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1 EINLEITUNG

Prausnitz und Kustner hatten bereits 1921 die Vermutung gedufert, dass es im Blut von
allergischen Patienten einen Faktor geben muss, der sowohl fir die Symptome als auch fir die
,Ubertragbarkeit‘ der Allergie verantwortlich ist [1]. Sie bezeichneten diesen Faktor als ,Reagin®.
Aufgrund der niedrigen Konzentration, in der dieser Faktor im Blut vorkommt, konnte er erst 1966
durch Ishizaka als Immunglobulin E identifiziert werden [2]. Da IgE-vermittelte Krankheiten haufig
vorkommen, und IgE bei atopischen Krankheiten eine zentrale Rolle spielt, wei® man mehr Uber
seine Fehlfunktion als Uber seine physiologische Aufgabe im menschlichen Immunsystem.
Versucht man alle Krankheiten, in denen IgE eine Rolle spielt, zusammenzufassen, so fallt auf,
dass es sich um eine heterogene Gruppe von Krankheiten aus den unterschiedlichsten Gebieten

der Medizin handelt. Im Einzelnen handelt es sich dabei um Erkrankungen aus den Bereichen:

- Immundefekte (Hyper-IgE-Syndrom)
- Onkologie (monoklonales IgE-Myelom) und

- Allergie (zum Beispiel: allergische Asthma bronchiale)

Das Hyper-IgE-Syndroms ist eine sehr seltene Erkrankung [3-5]. Bis heute sind daran weltweit
weniger als 300 Menschen erkrankt. Die Patienten fallen durch rezidivierende Abszesse der Haut,
hauptsachlich hervorgerufen durch den Erreger Staphylokokkus aureus, auf. Daneben kommen
Infekte der Lunge, Uberwiegend bedingt durch Streptokokkus pneumoniae, und chronische
Entziindungen der Haut (Dermatitis) vor. Im Serum der Erkrankten findet man immer erhéhte
Spiegel des Immunglobulin E und sehr oft eine erhdhte Anzahl von eosinophilen Granulozyten
(Eosinophilie). Des Weiteren sind in einigen Fallen eine verminderte Anzahl von T-
Gedachtniszellen und eine verminderte chemotaktische Aktivitdt von neutrophilen Granulozyten
beschrieben. Phanotypisch fallen einige dieser Erkrankten durch Verdnderungen im Kopf- und
Gesichtsbereich, verschiedene Skelettabnormalitdten und Zahndefekte auf. Diagnostisch steht der
erwahnte erhdhte IgE-Spiegel im Serum im Vordergrund. In den meisten Fallen wurden Werte
zwischen 0,240 und 2,4 pug/ml bestimmt (Referenzbereich fir Erwachsene: 0,012-0,240 pug/ml). In
Einzelfallen wurden Konzentrationen von 720 pg/ml gemessen. Der zugrundeliegende Defekt
konnte bis dato noch nicht charakterisiert werden, so dass man auch uber die Mechanismen, die
zu dieser Erkrankung fiihren, nicht viel sagen kann. Die Therapie des Hyper-IgE-Syndroms richtet
sich hauptsachlich nach den Symptomen. Die Abszesse werden durch chirurgische Interventionen
behandelt. Die Infektionen in den unterschiedlichen Organen therapiert man, je nach

Empfindlichkeit des Erregers, mit entsprechenden Antibiotika.

Bei dem IgE-Myelom handelt es sich um ein hamatologisch-onkologisches Krankheitsbild, bei dem
es zu einer malignen Transformation und einer damit einhergehenden klonalen Expansion einer
IgE-positiven B-Zelle kommt [6]. Die Pravalenz des IgE-Myeloms unter den Multiplen Myelomen
betragt 0,1%. Das monoklonale IgE-Myelom ist noch seltener anzutreffen als das oben
beschriebene Hyper-lgE-Syndrom. Bisher sind weltweit weniger als 50 Menschen bekannt, die an

solch einem Myelom erkrankten. Der erste Fall wurde 1967 von Johansson und Bennich
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beschrieben [7]. Die Patienten leiden meistens unter sehr uncharakteristischen Beschwerden wie
Knochenschmerzen, Gewichtsverlust und Mudigkeit. Ferner treten gehauft rezidivierende Infekte
auf. Pathognomonisch flr Myelom-Krankheiten ist eine monoklonale Vermehrung der betreffenden
Antikérperklasse in der Serum-Protein-Elektrophorese, siehe Abbildung 1. Der héchste bekannte
IgE-Spiegel im Serum eines Patienten mit einem IgE-Myelom wird in der Literatur mit 25,6 mg/ml
angegeben [8]. Allerdings kommen auch geringere Konzentrationen vor, so dass man dieses

Phanomen nicht immer sehen kann.

Serum-Protein-Elektrophorese

Protein [mg/ml]
w
o

Pri- Albumin  alpha-1 alpha-2 beta gamma

Abbildung 1 M-Gradient in der Serum-Protein-Elektrophorese eines IgE-Myeloms. Diese Grafik
entspricht NICHT einem tatsdchlichen Befund. Der pathognomonische Antikdrper-Peak in der Serum-
Protein-Elektrophorese ist aufgrund der Nachweisgrenze dieses Verfahrens selbst bei einem IgE-
Myelom nicht immer zu sehen. Die Position des Peaks entspricht dem Laufverhalten von IgE in der

Elektrophorese.

Bei den IgE-Myelomen und den anderen Multiplen Myelomen, sind oft osteolytische Prozesse
anzutreffen [9]. Dadurch findet sich oft ein erhdhter Kalzium-Spiegel im Serum der Patienten. Die
Ablagerung von Immunglobulin E in den GefaBwanden fihrt haufig zu einer so genannten
Amyloidose. In der Niere kommt es dadurch haufig zu Funktionseinschrankungen. Hinzu kommt in
der Halfte aller Falle eine Andmie, die vermutlich durch die Niereninsuffizienz bedingt und meistens
mit Erythropoetin behandelbar ist. Die Therapie hangt von dem zugrundeliegenden Stadium ab.
Generell kommen Chemotherapeutika, Bestrahlung und Cortison zur Elimination beziehungsweise
Reduktion der Tumorlast und Bisphosphonate zur Therapie und Linderung der Knochenlasionen
zur Anwendung [10]. AuBerdem nutzt man — sofern moglich und indiziert - eine autologe
Stammzelltransplantation zur Rekonstitution des hamatopoetischen Systems. Die mediane
Lebenserwartung von IgE-Myelom Patienten ohne Niereninsuffizienz liegt bei 19 Monaten. Im

fortgeschrittenen Stadium betragt sie, meist bedingt durch die Niereninsuffizienz, 1-13 Monate.
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Tabelle 1  Ubersicht iiber die Stadien-Einteilung der Multiplen Myelome nach Durie und Salmon
(1975).

Serum- Osteolyse- Serum- Bence-Jonesy iy,qrieben in
Stadium Hb (g/dl) . Paraprotein Protein im
Kalzium Herde . Monaten
(g/dl) Urin
* |gG <5
| >10 normal 0-1 IgA < 3 <4 g/d > 60
I weder | noch Il 41
>k . IgG>7
1 <8,5 > 12 mg/dl mutipel IgA > 5 >12 g/d 23
*alle Kriterien miissen erfiillt sein; **mindestens 1 Kriterium muss erfiillt sein wenn

Kreatinin > 2 mg/100ml, wird die Bezeichnung "B" zugefligt

Die Haufigkeit, mit der allergische IgE-vermittelte Krankheiten auftreten, und damit ihre
gesundheitsdkonomische Bedeutung ist mit der des Hyper-IgE-Syndroms und des IgE-Myeloms
nicht zu vergleichen. Allergien stellen eine Volkskrankheit dar, von der nahezu jeder finfte Mensch
in irgendeiner Form betroffen ist. Auf diese IgE-vermittelten Krankheiten wird daher im folgenden

Abschnitt im Detail eingegangen.

1.1 IgE-vermittelte allergische Krankheiten

Bereits 1906 wurde der Begriff ,Allergie” von dem Wiener Kinderarzt von Pirquet eingefihrt [11].
Seine Definition bezog sich auf die Beobachtung, dass Tiere und Menschen nach mehrfacher
Injektion eines Antigens mit einer Anderung der Reaktionsweise im Sinne einer spezifischen, aber
pathologischen Uberempfindlichkeit reagierten. Daher leitet sich auch die Bezeichnung von den
griechischen Wéoértern ,allos ergon“ ab, was soviel bedeutet wie ,andere Tatigkeit*. 1923
formulierten Coca und Cooke den Begriff ,Atopie” [12]. Sie stiitzten ihre Definition der ,Atopie“ auf
die Vermutung, dass es sich bei der ,Anaphylaxie“ beziehungsweise der ,Allergie” und der ,Atopie”
um unterschiedliche Krankheitsbilder mit entsprechend unterschiedlichen Ursachen handelt. Sie

fassten folgende Punkte als Charakteristikum der ,Atopie® zusammen:

- vererbt

- nur einen Teil der Menschen betreffend

- im Unterschied zur ,Anaphylaxie®, kein Schutz mdglich

- qualitativ unphysiologische Immunreaktion

- klinisch durch Heuschnupfen und Asthma bronchiale auffallig und

- assoziiert mit einer Sofortreaktion, die sich in Form von Quaddeln und Rétung zeigt.

Diese Definitionen und Auffassungen wurden aber im Laufe der Zeit revidiert. Mit der Entdeckung
des Immunglobulin E und einem besseren Verstandnis der pathophysiologischen Vorgéange

erkannte man, dass die Hypothesen von Coca und Cooke mit einigen grundlegenden Fehlern
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behaftet war [2, 7]. AuRerdem entdeckte man viele Gemeinsamkeiten zwischen Anaphylaxie,
Allergie und Asthma. In einem Versuch, die Vielfalt dieser Uberempfindlichkeitsreaktionen nach
immunologischen Kriterien zu klassifizieren, haben P. Gell und R. Coombs 1968 vier verschiedene
pathogene Mechanismen vorgeschlagen (siehe Tabelle 2) [13]. Obwohl man heute weil}, dass
diese Einteilung den komplexen Vorgangen nur bedingt Rechnung tragt, und die einzelnen Typen
auch durch wechselseitige Beziehungen ineinander tUbergehen, hat sich diese Einteilung vor allem

aus didaktischen Griinden bewahrt.

Tabelle2  Einteilung der Uberempfindlichkeitsreaktionen nach Coombs und Gell (1968).

Typ | Typ Il Typ 1l Typ IV
Immun-
IgE | | THA1 TH2 TL
komponente 9 9G 9G c
Zell- oder ell-
. I6sliche matrix- I16sliche I6sliche I6sliche .
Antigene . . . . . assoziierte
Antigene assoziierte Antigene Antigene Antigene .
. Antigene
Antigene
Fc-Rezeptor+ L
Fc-R + Ak
Effektor- Mastzell- c-Rezeptor Zellen und [Makrophagen- t.|V|eru.ng e
. - Zellen (z.B. L eosinophiler |Zytotoxizitat
mechanismus | aktivierung Komplement- | aktivierung
Monozyten) Granulozyten
system
Asthma manche Serum- Kontakt- chron. Asthma
Beispiele bronchiale, [Medikamenten-| krankheit, dermatitis, bronchiale, Kontakt-
P allergische | allergien (z.B. Arthus- Tuberkulin- chron. allerg. | dermatitis
Rhinitis Penicillin) reaktion reaktion Rhinitis

Die Begriffe werden aber heutzutage immer noch teilweise kontrovers verwendet, weswegen hier
die Definitionen einiger Begriffe kurz wiedergegeben werden sollen. Unter dem Begriff Atopie
versteht man die genetische Pradisposition, auf korperfremde Antigene, die an sich harmlos sind,
mit einer UberschieBenden IgE-vermittelten Immunreaktion zu antworten. Zu diesem atopischen

Formenkreis zahlen unter anderem folgende Krankheiten:

- die allergische Rhinito-/Konjunktivitis (Heuschnupfen)
- die allergische Enteritis (Nahrungsmittelallergie)
- das Asthma bronchiale und

- die atopische Dermatitis (Neurodermitis).

Jede dieser Krankheiten kann alleine oder in Kombination auftreten. Die WHO schatzt die
Pravalenz IgE-vermittelter Krankheiten auf 20%. Abbildung 2 zeigt die Verteilung der atopischen
Krankheiten [14-16]. Aufgrund der enormen Anzahl an Patienten, dem chronischen Verlauf dieser
Krankheiten und der betrachtlichen Einschrankungen in der Lebensqualitdt kommt es zu enormen
volkswirtschaftlichen Schaden. Dies hat zu einem grof3en internationalen Engagement zur

Pravention und Therapie von allergischen Krankheiten gefiihrt. Unter anderem beteiligen sich
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dabei die Weltgesundheitsorganisation (WHO), die Globale Initiative gegen Asthma (GINA) und die
Kommission zur Internationale Studie von Asthma und Allergie im Kindesalter (ISAAC).
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Abbildung 2 Weltweite Pridvalenz von Asthma bronchiale, atopischer Dermatitis und allergischer

Rhino-/Konjunktivitis [15, 16].

Klinisch finden sich bei atopischen Patienten teilweise noch so genannte indirekte Atopiezeichen.
Dabei handelt es sich um:

- weiRen Dermographismus

- Herthoge-Zeichen

- Dennie-Morgan-Falten

- Milchschorf, in der Regel innerhalb der ersten vier Lebenswochen

- Neurodermitis-typische Hautveranderungen (beugenbetonte Lichenifikation, Juckreiz)
- typische Provokationsfaktoren (Klima, Herbst-Winter-Gipfel, Infekte, Nahrungsmittel,

Allergenexposition, emotionale Faktoren).

Die Allergie wird hier mit der Uberempfindlichkeitsreaktion vom Typ | nach Coombs und Gallen
gleichgesetzt. Man versteht darunter die Manifestation einer IgE-vermittelten Krankheit, die durch
eine nachteilige und uberschissige Immunantwort auf ein harmloses kérperfremdes Allergen zu
Entzindungsreaktionen und Gewebeschaden beziehungsweise Gewebeumbau fihrt. Diese
Beschreibung verdeutlicht bereits, dass dieser Gruppe von Krankheiten ein gemeinsamer
pathophysiologischer Mechanismus zu Grunde liegt, in dem das Immunglobulin E eine zentrale
Rolle spielt. Der Ablauf einer IgE-vermittelten Sofortreaktion wird im Folgenden am Beispiel des
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allergischen Asthma bronchiale detaillierter beschrieben.

