingesetzt oder kryokonserviert bei -80°C [Schuster,
2013].

Alle Farbeschritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Zwischen den einzelnen Schrit-
ten wurden die Zellen zweimal mit 150 uL kaltem PFEA (2% hitze-inaktiviertes FCS,
2mM EDTA, 0,01%NaN3 in DPBS) gewaschen (Zentrifugation fiir 5 min bei 250 x ¢
und 4°C). Pro Messpunkt wurden 1x 10° Zellen des enzymatisch aufgeschlossenen
Nierengewebes in 100 uL. PFEA eingesetzt. Zur Differenzierung von lebenden und
toten Zellen wurde die Zellsuspension fiir 20 min mit dem Reaktivfarbstoff Violet
Live/Dead (Invitrogen, Darmstadt) in DPBS inkubiert. Nach einem Waschschritt
wurden die Zellen fiir 30 min mit 5 pg des unkonjugierten, zu untersuchenden An-
tikorpers inkubiert. Im Falle von chiméren SDIEM-modifizierten Antikorpers folgte
nach einem Waschschritt eine weitere Inkubation von 30 min mit dem ac-myc-
Antikorper 9E10. Zur Detektion des Maus-Fc-Teils wurden die Anséitze nach einem
erneuten Waschschritt fiir 30 min mit dem an RPE-gekoppelten Sekundérreagenz
Ziege anti-Maus gefdarbt. Nach dem Waschen konnten die Oberflichenproteine CD31,
CD34 und CD45 mittels spezifischer, Fluorochrom-gekoppelter Antikérper in einem
30-miniitigen Féarbeschritt detektiert werden. Nach dieser letzten Inkubation wurden
die Zellen erneut gewaschen und nach Aufnahme in 100 uL PFEA durchflusszyto-
metrisch analysiert. Die Auswertung erfolgte mit der Software FlowJo.

2.5.3 Bindung an l6sliches Endoglin

Die Bindung der Antikérper an losliches Endoglin wurde mittels ELISA (engl.
Enzyme-linked-immunosorbent assay) bestimmt. Hierfiir wurde eine Maxisorb 96
well ELISA Platte iiber Nacht bei 4°C mit 0,5 pg/mL rekombinantem humanem
loslichem Endoglin (Hycultec, Beutelsbach) beschichtet. Am néchsten Tag wurde
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die Losung abgekippt und die wells mit je 100 L Blockierlosung (DPBS + 10%
Rinder-Serumalbumin) fiir 1 h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde dreimal gewa-
schen (Waschpuffer: DPBS + 0,05%Tween-20) und die Antikorper in verschiedenen
Konzentrationen (in Waschpuffer verdiinnt) fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Nach einem
vierfachen Waschschritt wurden die wells mit 50 pg/mL des biotinylierten Detek-
tionsantikorpers (Ziege-anti-Maus-Biotin), pro well in 50 pl. Waschpuffer (mit 5%
BSA), fiir 1 h bei RT inkubiert. Im Anschluss wurde die Platte erneut viermal ge-
waschen und mit 50 pl/well Streptavidin-HRP (1:5000 in Waschpuffer mit 2,5%
BSA) fiir 30 min inkubiert. Nach erneutem fiinffachem Waschen wurden die wells
mit 100 pL. der TMB-Substratmischung versetzt und bei RT inkubiert. Nach ausrei-
chender Inkubationszeit wurde die Farbreaktion mit 50 pLi/well 1 M Phosphorsiure
abgestoppt. Die Bestimmung der optisachen Dichte erfolgte mittels Mikrotiterplat-
tenmessgerit bei 450 nm.

2.5.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Untersuchung der Reinheit, sowie des apparenten Molekulargewichts der An-
tikorper, bzw. der schweren und leichten Ketten, wurden die Immunglobuline mittels
SDS-PAGE (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) analy-
siert. Die vorherige Denaturierung des Proteins durch Aufkochen, sowie das im Gel
enthaltene Detergenz SDS fithren zur Linearisierung des Proteins. Somit kommt es
zu einer Auftrennung nach Kettenlédnge, welche proportional zur Molekiilmasse ist.

Zur Analyse wurden 2 ug des Antikorpers 1:2 mit dem Ladepuffer Laemmli Sam-
ple Buffer versetzt. Zur Generierung eines nicht-reduzierenden Ansatzes wurde der
Ladepuffer pur verwendet. Zur Bestimmung des Molekulargewichts unter reduzie-
renden Bedingungen wurde der Ladepuffer 1:20 mit S-Mercaptoethanol versetzt.
Anschlielend wurden die Proben fiir 5 min bei 96°C aufgekocht. Das maximale
Probenvolumen von 30 uL. konnte nun auf das Fertiggel Mini-PROTEAN® TGX
precast gel aufgetragen werden. Als Laufpuffer diente der Tris/Glycin/SDS Buffer
der Firma Biorad. Zur spéiteren Bestimmung der Bandengrofie wurde der Marker
SeeBlue® Pre-Stained der Firma Invitrogen mitgefiihrt. Die Gelelekrophorese er-
folgte bei 120 V fiir circa 45 min.

Die Detektion der Proteinbanden erfolgte mittels Farbung in einer Coomassie
Blue-Losung fiir 1 h auf dem Schiittler. AnschlieBend wurde das Gel zweimal fiir
je 30 min in einer Entfirbelosung auf dem Schiittler inkubiert. Die vollstdndige
Entfiarbung des Gels erfolgte in ddH5O iiber Nacht.

2.5.5 PNGase F-Verdau zur Identifizierung von posttrans-
lationalen Glykosylierungen

Zur Entfernung der Verzuckerung von Antikorpern wurden die N-Glycane der
Proteine mittels PNGase F (engl. Peptid-N-Glycosidase F, aus Flavobacterium
meningosepticum) enzymatisch abgespalten.

Hierfir wurden 2 pg Antikorper in 20 plb PBS mit 1/10 Volumen Denaturie-
rungspuffer versetzt und fiir 10 min bei 96°C inkubiert. Anschliefend wurden der
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Probe je 1/10 Volumen GT7-Puffer und NP40 zugegeben. Danach wurde der Ansatz
mit 250 U PNGase F fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Als Kontrolle wurde eine entspre-
chende Probe des zu analysierenden Proteins mit den gleichen Puffern ohne Zugabe
des Enzyms mitgefiihrt. Fiir die SDS-PAGE wurden die Ansétze mit dem Ladepuffer
Laemmli Sample Buffer (1:20 mit S-Mercaptoethanol versetzt) fiir 5 min bei 96°C
aufgekocht und anschlieBend auf das Gel aufgetragen.

2.5.6 Analytische Gelfiltration

Zur Untersuchung der Reinheit, sowie des spezifischen Molekulargewichts der An-
tikorper, wurden diese mittels GroBlenausschluss-Chromatographie (engl. size-exclu-
sion chromatography, SEC') analysiert.

Unter Verwendung des AKTApurifiers wurden max. 10 pg des Proteins in 50 uL
DPBS auf eine Superdex 200 10/300 GL Gelfiltrationssiule aufgetragen. Die Pro-
be wurde im Laufpuffer DPBS mit einer Flussrate von 40 pL/min iiber die Saule
gegeben. Die Messung der optischen Dichte erfolgte bei 220nm und 280nm. Die
Auswertung des Molekulargewichtes konnte anschlieend mittels UNICORN con-
trol anhand einer Eichgerade unter Verwendung von Proteinen definierter Grofie
erfolgen (siehe Tabelle 2.16).

Tabelle 2.16: Auflistung der Eichproteine fiir die analytische Gelfiltration

Eichprotein Grofle [kDa]
Dextranblau 2000

Ferritin 440

Aldolase 158

Albumin 67
Ovalbumin 43
Chymotrypsinogen A | 25
Ribonuclease A 13,7

2.5.7 Bestimmung der ADCC bzw. der CDC mittels *'Cr-
Freisetzungstest

Die Untersuchung der Antikorper-vermittelten zelluliren Zytotoxitdt auf ENG™-
NALM-16 Zellen erfolgte mittels ' Cr-Freisetzungstest. Hierbei nehmen die Ziel-
zellen unter Verwendung von °!Cr-Natriumchromat (NayCrO4) das radioaktiv--
markierte *'Cr®* auf, welches im Zytoplasma zu 5'Cr** reduziert wird und an
Aminoséuren bindet. Viable Zellen geben das im Zytoplasma gebundene, reduzier-
te ®LCr3* nur sehr langsam ab. Die freigesetzte Menge an radioaktiv-markiertem
S1Cr3* im Zellkulturiiberstand steht demnach, unter Beriicksichtigung der sponta-
nen °!Cr-Freisetzung, in linearer Abhingigkeit zur Zelllyse und ist somit ein Maf
der zelluldren Zytotoxizitat.
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Zur radioaktiven Markierung der Zielzellen wurden 1x 10° NALM-16 Zellen mit
150 puCi NapCrOy4 in 1 mL RPMI-Vollmedium fiir 1 h bei 37°C inkubiert. An-
schlieBend wurden 11 mLL RPMI-Vollmedium zu der Zellsuspension zugegeben und
erneut fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Um nicht aufgenommenes 5*Cr zu entfernen,
wurden die Zellen dreimal mit 12 mL. RPMI-Vollmedium gewaschen (Zentrifugati-
on: 300 x ¢ fiir 5 min). Anschlieend konnten mittels Multipette pro well 5x 103
radioaktiv-markierte NALM-16 Zellen in 50 L. RPMI-Vollmedium in einer 96well-
Rundbodenplatte ausgesidt werden. Zur Bestimmung der Antikorper-vermittelten
zelluliiren Zytotoxizitit wurden pro well 2,5x 10° PBMC gesunder Spender in 100 pL
IMDM-Vollmedium mittels Multipette pipettiert (Verhéltnis Effektor- zu Zielzel-
len 50:1). AnschlieBend wurde der Antikorper in unterschiedlichen Konzentrationen
mittels Multipette in 50 pl. RPMI-Vollmedium pro well zugegeben. Die Ansétze
wurden in einem Endvolumen von 200 pL in Triplikaten getestet. Zur Bestimmung
der 100%-Zelllyse wurden die Zielzellen in einem Triplikat mit Triton X-100 mit
einer Endkonzentration von 1% versetzt. Die Inkubation des Versuchsansatzes er-
folgte bei 37°C, 5% CO5 und einer Luftfeuchte von 90% in einem CO,-Brutschrank.
Nach 4 h wurden mittels Mehrkanalpipette 50 ul/well des Zellkulturiiberstandes
abgenommen und auf eine Feststoffszintillationsplatte transferiert. Die Feststoffs-
zintillationsplatte wurde fiir 1 h im Trockenschrank bei 53°C oder iiber Nacht bei
RT vollstindig getrocknet. Die Messung des radioaktiv-markierten *'Cr erfolgte im
Szintillationsmessgeréit MicroBeta Counter 1450 Plus in cpm (engl. counts per mi-
nute). Zur Berechnung der spezifischen Zelllyse wurde folgende Formel angewendet:

CPIprohe — CPMGpontanfreisetzung « 100

% spezifische Lyse =

CPIMmaximale Freisetzung — CPMSpontanfreisetzung

Zur Untersuchung der Komplement-abhéngigen Zytotoxizitét (engl. complement-de-
pendent cytotozicity, CDC') wurden die Antikorperverdiinnungen in humanem Se-
rum gesunder Spender in 100 L hergestellt (Endkonzentration des Serums 1:2). Die
PBMC wurden in diesem Versuchsansatz durch 50 pL. RPMI-Vollmedium ersetzt.
Alle iibrigen Arbeitsschritte wurden analog durchgefiihrt.

2.5.8 Bestimmung der Antikorper-vermittelten zellulidren
Zytotoxitiat mittels Impedanzmessung

Die Untersuchung der Antikorper-vermittelten zelluldren Zytotoxitét (engl.
antibody-dependent cellular cytotozicity, ADCC') auf den priméren, adhirenten
Endothelzellen HUVEC (engl. human umbilical vein endothelial cells) erfolgte mit-
tels xCELLigence RTCA SP. Dieses System ermdoglicht es, durch Messung der Im-
pedanz in definierten Zeitabsténden, Aussagen iiber die momentane Dichte des Mo-
nolayers der adhédrenten Zellen treffen zu konnen. Das Absterben der Zellen steht
dabei in direkter Abhéngigkeit mit der sinkenden Impedanz.

Alle Arbeitsschritte wurden mit 37°C-vorgewarmten IMDM-Vollmedium, sowie
mit einer auf 37°C-temperierten E-Plate 96 durchgefiihrt. Die Bestimmung des Hin-
tergrundes der E-Plate 96 erfolgte durch Messung von 50 plL. IMDM-Vollmedium
pro well. Anschliefend wurden die geernteten HUVECs mit 2x 10° Zellen in 50 uL
IMDM-Vollmedium mittels Multipette auf der Platte ausgesét. Das Absetzen bzw.
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Adhérieren der Zellen erfolgte iiber 18 h und konnte durch Messung der Impe-
danz im Abstand von 15 min auf dem Monitor kontrolliert werden. Nachdem sich
die adhédrenten Zellen abgesetzt hatten, welches durch die konstante Impedanz zu
erkennen war, konnten pro well 1x 10¢® PBMC gesunder Spender in 50 pL IMDM-
Vollmedium mittels Multipette pipettiert werden (Verhéltnis Effektor- zu Zielzellen
50:1). Anschliefend wurde der Antikorper in unterschiedlichen Konzentrationen in
50 pL IMDM-Vollmedium pro well zugegeben. Die Ansétze wurden in Triplikaten
getestet. Zur Bestimmung der 100%-Zelllyse wurden die Zielzellen in einem Triplikat
mit Triton X-100 in einer Endkonzentration von 1% versetzt. Die Messung der vor-
gewdrmten Platte erfolgte {iber 24 h im Abstand von 10 min. Anschliefend konnten
die generierten Messwerte mit Hilfe der RTCA Software 1.2 ausgewertet werden. Die
spezifische Zelllyse errechnete sich nach folgender Formel:

Impedanzp,ohe — Impedanzgie)yelie

x 100
Impedanz,, ,imale Zelllyse — Impedanzz;eyzelie

% spezifische Lyse =
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3.1. ENDOGLIN ALS VASKULARES ZIELANTIGEN

3.1 Endoglin als vaskulidres Zielantigen

3.1.1 Immunhistologische Analyse der Endoglinexpression

Die immunhistochemische Charakterisierung stellt die Basis zur Bewertung insbe-
sondere der Sperzifitit eines potentiellen Zielantigens zur Tumortherapie dar. Im
Folgenden werden Daten zur immunhistologischen Charakterisierung von Endoglin
vorgestellt. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf das vaskuldre Farbemuster, so-
wie die Uberexpression auf Tumorendothel im Vergleich zu gesunden BlutgefiBen
gelegt. Diese Untersuchungen wurden zum Vergleich der Spezifitdten von vier ver-
schiedenen aEndoglin-Antikérpern durchgefiihrt.

Hierfiir wurden Gefrierschnitte von benignem und malignem humanem Nieren-
gewebe angefertigt. Diese wurden mit den vier Maus-aEndoglin-Antikérpern SN6
(mlgy1l), MEM226 (mlgy2a), Endo-1 (mlgy1l) und Endo-2 (mlgvy3) immunhistolo-
gisch angeféarbt und bewertet. Zur Kontrolle eines vaskuldren Farbemusters wurde
ein Antikorper gewéhlt, welcher gegen das als pan-endothelialer Marker beschriebene
Protein PECAM-1 (CD31) gerichtet ist.

Endoglin ist vaskulir exprimiert Durch die immunhistologischen Farbungen
konnte fiir alle vier aEndoglin-Antikorper ein vaskuléres Farbemuster auf humanem
Gewebe bestatigt werden. Stellvertretend fiir die vier Antikorper ist in Abbildung 3.1
das immunhistologische Ergebnis fiir den Klon MEM226 auf einem Kryoschnitt eines
Nierenzellkarzinoms dargestellt.

Abbildung 3.1: Vaskuldres Farbemuster von Endoglin: Immunhistologische Férbung des
aEndoglin-Antikorperklons MEM226 [1 pg/mL] auf einem Nierenzellkarzinom (RCC251). Braun:
spezifische Antikérperbindung; Detektion mittels HRP-Polymer und DAB-Férbung; blau: Ge-
genfarbung mit Himatoxylin
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Uberexpression von Endoglin auf Tumorendothel Die differentielle Expres-
sion von Endoglin auf Tumorendothel und Endothelzellen des gesunden Gewebes
wurde unter Verwendung von human frozen tissue arrays immunhistologisch
analysiert. Bei dem verwendeten array konnten 14 unterschiedliche maligne
Gewebetypen mit jeweils entsprechendem benignem Gewebe, welche auf dem
selben Objekttrager aufgebracht waren, simultan bearbeitet werden. In Tabelle 3.1
sind die Farbeintensitdten von zwei der vier aEndoglin-Antikorperklone auf den
verschiedenen Gewebetypen tabellarisch dargestellt.

Der Antikorper SN6 zeigte eine deutliche, spezifische Farbung auf dem Tumo-
rendothel von Pankreas-, Skelettmuskel- und Hautgewebe. Die Endothelzellen des
gesunden Gewebes wurden vor allem auf Lungengewebe und dem Ovar deutlich an-
gefirbt. Betrachtet man alle 14 Gewebetypen im Uberblick, ist die Firbeintensitét
und somit die Antigenexpression auf allen Tumorgeweben (mlt Ausnahme der Le-
ber) stirker, als auf den entsprechenden gesunden Gewebeschnitten. Vergleichbare
Ergebnisse zeigte der Antikorper MEM226. Die beiden Klone Endo-1 und Endo-2
resultierten generell in einer schwicheren Farbung aller Gewebeproben. Allerdings
konnte auch fiir diese beiden Antikorper eine etwas stdrkere Farbung auf dem
Tumorendothel der meisten Gewebe nachgewiesen werden.

Diese initialen immunhistologischen Féarbungen bestéatigten die beschriebene
Uberexpression von Endoglin auf den Tumor-versorgenden Blutgeféafien.
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Tabelle 3.1: Bewertung der immunhistologischen Farbung der aEndoglin-Antikérperklone SN6 und Endo-2 auf einem human frozen
tissue array: Firbeintensititen der aEndoglin-Antikérper [je 1 pg/mL] auf 14 verschiedenen Gewebetypen (jeweils maligne und benigne) des human
frozen tissue arrays; -: keine Farbung +: schwache Farbung ++: méfige Farbung ++-+: starke Farbung ++4+: sehr starke Fiarbung, Beurteilung der
Férbeintensitét erfolgte durch zwei unabhéngige Personen

SN6 Endo-2
Gesundes Gewebe | Tumorgewebe | Gesundes Gewebe | Tumorgewebe
Gehirn + ++ _ (+)
Brust + ++ (+) _
Kolon +(+) ++ (+) (+)
Niere +(1) IR, (+) =
Leber + - (+) N
Lunge ++ +++ - (+)
Pankreas + 4+ (+) +(+)
Prostata (+) + (+) _
Skelettmuskel + +++ ++ -
Haut (+) +++ (+) +
Diinndarm (+) +(+) - (+)
Magen +(+) TF ) n
Ovar +++ ++++ (+) +
Uterus + ++ B (+)

T

NHODILLNVTHIYZ, SHYVINMSVA STV NITOOUNH
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aEndoglin-Antikérper weisen unterschiedliche Spezifititen fiir Tumo-
rendothel auf Im weiteren Vergleich der immunhistologischen Untersuchungen
konnten teilweise deutliche Unterschiede im Farbemuster der vier Antikorper er-
mittelt werden. Mit Proben aus dem Skelettmuskel zeigten die beiden aEndoglin-
Antikorperklone SN6 und Endo-2 deutlich unterschiedliche Spezifititen fiir das
Endothel. In Abbildung 3.2 sind die immunhistologischen Firbungen der beiden
Antikorperklone auf malignem und benignem Skelettmuskelgewebe dargestellt. SN6
zeigte eine sehr starke Farbung auf dem Endothel des Rhabdomyosarkoms, jedoch
kaum auf den normalen Blutgefdfien. Im Vergleich hierzu, wurden die Endothelzellen
des Normalgewebes durch Endo-2 stark angefiarbt, jedoch konnte keine Farbung auf
den Tumorgefdflen nachgewiesen werden.