1.2 Das Asthma bronchiale

Hippocrates flihrte bereits um 400 v.Chr. den Begriff ,Asthma“ ein, um damit eine allgemeine
Kurzatmigkeit beziehungsweise ein Keuchen zu beschreiben [17]. Heute verwendet man den

Begriff nur noch im Zusammenhang mit der Allergie. Man unterscheidet zwei Formen:

- das extrinsische Asthma bronchiale und
- das intrinsische Asthma bronchiale.

Im Falle eines Asthma bronchiale mit bekanntem Allergen spricht man von einem extrinsischen
Asthma. Beim intrinsischem Asthma findet sich kein nachweisbares auslésendes Allergen, was
daran liegen konnte, dass man bei diesen Patienten das Allergen noch nicht identifizieren konnte.
Weltweit leiden circa 300 Millionen Menschen unter allergischem Asthma bronchiale [14, 18].
Damit stellt das Asthma eines der haufigsten chronischen Krankheitsbilder weltweit dar. Abbildung
3 gibt die weltweite Verteilung des Asthma bronchiale wieder. Charakteristisch fir das Asthma ist
eine bronchiale Uberreaktion, die sowohl durch die Exposition mit dem spezifischen Allergen als
auch teilweise durch unspezifische Reize, wie Kalte und Stress, ausgeldst werden kann [19-21].
Daruber hinaus fallt auf, dass die Pradisposition erst dann in die eigentliche Erkrankung umschlagt,
wenn ein individueller Schwellenwert an weiteren Umwelt- und andern Faktoren Uberschritten ist.
Die Prognose im Kindes- und Jugendalter ist in 30% der Falle guinstig, da es hier zu spontanen

Remissionen kommt [22]. Bei Erwachsenen kommt es meistens zu einem chronischen Verlauf.

Froportion of population (% 3*

B o

0—2.5

5.1-7.5 :l Mo standardized data available

Abbildung 3 Weltweite Prévalenz des Asthma bronchiale (GINA, 2003).
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Als Risikofaktor, auch bei Nicht-Atopikern, wurde ein erhdéhter IgE-Spiegel identifiziert [23-25].
Meistens ist der IgE-Spiegel im Serum von atopischen Patienten aber innerhalb des Normbereichs.
Der Referenzwert fiir den IgE-Spiegel im Serum ist abhangig vom Alter (siehe Tabelle 3). Bei
Erwachsenen liegt er zwischen 0,012 — 0,240 pg/ml. In seltenen Fallen konnte ein zehnfaches des

Normwertes gemessen werden.

Tabelle3  Schwankungen des Serum IgE-Spiegel in Abhdngigkeit vom Alter.

Neugeborene bis 0,004 pg/mi bis 1,50 IU/ml
1 - 6 Monat bis 0,017 ug/ml bis 7,20 1U/ml

7 - 12 Monat bis 0,030 ug/ml bis 12,2 IU/ml

Kinder 1 - 5 Jahre bis 0,140 ug/ml bis 60,0 IU/ml
6 - 9 Jahre bis 0,215 pg/ml bis 90,0 1U/ml

10 - 15 Jahre bis 0,475 ug/ml bis 200 IU/ml

Erwachsene bis 0,240 ug/ml bis 100 IU/ml

Umrechnung: IU/ml x 2,38 = pg/l

Auf die Frage der Atiologie gibt es bis dato keine befriedigende Antwort. Die genetische
Komponente ist nicht zu leugnen, da das Risiko, an einer allergischen Krankheit zu erkranken, mit
der Anzahl der betroffenen Vorfahren steigt [26, 27]. So betragt die Wahrscheinlichkeit, die Atopie
auf die Kinder zu vererben, 20-40 Prozent, wenn ein Elternteil betroffen ist. Leiden beide Eltern an
einer atopischen Krankheit, liegt die Wahrscheinlichkeit sogar bei 40-60 Prozent. Fur Kinder ohne
atopische Verwandte liegt das Risiko dagegen bei circa 10 Prozent. Allerdings gibt es nur einige
wenige Gene, die im Verdacht stehen, eine Bedeutung fur die Vererbbarkeit zu haben. Im

Folgenden werden die wichtigsten aufgelistet:

- die Beta-Untereinheit des hochaffinen IgE-Rezeptors auf Chromosom 11q [28, 29],
- die Interleukine 3, 4 und 5 auf Chromosom 5 [30, 31],
- verschiedene HLA-DR-Gene auf Chromosom 6 [26] und

- die alpha-Kette des IL4-Rezeptors auf Chromosom 16 [32].

Die Vorgange, die bei diesen Patienten zu einem Asthmaanfall fihren und die in dhnlicher Weise
auch bei den anderen atopischen Krankheiten ablaufen, wurden zum gréRten Teil charakterisiert
(siehe Abbildung 4) [33].
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Abbildung 4 Schematische Darstellung des Ablaufes eines Asthmaanfalles. 1: Nach Inhalation des
Allergens, passiert das Allergen das Epithel. 2: Im Lungeninterstitium, kommt es in einer sogenannten
Sofortreaktion zur Aktivierung und Degranulation von Mastzellen. 3: In der zweiten Phase werden
eosinophile Granulozyten und CD4-positive T-Helfer Zellen angelockt und aktiviert. 4: IgE-positive
B-Lymphozyten sind nicht direkt in die Entziindungskaskade involviert. Produzieren aber bei

Aktivierung weiters IgE, dass an den FcEpsilon-R-I auf Mastzellen bindet.

Bei den meisten Allergenen handelt es sich um Tierhaare beziehungsweise -schuppen,
Hausstaubmilbenkot, Schimmelpilzsporen und Pollen von Grasern und Bliten [34]. Diese besitzen
oft eine proteolytische Aktivitat, weswegen sie relativ einfach die Epithelbarriere der Lunge
passieren kénnen [35-37]. Damit ist die Grundvoraussetzung fir eine Entziindungsreaktion
gegeben. In einem sensibilisierten Menschen befinden sich dort Mastzellen, die bereits Allergen-
spezifisches IgE Uber den hochaffinen FcEpsilon-Rezeptor-1 gebunden haben. Nach Inhalation des
Allergens und Passieren des Epithels, kommt es zunachst zur Aktivierung und Degranulation
dieser Mastzellen [23, 33]. Dabei wird der Inhalt der Granula freigesetzt, bestehend aus einer
Mixtur von verschiedenen Zytokinen, Enzymen und Entziindungsmediatoren. Unter anderem

enthalten die Granula:

- Mediatoren, wie Histamin und Heparin
- Enzyme, wie Tryptase und Chymase
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- Zytokine, wie IL-4, |IL-3 und IL-5 und

- Lipidmediatoren, wie Leukotriene und plattchenaktivierender Faktor [38-41].

Als akute Reaktion kommt es durch die Ausschuttung dieser Stoffe zu einer typischen Trias mit
interstitiellem Odem, Kontraktion der glatten peribronchialen Muskeln und vermehrter
Schleimproduktion in den Alveolen. Das Ergebnis ist eine reversible Verengung der Atemwege, die
sich hauptsachlich bei der Ausatmung bemerkbar macht. Subjektiv fuhlt der Patient Luftnot. Die
Mastzell-Degranulation 16st eine Kaskade von weiteren Entziindungsreaktionen aus. Dabei kommt
es zur Aktivierung und Rekrutierung weiterer Effektorzellen, wie zum Beispiel Th2-Lymphozyten
und eosinophilen Granulozyten [42]. Nach einer gewissen Zeit kann eine zweite Phase, die

sogenannte Spatreaktion folgen (siehe Abbildung 5). Der Verlauf ist individuell sehr variabel.

450 +

400 Sofortreaktion Spétreaktion

350

300

250 \\
200

150 I,\
100 — ’_v._

FEV1 [l/s]

Antigen-
50 kontakt
O T T T T
-5 0 5 10 15

Zeit [Stunden]

Abbildung 5 Zeitlicher Ablauf eines Asthmaanfalls. Minuten nach Allergenkontakt kommt es zu
einer Sofortreaktion, die sich in einer Reduzierung des ,,forcierten expiratorischen Volumen in einer
Sekunde* (FEV,) duBlert. Stunden spiter tritt die sogenannte zweite Phase in Erscheinung. Der

Verlauf kann interindividuell sehr variieren.

Klinisch imponiert neben der Dyspnoe noch Husten, meist mit zahem Auswurf, ein verlangertes
Exspirium, trockene Rasselgerdusche (Giemen) und ein hypersonorer Klopfschall. Bei der
Lungenfunktionsdiagnostik fallt eine Abnahme des forcierten expiratorischen Volumens in einer

Sekunde (FEV,) und der Vitalkapazitat sowie eine Zunahme des Residualvolumens auf.
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Tabelle 4 Einteilung der Schweregrade des Asthma bronchiale geméfl dem National Institute of

Health (NIH) [43].

Schwere der Klinische Parameter vor Nachtliche L funkti
ungeniunkton
Erkrankung Behandlung Symptome g
intermittierende, kurz anhaltende nachtllch.e Asthma- Peak-flow > 80 % Soll
Symptome < 1 - 2/Woche symptomatik < 2/Monat
Leicht asymptomatisch zwischen akuten Peak-flow-Variabilitat < 20 % Soll
Episoden
Peak-flow-Normalisierung nach Gabe
eines Bronchodilatators
Anfiille > 1 - 2/Woche ndchtliche Asthma- Peak-flow 60 - 80 % Soll
symptomatik > 2/Monat
Mittelschwer Peak-flow-Variabilitit 20 - 30 % Soll
Peak-flow-Normalisierung nach Gabe
eines Bronchodilatators
haufige Anfille, s‘Fandlge héaufig nichtliche Peak-flow < 60 % Soll
Symptomatik Asthmasymptome
Einschrénkung der korperlichen Peak-flow-Variabilitit > 30 % Soll
Schwer Belastung
Krankenhausaufenthalt wéhrend des Peak-flow unterhalb des Normalwertes
letzten Jahres wegen Asthma trotz optimaler Therapie
lebensbedrohende Exazerbationen

Der Schweregrad des Asthma bronchiale wird nach dem internationalen Konsensusbericht
klassifiziert, (siehe Tabelle 4) [21, 44]. Ausschlaggebend fiur die Diagnostik ist ein positiver
Nachweis des Allergen-spezifischen IgE. Dabei testet man meistens zuerst mittels Pricktest (die
Testlésung wird auf die Haut aufgetropft und anschlieRendes mit einer feinen Nadel eingestochen)
eine Mixtur aus verschiedenen Gruppen von Allergenen, wie zum Beispiel friih bliihende Baume.
Bei einem positiven Test verfeinert man die Suche mit Hilfe eines Radio-Allergo-Sorbent-Test
(RAST) oder eines Enzym-Allergo-Sorbent-Test (EAST). Da in dieser Arbeit ein neuer Ansatz in
der Therapie IgE-vermittelter Krankheiten vorgestellt werden soll, ist es von Vorteil, zuerst die

aktuelle Therapie und ihre Wirkung zu erlautern.

1.3 Die Standardtherapie des allergischen Asthma bronchiale

Die heutige Therapie orientiert sich hauptsachlich an den Symptomen, die bei einem Asthmaanfall
durch die Trias Schleimproduktion, Kontraktion der peribronchialen Muskulatur und interstitielles
Odem, bedingt durch leukozytares Infiltrat, gekennzeichnet sind. Des Weiteren spielt das
individuelle Profil des Patienten und seine sonstigen Erkrankungen eine wichtige Rolle. Die Wahl
und Dosierung des Medikaments hangt dabei vom Schweregrad der Symptomatik und dem
Patienten an sich ab [20, 21, 44, 45]. Die untenstehende Tabelle 5 gibt Anhaltspunkte zu den
Einsatzmdglichkeiten der Arzneimittel in der Behandlung des Asthma bronchiale.
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Zur Verminderung der Uberhdhten Schleimproduktion und zur Minimierung der entziindlichen
Komponente werden Kortikosteroide, wie zum Beispiel Beclometason, Budesonid und Fluticason-
17-propionat eingesetzt.

Aullerdem kommen Antihistaminika zum Einsatz, die den entsprechenden H1-Rezeptor auf
verschiedenen Zellen, wie zum Beispiel dem GefalRendothel, blockieren. Dadurch kommt es zu

einer verminderten Permeabilitat und zur Reduktion des entzlindlichen Infiltrates.

Gegen die Kontraktion der glatten Muskulatur stehen Parasympatholytika, wie zum Beispiel
Ipratropiumbromid und Tiotropiumbromid, und Beta-2-Sympathomimetika zur Verfugung. Letztere
werden aufgrund ihrer Wirkungsdauer in kurzwirksame (vor allem Salbutamol, Fenoterol und
Terbutalin) und langwirksame Beta-2-Sympathomimetika (wie Salmeterol und Formoterol)
eingeteilt.

Ferner kommen in der medikamentdésen Therapie des Asthma bronchiale noch Di-Natrium-
Chromo-Glycinsadure (DNCG) und Theophyllin zum Einsatz [46]. Bei DNCG geht man davon aus,
dass es die Membran der Mastzellen auf noch nicht geklarte Weise stabilisiert. Die
entziindungshemmende Wirkung von Theophyllin vermutet man sowohl in der Antagonisierung von

Adenosin-Rezeptoren als auch in der Hemmung der zyklischen Nukleotid-Phosphodiesterase.

Als neuestes Mittel in der Behandlung des allergischen Asthmas kommen noch Leukotrien-
Rezeptor-Antagonisten, wie Montelukast, zum Zuge [47-49]. |hr Ziel ist es, die Effekte der

Lipidmediatoren, die bei einem Anfall freigesetzt werden, zu reduzieren.
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Tabelle 5
12 Jahren und aelter (adaptiert entsprechend dem Expert Panel Report-3, 2007).

Richtlinien zur Therapie des allergischen Asthma bronchiale fuer Kinder im Alter von

Stufe 6
Empfohlen:
hohe Dosis
KS
+
Stufe 5 langwirksame
Empfohlen: b2-SM
hohe Dosis +
KS orale KS
+
Stufe 4 langwirksame
Empfohlen: b2-SM
mittlere Dosis
KS und und
+
Stufe 3 langwirksame eine eine
Empfohlen: b2-SM Behandlung || Behandlung
niedrige Dosis mit mit
KS Omalizumab || Omalizumab
+ sollte in sollte in
Stufe 2 langwirksame Betracht Betracht
Empfohlen: b2-SM gezogen gezogen
niedrige Dosis werden werden
KS
Alternativ: Alternativ:
Stufe 1 niedrige Dosis||mittlere Dosis
Empfohlen: KS KS
kurzwirksame Alternativ: + AF
b2-SM DNCG oder LTRA oder LTRA oder
bei Bedarf LTRA oder 5-LOI oder 5-LOI oder
Theophyllin Theophyllin Theophyllin

Die Stufentherapie sollte jedoch nur als Richtlinie dienen und immer dem Individuum angepasst
werden. Auch die Wirksamkeit der einzelnen Medikamente ist nicht vorherzusagen, so dass diese
im Einzelnen ausgetestet werden missen. Die Allergenkarenz stellt selbstverstandlich immer noch
die beste Moglichkeit dar, Anfélle zu vermeiden. Allerdings ist dies nicht immer mdglich oder flhrt

teilweise zu erheblichen Einschrankungen der Lebensqualitat.

Eine weitere Maglichkeit, allergische IgE-vermittelte Uberempfindlichkeitsreaktionen zu behandeln,
ist die Hyposensibilisierung [50, 51]. Diese kommt vor allem bei therapieresistenten oder zur
Eskalation neigenden Formen in Betracht. Eine weitere Indikation besteht darin, einen so
genannten Etagenwechsel, zum Beispiel einen Ubertritt der Uberempfindlichkeit im Bereich von
Augen oder Nasen auf das Bronchialsystem, zu verhindern. Bei dieser Therapie injiziert man
zuerst sehr kleine Konzentrationen des auslésenden Allergens subkutan. Uber einen langen

Zeitraum versucht man die Dosis schrittweise zu erhohen, um die Bereitschaft zur
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Uberempfindlichkeit zu reduzieren, beziehungsweise sofern maoglich fur eine gewisse Zeit zu
eliminieren. Die genauen Mechanismen, die dieser Art von Therapie zugrunde liegen, sind noch
nicht im Detail verstanden. Man vermutet, dass die Hyposensibilisierung zur Produktion von
kompetitiven Antikérpern der IgG-Klasse fihrt, die ebenfalls spezifisch fiir das ausldsende Allergen
sind. Durch diese Antikdrper sollen die Allergene abgefangen werden, bevor sie das Rezeptor-
gebundene IgE auf Mastzellen erreichen und damit die Aktivierung der Mastzellen auslésen
wurden. Ein weiterer Effekt soll durch die Affinitat dieser Antikdérper zu den inhibitorischen
FcGamma-Rezeptoren 1I-Bl und II-Bll auf B-Zellen und Mastzellen erreicht werden. Dadurch soll
einerseits die Produktion von Antikérpern durch B-Lymphozyten unterdrickt werden und
andererseits die Schwelle zur Aktivierung der Mastzellen angehoben werden. Insgesamt soll es
somit zu einer Modulation des Immunsystems und einer Verschiebung des Th1/Th2-

Gleichgewichtes in Richtung Th1-Antwort kommen.

Betrachtet man sich die heutige medikamentdse Standardtherapie etwas genauer, so féllt auf, dass
die Medikamente hauptsachlich dazu dienen, einen méglichen Anfall beziehungsweise dessen
Symptome zu minimieren. Obwohl die Abldufe, die solch einer allergischen IgE-vermittelten
Uberempfindlichkeit zugrunde liegen bekannt sind, ist es bis heute nicht méglich, den Ausbruch

effektiv zu verhindern oder das Ausmal} zu reduzieren.

Im Hinblick auf die Startreaktion des allergischen Asthma bronchiale sticht die Bedeutung der
Aktivierung und Degranulation der Mastzelle ins Auge, da sie die gesamte Entziindungskaskade in
Gang setzt. Die eigentliche Ursache fiir die Degranulation stellt das Kreuzvernetzen des Rezeptor-
gebundenen Immunglobulin E auf der Oberflache dieser Zellen dar. Die Produktion und Spezifitat
des Immunglobulin E wird jedoch von ganz anderen Zellen vermittelt, die bei der eigentlichen
Entziindungsreaktion im Hintergrund agieren, den B-Lymphozyten. Auf diese soll im folgenden

Kapitel 1.4 naher eingegangen werden.

1.4 Die Rolle IgE-positiver B-Lymphozyten

Wie in Abbildung 4 bereits dargestellt, ist die Aktivierung und Degranulation der Mastzellen von
entscheidender Bedeutung fir die Startreaktion der Entziindungskaskade. Dieser Vorgang wird
durch das Quervernetzen von Rezeptor-gebundenem IgE ausgeldst [39]. Der Antikérper der
Klasse E wird jedoch, wie jeder Antikérper, von B-Lymphozyten gebildet. Der eigentliche Ausléser
eines Asthmaanfalls ist folglich nicht bei den Mastzellen zu suchen, sondern bei den B-
Lymphozyten. Wieso es bei diesen Zellen zu einem Klassenwechsel kommt und warum sie gegen

diese Art von Antigenen auf diese Weise reagieren, ist Gegenstand aktueller Forschung [52-54].

Zu den genetischen Veranderungen, die einer IgE-vermittelten Krankheit zugrunde liegen kénnen
und die bereits in Abschnitt 1.2 aufgelistet wurden, kommen noch weitere Faktoren hinzu. Unter
anderem ist zu beobachten, dass es in industriellen Landern mehr Betroffene gibt als in drmeren

Landern [55, 56]. AuBerdem fallt auf, dass es sowohl innerhalb der industriellen Lander als auch

-22.



der armeren Lander einen Unterschied zwischen der Stadt- und der Landbevélkerung gibt. Des
Weiteren kommt hinzu, dass allergische Menschen in drmeren Regionen, die gleichzeitig an
parasitaren Infektionen leiden, zum Beispiel Schistosomen oder Askaridien, frei von allergischen
Symptomen sind. Therapiert man die Wurminfektion, kommt es zu einer Zunahme der
Krankheitszeichen der Allergie. Eine Steigerung der Symptomatik ist auch nach Exazerbation der
Infektion zu beobachten. Man hat auRerdem festgestellt, dass nach der Wiedervereinigung
Deutschlands die Zahl der ehemaligen DDR-Burger, die an IgE-vermittelten Krankheiten leiden,
zugenommen hat, obwohl sich gleichzeitig die Umweltsituation verbessert hat [57]. Diese und
andere Beobachtungen fihrten zur Formulierung der so genannte ,Hygiene-Hypothese®. Sie
besagt, dass die Hauptaufgabe des Immunglobulin E in der Abwehr parasitarer Mikroorganismen
liegt. In industriellen Landern kommt es aufgrund des hohen hygienischen Standards zu weniger
Infektionen. Dadurch soll es zu einer Fehl- beziehungsweise Uberreaktion gegen Antigene

kommen, die an sich harmlos sind.

Wie bereits angedeutet, handelt es sich bei den Allergenen meistens um proteolytisch aktive
Enzyme. Dabei werden nur sehr geringe Mengen an Antigen inhaliert. Man schéatzt die
aufgenommene Dosis pro Jahr auf héchstens 1 pg. Die geringe Allergendosis und die Lokalisation
des Antigeneintritts beglinstigen ebenfalls einen Isotyp-Wechsel [35-37]. Das Allergen wird in der
Lunge von dendritischen Zellen, Uberwiegend vom myeloiden Phanotyp, aufgenommen und zum
nachsten Lymphknoten transportiert [58]. Hier kommt es zur Aktivierung naiver CD4-positiver T-
Helfer-0 Zellen und zu deren Differenzierung in T-Helfer-2 Lymphozyten. Bis jetzt weil® man nicht,
wie die myeloiden dendritischen Zellen diese Differenzierung in die Wege leiten. Ein IL-4-reiches
praformiertes Milieu, welches durch NK1.1°-Zellen produziert wurde, wird diskutiert [59-61]. Diese
CD4-positiven TH2-Zellen vermitteln den B-Lymphozyten zwei Signale fir einen Isotyp-Wechsel.
Bei dem ersten Signal handelt es sich um die Interleukine IL-4 und IL-13, die durch ihre
Rezeptoren auf der Oberflache der B-Lymphozyten zur Aktivierung von intrazellularen ,Janus-
Tyrosin-Kinasen® (JAK1 und JAKS3) beitragen. JAK1 und JAK3 wiederum phosphorylieren das
»oignal transducer of activated T-cells“-Protein 6 (STAT6) [23, 52-54, 62-64]. Das zweite Signal
stellt die Interaktion von CD154 (CD40-Ligand) auf der Oberflache der CD4-TH2 Zelle und dem
CD40 auf den B-Lymphozyten dar [65-67]. Letzteres fuhrt in den B-Lymphozyten zur Aktivierung
von ,Nuclear-Faktor-Kappa-B“ (Nfk-B). Beide Interaktionen sind fiir einen Isotyp-Wechsel
notwendig. Fehlt eines der beiden Signale, kommt es zu einer Stérung beim Antikérper-
Klassenwechsel. Zum Beispiel kommt es bei einem Defekt in der Interaktion CD40-CD154 zu
einem so genannten Hyper-IgM-Syndrom [68, 69]. Dieses ist dadurch charakterisiert, dass fast nur
die primar gebildeten Immunglobuline der M-Klasse vorkommen, da ein Wechsel zu anderen
Isotypen nicht mdglich ist. Darliber hinaus gibt es noch andere Molekile, welche die Produktion
von IgE beeinflussen kénnen (siehe Tabelle 6).

-23-



Tabelle 6  Auflistung der Zytokine und Molekiile, die einen Einfluss auf die IgE Produktion haben.

Zytokine Kontaktmolekiile
Verstirkung der IL-2, IL-4, IL-5, 1L-6, gg;;ggéé
IgE-Produktion IL-7, 1L-13, IL-15 )
CD58-CD2

IL-2, IL-8, IL-10, IL-12,
IFN-alpha, IFN-gamma, CD54-LFA-III
TGF-beta

Hemmung der
IgE-Produktion

Der Aufbau des Immunglobulin E unterscheidet sich von dem anderer Immunglobuline wie 1gG
oder IgA durch eine zusatzliche konstante Domane in der schweren Kette (CH4) [23]. Das
Molekulargewicht von IgE betragt 190 kDa. Das l6sliche IgE wird vor allem Uber den hochaffinen
FcEpsilon-Rezeptor-1 an die Oberflache von Mastzellen gebunden. Daneben kommt es noch in
geringerem Malfe auf eosinophilen und basophilen Granulozyten vor. Der niedrig-affine FcEpsilon-
Rezeptor Il (CD23) ist bei den atopischen Krankheiten von untergeordneter Bedeutung. In Kapitel
1.2 wurde der Ablauf einer allergischen Reaktion, am Beispiel des Asthma bronchiale, geschildert.
Die Anwesenheit von IgE-positiven B-Zellen und die Produktion von IgE vor Ort wurde sowohl in
der Schleimhaut der Nase als auch der Lunge nachgewiesen. Abbildung 6 zeigt einen Doppel-
Farbung von Praparaten aus der Nasenschleimhaut verschiedener Patienten, die an allergischer
Rhinitis leiden. Der Pfeil in Bild A zeigt auf einen IgE-positive B-Lymphozyten, der Pfeil in Bild B auf
eine IgE-positive Plasmazelle. Die Pfeile in den Bildern C und D zeigen auf Plasmazellen, die in
der Lage sind markierte Allergene zu binden, was hdchstwahrscheinlich Gber membranstandiges

IgE vermittelt wurde.
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Abbildung 6 Immunhistochemische Doppel-Firbungen. Die Préparate stammen aus der

Nasenschleimhaut verschiedener Patienten, die unter allergischer Rhinitis leiden.
A: rot = anti-human-IgE, blau = anti-CD19; B: rot = anti-human-IgE, blau = anti-CD138;
C und D: blau = markiertes Antigen, rot = anti-CD138. Aus KleinJan et al., [70].

Das Wissen daruber, dass die Quervernetzung des Immunglobulin E auf den Mastzellen eine
Schlisselrolle in der Ausldsung der Entzindungskaskade spielt, hat man bereits versucht
therapeutisch zu nutzen. Dazu hat man einen monoklonalen rekombinanten Antikérper hergestellt,
der spezifisch an die CH3-Doméne des IgE bindet. Ziel dieses anti-IgE Antikérpers (Eigenname
Omalizumab) soll es sein, die Bindung von Iéslichem IgE an den hoch-affinen FcEpsilon-Rezeptor |
zu blockieren [71, 72]. Die klinischen Daten belegen, dass Omalizumab durchaus in der Lage ist,
einen Asthmaanfall zu verhindern beziehungsweise die Symptome zu reduzieren [73]. Au3erdem
konnte der Einsatz von Kortikosteroiden reduziert werden. Allerdings bleiben die erwiinschten
Effekte hinter den Erwartungen zuriick. Man vermutet, dass es daran liegt, dass der monoklonale
Antikérper aufgrund seiner Gréfe von 180 kDa schlecht in das Gewebe penetriert, um vor Ort die

Beladung der Mastzellen zu verhindern.