Gesunder Rhabdomyosarkom
Skelettmuskel

+++

antiENG-Antikorper
Klon SN6
1 pg/mL

e ¥ -

antiENG-Antikorper
Klon Endo-2 -
1 pg/mL

Abbildung 3.2: Immunbhistologischer Vergleich zweier aEndoglin-Antikérper auf Ske-
lettmuskel: Fiarbung der aEndoglin-Antikérperklone SN6 und Endo-2 (je 1 pg/mL) auf benig-
nem und malignem Skelettmuskel des human frozen tissue arrays. Die Detektion erfolgte mit-
tels HRP-Polymer und DAB-Farbung. Bewertung der Braunfirbung als spezifische Antikérperbin-
dung: (-) keine Fiarbung, (+) schwache Fiarbung, (++) miéBige Farbung, (+++) starke Fiarbung,
(++4++) sehr starke Féarbung. Blaue Gegenfirbung der Zellkerne mittels Himatoxylin
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Parallel zu diesen immunhistologisch generierten Resultaten, wurden die vier
aEndoglin-Antikorper auf der humanen ENGTNALM-16 Zelllinie durchflusszyto-
metrisch untersucht. Dabei konnten unterschiedliche maximale Fluoreszenzinten-
sitdten und Affinitdten nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 3.3).
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c
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Antikorperkonzentration [ug/mL]

Abbildung 3.3: Durchflusszytometrische Analyse unterschiedlicher «Endoglin-
Antikérper auf NALM-16 Zellen: Titration verschiedener aEndoglin-Antikérper auf
der humanen ENGTNALM-16 Zelllinie. Sekundérreagenz: Ziege-anti-Maus-APC

Diese ersten Ergebnisse belegen zusammengefasst die bereits beschriebene vaskulére
Expression von Endoglin. Gleichzeitig konnte die Uberexpression des Proteins auf
Tumorendothel im Vergleich zu gesunden Blutgefiafien bestétigt werden. Dabei zeig-
ten die verwendeten Antikorper allerdings deutliche Unterschiede in der Anfarbung
der benignen und malignen Gewebeschnitte. Dies fithrte zu der Hypothese, dass das
durch den Antikorper erkannte Epitop des Antigens die Spezifitiat der Antikorper fiir
das Tumorendothel stark beeinflusst. Die Vorstellung, andere aEndoglin-Antikérper
mit verbesserter Spezifitéit fiir Tumorendothel generieren zu kénnen, erschien damit
plausibel.
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3.1.2 Generierung von aEndoglin-Antikérpern mittels Hy-
bridomtechnik

Generierung einer Endoglin-exprimierenden Zelllinie Zur Generierung neu-
er aEndoglin-Antikérper mit verbesserter Tumorendothelspezifitat, wurde zur Im-
munisierung von Méausen eine Endoglin-exprimierende Sp2/0-Agl4 Zelllinie her-
gestellt. Abbildung 3.4 zeigt die durchflusszytometrisch analysierte Endoglin-
Expression untransfizierter Sp2/0-Agl4-Zellen, sowie der generierten Transfektante
in Histogrammen.
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Abbildung 3.4: Endoglin-Expression der generierten Sp2/0-Agl4 Transfektante: Durch-
flusszytometrische Analyse von Sp2/0-Agl4 Zellen, sowie den generierten ENGTSp2/0-Agl4 Trans-
fektanten mittels aEndoglin-Antikérperklon SN6 (schwarze Linie) und mIgy1-Isotyp (grau gefiillt)
mit je 1 pug/mL. Sekundirreagenz: Ziege-anti-Maus-PE

Aus den Histogrammen wird deutlich, dass die untransfizierten Sp2/0-Agl4-Zellen
kein humanes Endoglin auf der Oberfliche exprimieren. Nach Transfektion dieser
Maus-Myelomzelllinie konnte dagegen eine starke Antigenexpression nachgewiesen
werden.

Immunisierung von Miusen und chemische Zellfusion Zur Herstellung von
Hybridomen wurden die generierten Endoglin-exprimierenden Sp2/0-Agl4-Zellen
zur Immunisierung von Méusen (BALB/c) verwendet. Die Immunisierung mit dieser
syngenen Zelllinie sollte die Anzahl an Endoglin-spezifischen B-Zellen maximieren
bzw. die Immunantwort gegen nicht-syngene Oberflachenproteine verhindern. Zur
Erhéhung der Immunogenitéit wurden die Zellen mit dem Adjuvants CpG (Ligand
fiir TLRY, engl. toll-like receptor 9) intraperitoneal appliziert. Insgesamt wurden
18 Méause immunisiert und deren vereinzelte Milzzellen in 18 unabhéngigen chemi-
schen Fusionen mit der Mausmyelomzelllinie Sp2/0-Ag14 nach Kéhler und Milstein
eingesetzt [Kohler und Milstein, 1975].

Die generierten Hybridome sind spezifisch fiir Endoglin Im Rahmen die-
ser Arbeit konnten insgesamt 21 neue aEndoglin-Antikorper aus vier unabhéngi-
gen Fusionen hergestellt werden (Namensgebung: mK-ro2 bis mK-ro23, siehe Ta-
belle 3.2). Dabei erfolgte die Identifizierung dieser generierten Hybridome mittels
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Durchflusszytometrie. Die Zellkulturiiberstdnde wurden auf verschiedenen Zelllini-
en analysiert. Alle generierten Antikorperklone zeigten eine spezifische Bindung auf
ENG*Zellen (Endoglin-exprimierende Sp2/0-Agl4; NALM-16) und keine Bindung
auf ENG~Zellen [mit irrelevantem Antigen (OX40) transfizierte Sp2/0-Agld Zell-
linie]. Exemplarisch sind in Abbildung 3.5 die durchflusszytometrischen Resultate
der Fusionen Nr. 17 und Nr. 18 dargestellt.

Nach Subklonierung der Hybridome wurden die Isotypen der 21 neuen Mausan-
tikorper bestimmt. Die Isotypen mlgu und mlgyl konnten durchflusszytometrisch
mittels spezifischer Sekundéirreagenzien ermittelt werden. Alle iibrigen Subtypen
wurden mit Hilfe des Iso-Gold™ Rapid Mouse Monoclonal Isotyping Kits bestimmt.
Die zwolf Antikorper des mlgy-Isotyps wurden anschlieend zur weiteren Charak-
terisierung aus Zellkulturiiberstand mittels Affinitdtschromatographie an Protein A
aufgereinigt.

In Tabelle 3.2 sind die 21 generierten akEndoglin-Antikérperklone mK-ro
beziiglich Fusionsnummer, urspriinglicher Nomenklatur und Isotyp aufgelistet.

Tabelle 3.2: Ubersicht der generierten aEndoglin- Antikérperklone mK-ro beziiglich Iso-
typ, Fusionsnummer und Nomenklatur: Die Antikérper des mlgvy-Isotyps sind fett gedruckt.
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Fusionsnr. Klon Bezeichnung | Isotyp
F9 8H3 4D10 mK-ro2 mlg~y1
F16 5H11 8C6 mK-ro4 mlgpu
F17 3E9 1B4 mK-ro5 mlgpu
F17 3C4 1B3 mK-ro6 mlgpu
F17 2A5 1C1 mK-ro7 mlgu
F17 4B10 3G4 mK-ro8 mlg~y1
F17 5D6 1A7 mK-ro9 mlgry2a
F17 2E4 1A11 mK-rol0 mlgry2a
F17 2B3 1B5 mK-roll mlgry2a
F17 2C3 1GH mK-rol2 mlgy2a
F17 3D5 1A5 mK-rol3 mlgy2a
F18 3F11 1D9 mK-rol4 mlgp
F18 4G4 1E7 mK-rolb mlgpu
F18 6B2 1H11 mK-rol6 mlgpu
F18 3F11 3D11 mK-rol7 mlgu
F18 4E10 2C8 mK-rol8 mlgu
F18 6D4 1B1 mK-rol9 mlg~y1
F18 4F3 2H12 mK-ro20 mlgry2a
F18 5E6 2D9 mK-ro21 mlgry2a
F18 6A8 1C10 mK-ro22 mlgry2a
F18 6G4 1D8 mK-ro23 mlIgy2b
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Abbildung 3.5: Durchflusszytometrische Analyse der generierten aEndoglin-Antikdrper
aus Fusion Nr. 17 und Nr. 18: Zur Untersuchung der Spezifitdt fiir Endoglin wurden die
unverdiinnten Zellkulturiiberstinde der generierten Hybridome durchflusszytometrisch auf den
ENG™Zelllinien (A: Endoglin-exprimierende Sp2/0-Ag14 Transfektante; B: NALM-16), sowie in A
auf der mit irrelevantem Antigen transfizierten ENG™~Zelllinie (OX40-exprimierende Sp2/0-Agl4
Transfektante) untersucht. Sekundéirreagenz: Ziege-anti-Maus-APC
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3.1.3 Funktionelle Evaluierung der generierten aEndoglin-

Antikorper

Fiir den Erfolg des Therapieansatzes, sowie die weitgehende Vermeidung potentieller
Nebenwirkungen sind verschiedenste Aspekte zur Bewertung eines potentiellen the-
rapeutischen Antikoérpers wichtig. Die Charakterisierung der generierten aEndoglin-
Antikorper erfolgte daher anhand folgender kritischer Parameter:

Kreuzreaktivitdt mit Maus-Endoglin fiir potentielle in vivo-Versuche

Affinitdt der Antikorper an Endoglin, sowie maximal-erreichbare Fluores-
zenzindices

Untersuchung einer potentiellen Interaktion der Antikorper mit dem Liganden

TGF-51

Antikorperbindung an die im humanem Serum zirkulierende 16sliche Variante
von Endoglin

eventueller Antigenverlust iiber Internalisierung oder Abscherung von Endog-
lin nach Antikérperbindung

Spezifitit fiir das Tumorendothel im Vergleich zum gesunden Blutgeféfsystem

Antikérperbindung an ENGT-hidmatopoetische Vorlduferzellen des Knochen-
marks

Anhand dieser im Folgenden dargestellten Untersuchungen erfolgte die anschlieende
Selektion von vier der neuen aEndoglin-Antikérper zur Chimérisierung und Fe-
Optimierung.
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3.1.3.1 Kreuzreaktivitit der neuen Antikérper mit Maus-Endoglin

Im Rahmen der Entwicklung und préklinischen Testung neuer Therapeutika ist die
Maus ein noch immer weit verbreitetes Modellsystem. Kreuzreaktive Antikorper
konnen dabei auf Effektivitdat und eventuelle Toxizitdt in vivo untersucht werden.
Daher ist es von Interesse, die 21 generierten Antikorper auf eine potentielle
Kreuzreaktivitédt mit Maus-Endoglin (mENG) zu untersuchen.

Hierfiir wurden die mlg-Konzentrationen der antikérperhaltigen Zellkulturiiber-
stande aller Antikorper mittels ELISA bestimmt. AnschlieSend konnten die Klone
mit einer auf 1 pg/mL eingestellten Verdiinnung des Zellkulturiiberstands auf der
mENG* Zelllinie B16 durchflusszytometrisch analysiert werden. Als Positivkontrolle
diente der direkt-markierte kommerzielle aMaus-Endoglin Antikérperklon MJ7/18.
Die Abbildung 3.6 zeigt, dass fiir keinen der getesteten Antikorper eine Bindung
an B16 Zellen gezeigt werden konnte. Eine signifikante Kreuzreaktivitit mit Maus-
Endoglin liegt demnach bei keinem Antikorper vor.
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Abbildung 3.6: Kreuzreaktivitit der aEndoglin-Antikérper mit Maus-Endoglin
(mENG): Durchflusszytometrische Untersuchung der Zellkulturiiberstéinde aller generierten Hy-
bridome (Antikérperkonzentration: ca. 1 pg/mL), sowie der bekannten aEndoglin-Antikérper
(Endo-1, Endo-2, SN6, MEM226; je 1 pug/mL) auf der mENG™Zelllinie B16. Positivkontrol-
le: Ratte-anti-mENG MJ7/18-PE; Isotypkontrolle: Ratte-anti-Maus rlgy2a-IT-PE, mlIgy1-IT,
mlgy2a-IT, mIgy2b-IT, mlIgu-IT; Sekundérreagenz: Ziege-anti-Maus-PE
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3.1.3.2 Antikorper zeigen deutliche Unterschiede im Titrationsverhal-
ten

Die zwolf mittels Affinitdtschromatographie an Protein A aufgereinigten Antikorper
des mlgy-Isotyps wurden beziiglich ihres Titrationsverhaltens mit dem kommerzi-
ellen aEndoglin-Antikorperklon SN6 verglichen. Hierfiir wurde die Konzentrations-
abhingige Bindung auf der ENGTNALM-16 Zelllinie mittels Durchflusszytometrie
untersucht. Es konnten erhebliche Unterschiede in maximaler Fluoreszenzintensitét,
also der maximalen Anzahl an gebundenen Antikérpermolekiilen an Endoglin, so-
wie in der Affinitat zwischen den einzelnen Antikérpern nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 3.7). Fiir mK-ro22 und mK-rol1 lag die maximale Fluoreszenzintensitét
mit ca. 180 MFI (engl. mean fluorescence intensity) am hochsten. Diese zeigten auch
die stiarkste Affinitdt. Fiir mK-ro8 und mK-ro23 konnten maximale Fluoreszenzin-
tensitdten zwischen 90 MFI und 120 MFI gemessen werden. Der Antikérperklon
mK-rol9 konnte aufgrund einer sehr schwachen Affinitét selbst bei einer Konzen-
tration von 5 pg/mL keine Séttigung des Antigens erreichen. Der kommerzielle SN6
lag mit Affinitdt und maximaler Fluoreszenzintensitit von ca. 140 MFI im oberen
Drittel der getesteten Antikorper.
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Abbildung 3.7: Titrationsverhalten der zwolf aufgereinigten aEndoglin-Antikérper des
mlgy-Isotyps, sowie des kommerziellen SN6 auf ENGTNALM-16 Zellen: Ubersichts-
halber wurde nur jeder zweite durchflusszytometrisch generierte Messpunkt graphisch dargestellt;
Sekundirreagenz: Ziege-anti-Maus-PE
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3.1.3.3 Antikorper erzielen keine Verdringung des Liganden TGF-£1

Endoglin ist ein akzessorischer Co-Rezeptor des TGF-p-Rezeptorkomplexes. Dabei
fithrt die Bindung des entsprechenden Liganden TGF-g1 an diesen Komplex
zur Proliferation der Endothelzellen. Die Blockierung dieser Liganden-Rezeptor-
Interaktion koénnte diese Induktion unterbinden und somit anti-angiogenetisch
wirken. Demnach wurde untersucht, ob die Bindung der aEndoglin-Antikorper die
Bindung von TGF-£1 an seinen Rezeptor verhindert kénnen.

Hierfiir wurde die ENGTNALM-16 Zelllinie mit je 10 pg/mL der Antikoérper vor-
inkubiert. Anschliefend folgte die Farbung mit dem Biotin-markierten rekombinan-
ten humanen Liganden rhTGF-£1 nach Herstellerangaben. Die durchflusszytometri-
schen Ergebnisse sind im Balkendiagramm in Abbildung 3.8 dargestellt. Es wurde
gezeigt, dass keiner der getesteten aEndoglin-Antikoérperklone die Bindung des Li-

ganden TGF-£1 und somit die intrazelluldre Weiterleitung des pro-angiogenetischen
Signals verhindern konnte.
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Abbildung 3.8: Keine Verdriangung des Liganden TGF-51 durch Bindung der aEndoglin-
Antikdrper: Vorinkubation der ENGTNALM-16 Zelllinie mit Antikérperklonen mK-ro, sowie

SN6, MEM226, Endo-1 und Endo-2 [je 10 ug/mL]. Verwendung des Biotin-markierten thTGF-431
nach Herstellerangaben
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3.1.3.4 Bindung der neuen Antikorper an 16sliches Endoglin

Das Membranprotein Endoglin tritt ebenfalls in l6slicher Form im menschlichen
Korper auf. Die Bindung an diese 16sliche Variante kénnte sich bei einer potentiellen
therapeutischen Anwendung negativ auf die Effektivitdt des Antikorpers auswirken.

Um potentielle Unterschiede der generierten Antikorper in der Bindung des 16s-
lichen Endoglins aufzudecken, wurde diese Interaktion mittels ELISA analysiert. Wie
in Abbildung 3.9 dargestellt, binden alle zwolf generierten aFEndoglin-Antikérper-
klone des mlIgv-Isotyps, sowie SN6 an die 16sliche Form von Endoglin und sind somit
nicht spezifisch fiir die membransténdige Variante des Proteins.

—0— mK-ro2

—@— mK-ro8

—Vv— mK-ro9
Vv mK-rol0

2,5 1

2,0 1
—— mK-roll

—l— mK-rol2

1,5 4 O~ mK-ro13
<O~ mK-ro19
—&— mK-ro20
—A— mK-ro21

OD450nm

1,0 -

—V— migy2a-IT

—V¥— migy2a-IT
0,1 1 10 100 1000 10000 —g— migy2b-IT

Antikdrperkonzentration [ng/mL]

Abbildung 3.9: Bindung der Antikérperklone mK-ro und SN6 an losliches Endoglin:
Untersuchung der Konzentrations-abhéngigen Bindung der akEndoglin-Antikérper an die 16sli-
che Form von Endoglin (sSENG) mittels ELISA. Detektion iiber einen biotinylierten Ziege-anti-
Mausantikorper und Streptavidin-HRP.
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3.1.3.5 Antigen-Modulation durch Bindung der aEndoglin-Antikérper

Die Expression eines Antigens kann durch Bindung von Antikérpern moduliert
werden. Dabei wird das Antigen entweder internalisiert oder von der Zelloberflidche
abgeschert. Dieser Vorgang ist als Antigen-Modulation oder auch antigen shift
bekannt. Eine solche Internalisierung oder Abscherung von Endoglin von der
Zellmembran der Endothelzellen wiirde bei einem potentiellen therapeutischen
Einsatz der Antikorper zur Beeintrachtigung der Wirkung fiihren.