1.5 Bispezifische Antikorper

Bereits um 1900 war es Paul Ehrlichs (1854-1915) grof3e Vision die ,Zauberkugel® zu finden. Er

verstand darunter eine Arzneiform, mit deren Spezifitdt es gelingen sollte, Krankheitserreger im
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menschlichen Koérper von alleine aufzuspiiren und zu eliminieren, ohne dabei kérpereigene
gesunde Zellen anzugreifen. Als G. Kéhler und C. Milstein 1974 den Grundstein zur Herstellung
monoklonaler Antikérper legten, war man sich sicher, diese ,Zauberkugel“ in der Hand zu halten
[74]. Mit ihrer Hilfe sollte es gelingen, pathogene Zellen spezifisch aufzuspiiren und kérpereigene
Abwehrzellen anzulocken. Die ersten Versuche mittels monoklonaler Antikorper
krankheitserregende Zellen zu eliminieren, schlugen jedoch fehl [75, 76]. So wurde nach weiteren
Moglichkeiten gesucht, die Effektivitdt von Antikdrpern zu steigern. Dies sollte sowohl durch
Reduktion der Nebenwirkungen als auch durch Verstarkung des Wirkungsmechanismus erreicht
werden. Ausserdem kam es urch den Einsatz therapeutischer Antikdrper, welche haufig murinen
Ursprungs waren, zur Produktion von Antikdrpern gegen die Spezies-fremden Immunglobuline
[75]. Um dies zu reduzieren beziehungsweise zu verhindern, hat man chiméare (weisen neben
humanen konstanten nur murine variable Doméanen auf) und humanisierte (auller den
~complementary determining regions®, sind diese human) Varianten dieser Immunglobuline
hergestellt. Um einen gesteigerten Toxizitat gegenuber den pathogenen Zellen zu erzielen, wurden
auch Substanzen wie zum Beispiel Antibiotika oder radioaktive Moleklle an die Antikérper

gekoppelt [77-80]. Eine Auswahl verschiedener Varianten ist in Abbildung 7 dargestellt.

YYY

A2
anti-CD20 anti-Her2/neu anti-CD33 anti-CD22
Rituximab Herceptin Gemtuzumab 90Y -Epratuzumab
B-Zell Lymphom Brustkrebs AML Non-Hodgkin Lymphom
chimir humanisiert Chemo-konjugat Radio-konjugat

Abbildung 7 Verschiedene Beispiele zu klinisch eingesetzten Antikdrper-Varianten. Die

Verdnderungen sollen dazu dienen, die Antikérper-vermittelte Toxizitdt zu steigern (Rituximab [81],

Herceptin [82], Gemtuzumab [83] und 90Y-Epratuzumab [84]).

Eine der wichtigsten und Uberaus zytotoxischen Subpopulation von Zellen, die im menschlichen
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Koérper fur die Eliminierung von pathogenen Zellen zustandig ist, sind die CD8-positiven T-
Lymphozyten [85]. Allerdings besitzt dieser Zelltypus keinerlei Rezeptoren fur die Fc-Domanen von
IgG-Antikérpern, was ein wichtiger Grund fur die limitierte Wirksamkeit monoklonaler Antikérper

sein dirfte.

Wenn man die Art und Weise, mit der Antikorper Effektorzellen anlocken und aktivieren, etwas
vereinfacht betrachtet, so kann man sagen, dass sie nichts anderes tun, als mittels der Fab-
Doméne ein spezifisches Antigen und mittels der Fc-Domane eine Effektorzelle zu binden.
Antikorper stellen vereinfacht gesagt nichts anderes als eine Art Bindeglied oder Adapter zwischen
zwei Molekilen auf verschiedenen Zellen dar. Diese Betrachtungsweise flihrte zum Konzept der
bispezifischen Antikérper [86, 87]. Dabei versucht man auf unterschiedliche Weise, einem
Antikorper, der mit seinen beiden Fab-Domanen normalerweise nur ein Antigen auf der Oberflache
einer Zielzelle erkennen kann, die Fahigkeit zu geben, ein weiteres Antigen beziehungsweise
Aktivierungsmolekil zu erkennen, welches sich auf Effektorzellen befindet. Dies soll die

zytotoxische Aktivitat der Effektorzellen spezifisch gegen die Zielzellen dirigieren, so dass diese

schlieBlich zerstdrt werden (siehe Abbildung 7).

Zytotoxizitit

Oberflichenantigen bispezifi scher

Antikorper

Aktivierungsmo

Abbildung 8 Schematische Darstellung des Wirkungsmechanismus von bispezifischen

Antikorpern.

Das Konzept der bispezifischen Antikérper fihrte zu einer ganzen Reihe von verschiedenen
Formaten. Abbildung 8 gibt einen Uberblick iber verschiedene molekulare Formate bispezifischer

Antikérper und ihre gebrauchlichen Bezeichnungen.
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N AAA

Quadroma

F(ab)2

Heterodimerer
F(ab)

Heterodimerer
Fv

Diabody

Tandem
scFv

Abbildung 9 Darstellung der unterschiedlichen bispezifischen Antikdrper-Formate und ihre

gebrauchlichen Bezeichnungen (Quadroma [88], Diabody [89, 90] und Tandem scFv [87, 91]).

Abgesehen von den strukturellen Unterschieden der verschiedenen bispezifischen Antikérper,
weichen die Formate auch in ihrer Effektivitdt und damit in ihrer zytotoxischen Wirkung stark
voneinander ab. Da durch bispezifische Antikbrper zudem verschiedene Arten von Effektorzellen
rekrutiert werden kdénnen, kommen dementsprechend auch verschiedene Aktivierungsmolekile
zum Einsatz [87, 91-93]. Tabelle 7 fasst die wichtigsten Ansatze unter Angabe der verwendeten

bispezifischen Antikérperformate mit ihren Vor- und Nachteilen zusammen.

Tabelle 7 Auflistung der bispezifischen Antikérper-Formate in ihrer angewandten Form und

Vergleich ihrer Vor- und Nachteile.

Zielmolekiile CDo4 CD89 CD16 CD3
Quadroma ,
bispezifisches F(ab') F(ab")
- F(ab') F(ab') Tandem scFv
Antikdrperformat ]
Tandem scFv Diabody
M t trophil
Effektorzellen onozyten und neu Tophlie NK Zellen T Zellen
Granulozyten

Notwendigkeit von Pré- , )

. . Ja Nein Ja Ja Nein
oder Kostimulation
EDs, range [ug/ml] 0.1-1 0.1-1 0.03-1 0.1-1 10° ~10*
E:T ratio Z40:1 100:1 —200:1 50:1 Z10:1 =1:10

Fir ein erfolgsversprechendes Format sollten diverse Voraussetzungen erflillt sein. Unter anderem
sollte man im Hinblick auf eine einfache therapeutische Anwendung auf eine Pra- oder

Kostimulation der Effektorzellen verzichten kénnen. Ein weiteres wichtiges Kriterium ist das
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Verhaltnis von Zielzellen zu Effektorzellen, da die Effektorzellen gegeniber den Zielzellen in vivo in
der Regel im Unterschuss vorliegen durften. Das heil3t ein Format, dass mit weniger Effektorzellen
auskommt, hat bessere Aussichten auf Erfolg. Darliber hinaus spielt auch die Héhe der wirksamen
Antikdrperkonzentration eine wichtige Rolle, da sich hieraus der Materialbedarf und damit die

Produzierbarkeit des bispezifischen Antikdrpers in ausreichenden Mengen ergibt.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, einen neuen bispezifischen Antikérper im Tandem single-chain Fv-
Format (scFv) zu generieren [87, 91]. Dieser sollte einerseits spezifisch gegen die CH3-Doméne
des humanen Immunglobulin E und andererseits spezifisch mit der CD3-Komponente des T-Zell-
Rezeptor-Komplexes reagieren. Dazu sollten die variablen Regionen aus Hybridomzellen, welche
einen entsprechenden monoklonalen anti-IgE Antikérper produzieren, kloniert und zu einem

bispezifischen single-chain Konstrukt rekombiniert werden [94].

Zur Produktion und Aufreinigung des IgExCD3 Antikdrpers benétigt man ein geeignetes
Expressionssystem und ein passendes Verfahren zur Isolierung des Konstruktes. Dafiir sollten
Chinese Hamster Ovary (CHO) Zellen stabil transfiziert werden. Die CHO-Zellen sollten den
bispezifischen Antikérper als voll funktionsfdhiges rekombinantes Protein in den

ZellkulturGiberstand sezernieren, um es daraus schlieRlich mit geeigneten Mitteln aufzureinigen.

Um den bispezifischen Antikérper zu charakterisieren, bedarf es der Etablierung verschiedener
Testmethoden. Da IgE-positive B-Lymphozyten im peripheren Blut von Menschen in zu geringer
Zahl vorkommen um sie daraus zu isolieren, musste eine geeignete Zielzelllinie kloniert werden.
Dazu musste das humane Immunglobulin E in seiner membranstandigen Form in einer Maus-B-

Zell-Lymphom-Zelllinie exprimiert werden.

Zur weiteren Charakterisierung des bispezifischen single-chain Antikérpers IgExCD3, musste
nachgewiesen werden, dass dieses Konstrukt spezifisch IgE-positive B-Lymphozyten eliminiert.
Zellen, die Immunglobulin E entweder Gber den hoch- oder den niedrig-affinen FcEpsilon-Rezeptor
auf ihrer Oberflache prasentieren, durften nicht eliminiert werden. Diese Nachweise sollten mit Hilfe

eines 51Chrom—Freisetzungs—Test erbracht werden.

AuRerdem musste sichergestellt werden, dass durch den bispezifischen single-chain Antikérper
IgExCD3 keine Degranulation von Mastzellen induziert wird. Dazu musste ein Verfahren etabliert
werden, um die Ausschittung der Granula zu messen. Dies sollte durch die Messung des Enzyms

Beta-Hexosaminidase, welches ein Bestandteil dieser Granula ist, untersucht werden.

Mit der Herstellung und Charakterisierung des bispezifischen IgExCD3 single-chain Antikérpers
sollte gezeigt werden, dass es sich hierbei um einen innovativen und vielversprechenden Ansatz in
der Therapie IgE-vermittelter Krankheiten, wie zum Beispiel dem allergischen Asthma bronchiale,
handelt.
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2 MATERIAL

Im Folgenden werden samtliche Materialien, die in dieser Arbeit eingesetzt wurden, aufgelistet. Bei
einigen dieser Materialen handelt es sich um toxische oder kanzerogene Materialen. Daher ist eine
allgemeine Vorsicht bei dem Umgang mit diesen Stoffen immer angebracht. Grundsatzlich sollte

immer mit Handschuhen gearbeitet werden und wenn nétig ein Mundschutz aufgesetzt werden.

2.1 Chemikalien

Chemiakalien

Agar-Agar

Agarose GTG Seakem
Ammoniumazetat
Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat

APDS

ATP

Borsaure

Bromphenolblau
Calciumchlorid

CFSE
D-(+)-Glucose-Monohydrat
Di-Kalium-Hydrogenphosphat
Di-Natrium-Hydrogenphosphat
DNA-GroRenmarker
dNTP-Set

DTT

EDTA

Glycerin

Harnstoff

HEPES

Isopropanol

Kaliumazetat

Kaliumchlorid
Kalium-Dihydrogencarbonat
Kalium-Dihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Mangan-Chlorid-Tetrahydrat
MOPS

Natriumazetat

Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumcitrat-Dihydrat
Natrium-Dihydrogen-Phosphat

AmmoniumPeroxoDiSulfat

Carboxy-Fluoresceindiacetate-Succinimidyester

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

EthylenDiaminTetraAcetat

4-(2-HydroxyEthyl)-1-PiperazinEthanSulfonsaure

3-(N-Morpholino)-Propan-Sulfonsaure

Roth, Karlsruhe

Biozym, Hess. Oldendorf

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Amersham, Freiburg
Roth, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Amersham, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Biomol, Hamburg
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
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Natrium-Dihydrogen-Phosphat
Natrium-Hydrogencarbonat
Natriumhydroxid-Platzchen
Natriumnitrit
Natrium-Thiosulfat

PNAG

SDS

TRIS

Trypan-Blau

Xylol

Zitronensaure

p-Nitrophenyl-Acetyl-b-D-Glucosamin
Natrium-Lauryl-Sulfat
Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan

2.2 Puffer und sonstige Losungen

Puffer

PBS Phosphate
Buffered
Saline

PBST PBS-Tween

TBE Tris
Borate
EDTA

TBS Tris
Buffered
Saline

TBST TBS-Tween

TfB | (steril)

TfB Il (steril)

Tyrode-Puffer (20x)

NaCl
Na,HPO,
KH,PO,

Merck
Merck
Merck

PBS plus 0,05% Tween 20

Tris
Borsaure
EDTA

Tris
NaCl

Merck
Merck
Merck

Merck
Merck

TBS plus 0,05% Tween 20

KAc
MnCl,
KCI
CaCl,
Glycerol

Na-MOPS
KCI

CaCl,
Glycerol
NaCl

KCI
NaH,PO, (2H,0)
MgCl,

Merck
Merck
Merck
Merck
Merck

Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Fluka, CH 9470-Buchs
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

150 mM
10 mM
2 mM

89 mM
89 mM
2 mM

50 mM
150 mM

30 mM

50 mM
100 mM

10 mM

15 % (wiv)

10 mM

10 mM

50 mM

15 % (wiv)
160.0 g

40g¢g

10g

1349
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SDS-PAGE-Puffer

10x SDS-PAGE-Laufpuffer

5x SDS-PAGE-Ladepuffer pH 6,8

Blocklésung

Blott-Puffer

Gel-Fixier-Losung

sonstige Lésungen

ABTS

Acyrylamid
Chloroform
Coomassie-Blau
Eisessig 100%
Essigsaure
Ethanol unvergallt
Ethanol vergallt
Ethidiumbromid
Formaldehyd
Methanol
Phenol/Chloroform
Propanol
Salzsaure (rauchend)
TEMED

Triton X-100
Tween 20

0,5M, pH 6,8
10%

0,2 % (W/v)

Tris
Glycin
SDS

Tris/HCI

SDS

Glycerin
Bromphenolblau
beta-Mercaptoethanol
Glycerol

Magermilchpulver
TBS

SDS-Page-Laufpuffer
Methanol

Iso-Propanol
Essigsaure

2,2'-Azino-Di-(3-EthylBenzThiazolin)
Acrylamid-/Bisacrylamidgemisch

N,N,N',N'-TetraMethylEthylenDiamin

Sulfonsaure

Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaureat

303 g
1441 g
1049

10 ml
25 ml
35 ml
15 ml
15 ml
15 ml

2.5 % (Wiv)

900 ml
100 ml

25 % (viv)
10 % (v/v)

Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
JT Baker, Griesheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Amersham, Freiburg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
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2.3 Antikorper

Antigen Konjugat
Histidins Biotin
Histiding Peroxidase (POX)
human CD4 AlloPhycoCyanin (APC)
human CD8 AlloPhycoCyanin (APC)
human CD23  R-PhycoErythrein (R-PE)
human CD25  PhycoErytrin-Cyanin5 (PE-Cy5)
human CD69  PhycoErytrin-Cyanin5 (PE-Cy5)
human IgE Fluorescein IsoThioCyanat (FITC)
Nip

24 Enzyme

DNAse 1, RNAse-frei

Reverse Transkriptase

Taq DNA-Polymerase

Taq Expand High Fideltity

Restriktionsenzyme
Eag |, EcoR I, Xba |, Xho I, PspOM |, Sac I, Sal |

Spezies

Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Hase

Mensch

BamH |, BspE I, BsrG I, Kpn |, Nco |, Nde |

2.5 Kommerzielle Kits

Zytokin-ELISA-Kits

Isotyp

IgG1

IgG1

IgG1, kappa
IgG1, kappa
IgG1, kappa
IgG1, kappa
IgG1, kappa
polyklonal

IgE

Hersteller

Qiagen

Roche

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Dako

Serotec

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

New England Biolabs

Roche, Mannheim

Katalog-Nr.