Um festzustellen, ob die Epitop-Bindung der generierten Antikoérper {iber meh-
rere Stunden zur Internalisierung oder Abscherung des Antigens fiithren kann, wur-
den ENGTNALM-16 Zellen mit ansteigenden Antikérperkonzentrationen fiir 26 h in
Kulturmedium vorinkubiert. Anschliefend wurden die Zellen mit einer sittigenden
Antikérperkonzentration von 2 pg/ml inkubiert und durchflusszytometrisch analy-
siert. Aus Abbildung 3.10 wird deutlich, dass der kommerzielle Klon SN6 mit ca. 45%
den grofiten Antigen-Verlust auf der Oberfliche induziert. Der Antikorper mK-ro8
zeigte einen Verlust des Oberflichenproteins Endoglin von ca. 35%. Die langfristi-
ge Bindung aller iibrigen getesteten Klone resultierte in keiner Verminderung der
Endoglinexpression.
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Abbildung 3.10: Durchflusszytometrische Analyse der Endoglinexpression nach Bindung
der aufgereinigten aEndoglin-Antikdrper: Vorinkubation der ENGTNALM-16 Zelllinie mit

ansteigender Antikérperkonzentration fiir 26 h. Die Férbung erfolgte mit einer séittigenden An-
tikérperkonzentration von 2 ug/mL. Sekundirreagenz: Ziege-anti-Maus-PE
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3.1.3.6 Untersuchung der Spezifitit fiir Tumorendothel

Die wichtigste Eigenschaft eines neuen Antikoérpers zur potentiellen anti-angiogene-
tischen Tumortherapie ist die Spezifitéit fiir die Tumor-versorgenden Gefdafle im Ver-
gleich zu dem gesunden Blutgeféafisystem des Korpers. Die Bindung der aEndoglin-
Antikorper auf dem Endothel von normalem und malignem Gewebe konnte unter
Verwendung zweier komplementédrer Methoden analysiert werden.

Immunhistologische Bewertung der aEndoglin-Antikérper auf normalen
und malignen Nierenschnitten Die Beurteilung der Spezifitdt fiir Tumo-
rendothel erfolgte unter anderem anhand der semi-quantitativen Immunhistologie.
Hierbei wurden Kryoschnitte von Nierenzellkarzinom und kommerziell erhéltlichem
normalem Nierengewebe angefertigt und gefdrbt. Als Positivkontrolle diente ein
aCD31-Antikérper (PECAM-1), welcher pan-endothelial bindet.

Es konnte fiir alle zwolf aufgereinigten Antikorper ein vaskuldres Farbemuster
auf der Niere nachgewiesen werden. Fiir die Klone mK-ro8 und mK-ro23 ergab
sich der grofite Féarbeintensitatsunterschied zwischen dem Normal- und Tumorge-
webe. Generell erschien die Farbintensitit dieser beiden Antikoérper schwicher zu
sein, als beispielsweise die des mK-ro22. Dieses Molekiil resultierte in einer star-
ken Farbung auf dem gesunden Endothel, sowie einer sehr starken Farbung des
Tumorendothels. Der aEndoglin-Antikorper SN6 fiihrte zu einer etwas schwéche-
ren Farbung, jedoch wie bei den meisten Antikérpern, zu einer Reaktion nicht nur
mit dem Endothel des malignen Gewebes, sondern auch mit gesunden Blutgefafien.
Diese semi-quantitativen, immunhistologischen Farbungen der zwolf generierten An-
tikorper wurden durch zwei Personen am Mikroskop bewertet.
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Durchflusszytometrische Analyse der aEndoglin-Antikérper auf benig-
nen und malignen primiren Nierenzellen Die Tumorendothel-Spezifitit der
generierten aFEndoglin-Antikérper konnte neben den immunhistologischen Farbun-
gen von Gewebeschnitten zusétzlich durch die quantitative Analyse von priméren
Nierenzellen im Durchflusszytometer beurteilt werden. Weiterhin erméglicht diese
Methode die Untersuchung der Antikérperbindung ausschlielich an die extra-
zelluldre Doméne von Endoglin, eventuell cytoplasmatisch vorhandenes Protein
(das immunhistologisch ebenfalls nachgewiesen wird) wird hierbei nicht detektiert.
Fiir diese Experimente wurde Nierenzellkarzinom und entsprechendes benignes
Gewebe der Niere aus Patienten des Universitatsklinikums Tiibingen untersucht.
Die Gewebe wurden direkt nach Entnahme mittels enzymatischem Verdau in eine
Einzelzellsuspension gebracht und anschliefend kryokonserviert.

Um die Bindung der aEndoglin-Antikorper auf priméren Endothelzellen zu
bestimmen, wurden die aufgetauten benignen und malignen Nierenzellen nach einer
von Dipl.-Biochem. Heiko Schuster etablierten Kombination von Fluorochrom-
markierten Antikorpern angefarbt und durchflusszytometrisch untersucht. In
Abbildung 3.11 ist die gating-Strategie der priméren Nierenzellen exemplarisch dar-
gestellt. Ausgehend von viablen, kernhaltigen Einzelzellen wurden dabei zunéchst
CD45"-hamatopoetische Zellen von der Analyse ausgeschlossen. Innerhalb der
CD45~-Population konnten frithe Endothelzellen als CD31+tCD34"9" indentifiziert
werden.

Insgesamt wurden die Nieren- bzw. Tumorzellen von drei Spendern auf Bin-
dung der aEndoglin-Antikérper untersucht. In den Abbildungen 3.12 und 3.13 sind
die spezifischen Fluoreszenzindices (SFI) der Antikérperbindung an CD45-CD317-
CD34"9"_Endothelzellen aller drei Spender dargestellt.

In Abbildung 3.12 A wurden die priméren benignen und malignen Zellen eines
Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom (#792) analysiert. Bei diesen Féarbun-
gen konnten sehr hohe Fluoreszenzintensititen erreicht werden. Der Antikérper mK-
ro8 zeigte mit einem spezifischen Fluoreszenzindex von iiber 40 mit Abstand die
starkste Bindung auf dem Tumorendothel. Fiir mK-ro2, mK-ro23 und SN6 wurden
SFI von knapp iiber 20 bestimmt. Fiir die iibrigen, getesteten Antikorper konnte
nur eine relativ schwache Bindung auf den malignen Endothelzellen nachgewiesen
werden (SFI: 10-15). Dieses Verhiltnis spiegelte sich ebenfalls in der Bindung der
Antikorper auf den entsprechenden gesunden Endothelzellen wieder. Jedoch wiesen
die Molekiile hierbei eine deutlich schwiichere Bindung auf (SFI zwischen 2 und 14).

Fiir die Zellen des Patienten #803 (vgl. Abbildung 3.12 B) wurde ebenfalls ein
hoher SFI fiir mK-ro8 bestimmt (SFI 13). Jedoch zeigte der Klon mK-ro23 bei die-
sen Patientenzellen eine dhnlich starke Bindung auf dem Tumorendothel. Im Ver-
gleich zu den Patientenzellen #792 wurde, im Verhéltnis zu den anderen getesteten
Antikorperklonen, auf den Zellen #803 eine stiarkere Bindung des mK-ro22 nachge-
wiesen.

Die Bindungsstérke auf den Patientenzellen #776 (vgl. Abbildung 3.13) konnte
nur fiir fiinf Antikérper bestimmt werden. Diese entsprachen im Verhéltnis zuein-
ander den Ergebnissen von #792 und #803.
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Zusammenfassend ist die Antikérperbindung des mK-ro8 auf dem Tumorendothel
aller drei Spender am stéarksten. An zweiter Stelle steht der Antikérperklon mK-
ro23. Fiir die drei Antikérper mK-ro2, mK-ro22, sowie dem kommerziellen Refe-
renzantikorper SN6 konnten mittlere Bindungsstédrken nachgewiesen werden. Das
Verhiltnis der Bindungsintensitéiten aller Klone untereinander spiegelt sich mit klei-
neren Unterschieden auf dem Normalgewebe wieder. Die iibrigen getesteten Klone
resultierten in einer vergleichsweise schwachen Bindung auf gesundem und Tumo-
rendothel.
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Abbildung 3.11: Gating-Strategie der primiren Nierenzellen: Bindung der aEndoglin-
Antikorper auf CD45~CD31TCD34"9"-Endothelzellen der primiren Nierenzellsuspension. A: ga-
ting der kernhaltigen Zellen; B: gating der Einzelzellen; C: gating der viablen Zellen iiber den Farb-
stoff Violet LIVE/DEAD; D: Ausschluss der CD45%-héimatopoetischen Zellen iiber den AmCyan-
gekoppelten aCD45-Antikorper; E: gating der CD31TCD34"9"_Endothelzellen mittels aCD31-
PE-Cy7 und aCD34-APC-Cy7; F: Bindung der aEndoglin-Antikérper; Sekundirantikorper: Ziege-
anti-Maus-PE
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Abbildung 3.12: Bindung der oEndoglin-Antikérper auf primiren CD45-CD317"-
CD34"9"Endothelzellen der Niere: A: Endoglin-Expression der Endothelzellen benigner und
maligner Nierenzellen (Spender: #RCC792) B: Endoglin-Expression der Endothelzellen benigner
und maligner Nierenzellen (Spender: #RCC803); Antikorperkonzentration: 5 ug/mL; Sekundirrea-
genz: Ziege-anti-Maus-PE; n.a.: nicht analysiert
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Abbildung 3.13: Bindung der oEndoglin-Antikérper auf primiren CD45-CD317"-
CD34"9"Endothelzellen der Niere: Endoglin-Expression der Endothelzellen benigner und ma-

ligner Nierenzellen (Spender: #RCC776). Antikoérperkonzentration: 5 pug/mL; Sekundirreagenz:
Ziege-anti-Maus-PE; n.a.: nicht analysiert
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3.1.3.7 Schwache Bindung an gesunde, himatopoetische Vorliuferzellen

Es ist beschrieben, dass Endoglin nicht nur auf Endothelzellen, sondern auch auf
Vorlduferzellen des Knochenmarks exprimiert wird. Zur Abschitzung eventueller
Nebenwirkungen durch die Antikorper-vermittelte Lyse dieser Zellen, wurde die
Bindung der zwolf generierten Antikorper, sowie von SN6 an diese Zellen durch-
flusszytometisch untersucht.

Dabei wurde mittels QIFIKIT® die Anzahl der gebundenen Antikorper-
molekiile pro Zelle bestimmt. Hamatopoetische Vorlauferzellen wurden hier als
CD347CD45dim definiert (siehe Abbildung 3.14). Die Ergebnisse der Analysen von
zwei bzw. drei gesunden Knochenmarkspendern sind in Abbildung 3.15 dargestellt.
Demnach binden im Vergleich, bei einer Antikérperkonzentration von 5 pug/mL, die
Molekiile mK-ro8, mK-ro19 und mK-ro23 schwicher an die so definierten hdmato-
poetischen Vorlauferzellen. Fiir den mK-ro19 sind diese Resultate allerdings bedingt
durch die geringe Affinitat des Antikorpers.
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Abbildung 3.14: Gating-Strategie der primiren Knochenmarkzellen: Bindung der
aEndoglin-Antikérper auf CD34TCD45dim-Vorliduferzellen des Knochenmarks. A: gating der
Einzelzellen; B: gating der viablen Zellen iiber den Farbstoff Violet LIVE/DEAD (Molecu-
lar Probes, Darmstadt); C: gating der CD34+tCD45dim-Vorliuferzellen {iber den AmCyan-
gekoppelten aCD45-Antikorper, sowie iiber den APC-gekoppelten aCD34-Antikérper; D: Bindung
der aEndoglin-Antikérper [5 pg/mL]; Sekundérantikorper: Ziege-anti-Maus-PE
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Abbildung 3.15: Bindung der oEndoglin-Antikérper an humane CD34"CD45dim-
Vorlauferzellen des Knochenmarks: Es wurde Knochenmark von drei gesunden Spendern
analysiert. Die Bindung auf den Zellen des Spenders #3 konnte nur von mK-ro8, mK-ro22, mK-
ro23 und SN6 untersucht werden. Die Quantifizierung der Molekiile pro Zelle erfolgte mittels
QIFIKIT®. Antikorperkonzentration: 5 pg/mL; Sekundiirreagenz: Ziege-anti-Maus-PE
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3.1.3.8 Selektion von vier Antikorpern zur Chimérisierung

Aufbauend auf die Charakterisierung der zwolf generierten aEndoglin-Antikérper
des mlgvy-Isotyps, wurden die vier vielversprechendsten Maus-Antikorper zur
Chimaérisierung nach den folgenden Gesichtspunkten selektioniert:

Mittels Immunhistologie und Durchflusszytometrie konnte die Bindung auf Tu-
morendothel im Vgl. zu gesunden Blutgefédfien untersucht werden. Hierbei erzielten
v.a. die Klone mK-ro8 und mK-ro23 die héchsten Fluoreszenzen auf den malignen
Nierenzellen, wobei die Signale auf den gesunden Blutgefifien ebenfalls leicht erhoht
waren. Fiir die Klone mK-ro8 und mK-ro23 konnte weiterhin die geringste Anzahl
der gebundenen Antikérpermolekiile pro gesunder hiamatopoetischer Vorlauferzelle
nachgewiesen werden.

Neben diesen beiden vielversprechendsten Klonen mK-ro8 und mK-ro23 wurde
zusitzlich der Antikorper mK-ro22 selektiert. Dieser Antikorper zeigte die hochste
Affinitdt und maximale Fluoreszenzintensitéit bei den durchflusszytometrischen Ana-
lysen. Als vierter Kandidat wurde mK-rol0 ausgewihlt. Dieses Molekiil sollte die
restlichen aEndoglin-Antikorper reprasentieren, da hier die Unterschiede unterein-
ander nur noch minimal waren. In Tabelle 3.3 sind die Kriterien zur Auswahl der
einzelnen Antikorper iibersichtlich dargestellt.

Tabelle 3.3: Selektion der aEndoglin-Antikérper zur Chiméirisierung: Auflistung der zur
Chimaérisierung ausgewahlten Antikorper beziiglich der entsprechenden Auswahlkriterien.

Auswahlkriterium Antikoérperklon

Titrationsverhalten: hochste Affinitdt und Sattigung mK-r022

Bindung auf benignem und malignem FEndothel | mK-ro2, mK-ro8, mK-
primérer Nierenzellen: stiarkste Fluoreszenzsignale auf | ro22, mK-ro23
Tumorendothel
Immunhistologische Analysen: schwache Férbung des | mK-ro8, mK-ro23
gesunden Gewebes
geringste Anzahl gebundener Antikérpermolekiile pro | mK-ro8, mK-ro23
gesunder, hdmatopoetischer Vorlduferzelle
reprasentativ. fiir den Grofiteil der generierten | mK-rol0
aEndoglin- Antikorper
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3.1.3.9 Gegenseitige Verdringung ausgewihlter aEndoglin-Antikoérper

Fiir eine potentielle Kombinationstherapie aus mehreren Antikorpern, welche
gegen das gleiche Antigen gerichtet sind, muss ausgeschlossen werden, dass die
Bindung der verschiedenen Antikorper durch gleiche oder iiberlappende Epitope
eingeschrankt sein konnte.

Hierfiir wurden Verdringungsexperimente der vier zur Chimérisierung selektier-
ten akndoglin-Antikérperklone durchgefiihrt. Abbildung 3.16 zeigt, dass die beiden
Klone mK-ro8 und mK-ro23 gleiche bzw. iiberlappende Epitope erkennen. Fiir die
restlichen, untersuchten Antikorper wurden keine iiberlappenden Epitope nachge-
wiesen.
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Abbildung 3.16: Verdrangung der vier aEndoglin- Antikérperklone untereinander: Durch-
flusszytometrische Analyse der Konzentrations-abhingigen Verdringung der vier aFndoglin-
Antikérper untereinander auf der Zelllinie NALM-16. Gleichzeitige Inkubation der ENG™T-Zellen
mit saturierender Konzentration von 2 pug/mL der RPE-konjugierten aEndoglin-Antikérper, so-
wie steigenden Konzentrationen der unmarkierten Molekiile. Dargestellt ist die Antikérperbindung
normiert auf die Ko-Inkubation mit entsprechender unkonjugierter Isotypkontrolle.
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3.1.4 Chimérisierung und SDIEM-Optimierung der aEndo-
glin-Antikorper

3.1.4.1 Klonierung der aEndoglin-Antikoérper

Chimérisierung der Maus-Antikérper mK-ro8, mK-rol0, mK-ro22 und
mK-ro23 Zur Chimérisierung wurde die mRNA der vier Maus-Antikorper aus
Hybridomzellen isoliert. Nach anschlieBender reverser Transkription konnte die c¢D-
NA zur PCR eingesetzt werden. Als Primer dienten von Dr. Ludger Grofle-Hovest
entworfene degenerierte Primerpools (PP), welche an die leader-Sequenzen der va-
riablen Doménen von Maus-Antikorpern hybridisieren, sowie Primer, welche Isotyp-
spezifisch an die konstante Doméne CH1 bzw. CL binden. Es wurden neun PP fiir die
VDJ-Region der schweren Kette (PP H1-1 und PP H1-2 bis PP H8) und sieben PP
fiir die VJ-Region der leichten Kette (PP K1 bis PP K7) mittels PCR getestet. Im
Folgenden wird die Klonierung exemplarisch fiir den aEndoglin- Antikérperklon mK-
ro22 beschrieben. In Abbildung 3.17 ist das Agarosegel, auf dem die PCR-Amplikons
aufgetragen wurden dargestellt, welche mittels PCR mit den verschiedenen Primer-
pools aus der cDNA von mK-ro22 generiert wurden.
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Abbildung 3.17: Agarosegel mit PCR-Amplikons, welche mittels cDNA von mK-ro22
und den degenerierten Primmerpools (PP) generiert wurden: Sieben PP zur Amplifika-
tion der VJ-Region: PP K1 bis PP K7; Neun PP zur Amplifikation der VDJ-Region: PP H1-1 bis
PP HS8; Agarosegel: 1,2%; Standard: 100 bp-Marker

Fiir mK-ro22 konnte eine schwache aber spezifische Bande in der erwarteten
GroBe von 600 bp fiir die VDJ-Region der schweren Kette im PP HS8 detektiert
werden. Fiir die VJ-Region der leichten Kette wurden zwei Amplikons in der erwar-
teten Grofle von 223 bp amplifiziert, in PP K2 und in PP K5. Da durch den PP
K2 erfahrungsgeméf die aberrante kappa-Kette des Fusionspartners Sp2/0-Agld
amplifiziert wird, wurden die PCR-Produkte von PP K5 und PP HS8 zur weiteren
Klonierung des mK-ro22 verwendet. Mittels entsprechender Restriktionsendonuklea-
sen wurden die PCR-Produkte verdaut und in die Zwischenvektoren pDIA-mixed-
Fc (schwere Kette) und pDIA-mu-CL (leichte Kette) ligiert. Nach Transformation
von F.coli und anschliefender Plasmidisolierung konnten die bis dahin unbekannten
variablen Doménen der schweren und leichten Antikorperketten mittels des Pri-
mers CV001for2 durch Sequenzierung identifiziert werden. Zur anschlieBenden Am-
plifikation der variablen Doménen wurden Primer komplementér zur verifizierten
DNA-Sequenz generiert. Das Amplikon konnte anschlieffend in die von Dr. Ludger
Grofle-Hovest entwickelten Expressionsvektoren fiir die chimére leichte Kette, die
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chimére schwere Kette, sowie fiir die chimére schwere Kette mit integrierter SDIEM-
Modifikation ligiert und transformiert werden. Die linearisierte Plasmid-DNA wurde
in Sp2/0-Agl4 Zellen transfiziert.