34440
1965085
555349
555369
555711
555433
555532
F035202

MCA333B

104159
3531317001
11647679001

11732641001
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TNF-alpha OPTEIA Becton Dickinson SE555212

INF-gamma OPTEIA Becton Dickinson SE555142
IL-6 OPTEIA Becton Dickinson SE555220
IL-2 OPTEIA Becton Dickinson SE555190

Molekularbiologische-Kits
Qiafilter Plasmid Midi Kit Qiagen 12143

Rneasy Mini Kit Qiagen 74103

2.6 Plasmide und Oligonukleotide
Oligonukleotide zur Klonierung des humanen Membran-standigen IgE

5'- CH4-IgE 5-AAAGAGCTCGAATTCGGGATCCATGCCATGGGCAGGCCGGGGTCGT
GGGGGAAGGGAGGGAGCGAGTGAGCGTGGCCC-3'

3’- CH4-IgE 5'-CGGGGTACCTCTAGAGCGGGCCCGCTGGACGGTCTGTGA-3'

5- MS-IgE
o 5'-CAGCCGGCCGTGTCTGTAAATCCCGAGCTGGACGTGTGCGTGGA GGAG-3'

5- ML-IgE
° 5'-CAGCCGGCCGTGTCTGTAAATCCCGGGCTGGCTGGCGGCTCC GCGCAG-3'

3'- M-IgE 5'-CTAGTCTAGACTAGGCGTGGGGCTGGAGGACGTTG-3'

Oligonukleotide zur Klonierung des bispezifischen single-chain Antikérpers IgExCD3

5’- VL-anti-IgE 5'-AGGTGTACACTCCGAGCTCGTGATGACCCAGTCTCC-3'

3’- VL-anti-IgE 5-TTTCAGCTCCAGCTTGGTCCC-3'

5’- VL-anti-IgE-GSL 5-GGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGTTCTGAGCTCGTGAT
GACCCAG-3'

3’- VL-anti-IgE-BspE | 5-AATCCGGATTTCAGCTCCAGCTTGG-3'
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5°- VH-anti-IgE

5’- VH-anti-IgE-BsrG |

3'- VH-anti-Ige-GSL

3’- VH-anti-IgE

2.7 Zellen,
Zellen
CHO
CHO-IgExCD3
J558L
J558L-MSIgE
J558L-MLIgE
RBL-2H3

RBL-2H3/3025

HPB-ALL

HOM2

5-GAGGTCCAGCTTCTCGAGTCTGG-3'
5-AGGTGTACACTCCGAGGTCCAGCTTCTCGAG-3'

5-GGAGCCGCCGCCGCCAGAACCACCACCACCGGAGGAGACTGTG AGAG-
3|

5-CTTGGCCCCAGTGGTCAAATCCCCCGTAGGTACTGCGGCC TCTAGTAC-
3|

-Medien und Zellzusatze

Chinese alpha-MEM-Medium 37 °C 5 % CO2
Hamster
Ovary

CHO plus pEF/DHFR-IgEXCD3-Vektor
Selektion mit: Methotrexat 20 nM

Balb/c Maus RPMI-Medium 37 °C 5 % CO2
B-Zell-Lymphom

J558L plus pEF/NPT-hulgE-MS-Vektor
Selektion mit: Geneticin 1000 pg/ml

J558L plus pEF/NPT-hulgE-ML-Vektor

Selektion mit: Geneticin 1000 pg/ml
Ratte RPMI-Medium 37 °C 5 % CO2
Mastzell

RBL-2H3 plus pEF/NPT-huFcEpsilon-alpha-Vektor
Selektion mit: Geneticin 1000 pg/ml

Human RPMI-Medium 37 °C 5 % CO2
T-Zell-Lymphom

Human RPMI-Medium 37 °C 5 % CO2
EBV-infiziert
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Medien

RPMI-Medium

Zusatze:

D-MEM-Medium

Zusatze:

alphaMEM-Medium (-)

Zusatze:

alphaMEM-Medium (+)

Zusatze:

HyQ PF CHO

Zusatze:

Zellkultur-Bedarf

FCS

FCS dialysiert

Hank's

Ficoll

DMSO

L-Glutamin

Penicillin-Streptomycin

Geneticin

Methotrexat

EDTA

RPMI-1640

FCS

L-Glutamin
Penicillin-Streptomycin

D-MEM

FCS

L-Glutamin
Penicillin-Streptomycin

alpha-MEM ohne Nucleotide
FCS-dialysiert

L-Glutamin
Penicillin-Streptomycin
alpha-MEM mit Nucleotide
FCS

L-Glutamin
Penicillin-Streptomycin
200x Nucleotide

HyQ PF CHO Liquid Soy

L-Glutamin
Penicillin-Streptomycin

Fetal Calf Serum

Fetal Calf Serum

Hank's Salt Solution
Ficoll Separating Solution

Di-Methyl-Sulf-Oxid

(G418)
(MTX)

EthylenDiaminTetraAcetat

Gibco
Gibco
Gibco
Gibco

Gibco
Gibco

Gibco
Gibco

Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco

Gibco
Gibco

Perbio
Gibco
Gibco

Gibco

Gibco

Biochrom

Biochrom

Sigma

Gibco

Gibco

Gibco

Sigma

Gibco

21875-091
10270-016
25030-024
15140-122
31885-023
10270-016

25030-024
15140-122

22561-021
26400-044
25030-024
15140-122
22561-021
10270-016

25030-024
15140-122

SH30359.02
25030-024
15140-122

10270106

26400044

L2045

L6115

D2650

25030-024

15140-122

11811-031

A6770

15575-038

10 % (viv)
2 mM
100 U/ml

10 % (viv)
2mM
100 U/ml

10 % (v/v)
2 mM
100 U/ml

10 % (viv)

2 mM
100 U/ml
0.5 % (v/v)

2 mM
100 U/ml

10 % (Vv)

10 % (v/v)

50 % (v/v)

7.5 % (viv)

10 % (v/v)

2 mM

100 U/ml

1000 pg/ml

20-100 nM

0.02 % (viv)
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2.8 Bakterien, -Medien und Bakterien-Zusatze

Bakterien

Escherichia coli kompetent XL | Blue

Medien und Bakterien-Bedarf

LB Luria Trypton Gibco
Bertani Hefe-Extrakt Gibco

NaCl Merck

Ampicilin Sigma
Agar-Agar Gibco

LB-Medium
30392-021 10 g/L
30393-029 5g/L

5g/L
A6140 50 pg/ml
2266.1 1.5 % (vIv)

-37-



3 METHODEN

Im folgenden sind die Methoden, die in dieser Arbeit angwendet wurden, um den bispezifischen
IgEXCD3 single-chain Antikérper herzustellen und zu charakterisieren aufgelistet. Grundsétzlich ist
bei jeder Methode auf exaktes und sauberes Arbeiten zu achten. Einige Methoden wurden fir
verschiedene Nachweise o6fters angewendet, wobei das Prozedere teilweise geandert werden
musste. In solchen Fallen ist die Methode erklart mit einem Hinweis, dass einzelne Vorgange oder
Materialien unterschieldich eingesetzt wurden. Grundsatzlich ist bei jeder Methode auf das
Mitfuhren sogenannter positiver und negativer Kontrollen zu achten. Nur durch deren Einsatz, kann

man letztendlich auf die Korrektheit schlieen.

3.1 Zellbiologische Methoden

Bei den zellbiologischen Methoden ist zu beachten, dass teilweise Proben von Patienten, wie zum
Beispiel Blut verwendet wird. Daher sollte immer mit Handschuhen gearbeitet werden, um das
potentielle Infektionsrisiko zu minimieren. Teilweise wurde mit genetisch verandertem Material
gearbeitet, die einen besonderen sorgsamen Umgang erfordern, wie zum Beispiel transformierte

Escherichia coli Bakterien mit Antibiotikaresistenz.

3.1.1 Praparation kompetenter Escherichia coli XL | Blue

Einige Bakterien, wie zum Beispiel das Bazillus subtilis, besitzen die natirliche Fahigkeit DNA aus
ihrer Umgebung aufzunehmen. Diese Eigenschaft nennt sich Kompetenz. Die aufgenommene
DNA wird wie die bakterieneigene DNA mit jeder Teilung vermehrt. Neben dieser natirlichen
Kompetenz kann man Bakterien durch spezielle Wachstumsbedingungen zur Aufnahme von
Fremd-DNA bewegen. Mg”—lonen spielen dabei eine wichtige Rolle, wobei der Mechanismus nicht
bekannt ist. Diese induzierte Kompetenz soll im Laufe dieser Arbeit zur Amplifikation von DNA
angewendet werden. Dazu muss der gewtlinschte Bakterienstamm, in diesem Fall E. coli XL | Blue

(Bullock et al., 1987), zuerst prapariert werden.
Protokoll:

- 5 ml LB-Medium werden mit dem gewuinschten Bakterienstamm angeimpft und tUber Nacht auf

einem Rotationsschiittler kultiviert

- 500 pl dieser Bakterien-Suspension werden am nachsten Morgen in 100 ml LB-Medium
uberfihrt, welchem man 1 ml 1 M MgCl, zugefligt hat

- Die Suspension wird bis zu einer optischen Dichte bei 550 nm (ODss) von 0,6-0,8 kultiviert
und anschlieend bei 1000 g fir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert

- Der Uberstand wird dekantiert, das Pellet in 40 ml eisgekiihlter TfB | resuspendiert und fiir 10
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Minuten auf Eis inkubiert

- nach einer erneuten Zentrifugation bei 1000 g fiir 10 Minuten bei 4°C, wird der Uberstand

dekantiert und das Pellet in 4 ml gekuhlter TfB Il resuspendiert

- 100 pl dieses Ansatzes werden jeweils in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3, welche auf Trockeneis

lagerten, uberfuhrt und dabei schockgefroren

3.1.2 Expression von humanem membranstandigem IgE auf

Mauszellen

Da es nicht mdglich ist IgE-positive B-Zellen aus dem peripheren Blut aufzureinigen, mussten IgE-
positive Zellen in vitro hergestellt werden. Da die Expression der Epsilon-Schwere-Kette fur
samtliche anschlieRenden Versuche ausreicht, sollte diese in eine geeignete Zelllinie stabil
transfiziert werden. Dazu eignet sich die Maus J558L-Zellen sehr gut, da sie nur eine Kappa-
Leichte-Kette exprimiert. Die Klonierung des humanen IgE wurde in Kapitel 3.2.1.11 beschrieben.
Dieses Gen wurde mit Hilfe entsprechender Restriktions-Enzyme in einen pEF-NPT-Vektor
eingefugt. Die Grundlage dieses Vektors ist der Promotor fir den Elongations-Faktor-1-alpha (EF-
Promotor). Aufgrund dieses Promotors wird das ,Gen von Interesse“ (Gvl) in nahezu jeder Zelle
abgelesen. Das Enzym Neomycin-Phospho-Transferase (NPT) verleiht den Zellen, welche das
Konstrukt erfolgreich ins Genom integriert haben, eine Resistenz gegeniber dem sonst toxischen
Genetizidin (G418). Zwischen dem Gvl und dem NPT liegt eine ribosomale Reiniitierungstelle
(IRES), welche die Translation von zwei Proteinen auf einer mMRNA ermdglicht. Die Aufnahme des
linearisierten Konstruktes wird durch eine Elektroporation erreicht, bei der es kurzzeitig zu kleinen
Poren in der Membran kommt durch die das Konstrukt in die Zelle dringen kann. Durch Zugabe
von G418 in das entsprechende Medium, kdnnen so die Zellen selektioniert werden, welche das

Konstrukt erfolgreich in ihnr Genom eingebaut haben und dieses auch translatieren.
Protokoll:

- 100 pg des Konstruktes wurden mit 100 Einheiten des Enzyms Nde | linearisiert (Kontrolle

erfolgte im Agarosegel)

- Die DNA wurde mit Hilfe eines Qiafilter Plasmid Mini Kit (Qiagen) von dem Enzym getrennt
und die DNA in 800 pl PBS (Ca”*-, Mg**-frei) aufgenommen

- Dicht gewachsene J558L-Zellen in einer 75 cm?® Kulturflasche (circa 10’ Zellen) wurden bei
500 g fur 5 Minuten bei 37°C zentrifugiert

- Das Zellpellet wurde zweimal mit 30 ml PBS (Ca**-, Mg®*-frei) gewaschen und 500 g fiir 5
Minuten bei 37°C zentrifugiert

- Das Zellpellet wurde anschlieRend in den 800 ul DANN/PBS-L6sung resuspendiert und in eine

vorgekihlte Elektroporationskiivette tberfiihrt
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- Nach funf Minuten Inkubation wurden sie mittels eines Genepulsers (260 V, 960 pF)

elektroporiert.