Die finale Aufreinigung aller chimérisierten bzw. zusétzlich optimierten Antikérper
(xK-ro8, xK-ro8SDIEM, yK-rol10, xK-rol0SDIEM, xK-ro22, yK-ro22SDIEM, yK-
1023, YK-r023SDIEM) erfolgte aus Zellkulturiiberstand mittels Affinitédtschromato-
graphie an Protein A.

Klonierung des aEndoglin-Referenzantikérpers TRC105 Um die chi-
marisierten und optimierten aFndoglin-Antikérperklone yK-ro8, yK-ro8SDIEM,
xK-1010, xK-rol0SDIEM, xK-ro22, yK-ro22SDIEM, yK-ro23 und xK-ro23SDIEM
in den folgenden Versuchen mit dem sich bereits in einer klinischen Studie befind-
lichen chiméren aFEndoglin-Antikérper TRC105 des Pharmakonzerns TRACON
Pharmaceuticals (parentaler Maus-Antikérperklon SN6j) zu vergleichen, wurden
die publizierten Sequenzen der variablen Doménen [Seon et al., 2011] bei der Firma
GeneArt synthetisiert. Die Klonierung in die eigenen Expressionsvektoren, sowie die
Transfektion und Proteinreinigung lief in Analogie zu den eigenen Antikérpern ab
(siche oben). Neben dem urspriinglichen chiméren Format TRC105 (im Folgenden
auch als xYSNG6j bezeichnet), wurde zusétzlich eine SDIEM-optimierte Version des
TRC105 hergestellt, xSN6jSDIEM.

Dieser aEndoglin-Antikorperklon SN6j, welcher nun mit den in dieser Arbeit her-
gestellten, chimérisierten und optimierten Antikérpern verglichen wurde, entspricht
nicht dem Klon SN6, welcher wihrend der Charakterisierung der Maus-Antikérper
als Referenz eingesetzt wurde.
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3.1.4.2 Bestimmung der Reinheit und Homogenitit

Bestimmung der Reinheit mittels SDS-PAGE Die Reinheit der chiméri-
sierten und optimierten Antikorper konnte mittels SDS-PAGE untersucht werden.
Abbildung 3.18 zeigt die SDS-PAGE aller fiinf chimérisierten, sowie aller fiinf
SDIEM-optimierten Antikorper unter reduzierenden und nicht-reduzierenden Be-
dingungen. Als Kontrolle wurde ein optimierter Antikérper y4G8SDIEM, welcher
gegen das Leukdmie-assoziierte Oberflachenantigen CD135 gerichtet ist, mitgefiihrt.

Unter nicht-reduzierenden Bedingungen (Abbildung 3.18 A) zeigten alle zehn
Antikorper eine deutliche Einzelbande im erwarteten Groéflenbereich zwischen
98 kDa und 250 kDa. Unter reduzierenden Bedingungen (Abbildung 3.18 B)
konnten fiir alle Molekiile Banden der schweren und leichten Ketten in erwarteter
GroBe (vgl. x4G8SDIEM) nachgewiesen werden. Erfahrungsgemifi wiesen die
SDIEM-optimierten, schweren Ketten aufgrund einer zusétzlichen Glykosylierungs-
stelle eine Doppelbande auf. Fiir den Antikérperklon yK-rol0 wurden schwache
Banden oberhalb der schweren Ketten detektiert. Die iibrigen neun Antikorper
zeigten keine unerwarteten Banden, was fiir eine hohe Antikorperreinheit nach
Affinitdtschromatographie an Protein A spricht.

Um sicherzustellen, dass die Doppelbanden der SDIEM-modifizierten schweren
Antikorperketten auf unterschiedliche Glykosylierung, im Vergleich zu den chiméren
schweren Antikorperketten, zuriickzufiihren ist, wurde exemplarisch mit dem yK-
r022SDIEM ein PNGase F Verdau durchgefiihrt. Aus Abbildung 3.18 C wird deut-
lich, dass die Doppelbande der schweren Kette nach enzymatischem Verdau mit
PNGase F verschwindet.
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Abbildung 3.18: Analyse aller chiméirisierten und optimierten aEndoglin-Antikérper
mittels SDS-PAGE: A: SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen B: SDS-PAGE un-
ter reduzierenden Bedingungen C: Verdau mit PNGaseF von xyK-ro22SDIEM unter reduzierenden
Bedingungen; Standard: SeeBlue Pre-Stained Standard; Fertiggel: Mini-PROTEAN precast gel
Any kD; Kontrollantikorper: x4G8SDIEM
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Bestimmung der Homogenitit mittels analytischer Gelfiltration Die
Reinheit der fiinf chimédren und fiinf optimierten Antikorper wurde zusétzlich mit-
tels analytischer Gelfiltration untersucht. In den Abbildungen 3.19, 3.20 und 3.21
sind die Elutionsprofile der Referenzantikorper SN6j, sowie der Klone K-ro8, K-
rol0, K-r022 und K-ro23 dargestellt. Es konnten deutlich symmetrische Peaks bei
der erwarteten Grofe fiir chimére bzw. optimierte Antikorper nachgewiesen werden,
wobei die SDIEM-modifizierten Antikérper durch den angehéngten myc-tag und die
daraus resultierende zusétzliche Glykosylierungsstelle wie erwartet ein verdndertes
Laufverhalten aufweisen.

Lediglich fiir den yK-rol0SDIEM wurde eine deutliche Verunreinigung nachge-
wiesen.

Anhand der analytische Gelfiltration konnten fiir den yK-ro8, sowie den yK-
ro8SDIEM ebenfalls homogene Einzelpeaks nachgewiesen werden, allerdings zeigte
dieser Klon ein aberrantes Laufverhalten. Die Elutionsprofile beider Antikorper-
varianten zeigten ein Migrationsverhalten, das einem deutlich kleineren Protein ent-
sprach als erwartet (vgl. Abbildung 3.20 A).
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Abbildung 3.19: Bestimmung der Homogenitit des Referenzantikérperklons SN6j mit-
tels analytischer Gelfiltration: Elutionsprofile der Antikérper xSN6j (10 pg) und xSNG6jSDIEM
(8 ug); linke y-Achse: Skala des Molekulargewichtes der verwendeten Eichproteine; rechte y-Achse:
Skala der Absorption der Antikorper
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Abbildung 3.20: Bestimmung des Reinheitsgrades der Antikérperklone K-ro8 und K-
rol0 mittels analytischer Gelfiltration: A: Elutionsprofile der Antikorper yK-ro8 (10 ug) und
xK-ro8SDIEM (10 pg) B: Elutionsprofile der Antikérper xK-rol0 (7,6 pg) und xK-rol0SDIEM
(7,7 ug); linke y-Achse: Skala des Molekulargewichtes der verwendeten Eichproteine; rechte y-
Achse: Skala der Absorption der Antikérper
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Abbildung 3.21: Bestimmung des Reinheitsgrades der Antikérperklone K-ro22 und K-
ro23 mittels analytischer Gelfiltration: A: Elutionsprofile der Antikérper xK-ro22 (10 pg) und
xK-r022SDIEM (10 ug) B: Elutionsprofile der Antikorper xK-ro23 (10 pg) und xyK-ro23SDIEM
(10 pg); linke y-Achse: Skala des Molekulargewichtes der verwendeten Eichproteine; rechte y-Achse:
Skala der Absorption der Antikorper
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3.1.5 Vergleich der chiméirisierten aEndoglin-Antikorper
mit dem Referenzmolekiil TRC105

3.1.5.1 Vergleich des Titrationsverhaltens

Im Folgenden wurden die chimérisierten und optimierten akEndoglin-Antikérper yK-
ro8, xK-ro8SDIEM, yK-ro10, xK-rol0SDIEM, yK-r022, yK-ro22SDIEM, xK-ro23
und yK-ro23SDIEM mit dem Referenzantikdrper TRC105 bzw. xSNGj, sowie der
SDIEM-optimierten Version, dem ySN6jSDIEM, hinsichtlich Affinitdt und maxi-
maler Fluoreszenzintensitit verglichen. Hierfiir wurde die Konzentrations-abhéngi-
ge Antikorperbindung auf der Endoglin-positiven Pra-B-ALL-Zelllinie NALM-16
durchflusszytometrisch analysiert.
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Abbildung 3.22: Titration der chimérisierten und optimierten aEndoglin-Antikérper auf
ENGTNALM-16 Zelllinie: Konzentrations-abhiingigen Bindung der chimérisierten Antikérper
auf der ENG™T Zelllinie NALM-16 mittels Durchflusszytometrie. Folgende Isotypkontrollen wurden
verwendet: RANK~1 (chimér) und RANKSDIEM (optimiert). Als Sekundirreagenz diente Ziege-
anti-Maus-APC.

Die Abbildung 3.22 zeigt, dass das Titrationsverhalten der fiinf chiméren An-
tikorperklone den jeweiligen SDIEM-modifizierten Formaten entspricht. Wie anhand
der durchflusszytometrischen Untersuchungen der entsprechenden Maus-Antikoérper
mK-ro8, mK-rol0, mK-ro22 und mK-ro23 erwartet, sind die Affinititen des yK-
1022, sowie des xK-ro22SDIEM am hochsten. Die Affinitdten und maximalen Fluo-
reszenzintensititen des xSNG6j, sowie des YSN6jSDIEM sind vergleichbar zu denen
des Klons K-ro10.
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3.1.5.2 Chimaérisierte aEndoglin-Antikérper binden ein anderes Epitop
als TRC105

Mit Hilfe eines Verdridngungsexperimentes sollte gepriift werden, ob die vier
chimérisierten Antikérperklone iiberlappende Epitope mit dem TRC105 bzw.
XSNG6j erkennen. Hierfiir wurde der ySNG6j mittels Lynxz Rapid RPE Antibody
Congugation Kit an das Fluorochrom R-Phycoerythrin gekoppelt. Anschlieend
wurde die Endoglin-positive Zelllinie NALM-16 mit einer sittigenden Antikor-
perkonzentration von 1 pg/mL des xSN6j-PE und gleichzeitig mit ansteigenden
Antikorperkonzentrationen der chiméaren Antikorper yK-ro8, yK-rol0, yK-r22 und
xK-r023 inkubiert. In Abbildung 3.23 sind die durchflusszytometrischen Ergebnisse
dargestellt.
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Abbildung 3.23: Verdridngungsexperiment zwischen Fluorochrom-markiertem TRC105
bzw. YSN6j und den generierten aEndoglin-Antikérpern: Durchflusszytometrische Analyse
der Konzentrations-abhiingigen Verdringung des Fluorochrom-konjugierten ySN6j-PE durch xK-
ro8, xyK-rol0, xK-r22 und yK-ro23 auf der Endoglin-positiven Zelllinie NALM-16. Als interne
Kontrolle diente der unmarkierte xSNG;.

Aus der oben-dargestellten Grafik wird deutlich, dass die Bindung des Fluorochrom-
markierten TRC105 an Endoglin von den getesteten Antikérpern nicht inhibiert
wird. Als interne Kontrolle konnte bei ansteigender Antikorperkonzentration des
unkonjugierten YSN6j ein deutlicher Abfall der mittleren Fluoreszenzintensitét des
xSN6j-PE gemessen werden.
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3.1.5.3 Vergleich der Tumorendothelspezifitit der chimérisierten aEn-
doglin-Antikérper mit TRC105

Immunhistologische Bewertung der aEndoglin-Antikérper auf 14 be-
nignen und malignen Gewebetypen Um das wichtigste Charakteristikum
der Tumorendothelspzifitit der neuen aEndoglin-Antikérper weiter untersuchen
zu konnen, wurden die vier ausgewéhlten Klone auf human frozen tissue arrays
mit 14 verschiedenen Tumorgewebetypen und je entsprechendem Normalgewebe
immunhistologisch angefirbt untersucht. Die Beurteilung der Gefrierschnitte hin-
sichtlich Farbeintensitiat sowie Spezifitit fiir Tumorendothel erfolgte dabei widerum
unter dem Mikroskop nach subjektivem Eindruck. Der bereits in klinischer Studie
befindliche TRC105 sollte in diesem Zuge ebenfalls immunhistologisch bewertet
und gleichzeitig mit den vier neuen Antikérpern verglichen werden. Die Einteilung
der Farbeintensitdt erfolgte in keine bzw. eine schwache, méflige, starke und sehr
starke Farbung. In Tabelle 3.4 sind die immunhistologischen Ergebnisse tabellarisch
zusammengestellt.

Der pan-endotheliale aCD31-Antikérper wurde als Kontrolle mitgefiihrt.
Dieser Klon firbte die Blutgefiafie der verschiedenen Gewebetypen unterschiedlich
stark. Die stédrksten Farbeintensitdten (méafiige bis starke Féarbung) wurden auf
den benignen Gefrierschnitten der Niere, der Lunge, des Pankreas, sowie des
Diinndarms nachgewiesen. Mit Ausnahme der Haut konnten fiir diesen Antikorper
keine deutlichen Differenzen zwischen benignem und malignem Gewebe beobachtet
werden.

Fiir alle fiinf getesteten aEndoglin-Antikorperklone K-ro8, K-rol0, K-ro22,
K-r023 und SNG6j konnten mit wenigen Ausnahmen (fiir K-rol0: Lunge; fiir
K-ro22: Haut; fiir K-ro23: Leber und Prostata) eine schwéchere Farbung auf
dem Normalgewebe im Vergleich zum Tumorgewebe nachgewiesen werden. Die
starksten Farbungen aller 14 gesunden Gewebetypen wurden auf der Niere und
der Leber detektiert (schwache Féarbung). Das Endothel des malignen Gewebes
wurde teilweise gleich schwach, haufig aber stédrker angefarbt. Es konnten fiir
den malignen Pankreas, die maligne Niere, sowie den malignen Diinndarm die
starksten Féarbeintensitdten nachgewiesen werden. Somit wurde die erwartete
Tumorendothelspezifitit aller fiinf getesteten Klone semi-quantitativ bestétigt.

Das Ausmafl der Farbeintensititen zwischen den fiinf aEndoglin-Antikorpern
generell lasst sich wie folgt zusammenfassen:

K-1023 < K-r010 < SN6j < K-ro8 < K-ro22.
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Tabelle 3.4: Bewertung der immunhistologischen Farbung der optimierten acEndoglin-Antikérperklone auf einem human frozen tissue
array: Férbeintensititen der aEndoglin-Antikérper [je 1 pg/mL] auf 14 verschiedenen Gewebetypen (jeweils maligne und benigne) des human frozen
tissue arrays; -: keine Farbung, +: schwache Fiarbung, ++: miBige Farbung, +++: starke Farbung, ++++: sehr starke Féarbung, (+) entspricht einer
Zwischenstufe, pan-endothelialer Kontrollantikérper: aCD31

aCD31-Antikérper xSN6jSDIEM xK-ro8SDIEM xK-rol0SDIEM xK-ro22SDIEM xK-ro23SDIEM

Gesundes | Tumor- | Gesundes | Tumor- | Gesundes | Tumor- | Gesundes | Tumor- | Gesundes | Tumor- | Gesundes | Tumor-

Gewebe gewebe Gewebe gewebe Gewebe gewebe Gewebe gewebe Gewebe gewebe Gewebe gewebe
Gehirn (+) + (+) +(+) - + - + (+) ++ - +
Brust ¥ T &) + &) IxeD) - ¥ &) =0 - &)
Kolon (+) + (+) + (+) +(+) (+) + (+) ++ - (+)
Niere ++ +(+) + +++ + +++ (+) +++ +(+) +++ (+) ++
Leber (+) +(+) (+) +(+) + +(+) (+) + + ++ (+) (+)
Lunge +++ ++ - + (+) + (+) (+) +(+) ++ - +(+)
Pankreas ++ +(+) (+) + (+) ++ (+) +(+) + ++(+) (+) +
Prostata (+) +(+) - + (+) + (+) + + +(+) (+) (+)
Skelettmuskel (+) + - + - (+) - + (+) ++ - (+)
Haut (+) +++ - - (+) - - (+) +) - -
Diinndarm ++(+) ++(+) - ++++ - ++++ (+) ++++ + ++++ (+) ++++
Magen + + ® + ® ITe) &D) T €3) () - )
Ovar + + (+) + (+) + (+) + + +(+) - (+)
Uterus +(+) ++ - (+) - +(+) - (+) (+) +(+) - -

T

NHUDILNVTHIY, SHYVINMSVA STV NITOOANH



3.1. ENDOGLIN ALS VASKULARES ZIELANTIGEN

Bindung der fiinf aEndoglin-Antikérper an primére benigne und maligne
Endothelzellen der Niere Analog zu den parentalen Maus-Antikorpern wurde
ebenfalls die Bindung der chimérisierten SDIEM-optimierten Antikoérper an CD457-
CD31+CD34M9" Endothelzellen benigner und maligner Nierenzellen untersucht.
Erstmals konnten diese Antikérper hierbei mit dem in einer klinischen Phase
befindlichen Antikorper TRC105 bzw. ySN6j verglichen werden. Insgesamt wurden
maligne und benigne primére Nierenzellen von sieben verschiedenen RCC-Patienten
analysiert. Fir die Primérzellen von fiinf dieser sieben Patienten konnten ver-
gleichbare Ergebnisse generiert werden. In den verbleibenden zwei Féllen fand sich
kein Unterschied. Dies lésst sich wahrscheinlich durch die Grofle dieser beiden Tu-
moren, welche zur verstiarkten Vaskularisierung des Normalgewebes fiihrte, erkléaren.

In diesen Experimenten wurde die in Abbildung 3.11 dargestellte gating-
Strategie verwendet. Die c-myc-markierten, optimierten aEndoglin-Antikorper
wurden iiber den c-myc-spezifischen Mausantikorperklon abgegriffen und anschlie-
Bend mit einem Phycoerytrin-gekoppelten Ziege-anti-Maus-Antikorper detektiert.
In Abbildung 3.24, 3.25, sowie 3.26 A sind die ermittelten spezifischen Fluores-
zenzindices (SFI) der verschiedenen Spenderzellen dargestellt. Grundsétzlich konnte
fiir alle fiinf getesteten aEndoglin-Antikorper ein stérkeres Fluoreszenzsignal auf
den Endothelzellen der malignen Zellsuspensionen im Vergleich zu den gesunden
Blutgefiflen nachgewiesen werden. In den meisten Féllen zeigte der Antikorperklon
YK-ro8SDIEM im direkten Vergleich die hochsten Signale auf den malignen Zellen.