- Die Zellen wurden anschlieRend in eine 75 cm? Kulturflasche Gberfihrt und fiir 48 Stunden in

Vollmedium kultiviert

- Zur Selektion wurde dem Medium G418 in einer Konzentration von 1000 pg/ml zugefligt und
die Zellen anschlief3end subkloniert

3.1.3 Produktion des IgExCD3 Antikorpers durch CHO-Zellen

1991 wurde ein Expressionssystem beschrieben, welches auf der stabilen Transfektion von
,Chinese Hamster Ovary“ Zellen (CHO) beruht [95]. Dieses eukaryontische Expressionssystem
macht sich den Mangel von Di-Hydro-Folat-Reduktase (DHFR) in diesen Zellen zunutze. Der
entscheidende Stoffwechselschritt ist in Abbildung 23 zu sehen. Die Klonierung des bispezifischen
IgExCD3 single-chain Antikdrpers wurde in Kapitel 3.2.1.10 beschrieben [96]. Dieses Gen wurde
mit Hilfe entsprechender Restriktions-Enzyme in einen pEF-DHFR-Vektor eingefiigt. Die Grundlage
dieses Vektors ist der Promotor fir den Elongations-Faktor-1-alpha (EF-Promotor). Aufgrund
dieses Promotors wird das ,Gen von Interesse” (Gvl) in nahezu jeder CHO-Zelle abgelesen. Die
DHFR verleiht den Zellen, welche das Konstrukt erfolgreich ins Genom integriert haben, die
Fahigkeit in Abwesenheit von Nukleotiden zu uberleben. Zusatzlich kann durch die Zugabe von
Methotrexat (MTX) eine Amplifikation des Gvl erreicht werden. Dies ermdglicht eine ribosomale
Reiniitierungstelle (IRES), welche zwischen dem Gvl und dem DHFR liegt und die Translation von
zwei Proteinen auf einer mRNA ermdglicht. Die Aufnahme des linearisierten Konstruktes wird
durch eine Elektroporation erreicht, bei der es kurzzeitig zu kleinen Poren in der Membran kommt
durch die das Konstrukt in die Zelle dringen kann. Durch Entzug der Nukleotide und Zugabe von
MTX in verschiedenen Konzentrationsstufen kommt es zu einer Selektion der erfolgreich

transfizierten Zellen und zu einer gesteigerten Produktion des bispezifischen Antikdrpers.
Protokoll:

- 100 pg des Konstruktes wurden mit 100 Einheiten des Enzyms Nde | linearisiert (Kontrolle

erfolgte im Agarosegel)

- Die DNA wurde mit Hilfe eines Qiafilter Plasmid Mini Kit (Qiagen) von dem Enzym getrennt
und die DNA in 800 pl PBS (Ca”*-, Mg**-frei) aufgenommen

- CHO-Zellen, die in einer 75 cm® Kulturflasche (circa 10’ Zellen) dicht gewachsen waren,

wurden mit 2 ml 0,02 %iger EDTA-PBS-L6sung von der Flasche abgel6st

- die Zellen wurden in 40 ml PBS aufgenommen, in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen tberfihrt und
bei 500 g fiir 5 Minuten bei 37°C zentrifugiert

- Das Zellpellet wurde zweimal mit 30 ml PBS (Ca2+-, Mg”—frei) gewaschen und bei 500 g fir 5
Minuten bei 37°C zentrifugiert
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- Das Zellpellet wurde anschlieRBend in den 800 ul DANN/PBS-L6sung resuspendiert und in eine
vorgekihlte Elektroporationskiivette tberfiihrt

- Nach funf Minuten Inkubation wurden sie mittels eines Genepulsers (260 V, 960 pF)

elektroporiert.

- Die Zellen wurden anschlieRend in eine 75 cm? Kulturflasche Gberfihrt und fiir 48 Stunden in

Vollmedium, welches mit Nukleotiden supplementiert war, kultiviert

- Zur Selektion wurden die leicht konfluend gewachsenen Zellen mit PBS gewaschen und
Medium ohne Nukleotide zugegeben

- fir die erste Amplifikationsrunde wurde ein Teil dieser selektionierten Zellpopulation in eine
andere 75 cm?® Kulturflasche tiberfihrt und MTX in einer Endkonzentration von 20 nM

zugefugt

- fur die zweite Amplifikationsrunde wurde MTX schlieBlich in einer Endkonzentration von 100

nM zugeflgt

3.1.4 Subkultivierung und Kryo-Konservierung von Kulturzellen

Die Medien von Zellen (HyQ, DMEM, RPMI oder alpha-MEM) enthalten fotales Kélberserum (FCS)
zu einem Anteil von 10 %. Daneben werden noch Antibiotika, wie zum Beispiel
Penicillin/Streptomycin zu jeweils 100 Einheiten/ml, und L-Glutamin bei Bedarf zugesetzt. Die
Zellen werden bei 37°C in einem Brutschrank mit 5% CO2 in einer wasserdampfgesattigten
Atmosphare kultiviert. Das Passagieren von Zellen (Subkultivierung) hangt davon ab, ob die Zellen

an die Kulturflasche anhaften oder nicht.
Protokoll:

- Adhéarente Zellen werden durch Zugabe von 1 ml 0,02 %iger EDTA-PBS-LAdsung von der
Flasche geldst und anschlieBend in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen uberfihrt, in welches

bereits 40 ml PBS vorgelegt wurde.
- Nach Zentrifugation bei 500 g fiir 5 Minuten bei 4°C wird der Uberstand dekantiert.

- Das Zellpellet wird anschlieBend in 5 ml Medium resuspendiert und in einer Neubauer-
Zahlkammer unter Verwendung von Trypanblau gezahlt.

- Ein Teil der Zellen wird in einer neuen 75 cm? Kulturflasche tberfiihrt.

- Suspensions-Zellen werden passagiert, in dem man 20 ml der Kultur bei 500 g fir 5 Minuten

bei 4°C zentrifugiert.

- Der Uberstand wird dekantiert und das Pellet in 5 ml Medium resuspendiert. Die Zellen
werden in einer Neubauer-Zahlkammer unter Verwendung von Trypanblau gezahlt und

entsprechend dem Bedarf in eine neue 75 cm? Kulturflasche tiberfiihrt.
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Zur Lagerung und Sicherung von Zellen kénnen diese eingefroren werde. Dies geschieht entweder
bei —80°C in einer Ultratiefkihltruhe oder bei —150°C in der Gasphase von flissigem Stickstoff. Als
Gefriermedium dient eine Mixtur aus 10% DMSO und 90% FCS.

Protokoll:
-4 x 10° Zellen werden in PBS gewaschen und bei 500 g fur 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert
- der Uberstand wird dekantiert und das Pellet in 4 ml Gefriermedium resuspendiert

- jeweils 1 ml dieser Suspension wird in ein 1 ml Kryoréhrchen Uberfihrt und in eine

Styroporschachtel gegeben.

- diese wird zuerst bei —80°C gelagert, wobei es durch die Styroporschachtel zu einer

gleichmaRigen verzdgerten Einfrieren kommt

- zur Langzeitlagerung kénnen die Kryoréhrchen nach 5 Tagen in einen
Flussigstickstoffbehalter Uberflihrt werden

3.1.5 Nachweis der Bindung des bispezifischen Antikdrpers auf

Zellen

Um die Bindung des bispezifischen IgExCD3 Antikérpers an Oberflachenantigene von Zellen zu
analysieren, eignet sich die Durchflul-Zytometrie. Mit Hilfe dieser Technik kann analysiert werden,
ob und in welchem MaRe der Antikérper sein Antigen auf der Oberflache von Zellen erkennt. Der
Nachweis des bispezifischen Antikérpers erfolgt dabei durch einen zweiten Antikérper, der den
Histidin-Schwanz am Ende des IgExCD3 erkennt. Der Nachweis-Antikérper ist mit einem
Fluorochrome markiert, welches bei der Anregung durch einen Laser definierter Wellenlange eine
charakteristische Strahlung aussendet. Die ausgesendete Strahlung wird von Detektoren erfasst
und an einem Computer grafisch wiedergegeben. Je nach Versuchsansatz kénnen dabei 1-4

Fluorchrom-markierte Antikérper zum Einsatz.
Protokoll:

- Die Zellen, die das erwiinschte Antigen prasentieren, werden gewaschen und bei 500 g fir 5

Minuten bei 4°C zentrifugiert

- Der Uberstand wird dekantiert, das Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert und in einer

Neubauerzahlkammer die Zahl der lebenden Zellen bestimmt

-1 x 10° Zellen werden in eine 96-Loch-Platte, mit V-Boden, tiberfiihrt und diese bei 500 g fur5
Minuten bei 4°C zentrifugiert

- der Uberstand wird durch kurzes Kippen der Platte entfernt und das Zellpellet durch Schiitteln

aufgelockert

- 30 yl des bispezifische IgExCD3 Antikérpers werden anschlieBend darauf in entsprechenden
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Verdiinnungsstufen fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
- zweimaliges Waschen mit PBS und Zentrifugation bei 500 g fir 5 Minuten bei 4°C

- Inkubation mit dem Nachweis-Antikérper in entsprechender Konzentration fiir 30 Minuten bei

Raumtemperatur
- zweimaliges Waschen mit PBS und Zentrifugation bei 500 g fir 5 Minuten bei 4°C
- gegebenenfalls Inkubation mit Sekundar-Antikérper fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur
- zweimaliges Waschen mit PBS und Zentrifugation bei 500 g fir 5 Minuten bei 4°C
- Resuspendierung des Pellets in 100 ml einer 1 %igen Formaldehyd-PBS-Lésung

- Analyse der Farbung mit Hilfe der DurchfluR-Zytometrie am Gerat FACScan der Firma Becton

Dickinson

3.1.6 Isolation von peripheren mononuklearen Zellen aus Vollblut

Fir einige Experimente ist es notig humane mononukledre Zellen aus dem peripheren Blut
aufzureinigen. Man erreicht dies durch den Einsatz eines Ficoll-Gradienten, der die
Zellpopulationen des Blutes aufgrund ihrer Dichte trennt. Die Erythrozyten und Granulozyten fallen
dabei als Pellet aus, wahrend die mononuklearen Zellen in einer sogenannten Interphase
angereichert werden. Die Zellzahl wird durch eine Vitalfarbung mit Trypanblau bestimmt und
anschlielend entsprechend dem weiteren Experiment behandelt. Als Ausgangsmaterial wurde hier
frisch entnommenes Vollblut von gesunden Patienten verwendet. Zur Entfernung der
Thrombozyten wurde dem Fiquoll-Dichtegradienten ein extra Waschschritt mit Hanks-Salz

vorgeschaltet.
Protokoll:

- 25ml Vollblut wurden mit 25 ml Hanks-Salz in ein 50 ml Zentrifugenrdhrchen gegeben und bei
200 g fur 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert

- Die obere Phase enthalt die Thrombozyten und wird entfernt. Die untere Phase wird auf 15 ml
Ficoll langsam Uberschichtet, welches zuvor in ein 50 ml Zentrifugen-réhrchen vorgelegt
wurde, und bei 800 g fir 25 Minuten bei 4°C zentrifugiert

- Die Interphase wird vorsichtig abgenommen und in ein neues 50 ml Zentrifugen-réhrchen
Ubergeben. AnschlieBen mit PBS auf 50 ml aufgefillt und bei 600 g fir 10 Minuten bei 4°C

zentrifugiert

- Der Uberstand wird dekantiert und das Pellet erneut mit 50 ml PBS gewaschen. Zentrifugation
bei 600 g fiir 10 Minuten bei 4°C

- Der Uberstand wird dekantiert und das Pellet in 2 ml PBS resuspendiert

- Die Zahl der lebenden Zellen wird mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer und Trypanblau
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bestimmt

- Weiteres Vorgehen entsprechend den anschlieBenden Experimenten

3.1.7 Nachweis der Aktivierung von T-Lymphozyten mittels

Expression von Oberflachenmarkern

Bei einer Aktivierung von T-Lymphozyten kommt es zu Veranderungen von Oberflachenmolekilen
im Sinne einer verstarkten beziehungsweille verminderten Expression. Bei einigen dieser Molekile
sind relativ klassische Verlaufe bekannt. Bei zwei dieser Strukturen handelt es sich um CD25 und
CD69. Das CD69 ist ein sehr friher Marker fur Aktivierung, welcher circa 24-36 Stunden nach
Aktivierung hochreguliert wird. Bei CD25 kommt es erst nach 72-96 Stunden zu einer verstarkten
Expression. Mit Hilfe von Fluorochrom-markierten Antikérpern und der DurchfluR-Zytometrie
kénnen diese Oberflachenmodulationen festgestellt und grafisch wiedergegeben werden. Um die
Aussagekraft Uber die Aktivierung und Proliferation von T-Lymphozyten durch den bispezifisischen
IgExCD3 single-chain Antikérper wahrend der Eliminierung IgE-positiver B-Zellen zu erhdhen,
wurde parallel dazu die Proliferation mit CFSE (3.1.7) und die Ausschittung von Zytokinen mit

einem ELISA (3.1.9) in einem Ansatz gemessen.
Protokoll:

- Die isolierten und gewaschenen PBMZ werden je nach Versuchsaufbau in einer 96-Loch-

Platte entsprechend dem Ansatz flir 24 oder 72 Stunden kultiviert

- Danach wurde die Platte bei 500 g fiir 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in

diesem Versuch fir eine parallele Analyse abpipettiert (siehe 3.1.9)

- Das Zellpellet wurde anschlieend zweimal mit PBS gewaschen und bei 500 g fir 5 Minuten

bei 4°C zentrifugiert

- Das Pellet wurde danach in 200 yl PBS resuspendiert und jeweils 50 ul in ein Loch einer 96-V-

Platte gegeben

- die V-Platte mit den Zellsuspensionen wurde anschlieRend bei 500 g flr 5 Minuten bei 4°C

zentrifugiert

- das Pellet wurde durch schitteln gelockert und die Antikdrper dazupipettiert. Dabei wurde in

ein Loch entweder eine Kombination aus
1) CD4/APC, CD69/FITC und CD25/PE-Cy5 oder
2) CD8/APC, CD69/FITC und CD25/PE-Cy5
dazugegeben und fur 30 Minuten lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur inkubiert
- die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen bei 500 g fir 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert

- das Zellpellet wurde zur Fixation in einer 1 %igen Formaldehyd-PBS-L&sung resuspendiert
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- Die Analyse erfolgte computergestitzt an einem FACScalibur der Firma Becton Dickinson

3.1.8 Nachweis der Aktivierung von PBMC mittels Freisetzung von

Zytokinen

Aktivierte T-Lymphozyten schutten Zytokine in ihr umgendes Milieu aus. Abhangig vom
ausgeschitteten Zytokin kommt es dabei zu unterschieldichen Effekten in der Umgebung der T-
Zellen. Eine Liste der untersuchten Zytokine, ihre Wirkung und welche Zellen diese freisetzen ist in
Tabelle 24 dargestellt. Die Zytokine kénnen mittels Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay
(ELISA) nachgewiesen werden. Dazu wurden kommerzielle ELISA-Kits der Firma Becton
Dickinson verwendet. Um die Aussagekraft Gber die Aktivierung und Proliferation von T-
Lymphozyten durch den bispezifisischen IgExCD3 single-chain Antikérper wahrend der
Eliminierung IgE-positiver B-Zellen zu erhdhen, wurde parallel dazu die Proliferation mit CFSE
(3.1.7) und die Expression von Aktivierungsmolekullen mit der DurchfluR-Zytometrie (3.1.8) in

einem Ansatz gemessen.
Protokoll:

- ELISA-Platten wurden tber Nacht mit 100 yl der entsprechenden ,Fang-Antikorper‘-PBS-
Lésung beschichtet.