In Abbildung 3.26 B ist die Tumorspezifitiat aller fiinf Antikérper als Quotient
der SFT der malignen und benignen Gewebe aller fiinf Spender aufgetragen. In vier
von fiinf Féllen wies der Antikorperklon K-ro8, v.a. im Vergleich zum Referenzan-
tikorperklon SN6j, die deutlich hochste Tumorspezifitédt auf. Fiir die iibrigen Klone
K-r010, K-ro22 und K-ro23 konnten vergleichbare bzw. bessere Spezifititen fiir Tu-
morendothel als fiir den SN6j ermittelt werden.
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Abbildung 3.24: Bindung der oEndoglin-Antikérper auf primiren CD45 CD31"-
CD34"9"-Endothelzellen der Niere: A: Bindung der aEndoglin-Antikérper auf den Zellen des
Spenders RCC920 B: Bindung der aFndoglin-Antikérper auf den Zellen des Spenders RCC895;
Antikérperkonzentration: 5 pug/mL; Sekundérreagenz: Ziege-anti-Maus-PE
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Abbildung 3.25: Bindung der oEndoglin-Antikérper auf primiren CD45 CD31"-
CD34"9"-Endothelzellen der Niere: A: Bindung der aEndoglin-Antikérper auf den Zellen des
Spenders RCC847 B: Bindung der aFndoglin-Antikérper auf den Zellen des Spenders RCC848;
Antikérperkonzentration: 5 pug/mL; Sekundérreagenz: Ziege-anti-Maus-PE
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Abbildung 3.26: Bindung der oEndoglin-Antikérper auf primiren CD45 CD31"-
CD34"9"_Endothelzellen der Niere: A: Bindung der aEndoglin-Antikérper auf den Zellen
des Spenders RCC916 B: Tumorspezifitéit aller fiinf aEndoglin-Antikoérper als Quotient der SFI
der malignen und benignen Gewebe aller fiinf Spender; Antikorperkonzentration: 5 ug/mL; Se-
kundérreagenz: Ziege-anti-Maus-PE
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3.1.5.4 Keine Komplement-vermittelte Zytotoxizitét

Die Lyse von Zielzellen therapeutischer Antikorper kann sowohl Effektorzell-
vermittelt, als auch Komplement-vermittelt erfolgen. Im Folgenden wurden die fiinf
chimérisierten aFEndoglin-Antikérper beziiglich der Effektorfunktionen charakteri-
siert.

Alle fiinf Molekiile konnten zunichst mittels des °!Cr-Freisetzungstest auf Induk-
tion von Komplement-vermittelter Zytotoxizitdt untersucht werden. Hierfiir wur-
den ENG™-Zielzellen mit den zu testenden Antikérpern und humanem Serum inku-
biert. In Abbildung 3.27 ist die spezifische ' Cr-Freisetzung und somit Komplement-
vermittelter Zelllyse in Prozent dargestellt.
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Abbildung 3.27: Komplement-abhingige Zytotoxizitit der chimiren oEndoglin-
Antikorper: Die Komplement-abhéingige Zytotoxizitit der chimiren aEndoglin-Antikorper wur-
de mittels ®! Cr-Freisetzungstest analysiert. YK-ro-Mix: yK-ro8, YK-ro10, YK-ro22 und yK-ro23 in
einem Versuchsansatz; Positivkontrolle: «CD20-Antikérper Rituximab; Isotypkontrolle: YRANK;
Serumkonzentration: 50%; Zielzellen: ENGTNALM-16 Zellen; Inkubationszeit: 4h

Es konnte keine Komplement-abhéngige Zytotoxitét fiir die einzelnen chiméren aEn-
doglin-Antikorper nachgewiesen werden. Dies war ebenso fiir die Kombination aller
fiinf chimérisierten aEndoglin-Antikérper (yK-ro Mix + ySN6j) der Fall.
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3.1.5.5 Deutliche Steigerung der ADCC durch SDIEM-optimierten An-
tikorper

Die Bestimmung der Antikorper-vermittelten zelluldren Zytotoxitdt war in dieser
Arbeit von zentraler Bedeutung. Der direkte anti-vaskulidre Therapieansatz erfor-
dert einen potenten therapeutischen Antikorper. Die Untersuchungen der mittels
gentechnischer Optimierung des Fc-Teils angestrebten verstarkten ADCC-Aktivitét
der aEndoglin-Antikorper erfolgten ebenfalls mittels °! Cr-Freisetzungstest.

Hierbei wurden die ENG'-Zielzellen mit den entsprechenden Antikérpern,
sowie mononukledren Zellen des peripheren Blutes gesunder Spender inkubiert. In
Abbildung 3.28 sind die einzelnen Vergleiche der aEndoglin-Antikérperklone K-ro8,
K-1r010, K-ro22, K-ro23 und SN6j grafisch dargestellt.

Fiir alle fiinf Antikorper konnte eine deutliche Steigerung der ADCC-Aktivitéat
durch die SDIEM-Optimierung im Fec-Teil im Vergleich zur chimérisierten, nicht-
optimierten Variante erzielt werden. Fiir den Klon K-ro22 konnte sogar erst durch
diese Modifikation eine signifikante Zelllyse nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.28: Antikorper-vermittelte zellulire Zytotoxizitit der chimiren und op-
timierten aEndoglin-Antikérper auf der Zelllinie NALM-16: Die ADCC-Aktivitdt der
aEndoglin-Antikérper wurde mittels 51 Cr-Freisetzungstest analysiert. Zielzellen: ENGTNALM-16
Zellen; Effektorzellen: PBMC eines gesunden Spenders; Verhéltnis Effektorzellen : Zielzellen 50:1;
Inkubationszeit: 4h; exemplarische Darstellung von insgesamt drei verschiedenen PBMC-Spendern
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In Abbildung 3.29 ist der Vergleich der generierten chiméren und optimierten
aEndoglin-Antikorper xK-ro8SDIEM, yK-rol0SDIEM, yK-ro22SDIEM und yK-
r023SDIEM mit dem Referenzantikorper xSN6j (TRC105) dargestellt.
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Abbildung 3.29: Antikorper-vermittelte zellulire Zytotoxizitit der chiméiren und op-
timierten aEndoglin-Antikérper auf der Zelllinie NALM-16: Die ADCC-Aktivitdt der
aEndoglin-Antikérper wurde mittels 5! Cr-Freisetzungstest analysiert. Isotypkontrolle: YRANK-
SDIEM; Zielzellen: ENGTNALM-16 Zellen; Effektorzellen: PBMC eines gesunden Spenders;
Verhiltnis Effektorzellen : Zielzellen 50:1

Alle vier neuen chiméren und optimierten aEndoglin-Antikorper weisen eine deut-
lich stiarkere ADCC-Aktivitat auf, als der bereits in klinischer Phase befindliche
Antikorper xySN6j bzw. TRC105 der Firma TRACON Pharmaceuticals. Letzterer

konnte allerdings durch den SDIEM-modifizierten Fc-Teil ebenfalls stark verbessert
werden.
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3.1.5.6 ADCC der optimierten aEndoglin-Antikérper auf priméiren
Endothelzellen

Die Antikorper-vermittelte zelluldre Zytotoxitiat der aEndoglin-Antikoérper auf pri-
méren adhirenten Endothelzellen der Nabelschnurvene (engl. human umbilicual vein
endothelial cells, HUVEC) wurde mittels Impedanzmessung bestimmt. In Schau-
bild 3.30 ist die spezifische Lyse nach 2 h dargestellt.
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Abbildung 3.30: Antikdrper-vermittelte zellulire Zytotoxizitit der optimierten
aEndoglin-Antikérper auf den adhirenten primiren ENG*Endothelzellen: Die ADCC-
Aktivitdt der aEndoglin-Antikérper wurde mittels Impedanzmessung analysiert. Zielzellen: HU-
VEC; Effektorzellen: PBMC eines gesunden Spenders; Verhiltnis Effektorzellen : Zielzellen 50:1

Grundsétzlich konnte fiir alle getesteten Antikorper eine spezifische Lyse der HU-
VECs nachgewiesen werden. In diesem Experiment wurden alle fiinf SDIEM-opti-
mierten aEndoglin-Antikérper miteinander verglichen, wobei die auftretenden Un-
terschiede zwischen den einzelnen Klonen nur minimal waren. Jedoch ist die Tendenz
fiir eine stirkere ADCC-Aktivitat fiir den xYK-ro8SDIEM auf priméren Zellen auch
hier erkennbar.
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3.1.5.7 Immunhistologische Analyse des yK-ro8SDIEM auf malignem
Pankreasgewebe

Im Rahmen der immunhistologischen Untersuchungen der human frozen tissue
arrays (vgl. Abschnitt 3.1.3.6 und Abschnitt 3.1.5.3) konnten auf verschiedenen
Pankreastumoren besonders starke Féarbungen durch die verschiedenen aEndoglin-
Antikorper nachgewiesen werden. Hierbei handelt es sich jedoch nicht nur um
eine vaskuldre Férbung durch eine Bindung der Endothelzellen des Tumors,
sondern ebenso des umgebenden Tumorgewebes. Zur weiteren Verifizierung dieser
unerwarteten Ergebnisse wurden sechs weitere Pankreastumore auf Bindung des
aFEndoglin-Antikorpers xK-ro8SDIEM immunhistologisch analysiert (vgl. Abbil-
dung 3.31).

Die immunhistologischen Untersuchungen zeigten neben einem vaskuldren Féar-
bemuster die zusétzliche Farbung des umgebenden Bindegewebes auf vier von sechs
Pankreastumoren (#1, #2, #4 und #6).
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Abbildung 3.31: Endoglin-Expression auf malignem Pankreasgewebe: Immunhistologische
Analyse des xK-ro8SDIEM auf gesundem Pankreasgewebe, sowie auf sechs unterschiedlichen Pan-
kreastumoren. Als Kontrolle wurde der «CD31-Antikorper zur Farbung der Endothelzellen verwen-
det. Braun: spezifische Antikérperbindung; Detektion mittels HRP-Polymer und DAB-Férbung;
blau: Gegenfirbung mit Himatoxylin
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3.2 Identifizierung neuer vaskulirer Zielantigene

3.2.1 W3C4E11l zeigt ein gefi3-typisches immunhistologi-
sches Farbemuster

Im Rahmen dieser Arbeit konnte, neben der Generierung und Charakterisierung
neuer Antikérper gegen das als vaskulédr-exprimiertes Antigen beschriebene Endo-
glin, ein weiteres potentielles Zielantigen zur anti-angiogenetischen Tumortherapie
identifiziert werden. Dazu wurden verschiedene Antikorper auf Kryoschnitten von
Nierenzellkarzinomen und gesundem Nierengewebe immunhistologisch gefdrbt und
beziiglich eines vaskuldren Farbemusters bewertet.

Der Antikérper W3C4E11 fiihrte im Zuge dieser Analysen zu einem vaskulédren
und auch besonders Tumorendothel-spezifischen Féarbemuster (vgl. Abbildung 3.33).
In Tabelle 3.5 sind die Resultate der immunhistologischen Féarbungen eines human
frozen tissue arrays dargestellt.

Tabelle 3.5: Bewertung der Firbeintensitit des Antikérperklons W3C4E11 auf 14 ver-
schiedenen, immunhistologisch gefirbten Geweben (jeweils maligne und benigne) eines human
frozen tissue arrays; -: keine Férbung +: schwache Farbung ++: méflige Farbung +++: star-
ke Farbung ++++: sehr starke Farbung; Die Beurteilung der Farbeintensitét erfolgte durch zwei
Personen.

W3C4E11

Gesundes Gewebe | Tumorgewebe
Gehirn - -
Brust + 4t
Kolon + I+
Niere (+) 4
Leber - (+)
Lunge + ++(+)
Pankreas (+) T+
Prostata +++ +(+)
Skelettmuskel (+) 4+
Haut (+) ++
Diinndarm + 4
Magen +() -+
Ovar +++(+) +
Uterus ++(+) T

Es wurden fiir diesen Antikorperklon generell deutlich stérkere Farbeintensitaten auf
den verschiedenen Tumorgeweben, im Vergleich zu den entsprechenden Normalgewe-
ben, nachgewiesen. Die Untersuchungen ergaben lediglich eine starke bis sehr starke
Farbung auf dem Normalgewebe der Prostata und des Ovars, die entsprechenden
malignen Gewebeschnitte wurden hingegen nur schwach angefiirbt. Deutlich stéarkere
Féarbeintensitaten konnten auf den malignen Geweben von Brust, Kolon, Pankreas,
Skelettmuskel, Magen und Uterus detektiert werden, wobei fiir diese Gewebetypen
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(mit Ausnahme des Uterus) nur eine schwache Férbung auf dem Normalgewebe
nachgewiesen wurde.

Der Klon W3C4E11 war durch Immunisierung von Mausen mit WERI-Rb1 Zel-
len im Labor von Dr. Hans-Jorg Biihring (Universitatsklinikum Tiibingen, Abtei-
lung fiir Innere Medizin IT) mittels Hybridomtechnik generiert worden. Es handelt
sich um einen mlgu-Antikorper, welcher als spezifisch an das Antigen frizzled-9
(FZD9) bindend publiziert ist [Battula et al., 2007]. W3C4E11 ist der derzeit ein-
zig beschriebene monoklonale aFZD9-Antikérper. Aus diesen Griinden sollten neue
aFZD9-Antikorper mittels Hybridomtechnik generiert werden.

3.2.2 Generierung von FZD9-exprimierenden Zelllinien

Die Generierung einer FZD9-exprimierenden Zelllinien fiir die Immunisierung von
Mausen erfolgte mit Hilfe der kommerziell erhéltlichen FZD9 ¢cDNA (L.M.A.G.E.
clone #4791657, imaGenes GmbH). Die amplifizierte und mit entsprechenden Re-
striktionsschnittstellen versehene ¢cDNA wurde in einen Expressionsvektor ligiert
und zur Transfektion von Sp2/0-Agl4- und CHO-Zellen verwendet. Die zellmem-
branstdndige Expression konnte anschlieBend mittels des Antikorpers W3C4E11
durchflusszytometrisch analysiert werden. In Abbildung 3.32 ist das Histogramm
der generierten FZD9"Sp2/0-Agl4 Zelllinie dargestellt. Es konnte ein mittleres Dif-
ferenzsignal im Vergleich zur untransfizierten Zelllinie nachgewiesen werden. Fiir die
CHO-Transfektante wurde nur ein sehr schwaches Fluoreszenzsignal ermittelt (vgl.
Abbildung 3.34).
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Ziege-anti-Maus-APC

Abbildung 3.32: W3C4E11-Bindung auf transfizierter Zelllinie: Durchflusszytometri-
sche Analyse der zellmembranstéindigen Antigenexpression der FZD9-transfizierten Sp2/0-Agl4-
Zelllinie; hellgraue Linie: mIgM-Isotypkontrolle [10 ug/mL]; schwarze Linie: ankonzentrierter Zell-
kulturiiberstand des W3C4E11; Sekundérreagenz: Ziege-anti-Maus-APC

3.2.3 Generierung FZD9-spezifischer Antikérper

Zur Generierung eigener oFZD9-Antikorper wurden Sp2/0-Agl4-Transfektanten
zur Immunisierung von BALB/c-Méusen verwendet. Allerdings konnten in beiden
Fusionen ausschliellich unspezifische Antikorper generiert werden. Aufgrund einer
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sehr hohen Homologie von 98% zwischen dem Maus- und dem humanem Prote-
in FZD9 wurden anschliefend NZB/W F1-Mé#use zur Immunisierung verwendet.
Da die Expression der eigens hergestellten Transfektanten (CHO und Sp2/0-Agl4)
jedoch sehr schwach war, wurden zur Immunisierung dieser Mause HEK293-FZD9-
Transfektanten aus dem Labor von Dr. Hans-Jorg Biihring verwendet [Battula et al.,
2007]. Es konnte ein spezifischer Antikorperklon generiert werden, welcher als K-
zd1l (Krizzled 1) bezeichnet wurde. Die durchflusszytometrische Analytik zeigte eine
deutliche Bindung dieses Antikorpers auf den FZD9-transfizierten Sp2/0-Agl4 im
Vergleich zur untransfizierten Zelllinie (vgl. Abbildung 3.34). Der mlgu-Isotyp von
K-zd1 wurde mittels Kit bestimmt.

3.2.4 Vergleich beider Antikorper K-zd1 und W3C4E11

Der generierte aFZD9-Antikorper K-zd1 sollte beziiglich Antigen-Bindung und vas-
kuldrem Féarbemuster mit dem von Dr. Hans-Jorg Biihring generierten Molekiil
W3C4E11 verglichen werden.

Kein vaskulires Farbemuster durch K-zd1l Das immunhistologische Férbe-
muster des aFZD9-Antikorpers K-zd1 wurde auf Gefrierschnitten von Nierenzellkar-
zinom und kommerziell erhéltlichem, gesunden Nierengewebe analysiert. Uber-
raschenderweise zeigte das Molekiil K-zd1 kein spezifisch vaskuldres Farbemuster.
Statt dessen wurde hauptséichlich umgebendes Gewebe der Gefrierschnitte angefirbt
(vgl. Abbildung 3.33).

gesundes
Nierengewebe Tumorgewebe

W3C4E11

K-zd1

Abbildung 3.33: Immunhistologischer Vergleich von W3C4E11 und K-zd1: Immunhisto-
logische Firbung von W3C4E11 und K-zd1 (jeweils unter Verwendung von unverdiinntem Zellkul-
turiiberstand) auf einem Nierenzellkarzinom (RCC) und kommerziellem gesundem Nierengewebe.
Braun: spezifische Antikorperbindung; Detektion mittels HRP-Polymer und DAB-Féarbung; blau:
Gegenfarbung mit Hamatoxylin
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K-zd1 bindet spezifisch an FZD9 Aufgrund der abweichenden Ergebnisse der
immunhistologischen Untersuchungen wurden die Spezifititen der beiden Proteine
K-zd1 und W3C4E11 nédher miteinander verglichen. Hierfiir wurde die Bindung bei-
der Antikorper auf acht HEK293-Transfektanten (FZD1", FZD2%, FZD4t, FZD5",
FZD6", FZD7t, FZD9" und FZD10*; Dr. Hans-Jorg Biihring), sowie auf den ge-
nerierten Zellinien FZD97Sp/20-Agl4 und FZD9TCHO durchflusszytometrisch un-
tersucht.

Die Analyse ergab fiir beide Klone eine sehr starke Bindung an FZD9"HEK293-

Zellen. Im Gegensatz zu K-zd1l wurde fiir W3C4E11 ebenso eine starke Bindung
an die iibrigen sieben FZD-Transfektanten nachgewiesen. Des Weiteren wurde
fiir W3C4E11 aufgrund eines starken Hintergrundsignals nur ein schwaches Dif-
ferenzsignal zwischen den untransfizierten Zelllinien und den FZD9TCHO bzw.
FZD9"Sp2/0-Agl4 gezeigt. Fiir K-zd1 wurde hingegen eine spezifische Bindung an
FZD9"Sp2/0-Agl4 Zellen, sowie an FZD9"CHO Zellen nachgewiesen. Interessan-
terweise zeigte K-zdl nur eine sehr schwache Bindung an WERI-Rb1-Zellen. Der
W3C4E11 zeigte hingegen ein starkes Signal auf den WERI-Rb1-Zellen (vgl. Abbil-
dung 3.34).
Diese Ergebnisse bestitigen die Annahme, dass der in dieser Arbeit generierte
Antikorper K-zd1 spezifisch an das Membranprotein FZD9 bindet. Da allerdings
kein gefaf3-typisches Farbemuster mittels Immunhistologie generiert wurde, scheint
dieses Molekiil zur potentiellen anti-angiogenetischen Immuntherapie ungeeignet.
Im Gegensatz hierzu, ist der Antikorper W3C4E11 mit nunmehr unklarer Spezi-
fitdt, aufgrund des viel versprechenden vaskuldren Farbemusters, nach wie vor von
Interesse.

Eine genauere Charakterisierung des Zielantigens des W3C4E11 wurde allerdings
durch auftretende Probleme bei Aufreinigung (u.a. iiber Hydroxyapatit) des mIgu-
Antikorpers erschwert, da der Antikorper zur ausgepriagten Aggregatbildung neigte.
Das Molekiil verlor dadurch seine Bindungskapazitiat. Aufgrund dieser Problematik
sollte der Antikorper in ein biochemisch stabiles Format umkloniert werden. Die
Walhl fiel auf ein chiméren [gy1-Format, welcher leicht produziert, aufgereinigt, sowie
charakterisiert werden kann.

3.2.5 Chimaérisierung des mlgu-Antikérpers W3C4E11

Klonierung Die Chimaérisierung erfolgte in Analogie zur Klonierung der
aFndoglin-Antikorperklone (vgl. Abschnitt 3.1.4.1 auf Seite 92). Fiir den Antikérper
W3C4E11 wurden insgesamt drei PCR-Amplikons generiert. Fiir die schwere Kette
konnte eine deutliche Bande im H1-2-Pool nachgewiesen werden, im Falle der kap-
pa-Kette wurde ein starkes Signal im K2-Pool, sowie ein sehr schwaches Signal im
K4-Pool detektiert (Daten nicht dargestellt). Da durch die degenerierten Primer des
K2-Pools erfahrungsgeméfl die aberrante kappa-Kette des Fusionspartners Sp2/0-
Agl4 amplifiziert wird, wurde das schwache Amplikon des K4-Pools zur weiteren
Klonierung verwendet.

Zur weiteren Verifizierung der variablen Antikorpersegmente wurden die Pep-
tidsequenzen der leichten und schweren Kette des mlgu-Antikérpers W3C4E11
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nach Trypsinverdau mittels Massenspektrometrie analysiert. Die Untersuchung
erfolgte durch Dr. Jérn Dengjel vom Freiburger Zentrum fiir Biosystemanalyse. Fr
konnte eine 51 %ige Ubereinstimmung zwischen der vorhergesagten Sequenz fiir
die schwere Kette und den analysierten Peptiden, sowie entsprechend eine 93 %ige
Ubereinstimmung fiir die leichte Kette des W3C4E11 nachweisen. Dies war eine

Bestitigung der korrekt identifizierten und klonierten Sequenzen der variablen
Doménen des W3C4E11.

Das Projekt wurde von Dr. Michael Durben und Martin Pfliigler ibernommen.
Nach Transfektion wurde die Bindung der chiméren (YW3C4E11l) und optimier-
ten Variante (YW3C4E11 SDIEM) auf der zur Immunisierung verwendeten Zelllinie
WERI-Rb1 iiberpriift. Weitere Untersuchungen zur Charakterisierung des unklaren
Zielantigens sind momentan in Gang.
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Abbildung 3.34: FACS-Analyse der beiden Antikoérperklone K-zdl und W3C4E11 auf
verschiedenen Zelllinien: A: Analyse der humanen Zelllinie WERI-Rb1, welche zur Mausim-
munisierung des mittels Hybridomtechnik hergestellten Klons W3C4E11l verwendet wurde. B:
Analyse der FZD9T Transfektanten CHO-FZD9 und Sp2/0-Agl4-FZD9, sowie der entsprechenden
Zelllinien, welche untransfiziert bzw. mit irrelevantem Antigen transfiziert wurden (Sp2/0-Agl4
und CHO-CDCP1). C: Analyse der FZD9" Transfektante HEK293, sowie exemplarisch von HEK-
FZD1. Vergleichbare Ergebnisse wurden fiir HEK-FZD2, HEK-FZD4, HEK-FZD5, HEK-FZDG6,
HEK-FZD7 und HEK-FZD10 ermittelt (nicht dargestellt). Sekundérreagenz: Ziege-anti-Maus-APC
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4.1 Endoglin als vaskulires Zielantigen

Die anti-angiogenetische Therapie gehort derzeit zu den vielversprechendsten Strate-
gien im Kampf gegen solide Tumorerkrankungen. Im Gegensatz zu genetisch hoch-
gradig instabilen malignen Zellen selbst, bietet das den Tumor versorgende und
damit essentielle Blutgefafisystem -im Prinzip- bessere Angriffspunkte. Im Gegen-
satz zur Hemmung 16slicher Wachstumsfaktoren, wie VEGF, war das Ziel dieser
Arbeit die direkte Zerstorung der Tumorgeféfie. Die somit fehlende Sauerstoff- und
Néhrstoffversorgung soll durch Inhibierung der Gefédfineubildung zur Blockierung
eines weiteren Tumorwachstums und zusétzlich durch direkte Endothelzelllyse zum
Aushungern des bestehenden Tumors fithren. Die Offnung der Tumorgefifie kinn-
te auflerdem die Einwanderung korpereigener Immunzellen begiinstigen oder auch
die Zugénglichkeit fiir anti-Tumor-Medikamente verbessern. Resistenzen, wie sie ge-
geniiber konventionellen Medikamenten, die direkt gegen den Tumor wirken, entste-
hen, konnten dabei umgangen werden. Auch bietet dieser Ansatz ein potentiell wei-
tes Spektrums an behandlungsfdhigen Krebserkrankungen, da alle soliden Tumoren
auf eine ausreichende Blutversorgung angewiesen sind. Ein weiterer grofler Vorteil
dieses Therapieansatzes ist die gute Zuginglichkeit von Blutgefifien, da insbeson-
dere fiir ,,grofle Arzneimittel, wie Antikorper, keine Penetration in das umliegende
Tumorgewebe erforderlich ist.

Die zentrale und gleichzeitig am schwierigsten zu erfiillende Anforderung an ein
solches Therapeutikum stellt allerdings die Spezifitét fiir das Tumorendothel dar. Ei-
ne unerwiinschte Bindung und Zerstorung gesunder Blutgefifie kann zu erheblichen
Nebenwirkungen fithren.

Auswahl des Zielantigens Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Auswahl des
Zielantigens zur potentiellen Antikorper-vermittelten anti-vaskuldren Tumorthera-
pie daher hauptséichlich anhand folgender drei Gesichtspunkte:

1. membransténdiges Endothelprotein
2. starke Uberexpression auf dem Tumorendothel

3. hochstmogliche Tumorendothelspezifitit im Vergleich zum gesunden Blutge-
fafisystem

Bei dem ersten zugelassenen anti-vaskular wirkenden Medikament, dem monoklona-
len humanisierten Antikérper Bevacizumab, ist das Zielantigen der 16sliche Wachs-
tumsfaktor VEGF (engl. vascular endothelial growth factor). Der Wirkmechanismus
dieses Molekiils liegt allerdings lediglich in der Neutralisierung des pro-angiogene-
tischen Wachstumsfaktors, ohne Induktion einer spezifischen Immunantwort gegen
das Tumorendothel. Um solch eine gewiinschte, spezifische und dariiber hinaus ef-
fektive und langanhaltende Immunreaktion erzielen zu koénnen, muss es sich bei
dem Zielantigen um ein membranstindiges Protein handeln. Durch Antikorper-
vermittelte Effektormechanismen kann dann eine effektive Lyse der Endothelzellen
und damit auch das Offnen der Tumor-versorgenden GefiBe erreicht werden. Dies
begiinstigt die Infiltration von Immunzellen in den Tumor und ermdéglicht somit eine
spezifische Immunreaktion des Korpers gegen die malignen Zellen.
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4.1.1 Initiale Analysen zur Endoglinexpression

Als Zielantigen, welches diese drei gesetzten Anforderungen fiir einen erfolgreichen
anti-vaskuldren Therapieansatz erfiillen koénnte, wurde das membranstiandige
Protein Endoglin als potentieller Kandidat gewéhlt. Die initialen Untersuchungen
beziiglich Antigenexpression unterschiedlicher Gewebetypen, sowie Tumorendothel-
spezifitit erfolgten mittels Immunhistologie.

Es wurden mehrere bereits verfiighare aEndoglin-Antikorper zunéchst auf ei-
gens angefertigten benignen und malignen Nierengewebeschnitten getestet, wobei
alle untersuchten Antikorper ein vaskuldres Farbemuster zeigten. Zur Analyse weite-
rer Gewebetypen wurden sogenannte human frozen tissue arrays immunhistologisch
gefdarbt und ausgewertet. Diese beinhalteten 14 unterschiedliche maligne Schnitte
mit jeweils entsprechendem benignen Gewebe. Dieser array ermoglichte somit eine
parallele und verhéltnisméfig schnelle immunhistologische Analyse von z.B. Ge-
hirn, Lunge, Niere, Colon und Pankreas. Mit Ausnahme der Leber ergab sich fiir
den kommerziellen aEndoglin-Referenzantikérper SN6 eine verstiarkte Antikorper-
bindung und somit Farbeintensitit auf allen 13 malignen Gefrierschnitten, im Ver-
gleich zum entsprechenden gesunden Gewebe. Die Differenz der Farbeintensitéit zwi-
schen den benignen und malignen Schnitten war fiir den Pankreas, die Niere, den
Skelettmuskel, sowie die Haut am gréfiten. Diese Ergebnisse konnten somit die be-
schriebene Uberexpression von Endoglin auf Tumorendothel auf unterschiedlichsten
Geweben bestétigen.

Dass verschiedene aEndoglin-Antikorper durchaus unterschiedliche Féarbemuster
auf benignem und malignem Geweben zeigen konnen, wurde durch den Vergleich
von vier Antikorperklonen gezeigt. Anhand der analysierten human frozen tissue ar-
rays konnten fiir die beiden Mausantikorper SN6 und Endo-2 véllig unterschiedliche
Farbemuster auf dem gesunden Skelettmuskel und dem entsprechenden Rhabdo-
myosarkom nachgewiesen werden. Diese beiden Antikorper zeigten somit deutliche
Unterschiede beziiglich der Spezifitét fiir das Endothel des Tumors. Zuriickzufiihren
sind diese Ergebnisse wahrscheinlich auf die Bindung verschiedener Epitope des En-
doglinmolekiils.

Zusétzlich wurde die Bindung aller vier untersuchten Antikérper an humanes,
endogenes Endoglin einer Pri-B-ALL-Zelllinie durchflusszytometrisch analysiert.
Hierbei ergaben sich v.a. deutliche Unterschiede in den maximalen Fluoreszenzin-
tensitéiten, welche, zumindest im Falle der beiden Klone SN6 und Endo-1, nicht
auf unterschiedliche Affinitdten des verwendeten polyklonalen Sekundérreagenz
gegeniiber verschiedener Isotypen zuriickzufiihren sind und bestdtigen daher die
Hypothese der unterschiedlichen Epitoperkennung beider Antikorper.

Diese initialen Resultate bestéitigten damit zusammengefasst die vaskulidre Ex-
pression von Endoglin, sowie die starke Uberexpresssion auf dem Endothel von
Tumoren. Zusatzlich belegt der ausgepridgte Phanotyp der Endoglin-abhéngigen
Gefaflerkrankung Morbus Osler die physiologische Relevanz des Proteins. Diese
Eigenschaften identifizieren Endoglin als besonders vielversprechendes Zielantigen
zur anti-angiogenetischen Tumortherapie. Diese begriinden auch die Moglichkeit,
aEndoglin-Antikérper mit verbesserter Tumorendothelsperzifitdt zu generieren. Es
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wird angenommen, dass die durch den Tumor initiierte, unkontrollierte Neoangioge-
nese zu einer heterogenen, aberranten Endoglin-Expression auf den Endothelzellen
fithrt. Dabei sind unterschiedliche Modifikationen des Endoglins denkbar, wie ein
verdndertes Glykosylierungsmuster oder eine aberrante rdumliche Anordnung des
Homodimers auf der Oberfliche einer Tumor-assoziierten Endothelzelle. Je nach
erkanntem Epitop des aEndoglin-Antikorpers kann somit die Spezifitdt fiir stark
proliferierende Endothelzellen des Tumors deutlich variieren. Die Generierung neuer
aEndoglin-Antikérper mit erhohter Tumorendothelspezifitéit erscheint somit plausi-
bel.

4.1.2 Generierung neuer aEndoglin-Antikérper

Im Rahmen dieser Arbeit konnten 21 neue Hybridome generiert werden, welche
Endoglin-spezifische Antikorper produzieren. Diese wurden aus vier unterschiedli-
chen Mausimmunisierungen gewonnen. Die initiale durchflusszytometrische Testung
der Hybridomzellkulturiiberstdnde liefl aufgrund der stark variierenden maximalen
Fluoreszenzindices bereits zu einem frithen Zeitpunkt darauf schliefen, dass die
Antikorper verschiedene Epitope erkennen. Dies galt als wichtige Voraussetzung fiir
die gewiinschte, verbesserte Spezifitéat fiir die blutversorgenden Gefifle des Tumors.

Angestrebter Wirkmechanismus der produzierten aEndoglin-Antikérper in ei-
nem potentiellen Einsatz zur anti-vaskuldren Therapie war nicht die Neutralisie-
rung des Proteins, sondern die effektive Lyse der Endothelzellen durch Antikorper-
vermittelte Effektormechanismen. Dabei sollte die Verbesserung der ADCC-
Aktivitat durch gentechnische Modifikation des Fec-Teils erfolgen. Kloniert man die
variablen Regionen eines Igu-Antikorpers in ein Igy-Format, tritt in der Regel ein
erheblicher Affinitédtsverlust auf. Aus diesen Griinden wurde der Fokus fiir die wei-
teren Untersuchungen zunéchst auf die zwolf generierten akndoglin-Antikérper der
mlgy-Isotypen gelegt.

Allerdings wire die Evaluation der in dieser Arbeit generierten aEndoglin-
Antikorper des mlgu-Isotyps ebenfalls interessant. Ein moglicher Vorteil dieser
Antikorperklasse beim potentiellen Einsatz zur anti-vaskuldren Tumortherapie wére
hierbei der deutliche Groéflenunterschied. Das als Pentamer vorliegende Molekiil
hétte vermutlich aufgrund einer verminderten Penetration in umliegendes Gewebe
eine weitaus lidngere Halbwertzeit im Serum des Patienten, im Vergleich zu einem
konventionellen therapeutischen Antikorperformat des Igy-Typs. Diese verldngerte
Zirkulation im Blut konnte demmnach eine gesteigerte Effizienz der Therapie
bedeuten. Im Falle eine anti-vaskuldren Tumortherapie stellt die verminderte Pe-
netrationsfahigkeit eines solchen Molekiils keinen Nachteil dar. Zusétzlich wiirden
sich die Antikorper im Wirkmechanismus unterscheiden. Antikérpermolekiile
des Igu-Isotyps gelten potentiell als besonders effizient bei der Aktivierung des
Komplementes (CDC), welche zur Zerstérung der Tumor-versorgenden Blutgefiafie
fithren konnte. Eine solche Komplement-vermittelte Zytotoxizitdt wurde fiir die
chimérisierten Antikérper des mlgy-Isotyps yxK-ro8, xK-rol0, xK-ro22, sowie
xK-1r023, auch in Kombination mit TRC105, nicht nachgewiesen. Die Wirksamkeit
chimérisierter Igu-Antikorper gegen vaskulédre Antigene ist deshalb zum gegenwiérti-
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gen Zeitpunkt spekulativ.

Die Varianz der zwolf verbleibenden Molekiile des mlg~y-Isotyps konnte nach
deren Aufreinigung mittels Affinitdtschromatographie weiter bestéitigt werden. Es
zeigten sich deutliche Unterschiede in den Affinitéten, wie auch in den maximalen
Fluoreszendindices, dass heifit der Anzahl maximal gebundener Antikérpermo-
lekiile. Dies lédsst sich einerseits durch die unterschiedlich starke Bindung des
verwendeten polyklonalen Sekundérreagenz an die vertretenen Isotypen mlgyl,
mlgy2a und mlgvy2b erklaren. Jedoch zeigten auch aEndoglin-Antikorper des
selben Isotyps unterschiedliche maximale Fluoreszenzindices. Diese durchflus-
szytometrischen Resultate bestétigten demnach weiterhin die Vermutung der
verschiedenen Epitope und somit variablen Tumorendothelspezifititen der zwolf
neuen akndoglin-Antikérper. Fiir vier der generierten Klone mK-ro8, mK-rol0,
mK-r022 und mK-ro23 wurden Kreuzblockierungsexperimente durchgefiihrt. An-
hand dieser Untersuchungen wurde deutlich, dass die beiden Klone mK-ro8 und
mK-ro23, welche dhnliche maximale Fluoreszenzindices aufweisen, iiberlappende
Epitope erkennen. Fiir die anderen Antikérper konnte die Bindung an unabhéngige
Epitope bestétigt werden.

Die weitere Charakterisierung der Mausantikorper erfolgte im Wesentlichen unter
Berticksichtigung der im Folgenden diskutierten Therapie-relevanten Parameter.

4.1.3 Spezifitit fiir das Tumorendothel

Ein besonders kritischer Parameter ist die bekannte Expression von Endoglin
auf hdmatopoetischen Vorlduferzellen. Um Nebenwirkungen durch eine Beein-
trachtigung der Hamatopoese abzuschéitzen, wurde besonderes Augenmerk auf die
Bindung der generierten aEndoglin-Antikérper an CD34 " CD45dim-Vorliuferzellen
des Knochenmarks gelegt. Die beiden Antikorper mK-ro8 und mK-ro23 zeichneten
sich durch die geringste Bindung an diese Vorlduferzellen und somit die schwéchste,
zu erwartende Stammzelltoxizitdt aus. Die Bindung des Molekiils mK-rol19 war
ebenfalls schwach, allerdings bedingt durch die geringe Affinitéit dieses speziellen
Antikorpers.

Neben der Bindung hématopoetischer Stammzellen galt die Tumorendothels-
pezifitdt im Vergleich zu normalem Endothel als zweites Hauptauswahlkriterium
zur Selektion der generierten Antikorper. Die Tumorendothelspezifitit wurde da-
bei unter Verwendung zweier komplementérer Methoden ausfiihrlich untersucht. Es
konnten einerseits semi-quantitative Aussagen beziiglich der Antikérperbindung an
Endoglin mittels Immunhistologie (i) getroffen werden. Diese Methode z&hlt zu einer
der wichtigsten Analysen zur Antigencharakterisierung, da Informationen beziiglich
Proteinexpression und Antikérperbindung im intakten Zellverband gewonnen wer-
den kénnen. Immunhistologische Féarbungen ermdoglichen somit eine parallele Beur-
teilung aller Zellen eines Gewebes im Uberblick. Der Nachteil dieser Férbungen liegt
allerdings in der semi-quantitativen Auswertbarkeit, da die Intensitédt der Farbung
mittels Durchlichtmikroskopie lediglich subjektiv bewertet werden kann. Zudem ist
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die Differenzierung der Expression von membranstindigem und potentiell vorhande-
nem cytoplasmatischem Protein auf Gefrierschnitten nicht moglich. Dies ist deshalb
von Bedeutung, da fiir verschiedene Antigene gezeigt wurde, dass eine cytoplas-
matische Expression nicht notwendigerweise mit der Membranexpression korreliert,
diese ist aber die fiir eine potentielle Antikérpertherapie entscheidende Grofie. Um
sicher zu stellen, dass die Differenzen zwischen benignem und malignem Gewebe
ausschliellich durch Antikorperbindung der extrazelluliren Doméne des membran-
gebundenen Endoglins zustande kommen, wurden durchflusszytometrische Analysen
(ii) durchgefiihrt. Diese ermdglichen zusétzlich eine Quantifizierung der Antikorper-
bindung auf iiber verschiedene Zellmarker definierten Endothelzellen von priméren
Zellen der Niere, sowie des Nierenzellkarzinoms.

(i) Die zwolf neuen aEndoglin-Antikérper wurden mittels Immunhistologie auf
Gefrierschnitten der Niere bzw. eines Nierentumors bewertet. Prinzipiell konnte fiir
alle zwolf Antikorper des mlgvy-Isotyps ein vaskulédres Farbemuster bestétigt werden.
Die Differenzen der Férbeintensitdten beider Schnitte und somit die Tumorendo-
thelsperzifitat, erschienen fiir die Klone mK-ro8 und mK-ro23 am grofiten. Betrach-
tet man ausschliefllich die Féarbeintensititen des gesunden Gewebes, wurde fiir den
Klon mK-ro22 die stiarkste Farbung detektiert.