- Uberstand wurde weggekippt und die Platte mit einer Blocklésung tber Nacht inkubiert, um
nicht beschichtete Teile der Platten abzudecken. Vor deren Einsatz wurden die Platte zweimal
mit PBS gewaschen

- von dem gleichen Ansatz wie in 3.1.8 wurden 200 pl der Uberstande abpipettiert

- jeweils 50 pl dieser Uberstande wurden auf die beschichteten ELISA-Platten gegeben und fir
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert

- die Platten wurden zweimal mit PBS gewaschen

- anschlielRend wurde die Platte mit 100 pl der ,Nachweis-Antikérper‘-PBS-Lésung inkubiert.
Die Nachweis-Antikdrper sind dabei mit dem Enzym Meerrettich-Peroxidase (POX) markiert

- die Platten wurden zweimal mit PBS gewaschen

- Inkubation mit 200 pl des Substrats ABTS, welches durch POX in eine farbige Ldsung
umgesetzt wird, welche mit einem Photometer bei einer Wellenlange von 405 nm gemessen

werden kann

3.1.9 Nachweis der Zytotoxizitat mit Hilfe des °'Chrom Tests

Ein Verfahren, um die zytotoxische Aktivitdt gegeniber Zellen zu messen, ist der *"Chrom
Freisetzungstest. Dazu werden die potentiellen Zielzellen mit radioaktivem Natrium-Chromat
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beladen. Da in dieser Arbeit unterschieldiche Zielzellen verwendet wurden, werden hier nur
allgemein Zielzellen (Z) erwahnt. Bei einer Zerstérung der Zielzellen wird das *'Chrom freigesetzt
und kann im Uberstand mittels einer Gammazahlers nachgewiesen werden. Abhangig vom
Versuchsaufbau kann dies nach einer beliebigen Zeit durchgefiihrt werden. Die ermittelte Anzahl
der Zerfalle pro Minute wurde gemal der Formel in Tabelle 23 verrechnet. Dadurch kann die
effektive prozentuale Lyse bestimmt werden. In einigen Versuchen wurden unstimulierte
mononukledre Zellen aus dem peripheren Blut als Effektorzellen (E) verwendet. Um in einigen
Ansatzen eine mogliche Nebenwirkung des IgExCD3 Antikérpers offenzulegen, wurden

vorstimulierte CD8-positive T-Lymphozyten eingesetzt.
Protokoll:

- Zielzellen werden schonend gewaschen und in 50-100 pl fotales Kalberserum (FCS)

resuspendiert

- Zugabe von 50-100 pl einer Natrium-Chromat-RPMI-Lésung (Aktivitat des *"Chrom-Isotops lag
bei circa 37 x 10° Becquerel) und Inkubation bei 37°C fiir 45 Minuten

- zweimaliges Waschen der Zellen in RPMI
-1 x 10° Zielzellen in 100 pl RPMI werden in eine 96-Loch-Platte aliquotiert

- 1 x 10° Effektorzellen in 100 pl RPMI werden dazupipettiert (je nach Ansatz unstimulierte

PBMZ oder vorstimulierte CD8-positive T-Lymphozyten)

- 50 pl des bispezifische IgExCD3 Antikérpers, beziehungsweise des EpCAMxCD3 Kontroll-
Antikérpers, wurden in unterschiedlichen Konzentrationen dazugegeben. Zur Bestimmung des
Maximalwertes wurde 50 pl einer 2,5 %igen Triton-X-100-Lésung und zur Bestimmung des

Leerwertes 50 yl RPMI dazugegeben
- Inkubation der Ansatze bei 37°C und 5 % CO fiir 4-24 Stunden

- pro Ansatz wurden 50 ul des Uberstandes entnommen und in ein geeignetes Zahlrohr fiir den

Gammazahler tberflhrt.

- Die Anzahl der Zerfalle in einer Minute wurde bestimmt und mit Hilfe der Formel in Tabelle 23

verrechnet

3.1.10 Nachweis der Degranulation von Mastzellen

In dieser Arbeit sollte getestet werden, ob es durch den bispezifischen IgExCD3 single-chain
Antikérper zu einer Degranulation von Mastzellen kommt. Da es sich bei Mastzellen um
Gewebszellen handelt sind diese aus dem peripheren Blut nicht aufzureinigen. Von L.Vogel wurde
die Ratten-Mastzell-Zelllinie RBL-2H3 zur Verfigung gestellt, welche mit der humanen Alpha-Kette
des FcEpsilon-Rezeptor-l stabil transfiziert wurde. Diese Zellen kénnen somit mit humanem IgE

beladen werden und mimen gewissermafRen humane Mastzellen. Bei einer Degranulation der RBL-
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2H3-Zellen kommt es zur Freisetzung verschiedener Molekule. Unter anderem wird das Enzym
Beta-Hexosaminidase ausgeschittet, was man sich zunutze machen kann. In Anwesenheit dieses
Enzyms kommt es zur Umsetzung des farblosen Substrats p-Nitrophenyl-Acetyl-f-D-Glucosamin
(PNAG) in ein nachweisbares Produkt 4-Nitrophenyl. Die Menge des freigesetzten 4-Nitrophenyl
kann im Photometer bei 405 nm bestimmt werden und erlaubt einen Ruickschluss auf die

Degranulation von Mastzellen.
Protokoll:

- Die RBL-2H3-Zellen werden mit 1 ml einer 0,02 %iger EDTA-PBS-L6sung von einer 75 cm?
Kulturflasche abgel6st und in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen uberfihrt in welches 40 ml PBS

vorgelegt wurde

- nach Zentrifugation bei 500 g fiir 5 Minuten bei 4°C wird der Uberstand dekantiert und das
Zellpellet in 2 ml PBS resuspendiert

- die Zahl der lebenden Zellen wird mit einer Neubauer-Zahlkammer und Trypanblau bestimmt

- jeweils 1 x 10° Zellen werden in 100 pl RPMI pro Loch einer 96-Loch-Platte gegeben und fiir 1
Stunde bei 37°C und 5 % CO, inkubiert

- humanen lésliches IgE wurde mit RPMI gemischt, Konzentration 25 pg/ml

- 100 pl dieser Ige-RPMI-Mischung wurden zu den RBL-Zellen pipettiert und tber Nacht bei
37°C und 5 % CO, inkubiert. Zur Kontrolle wurde die Halfte der Zellen ohne I6sliches IgE
inkubiert

- der Uberstand wurde abgekippt und die Zellen zweimal mit Tyrode-Puffer gewaschen

- zu den Ansatzen, die isolierte PBMZ bendétigten, wurden 10 x 10° CD3-positive T-Zellen in 50
pl Tyrode-Puffer dazugeben. Zu den Ansatzen, die keine PBMZ bendtigten, wurde nur
Tyrode-Puffer dazugegeben

- direkt im Anschluf® wurden 50 ul des IgExCD3 Antikorpers, welcher ebenfalls in Tyrode-Puffer
gelést wurden, dazupipettiert

- als positive Kontrolle wurde statt T-Zellen und IgExCD3 Antikdrper ein monoklonaler anti-IgE
Antikérper, geldst in Tyrode-Puffer, dazugegeben

- zur Bestimmung der Maximallyse wurde 100 pl einer 1 %ige Triton-X-100-L6ésung

beziehungsweifle zur Bestimmung der Spontanlyse nur Tyrode-Puffer dazupipettiert
- Inkubation der Ansatze bei 37°C und 5 % CO, 1 Stunde
- 30 pl des Uberstandes wurden entnommen und in eine 96-Loch-Platte tiberfiihrt

- zu diesen Aliquots wurde jeweils 50 pl der PNAG-Substrat-Lésung dazugegeben und fir 1
Stunde bei 37°C inkubiert

- anschlieBend Zugabe von 100 pl Stoplésung und Messung des Substratumsatzes im
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Photometer bei 405 nm

- die prozentuale effektive Degranulation wurde analog zur Formel in Tabelle 23 berechnet

3.2 Molekularbiologische Methoden

Viele molekularbiologische Arbeiten werden mit toxischen Reagenzien durchgefiihrt. Einige sind
nachgewiesenermalRen kanzerogen, weshalb besonders mit diesen Stoffen sehr auf sauberes

arbeiten geachtet werden muss. Handschuhe sind selbstverstandlich unverzichtbar.

3.2.1 DNA-Techniken

Die DNA stellt quasi den Baustein des Lebens dar. Sie ist prinzipiell sehr stabil und vertragt auch
hohe Temperaturen. Genomische DNA ist bedingt durch ihre Lange anfallig gegeniber
Scherkraften. Daher ist bei dem Umgang mit genomischer DNA darauf zu achten, vorsichtig zu
pipettieren und Pipettenspitzen mit groBer Offnung zu benutzen. AuRerdem sollte sie deswegen
auch nicht eingefroren werden sondern bei 4°C gelagert werden. Plasmid-DNA ist kurzer und

daher auch stabiler. Diese kann zum Lagern bei —20°C eingefroren werden.

3.2.1.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion ist ein Standard-Verfahren, um bestimmt DNA-Regionen selektiv
zu amplifizieren. Erméglicht wird dies vor allem durch das Enzym Taqg-Polymerase (Tag-Pol).
Dabei handelt es sich um eine DNA-abhangige DNA-Polymerase, die aus dem Bakterium Thermus
aquaticus isoliert wurde und mittlerweile als rekombinantes Protein erhaltlich ist. Zur Amplifikation

werden folgende Reagenzien bendtigt:
- Matrix-DNA, nur auf dieser Vorlage kann eine Amplifikation stattfinden

- Tag-Pol ist hitzestabil und in der Lage an ein vorhandenes DNA-Fragment Desoxy-Nukleotid-

Triphosphate (dNTPs) anzubauen, komplementar zur Matrix-DNA

- Zwei Oligonukleotide, die an das jeweilige 5’- und 3’-Ende der bestimmten DNA-Region
komplementéar binden. Diese haben meistens eine Lange von 15-25 Nukleotiden und werden
bendtigt, weil eine de novo Synthese nicht mdglich ist. AuRerdem ist es mdglich mit diesen
Schnittstellen oder Mutationen in die DNA einzufligen, um sie zum Beispiel in einen Vektor zu

klonieren
- dNTPs, sind energiereiche Verbindungen und dienen als Substrat fir die Tag-Pol

- ein entsprechender Puffer, der durch seine Eigenschaften einen optimalen Reaktionsablauf

ermdglicht
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Tabelle 8 Allgemeine Angaben zu den Reagenzien, die in einer PCR eingesetzt werden. Ein
moglicher Ablauf eines PCR-Programms. Die optimalen Konzentrationen der Reagenzien und der

Ablauf des Programms miissen fiir jede PCR neu etabliert werden.

cDNA 0,1-500 ng Denaturierung 95 °C 5 Minuten
Taq-Pol 1U
Denaturierung 95°C  20-30 Sekunden .
5'-Oligo 0,1-0,5 pM Fin Zyklus bestehend aus
. Anlagerung 55-65°C  20-40  Sekunden diesen drei Schritten wird
3-Oligo 0,1-0,5 uM . 25-35 mal wiederholt
Verlangerung 72 °C 30-60  Sekunden
dNTP 50-500 ng
Verlidngerung 72 °C 5 Minuten

Tabelle 8 zeigt Angaben zu den eingesetzten Reagenzien. Diese missen fir jede PCR neu
etabliert werden. Dies schlieRt auch das PCR-Programm mit ein. Die Werte in der Tabelle dienen

lediglich der Orientierung. Das erhaltene PCR-Produkt wird bei 4°C gelagert.