(ii) Mittels Durchflusszytometrie wurden die als CD45-CD31tCD34"9" de-
finierten Endothelzellen von FEinzelzellsuspensionen der primédren benignen und
malignen Niere ndher untersucht. Bei allen getesteten Proben verschiedener Spender
konnten deutliche Unterschiede beziiglich der Bindungen aller zwolf aEndoglin-
Antikorper an das Endothel der gesunden Niere bzw. des Nierenzellkarzinoms
nachgewiesen werden. Dabei bestédtigten diese Daten die immunhistologischen
Farbungen beziiglich der Differenzen zwischen Endothelzellen des benignen und
malignen Gewebes. Fiir die vier Antikorper mK-ro2, mK-ro22, mK-ro23, sowie
mK-ro8 wurden die grofiten Differenzen nachgewiesen, dabei erzielte der Klon
mK-ro8 die deutlichsten Unterschiede und vor allem die stirkste Bindung auf dem
Tumorendothel.

Diese Untersuchungen beziiglich der Antikérperbindung auf hdmatopoetischen
Stammzellen und Tumorendothelspezifitit legten den Fokus der potentiell thera-
peutischen Kandidaten daher hauptséchlich auf die beiden aEndoglin-Antikérper
mK-ro8 und mK-ro23.

4.1.4 Sonstige den Therapieerfolg-beeinflussende Parame-
ter

Neben der Tumorendothelspezifitit wurden in dieser Arbeit eine Reihe weiterer
Therapie-relevanter Parameter untersucht und fiir die Auswahl besonders geeigneter
aEndoglin-Antikérper verwendet.

Das Membranprotein Endoglin ist ein akzessorischer Co-Rezeptor des TGF -
Rezeptorkomplexes und ist in der Lage die intrazelluldre Signalkaskade nach Ligan-
denbindung zu modulieren. Dabei ist bekannt, dass die Bindung von TGF-£1 in
Anwesenheit von Endoglin die Signalweiterleitung {iber die intrazelluldre Kaskade
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des ALK1-Smadl/5/8-Weges begiinstigt. Dies fiihrt zur verstarkten Transkription
pro-angiogenetischer Ziel-Gene in den Endothelzellen und initiert somit deren Proli-
feration. Im Gegensatz dazu, erfolgt die Signaltransduktion nach Bindung von TGF-
£1in Abwesenheit von Endoglin iiber den ALK5-Smad2/3-Signalweg und begiinstigt
den anti-mitogenen Stimuli und somit das Ruhen der Endothelzellen [Koleva et al.,
2006].

Es galt daher zu kléren, ob die Bindung der Antikérper an Endoglin die TGF-
B1-Bindungsstelle am TGF-3-Rezeptorkomplex blockieren kénnen. Solch eine Ver-
hinderung der Liganden-Rezeptor-Interaktion wiirde die intrazelluldre Weiterleitung
des pro-angiogenetischen Signals unterdriicken. Diese Blockierung konnte ohne wei-
tere Effektorfunktionen der aEndoglin-Antikérper zu einer anti-angiogenetischen
Wirkung fiihren.

Allerdings konnte keiner der 16 getesteten aEndoglin-Antikérper die Bindung des
rekombinanten Liganden TGF-£1 behindern. Dies lédsst vermuten, dass die raumli-
che Nihe zwischen der Antikorperbindungsstelle von Endoglin und der Ligandenbin-
dungsstelle des TGF -Rezeptorkomplexes fiir eine mégliche Blockade nicht gegeben
ist. Es wird vermutet, dass die Liganden der TGF-f-Superfamilie hauptsichlich mit
der hoch konservierten ZP-C-Doméne von Endoglin interagieren [Lin et al., 2011].
Die hohe Sequenzhomologie zwischen Maus und Mensch in diesem Bereich diirfte die
Produktion monoklonaler Antikérper, die mit der TGF-51-Bindestelle interferieren
konnten, schwierig machen.

Eine potentielle Kreuzreaktivitiat der generierten Antikérper mit Maus-Endoglin
konnte ausgeschlossen werden, die Epitope der in Mausen generierten aEndoglin-
Antikorper wiirde man daher, aufgrund der in diesem Bereich vorhandenen,
geringsten Homologie zwischen Mensch und Maus, in der orphan-Doméne erwarten.

Ein weiterer grundsétzlich Therapie-relevanter Parameter ist das Vorhandensein
von loslichem Antigen im Serum. Fiir Endoglin ist beschrieben, dass die Konzen-
tration des zirkulierenden Endoglins in Tumorpatienten stark ansteigt [Takahashi
et al., 2001b]. Dessen Bindung koénnte zur Neutralisierung des applizierten An-
tikorpers fithren und somit die therapeutische Wirkung je nach Konzentration
minimieren bzw. verhindern. Da alle getesteten Antikorper an die 16sliche Endoglin-
form binden konnten, scheint sich die Konformation des Proteins nach Abscherung
von der Zelloberfliche nicht grundsétzlich zu &ndern. Die Arbeitsgruppe um
Ben K. Seon bestimmte die Serumkonzentrationen von léslichem Endoglin in
verschiedenen Krebspatienten, dabei wurden die hochsten Werte fiir Patienten
mit metastasierendem Kolorektalkarzinom bestimmt. Die Serumkonzentration des
loslichen Endoglins lag dabei bei Krebspatienten im Mittel bei 51,4459,7 ng/mL
[Takahashi et al., 2001b]. Allerdings wurden deutliche Unterschiede in Patienten
mit metastasierender Krebserkrankung, sowie chemotherpeutischer Behandlung
nachgewiesen. Innerhalb einer Kohorte wurden deutliche Schwankungen fiir die
Konzentrationen der zirkulierenden Endoglinvariante bestimmt (maximale Werte
von iiber 200 ng/mL). Die durch iibliche Antikérperdosierungen erreichbaren
Serumkonzentrationen liegen im Bereich von 50 pg/mL und iiberschreiten diese
Werte damit deutlich. Eine wesentliche Beeintriachtigung der Antikorper-Aktivitét
ist demnach nicht zu erwarten. Dennoch erscheint eine individuelle Bestimmung
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der Serumkonzentration des 16slichen Endoglins vor Therapiebeginn ratsam.

Mittels weiterer Analysen wurde eine mogliche Antigen-Modulation, also die In-
ternalisierung bzw. Abscherung von Endoglin nach Antikorperbindung, untersucht.
Auch dieser Effekt konnte eine potentielle Therapie stark beeintrachtigen. Daher
wurde die relative Oberflichenexpression von Endoglin nach einer 26-stiindigen In-
kubationszeit mit den jeweiligen Antikorpern bestimmt. Lediglich fiir die beiden
Klone mK-ro8 und SN6 wurden Expressionseinbuflen auf der Pra-B-ALL-Zelllinie
nachgewiesen, wobei es sich mit 35%- (mK-ro8) und 45%-Reduktion (SN6) um kei-
nen vollstandigen Antigenverlust handelte. Fiir die restlichen getesteten Antikorper
blieb die Endoglinexpression stabil.

Die Arbeitsgruppe um Martin J. Glennie zeigte fiir verschiedene aCD20-
Antikorper unterschiedliche Antigen-Modulationen. Eine mogliche Internalisierung
oder Abscherung des Antigens, durch die Antikérperbiundung scheint daher Epitop-
und nicht Antigen-abhéngig. Die iiber einen ldngeren Behandlungszeitraum auf-
tretenden Resistenzen des therapeutischen aCD20-Antikérpers Rituximab lassen
sich moglicherweise, zumindest zum Teil, durch die Internalisierung des Antigen-
Antikérper-Komplexes erkliaren [Beers et al., 2010]. Fiir das Antigen Endoglin konn-
te im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls eine Epitop- und nicht Antigen-spezifische
Modulation gezeigt werden. Aufgrund der nachgewiesenen, starken Expression von
Endoglin auf aktivierten, proliferierenden Endothelzellen der Tumor-versorgenden
Gefifle, ist bei dem maximal-bestimmten Antigenverlust von 45% kein signifikanter
Einfluss auf eine potentielle Therapie zu erwarten.

Selektion von vier aEndoglin-Antikérpern zur Chiméirisierung Ausge-
hend von den zwdlf generierten aEndoglin-Antikérpern des mlgy-Isotyps, erfolgte,
unter Beriicksichtigung der oben diskutierten, vergleichenden Ergebnisse die Selek-
tion von vier Antikérpern zur Chimérisierung. Dabei fiel die Wahl auf die Klo-
ne mK-ro8 und mKro23. Diese beiden Antikoérper zeigten in den Untersuchungen
des Hauptauswahlkriteriums beziiglich Tumorendothelspezifitiat die besten Ergeb-
nisse. So konnten einerseits fiir beide Molekiile relativ geringe Mengen gebundener
Antikoérper auf gesunden hamatopoetischen Vorlauferzellen des Knochenmarks ge-
funden werden, andererseits wurden die hochsten Tumorendothelspezifititen mit-
tels Immunhistologie und Durchflusszytometrie nachgewiesen. Neben diesen beiden
Kandidaten wurde der Antikorper mK-ro22 aufgrund deutlich hoherer Affinitdt aus-
gewdhlt. Der vierte Klon mK-rol0 wurde als représentativer Vertreter der iibrigen
Antikorper ebenfalls chimérisiert.

4.1.5 Chimaérisierung und SDIEM-Modifikation ausgewéihl-
ter aEndoglin-Antikorper

Grundsétzlich gewéhrleistet eine Chimaérisierung die optimale Interaktion zwischen

dem therapeutischen Antikérper und dem Immunsystem des Patienten. Weiterhin

kann die Immunogenitiat des Molekiils und somit die Bildung von HAMAs (engl.
human-anti-mouse antibodies) verringert werden. Somit ist die Chimérisierung der
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selektionierten Maus-Antikorper als unumgéngliche Vorraussetzung fiir einen poten-
tiellen Einsatz in der Klinik anzusehen.

Zur weiteren Steigerung der Wirksamkeit dieser Antikorper wurden neben den
vier chimaérisierten Varianten yK-ro8, yK-rol0, xyK-ro22 und yK-ro23 zusétzlich
mittels SDIEM-Modifikation Fc-optimierte Antikorper generiert: yK-ro8SDIEM,
xK-1010SDIEM, xK-r022SDIEM und yK-ro23SDIEM.

Klonierung und Optimierung des TRC105 TRC105 ist ein chimérer
aEndoglin-Anikorper des Isotyps Igyl. Er wird zur Zeit durch den Pharmakonzern
TRACON Pharmaceuticals in unterschiedlichen klinischen Studien zur Behandlung
solider Tumoren getestet. Der parentale Antikérper des TRC105, der Mausklon
SNGj, zeigte vielversprechende préklinische Daten beziiglich anti-angiogenetischer
Wirksamkeit. Die fiir TRC105 kodierenden Sequenzen wurden im Rahmen dieser
Arbeit synthetisiert und kloniert. Dieser Referenzantikorper, sowie eine SDIEM-
optimierte Version des TRC105, ySNG6jSDIEM, konnten somit beziiglich aller
kritischen Parameter mit den neuen, optimierten aEndoglin-Antikorpern verglichen
werden.

Alle zehn Molekiile wurden anschliefend mittels SDS-PAGE und analytischer
Gelfiltration auf Reinheit und Homogenitéit gepriift. Dabei zeigten die beiden
Antikérper yK-ro8 und yK-ro8SDIEM unerwartete Elutionsprofile. Das Migrati-
onsverhalten beider Molekiile entsprach dem Laufverhalten eines deutlich kleineren
Proteins. Mittels SDS-PAGE konnten jedoch die erwarteten Proteinbanden und
somit die Integritdt der Molekiile nachgewiesen werden. Ein eventueller Verlust
der leichten Kette, sowie eine fehlerhafte, unvollstindige Dimerisierung konnte
ausgeschlossen werden. Da das aberrante Laufverhalten fiir beide Varianten des
Molekiils K-ro8 gezeigt wurde, scheint diese Eigenschaft Klon-spezifisch und auf-
grund einer deutlich kompakteren Faltung der variablen Bereiche entstanden zu sein.

Um sicherzustellen, dass die durchflusszytometrischen Ergebnisse der Mausan-
tikorper beziiglich Affinitét und maximaler Fluoreszenzintensitéit nicht aufgrund un-
terschiedlicher Detektion der Isotypen durch das verwendete polyklonale Sekundér-
reagenz zustande gekommen sind, wurde diese Bindungsanalytik mit den chiméren
und optimierten Varianten wiederholt. Dabei konnten die Titrationskurven der ent-
sprechenden Mausantikorper bestéitigt werden.Diese Resultate verifizieren die klo-
nierten variablen Doménen. Der Referenzantikérper SN6j verhielt sich in diesen
Experimenten dhnlich dem Klon K-rol0.

4.1.6 Optimierte Effektorfunktionen der aEndoglin-Anti-
korper durch SDIEM-Modifikation

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war die Verstiarkung der zytotoxischen
Effektorfunktion von «aEndoglin-Antikorpern zur effektiveren anti-vaskulédren
Tumortherapie. Um diesen verbesserten, angestrebten Wirkmechanismus realisieren
zu konnen, wurden die ausgewihlten aFndoglin-Antikorper zusédtzlich mit der
SDIEM-Modifikation versehen. Die Firma Xencor konnte im Jahr 2006 zeigen,
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dass der Austausch zweier Aminosduren im Fc-Teil die Affinitdt zu humanen
Fcy-Rezeptoren deutlich erhoht. Uber diesen Mechanismus kann eine solche
SDIEM-Optimierung zu einer drastischen Verstarkung der ADCC-Aktivitat fithren
[Lazar et al., 2006]. Erfahrungsgemifl ist diese Modifikation des Fc-Teils jedoch
nicht fiir jeden Antikérper wirksam. Dr. Ludger Grosse-Hovest und Dr. Elwira Pyz
zeigten fiir zwei Antikorper, welche gegen die beiden Zielantigene CD171 und Cspg4
(NG2) gerichtet sind, unverdnderte ADCC-Aktivitaten der SDIEM-optimierten
Versionen (nicht verdffentlichte Daten).

Die potentiell gesteigerte ADCC-Aktivitdt der optimierten «oFEndoglin-
Antikoérper wurde im Rahmen dieser Arbeit mittels des *'Cr-Freisetzungstestes be-
stimmt. Fiir alle fiinf Klone K-ro8, K-rol0, K-ro22, K-ro23 und SN6j wurde ei-
ne zwischen 100- und 1000-fach verstiarkte spezifische Tumorzelllyse der SDIEM-
modifizierten Antikérper im Vergleich zu den chiméren Varianten nachgewiesen. Im
direkten Vergleich der fiinf SDIEM-modifizierten aEndoglin-Antikérper untereinan-
der, wurden dhnliche Lyseraten erzielt. Der yK-ro8SDIEM erwies sich dennoch als
potentester Klon. Dieser Antikorper erzielte bereits bei der niedrigen Konzentration
von 50 ng/mL die saturierte spezifische Tumorzelllyse. Vergleicht man die vier neu-
en optimierten aFEndoglin-Antikorper mit dem in klinischen Studien befindlichen
TRC105 beziiglich ihrer ADCC-Aktivitdt, so ldsst sich eine drastisch verbesserte
Aktivitat der SDIEM-modifizierten Antikorper feststellen.

Neben den Analysen der Endoglin-positiven Pri-B-ALL-Tumorzelllinie, wurden
die Antikorper zusétzlich anhand der vermittelten Zelllyse von primérem Endothel
aus der Nabelschnurvene (engl. human umbilicial vein endothelial cells, HUVEC)
bewertet. Insgesamt erreichten alle fiinf aEndoglin-Antikérper mit optimiertem
Fc-Teil bei einer Konzentration von 0,5 pg/mL eine spezifische Lyse der HUVEC
zwischen 55% und 65%, wobei auch unter diesen Bedingungen der yK-ro8SDIEM,
wenn auch knapp, die hochste spezifische Endothelzelllyse erreichte.

Ein optimierter aFEndoglin-Antikorper, wie yK-ro8SDIEM, koénnte potentiell
im Vergleich zum chiméren TRC105 eine verbesserte Aktivitéit erreichen. Dadurch
kénnte ein neues therapeutisch-wirksames Behandlungsfenster mit verbesserter
Vertraglichkeit entstehen.

Bis heute ist kein Fc-optimierter Antikorper fiir die Tumorthera-
pie zugelassenen. Allerdings befinden sich einige SDIE-optimierten An-
tikorper (gegen CD19, CD20 und CD30) in frither klinischer Erprobung
(www.xencor.com). Bisher wurde diese Optimierung allerdings noch nicht fiir
Antikorper zur anti-angiogenetischen Tumortherapie getestet.

4.1.7 Tumorendothelspezifitit chimirer aEndoglin-Anti-
korper im Vergleich mit TRC105

Um die Untersuchungen beziiglich der Tumorendothelspezifitit weiter zu vertiefen
und v.a. um die neuen akFndoglin-Antikérper mit dem bereits in klinischer Erpro-
bung befindlichen TRC105 zu vergleichen, wurden die Antikérper wiederholt unter
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Verwendung der beiden komplementidren Methoden analysiert.

Die immunhistologischen Féarbungen erfolgten diesmal auf human frozen tissue
arrays, welche die parallele Analyse einer breiten Auswahl an humanen Gewe-
betypen ermoglichte. Grundsétzlich konnte auf allen 14 getesteten Gewebetypen
ein vaskuldres Farbemuster durch die fiinf aEndoglin-Antikorper nachgewiesen
werden. Zusétzlich hierzu zeigten die Klone eine verstirkte Bindung auf den
blutversorgenden Gefiaflen der Tumoren, im Vergleich zu dem entsprechenden
normalen Endothelien. Allerdings konnten durch diese semi-quantitative Methode
nur geringfiigige Differenzen der Antikérperbindung beziiglich der Spezifitéit
ermittelt werden. Jedoch spiegelte sich das Verhéltnis der maximalen Intensitédten
zwischen den Antikorpern untereinander, welches durchflusszytometrisch auf einer
Endoglin-exprimierenden Zelllinie bestimmt wurde, auf den immunhistologisch
gefirbten Gefrierschnitten wieder. Auch bei diesen Untersuchungen ergaben sich
demnach die schwichsten Féarbeintensititen fiir den yK-ro23SDIEM und die
starkste Farbung fiir den yK-ro22SDIEM.

Zur Quantifizierung der Tumorendothelspezifitit wurden die fiinf aEndoglin-
Antikorper auf Einzelzellsuspensionen der Niere, sowie des entsprechenden Nieren-
zellkarzinoms durchflusszytometrisch untersucht. Zur besseren Vergleichbarkeit un-
tereinander, also Isotyp-unabhéngig, wurden auch in diesen Experimenten die opti-
mierten aEndoglin-Antikorper verwendet. Insgesamt wurden sieben Gewebepérchen
aus benignem und malignem Primérmaterial untersucht. Zwei der sieben Proben des
normalen Nierengewebes konnten jedoch aufgrund einer zu starken Vaskularisierung
nicht ausgewertet werden. Dies lasst sich anhand der Grofie des Tumors erkléren, da
es sich bei diesen beiden Proben um besonders grofie Geschwiilste handelte. Da das
zu diesen Zwecken analysierte benigne Nierengewebe wihrend der Resektion des
Tumors aus umgebendem Gewebe gewonnen wird, ist anzunehmen, dass das ver-
meintlich normale Gewebe in diesen beiden Fillen aufgrund der Tumornéhe unter
Einfluss der malignen Zellen stand und somit bereits verstiarkt vaskularisiert war.

Die Bewertung der durchflusszytometrischen Analysen aller fiinf Nierenzellpro-
ben erfolgte anhand der aus dem Quotient der spezifischen Fluoreszenzindices der
malignen und benignen Nierenzellen berechneten Tumorendothelspezifitit. Diese
war fiir den aEndoglin-Antikérper yK-ro8SDIEM bis zu vierfach hoher. Fiir die Klo-
ne xYK-rol0SDIEM, xK-r022SDIEM, yK-ro23SDIEM und ySN6jSDIEM (entspricht
der SDIEM-optimierten Variante des TRC105) wurden nur minimale Unterschiede
untereinander gemessen. Da erste klinische FErgebnisse beziiglich des TRC105 keine
iitberdurchschnittlichen Unvertriglichkeiten gegeniiber dem anti-angiogenetisch wir-
kenden Antikoérper ergaben, konnen grofie Hoffnungen in den nachweislich Tumor-
spezifischeren yK-ro8SDIEM gelegt werden. In Verdréngungexperimenten wurde
weiterhin nachgewiesen, dass der in klinischer Phase befindliche Antikérper TRC105
kein iiberlappendes Epitop des Membranproteins Endoglin mit den vier generier-
ten Klonen detektiert. Dies untermauert die deutlichen Differenzen der beiden An-
tikorper TRC105 und xK-ro8SDIEM beziiglich der Tumorendothelspezifitdt auf
priméren Nierenzellen. Das gewiinschte Ziel dieser Arbeit, die Generierung eines
aEndoglin-Antikorpers mit verbesserter Spezifitit fiir das Gefafisystem des Tumors,
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konnte somit erreicht werden. Der yK-ro8SDIEM scheint, im Vergleich zu den {ibri-
gen getesteten aEndoglin-Antikorpern, spezifisch an ein Epitop des Tumorendothel-
assoziierten aberranten Endoglins stark proliferierender Endothelzellen zu binden.

Allerdings konnte kein Tumorendothel-assoziierter Antikorper, welcher nicht die
Blutgeféfie des gesunden Gewebes erkennt, generiert werden. Da das den Tumor-ver-
sorgende GeféaBsystem aus dem gesunden Gewebe entsteht und per Definition nicht
maligne ist, war dies nicht zu erwarten.

4.1.8 Schlussfolgerung, Indikation, Ausblick

Bereits im Anschluss an die umfangreiche Charakterisierung der Mausantikorper,
standen die beiden generierten aEndoglin-Antikérperklone mK-ro8 und mK-ro23
als vielversprechendste Kandidaten fest. Im Zuge der Chimérisierung und Optimie-
rung der Molekiile kristallisierte sich yK-ro8SDIEM, aufgrund gesteigerter ADCC-
Aktivitdt und hochster Tumorendothelspezifitit, als potentielles neues Therapeuti-
kum zur anti-angiogenetischen Tumortherapie heraus. Die initiale Hypothese dieser
Arbeit, dass neue aEndoglin-Antikorper generiert werden konnen, die eine erhohte
Spezifitat fiir Tumorendothel aufweisen, konnte somit bestétigt werden.

Mit diesem in Tumorendothelspezifitit und ADCC-Aktivitdt optimierten Mo-
lekiil kénnte die verbesserte, direkt gegen das Tumorendothel gerichtete anti-
vaskuldre Therapiestrategie durch aktive Zerstorung der Tumor-versorgenden Blut-
geféfle realisiert werden. Der aEndoglin-Antikorper yK-ro8SDIEM koénnte dabei
durch Offnung der Endothelzellschicht einen rapiden Zusammenbruch der Tumor-
versorgung verursachen. FEin weiterer anti-Tumor-Effekt konnte durch den potentiell
begiinstigten Einstrom von Immunzellen in das umliegende Tumorgewebe erreicht
werden. Die daraus resultierende spezifische Immunantwort des Korpers gegen die
entarteten Zellen selbst konnte somit zur direkten Zerstorung des Tumors fiithren.
Die Zugénglichkeit des Tumors fiir korpereigene Effektorzellen gilt als entscheidende
Limitation bei den meisten immuntherapeutischen Anséatzen.

Ein weiterer Vorteil dieser direkten Zerstorung der Tumor-versorgenden Geféafle
gegeniiber der Neutralisierung des pro-angiogenetischen Wachstumsfaktors, kénnte
die Vermeidung auftretender Therapieresistenzen darstellen, welche {iber die Jahre
mehrfach beschrieben wurden. Es ist bekannt, dass die Behandlung des aVEGF-
Antikorpers Bevacizumab iiber einen ldngeren Zeitraum zur Normalisierung der
Tumor-versorgenden Gefifle fithren kann [Jain, 2001]. Uber die Neutralisierung
des pro-angiogenetischen Wachstumsfaktors, welcher wéhrend der Tumorangio-
genese stark iiberexprimiert wird, kann das natiirliche Gleichgewicht zwischen
pro- und anti-angiogenetischen Faktoren wieder hergestellt werden. Dies fiihrt
zur funktionalen und strukturellen Verdnderung in Richtung gesunder Blutgefifie
und somit jedoch zu Resistenz gegeniiber dieser Art von anti-vaskulédrer Behandlung.

Als mogliche Indikation des neuen, potenten anti-vaskuldr wirkenden oEn-
doglin-Antikorpers yK-ro8SDIEM gelten generell solide Tumoren. Allerdings
kénnte eine anti-angiogenetische Tumortherapie, welche die Offnung des Endothels
verursacht, ein potentiell hoheres Metastaserisiko darstellen. Dieser Problematik
steht allerdings die Tatsache gegeniiber, dass nur ein Bruchteil der Tumorzellen in
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der Lage ist, nach Verbreitung im Korper zur Ausbildung von Metastasen zu fithren
(Hypothese der Tumorstammzellen [Bonnet und Dick, 1997]). Ben K. Seon konnte
dementsprechend mit seiner Arbeitsgruppe eine Unterdriickung der Metastasierung
durch drei unterschiedliche aEndoglin-Antikérper im Mausmodell zeigen [Uneda
et al., 2009].

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei Pankreaskarzinomen nicht nur
das versorgende Endothel, sondern zusétzlich die malignen Zellen selbst Endoglin
verstérkt exprimieren. Diese Feststellung beruht auf einer immunhistologischen Ana-
lyse von sechs malignen Pankreasgewebeschnitten unterschiedlicher Spender, sowie
eines Normalgewebes im Vergleich, wobei vier Gewebe positiv waren. Es konnte da-
bei gezeigt werden, dass iiber 60% aller analysierten Pankreastumoren zusitzlich
Endoglin auf den Tumorzellen exprimieren. In einem solchen Fall kénnte der An-
tikorper neben der Zerstorung der versorgenden Blutgefiafie, sowie der potentiellen
Begiinstigung der Immunzell-Einwanderung, die Tumorzellen markieren und deren
Lyse induzieren. Des Weiteren konnte ein potentielles Metastaserisiko durch die-
sen zusétzlichen Wirkmechanismus deutlich gesenkt werden. Das Pankreaskarzinom
gilt als besonders schwer therapierbar. Im Jahr 2008 erkrankten ca. 15.000 Menschen
in Deutschland an Bauchspeicheldriisenkrebs, wobei die 5-Jahres-Uberlebensrate bei
nur 8% lag (Zentrum fiir Krebsregisterdaten, Robert Koch Institut). Neue Therapie-
anséitze werden deshalb dringend benétigt. Fiir diesen Endoglin-positiven Tumortyp
erscheint eine potentielle Behandlung mit dem neuen Therapeutikum yK-ro8SDIEM
daher umso attraktiver.

Der parallele Angriff auf die Tumorzellen selbst wére auch aus einem anderen
Grund wiinschenswert. Ein potentieller anti-vaskuldrer Therapieansatz weist
theoretische Limitationen auf. Der maligne Tumor kann maximal auf ein Volumen
von 1-2 mm? reduziert werden. In dieser GroBe ist ein Tumor ohne Blutversorgung
lebensfahig und somit resistent gegeniiber anti-angiogenetischen Ansétzen. Dieser
weitere Faktor wiirde eine Kombination aus einem Tumorzell-spezifischen Reagenz
mit dem yK-ro8SDIEM ebenfalls befiirworten. Eine kombinatorische Behandlung
solider Tumoren, welche selbst kein Endoglin exprimieren, wére beispielsweise mit
einer individualisierten Peptid-Vakzinierung oder aber der paralellen Applikation
eines zweiten Tumor-spezifischen Antikorpers vorstellbar.

Es wire jedoch auch moglich, dem Patienten eine Kombination aus zwei
anti-angiogenetischen Medikamenten zu verabreichen. Es ist beschrieben, dass die
Expression von Endoglin auf den Endothelzellen der Tumor-versorgenden Geféfle
aufgrund der wéahrend einer Behandlung mit Bevacizumab auftretenden Hypoxie
deutlich erhsht ist [Bockhorn et al., 2003]. Diese Tatsache, sowie die kiirzlich
beobachtete positive Wirkung des a VEGF-Antikorpers auf die durch Mutation des
Endoglin-Gens ausgelosten Symptome bei HHT-Patienten [Brinkerhoff et al., 2012;
Lupu et al., 2013], ldsst eine kombinierte Therapie sinnvoll erscheinen.

Im Rahmen einer anti-angiogenetischen Therapie stellen schwerwiegende Hé-
morrhagien potentielle Nebenwirkungen dar. Vergleicht man die Unvertriglichkeiten
der mit TRC105 behandelten Probanden einer kiirzlich publizierten klinischen
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Phase [-Studie, wurden keine iiberdurchschnittlich heftigen Reaktionen beschrieben
[Rosen et al., 2012]. Die beiden Hauptnebenwirkungen (Grad 3 oder 4) waren
auftretende Sofortreaktionen direkt nach der Infusion wie Rétung und Bluthoch-
druck, sowie Anémie. Ersteres konnte iiber eine medikamentose Vorbehandlung
mit Dexamethason deutlich verbessert werden, Zweiteres lidsst sich aufgrund der
Endoglin-Expression auf Proerythroblasten [Rokhlin et al., 1995] erkldren und
konnte ebenfalls gut behandelt werden.

Eine mogliche weitere Optimierung des yK-ro8SDIEM wire die vollstandige
Humanisierung des Antikorpers. Durch eine mehrfache Applikation des chiméren
Molekiils konnte iiber einen ldngeren Behandlungszeitraum eine Immunabwehr
gegeniiber dem Therapeutikum induziert werden. Der Austausch der entsprechen-
den Maussequenzen konnte die hierbei entstehenden HAMAs (engl.: human-anti
mouse antibodies) bzw. HACAs (engl.: human-anti chimeric antibodies), sowie
die damit verbundene, potentiell auftretende Neutralisierung des applizierten
Antikorpers verhindern. Die Bildung sogenannter anti-Idiotyp-Antikorper, welche
die Wirksamkeit senken kénnen, ist allerdings auch durch eine Humanisierung nicht
zu verhindern.

Zusammengefasst erscheinen die Voraussetzungen fiir eine klinische FErpro-
bung von yK-ro8SDIEM gegeben. Die Anwendungen des generierten aEndoglin-
Antikorpers in Pankreaskarzinom-Patienten im Rahmen von individuellen Heilver-
suchen, sowie in klinischer Phase I-Studie sind geplant.
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4.2 W3C4E11 als anti-vaskuldrer Antikorper

Die Suche nach weiteren anti-vaskuldren Zielantigenen ergab fiir den bereits als
aFZD9-Antikorper beschriebenen W3C4E11 [Battula et al., 2007] unerwartete
Ergebnisse. Das durch Dr. H.-J. Biihring generierte und charakterisierte Molekiil
zeigte ein deutliches gefa-typisches Farbemuster auf den meisten malignen Gefrier-
schnitten der 14 getesteten Gewebetypen, wobei das Normalgewebe ausschliellich
von Prostata, Uterus und Ovar stiarker immunhistologisch angefarbt wurde. Eine
Gegeniiberstellung des W3C4E11 mit dem in dieser Arbeit mittels Hybridom-
techni generierten Antikorpers K-zdl, ergab jedoch divergente Resultate. Die
gefa-typische Farbung des W3C4E11 konnte fiir K-zd1 nicht bestitigen werden.
Der neu generierte Klon scheint ein anderes Zielantigen zu binden als W3C4E11.
Um dieser Vermutung weiter nachzugehen, wurden die beiden Molekiile auf insge-
samt 13 verschiedenen Zelllinien durchflusszytometrisch analysiert. Dazu zéhlten
drei FZD9-transfizierte Zelllinien (Maus, Hamster und Mensch), entsprechende
untransfizierte Kontrollen, sowie sieben mit den stark homologen FZD-Proteinen
transfizierten Zellen. W3C4E11 fithrte auf allen getesteten Zelllinien zu positiven
Signalen. Besonders starke Bindungen wurden auf der WERI-Rb1-Zellline, sowie
auf FZD9"-Sp2/0-Agl4 und FZD9"-HEK 293 (nicht jedoch auf FZD9"-CHO)
gefunden. Des Weiteren wurden deutliche Fluoreszenzindices auf den mit homologen
FZD-Proteinen transfizierten Zelllinien detektiert. Der Antikorper K-zdl zeigte
hingegen ein relativ stringentes Profil. Es wurden starke Signale auf allen drei
getesteten aFZD9-Transfektanten gemessen. Lediglich ein schwaches Signal wurde
auf den mit den hoch konservierten Vertretern der FZD-Familie transfizierten Zellen
bestimmt. Diese Ergebnisse bestétigen somit die Spezifitidt des Antikorpers K-zd1
fiir das Antigen FZD9, jedoch mit einer schwachen Kreuzreaktivitit fiir die sieben
getesteten, hoch homologen FZD-Proteine. Interessanterweise konnte jedoch auf
der zur Herstellung des W3C4E11 verwendeten Zelllinie WERI-Rb1 nur ein sehr
schwaches Bindungssignal fiir K-zd1 detektiert werden. Dieses Resultat bestétigt
die Annahme der unterschiedlichen Zielantigene beider Antikorper. FZD9 erscheint
somit als neues anti-vaskuldres Zielantigen zur potentiellen anti-Tumortherapie
nicht geeignet.

Was die nunmehr unklare Spezifitit des W3C4E11 angeht, konnte die Arbeits-
gruppe um Dr. H.-J. Biihring mittels immunhistologischen Farbungen auf Gewebe-
schnitten von normalem Gehirn, sowie von Astrozytomen eine Bindung nachweisen
[Zhang et al., 2006]. Des Weiteren konnte die Bindung des W3C4E11l auf naiven
mesenchymalen Stammzellen der Chorionplazenta nachweisen. Der Klon wird da-
her als potentieller Marker zur Isolierung dieser Zellen diskutiert [Battula et al.,
2008]. In dieser Arbeit konnten die variablen Doménen beider Antikérperketten
des W3C4E11 erfolgreich identifiziert und anschlieBend mittels Massenspektrome-
trie verifiziert werden. Zur besseren Identifizierung des unklaren Zielantigens, konn-
te W3C4E11 anhand dieser Sequenzen chimérisiert und weiterhin mittels SDIEM-
Modifikation optimiert werden.
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Kapitel 6

Appendix

6.1 Abkiirzungsverzeichnis

ABKURZUNG

cpm
Cr

Da
DAB
DMSO
DNA
dNTP
DPBS
DTT
EDTA
ELISA

DEFINITION

anti

Nummer

antibody-dependent cellular cytotoxicity, Antikorper-vermittelte zel-
luldre Zytotoxizitat

antibody-dependent cellular phagocytosis, Antikorper-vermittelte zel-
luldre Phagozytose

Allophycocyanin

Basenpaar

bovines Serumalbumin

Cluster of differentiation

Konstante Doméne der schweren Kette (heavy)

Konstante Doméne der leichten Kette (light)

complementary, komplementire DNA

complementarity-determining region, hypervariable Region
complement-dependent cytotoxicity, Komplement-abhéngige Zytoto-
xizitét

complement-dependent cellular cytotoxicity, Komplement-abhéngige
zelluldre Zytotoxizitat

counts per minute

Chromium

Dalton

3,3 -Diaminobenzidin

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinsédure

2’-Deoxynukleosid-5 “-Triphosphat

Dulbecco ‘s phosphate buffered saline

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat

Enzyme-linked immunosorbent assay
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6.1. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ABKURZUNG

ENG
E:T
FACS
FCS
FR
FZD

g

°C

h
HACA
HAHA
HAMA
HAT
HRP
HT
IMDM
IPTG
Karo/K-ro

kb
kDa

L

M

uCi
MMP
mENG
MFI
mg

He

min
mL

ul
murin
NK-Zelle
ng
PCR
PBMC
R-PE
RPMI
RT
SDIEM

DEFINITION

Endoglin

Verhéltnis zwischen Effektor- und Zielzellen (target)

Fluorescence activated cell sorter

fotales Kéalberserum

framework region, konformationsbildende Geriistregion

frizzled

Gramm

Grad Celsius

Stunde

human anti-chimeric antibodies

human anti-human antibodies

human anti-mouse antibodies

Hypoxanthin- Aminopterin-Thymidin

horse radish peroxidase, Meerrettichperoxidase
Hypoxanthin-Thymidin

Iscove “s Modified Dulbecco “s Medium
Isporopyl-1-thio-3-D-Galaktose

Weiblicher Vorname, Spielkartenfarbe, kleiner Baum in Neuseeland,
Volk und Sprache in Brasilien, geometrische Form, therapeutischer
Antikorper

Kilobasen

Kilodalton

Liter

Mol

Mikrocurie

Matrix-Metalloproteinase

Maus-Endoglin

mittlere Fluoreszenzintensitét

Milligramm

Mikrogramm

Minute

Milliliter

Mikroliter

zur Familie der Muridae gehoriges Nagetier

Natiirliche Killerzelle

Nanogramm

Polymerase chain reaction, Polymerase-Ketten-Reaktion
peripherial blood mononuclear cells

R-Phycoerythrin

Roswell Park Memorial Institute

Raumtemperatur

Modifikation des humanen Fc-Teils zur Steigerung der ADCC-
Aktivitat durch zwei Aminoséureaustausche an Position 239 (Serin
(S) in Asparaginsidure (D)) und Position 332 (Isoleucin (I) in Aspa-
raginsdure (E)) mit c-myc-tag-Protein
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6.1. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ABKURZUNG DEFINITION

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, Natrium-
Dodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

sENG soluble endoglin, 16sliche Form von Endoglin
SFI spezifischer Fluoreszenzindex

TAE Tris-Acetat-EDTA

TCR T-Zell-Rezeptor

TMB 3,37,5,5 - Tetramethylbenzidin

U Unit

uv Ultraviolett

VEGF(R) vascular endothelial growth factor (receptor)
Vi Variable Doméne der schweren Kette (heavy)
\3 Variable Doméne der leichten Kette (light)
v/v volume per volume

w/v weight per volume

X g Vielfaches der Gravitationsbeschleunigung
X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-8-D-Galaktopyranosid
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