3.2.1.2 Agarose-Gel-Elektrophorese

Ein Standard-Verfahren um DNA nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen ist die
Gelelektrophorese. Diese kann entweder unter Verwendung von Agarose- oder Acrylamid-Gelen
durchgefiihrt werden. In dieser Arbeit wurden Agarose-Gele verwendet, welche zu praparativen
oder analytischen Zwecken eingesetzt werden kénnen. Dabei unterscheidet sich die verwendete
Agarose in ihrer Schmelztemperatur. Praparative Agarose schmilzt bereits bei niedrigen
Temperaturen und kann somit zur weitern Verarbeitung der DNA dienen (siehe 3.2.1.3). Zur
Visualisierung der DNA wird dem Gel Ethidiumbromid zugegeben, welches mit der DNA interkaliert
und bei Betrachtung unter UV-Licht fluoresziert. Das Molekulargewicht der DNA wird dadurch

bestimmt, dass ein GréRenstandard mit aufgetragen wird.
Protokoll:

- 0,75-2,0 g Agarose werden mit TBE-Puffer auf 100 ml aufgefiillt und in einer Mikrowelle unter
gelegentlichem Mischen aufgekocht

- wahrend das Gel langsam abkiihlt werden 20 pl Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,2 pg/ml)

darin vermischt solange das Gel noch flussig ist

- die Masse wird in eine Gelkammer gegossen, in welcher bereits ein Kamm eingesetzt ist, der

die bendtigten Geltaschen formt

- nach Erharten des Gels, wird der Kamm entnommen, und der Gelbehéalter mit TBE-Puffer

soweit aufgefillt, dass das Gel benetzt ist
- die Proben werden mit einem Proben-Puffer vermengt und in die Taschen pipettiert

- die Elektrophorese wird, abhangig von dem Molekulargewicht der Probe, bei 80-160 V fir 30-
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60 Minuten durchgefiihrt

- die Auftrennung kann unter einer UV-Lampe beurteilt werden und wird mit einer Kamera

dokumentiert

3.2.1.3 Isolation von DNA aus Agarose-Gelen

Nach einer Gelelektrophorese (siehe 3.2.1.2) besteht die Mdéglichkeit, die aufgetrennten DNA-
Fragmente aus dem Gel zu isolieren. Diese kann mit einem sauberen und scharfen Skalpell unter
einer UV-Lampe ausgeschnitten und anschlieBend verarbeitet werden. Dazu verwendet man eine
,Low-Melt-Agarose®, welche bereits bei niedrigen Temperaturen schmilzt und so die DNA wieder
freigibt. Das Verfahren kann eingesetzt werden, um zum Beispiel PCR-Produkte nach ihrem
Molekulargewicht aufzutrennen und DNA-Fragmente falscher GréRe auszuschlieen. Dadurch

erreicht man eine héhere Effektivitat in der spateren Klonierung.
Protokoll:

- 0,75-2,0 g Low-Melt-Agarose werden mit TBE-Puffer auf 100 ml aufgefillt und in einer
Mikrowelle unter gelegentlichem Mischen aufgekocht

- wahrend das Gel langsam abkiihlt werden 20 pl Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,2 pg/ml)

darin vermischt solange das Gel noch flussig ist

- die Masse wird in eine Gelkammer gegossen, in welcher bereits ein Kamm eingesetzt ist, der

die bendtigten Geltaschen formt

- nach Erharten des Gels, wird der Kamm entnommen, und der Gelbehéalter mit TBE-Puffer

soweit aufgeflllt, dass das Gel benetzt ist
- die Proben werden mit einem Proben-Puffer vermengt und in die Taschen pipettiert

- die Elektrophorese wird, abhangig von dem Molekulargewicht der Probe, bei 80-160 V fir 30-
60 Minuten durchgefiihrt

- die Auftrennung kann unter einer UV-Lampe beurteilt werden und wird mit einer Kamera

dokumentiert

- die gewiinschte DNA-Bande wird unter einer UV-Lampe mit einem sauberen und scharfen
Skalpell ausgeschnitten und in ein 2 ml Reaktionsgefal® tberfihrt

- die Auflésung des Gels und die anschlielRende Aufreinigung der DNA wurde mit Hilfe eines
QIlAquick Gel Extraction Kits entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt

3.2.1.4 Amplifikation von Plasmid-DNA durch Transformation kompetenter

Escherichia coli

Um zirkuldre DNA wie zum Beispiel Plasmide zu amplifizieren werden kompetente Bakterien

verwendet, welche die Fremd-DNA durch Stimuli wie Hitze oder Elektroschock aufnehmen koénnen.
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Plasmide kommen naturlicherweise frei in Bakterien vor und werden unabhangig von den
Bakterien-Chromosomen vervielfaltigt. Diese kdnnen in einer Kopienzahl von ein paar Hundert pro
Zelle (low copy) oder sogar bis zu ein paar Tausend (high copy) vorkommen. Neben
Genabschnitten, die fur die Replikation in Bakterien bendtigt wird, befinden sich auf dem Plasmid
unter anderem das ,Gen von Interesse“ (Gvl) und Gene fur Antibiotika-Resistenz, die eine
Selektion der Bakterien ermoéglichen. Dadurch lassen sich Plasmide sehr effektiv in groRRen

Mengen herstellen und mit geeigneten Mitteln aus den Bakterien isolieren.
Protokoll:

- pro Transformation werden 2 LBamp-Platten benétigt. Dazu wird 100 ml LB-Medium mit 1,5 g
Agar versetzt und aufgekocht. Wenn die Flissigkeit abgekuhlt ist werden 200 pl Ampicillin
(Konzentration 50 mg/ml) vorsichtig eingeruhrt und in 5-10 Petrischalen vorsichtig gegossen

- kompetente Bakterien werden auf Eis aufgetaut, das Plasmid wird untergemischt und fir 5
Minuten auf Eis inkubiert

- Gefal wird anschlielend fur 5 Minuten in ein 37°C Wasserbad gestellt

- 450 pl LB-Medium werden dazugegeben und fir 1 Stunde bei 37°C im Thermoschittler
inkubiert

- 50 beziehungsweise 500 pl der Bakteriensuspension werden jeweils auf eine LBamp-Platten
mittels Drygalski-Spatel aufgetragen

- die Platten werden tber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Positive Klone kdnnen am

nachsten Tag gepickt und weiter verarbeitet werden

3.2.1.5 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Bakterien kénnen Plasmide, die sich frei im Zellinneren befinden, unabhangig von ihren eigenen
Chromosomen vermehren. Da die Anzahl der Plasmide pro Bakterium ein paar Hundert (low copy
Plasmid) oder ein paar Tausend (high copy Plasmid) betrdgt und isch Bakterien sehr schnell
vermehren, stellt dieses Verfahren eine sehr einfach Methode dar, um Plasmide in grof3en Mengen
herzustellen. Mit Hilfe verschiedener Verfahren kdénnen die entsprechenden Plasmide aus den
Bakterien isoliert werden.

Protkoll:

- Fur eine sogenannten Midi-Praparation verwendet man entweder 25 ml LB-Amp-Medium fir
high copy Plasmide oder 100 ml fir low copy Plasmide. Die Animpfung des Medium erfolgt
entweder Uber eine Kolonie von einer LBayp-Platten oder aus einer eingefrorenen bereist

bestehenden Kultur
- im Thermoschittler werden diese liber Nacht bei 37°C inkubiert

- Zentrifugation der Bakteriensuspension bei 6000 g fir 15 Minuten bei 4°C
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- die Praparation an sich wurde mit einem Qiagen Plasmid Midi Kit entsprechend den

Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt

3.2.1.6 Enzymatischer Verdau von dsDNA und cDNA-Fragmenten

Restriktionsendinukleasen (RE) sind Enzyme von Bakterien, die DNA zerschneiden (verdauen)
und eigentlich der Abwehr (Restriktion) von Phagen dienen. Heutzutage sind sie eine der
wichtigsten Hilfsmittel in der Molekularbiologie. Es sind drei Klassen von
Restriktionsendonukleasen bekannt. Die Enzyme der Klasse Il sind die am haufigsten
eingesetzten. Sie haben folgende Eigenschaften, die sie in der Anwendung so wertvoll machen:

1) sie besitzen eine Erkennungssequenz, innerhalb derer auch geschnitten wird
2) die Erkennungssequenzen bestehen aus 4-8 Nukleotiden

3) die Erkennungssequenzen sind spiegelbildlich ("palindromisch")

4) sie bendtigen auller Magnesium-lonen keine weiteren Effektoren

Bei dem Verdau von DNA kénnen Fragemente entstehen die glatte oder lUberstehende Enden
besitzen abhangig von der jeweiligen RE. Bei einem Verdau kénnen auch zwei Enzyme mit
Unterschiedlichen Schnittstellen und Schnittmustern eingesetzt werden. Dies ermdglicht eine
gerichtete Klonierung zum Beispiel von Genen in Plasmide. Die Bezeichnung der
Restriktionsendonukleasen werden in der Regel nach ihrem Ursprung benannt. Am Beispiel von
Eco RI: E (Escherichia) =Gattung, co (coli) = Art, R = Stamm, | erste RE.

Protokoll:

- das Restriktionsenzym wird mit seinem entsprechendem Puffer in einem 0,5 ml

Reaktionsgefall angesetzt

- in H,O geldste DNA wird dazupipettiert. Dabei ist zu beachten, dass eine Einheit RE 1 ug DNA

in einer Stunde verdaut

- anschlieRend wird der Agarose-Ladepuffer dazugegeben und der Ansatz zur Erfolgskontrolle
und Auftrennung der Fragmente in einer Agarose-Gelelktrophorese aufgetragen (siehe
3.2.1.2)

3.2.1.7 Ligation

Um ein DNA-Fragment in einen Vektor zu integrieren, missen beide zuerst mit Hilfe von
Restriktiosenyzmen (RE) geschnitten werden. Dabei ist es von Vorteil zwei RE einzusetzen, die zu
unterschiedlichen inkompatiblen Enden fiihren, um eine Rezirkularisierung des Vektors zu
verhindern und damit die Effektivitat der Ligation zu erhdhen. In diesem Falle kommt es nur zu
einer SchlieBung des Vektors, wenn das Fragment mit den gleichen Enzymen geschnitten wurde.
Die T4-Ligase, die dazu verwendet wird, ist ein ATP-abhangiges Enzym, welches zu einer
Veresterung zwischen dem 5’-Phosphat-Ende und dem 3’-Hydroxy-Ende fiihrt.
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Protokoll:

- die T4-Ligase wird mit ihrem entsprechenden Puffer in einem 0,5 ml Reaktionsgefafy

angesetzt

- in H,O geldstes DNA-Fragment und Vektor werden dazupipettiert. Dabei ist zu beachten, dass
eine Verhaltnis von 1:1 die Effektivitat optimiert. Das Gesamtvolumen eines Ligations-

Ansatzes kann zwischen 10-20 ul variieren

- Die Ligation erfolgt in einem Wasserbad bei 14°C tber Nacht. Das Produkt kann anschlieRend

entweder direkt fir eine Transformation genutzt werden oder bei —20°C eingefroren werden

3.2.1.8 Sequenzierung mit der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode nach Sanger

Zur Sequenzierung von DNA-Fragment kommen unterschiedliche Techniken zum Einsatz. Das am
meisten angewendete Verfahren ist die Strangabbruchmethode nach Sander. Samtliche DNA-
Fragment, die in dieser Arbeit kloniert wurden, wurden von der Firma SequiServe (Vaterstetten) in
Auftragsarbeit durchgefiihrt. Die jeweiligen erhaltenen Sequenzen wurden mit den Sequenzen in

der Literatur auf ihre Richtigkeit Uberprift.

3.2.1.9 Klonierung der variablen Regionen des anti-IgE Antikorpers

Die Beschreibung und der Zweck der Klonierung der variablen Regionen des anti-IgE Antikérpers
wurde in Kapitel 4.2 bereits erlautert. Dort findet sich auch eine grafische Darstellung der
Vorgehensweise (Abbildung 34). An dieser Stelle soll lediglich das experimentelle Vorgehen

beschrieben werden.
Protokoll:

- die Isolierung der Gesamt-RNA aus einem Lysat des Hybridoms [97] wurde in Kapitel 3.2.2.1
erlautert

- die Reverse Transkription der isolierten Gesamt-RNA in cDNA wurde in Kapitel 3.2.2.2
beschrieben

- basierend auf dieser cDNA wurde fir die VL-Kette zuerst eine PCR mit dem Primer-Paar 5'-
VL-anti-IgE und 3’-VL-anti-IgE durchgefihrt. AnschlieRend wurde auf dem Produkt der ersten
PCR eine zweite mit dem Primer-Paar 5°-VL-anti-IgE-GSL und 3’-VL-anti-IgE-BspE |
ausgefiihrt. Die Methode der PCR ist in Kapitel 3.2.1.1 erlautert. Die Sequenz der
eingesetzten Primer ist in Kapitel 2.6 gezeigt

- fir die VH-Kette wurde auf der cDNA zuerst eine PCR mit dem Primer-Paar 5°-VH-anti-IgE
und 3’-VH-anti-IgE durchgefihrt. Auf dem erhaltenen PCR-Produkt wurde anschlieend eine
zweite PCR mit dem Primer-Paar 5°-VH-anti-IgE-BsrG | und 3'-VH-anti-IgE-GSL ausgefihrt.
Die Methode der PCR ist in Kapitel 3.2.1.1 erldutert. Die Sequenz der eingesetzten Primer ist

in Kapitel 2.6 gezeigt
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- um die VH- und die VL-Kette zu verbinden wurden die jeweiligen PCR-Produkte aus der
zweiten Runde in einem Gefall zusammengefihrt und eine dritte PCR mit dem Primer-Paar
5°-VH-anti-IgE-BsrG | und 3’-VL-anti-IgE-BspE | durchgefuhrt

- das Konstrukt wurde anschlieRend mit den Restriktionsenzymen BsrG | und BspE | in einen
entsprechend praparierten Bluescript-Vektor subkloniert. Methode siehe Kapitel 3.2.1.6 und
3.21.7

- das Plasmid wurde anschliel3end in Bakterien vermehrt (siehe Kapitel 3.2.1.4) und aus diesen
isoliert (siehe Kapitel 3.2.1.5)

- das Konstrukt wurde anschlieBend in Auftragsarbeit von der Firma SequiServe sequenziert

und auf seine Richtigkeit Uberprift

3.2.1.10 Konstruktion des bispezifischen single-chain Antikdrpers

Die Konstruktion des bispezifischen IgExCD3 single-chain Antikérpers stellt den Schwerpunkt
dieser Arbeit dar. Uber die Hintergriinde, das Einsatzgebiet und die Erwartungen, die an diesen
speziellen Antikdrper gerichtet sind, wurde in der Einleitung, den Ergebnissen, der Diskussion und
auch in der Zusammenfassung berichtet. Zur Konstruktion des bispezifischen IgExCD3 single-
chain Antikérpers bedarf es vieler verschiedener Verfahren, die in einigen Kapitel dieser Arbeit
bereits erldutert wurden. An dieser Stelle soll deswegen nur auf Fertigstellung des Konstruktes

eingegangen werden.
Protokoll:

- die Klonierung der VH- und der VL-Regionen des anti-IgE Antikérpers wurden in Kapitel
3.2.1.9 erlautert

- bei den VH- und VL-Regionen des anti-CD3 Antikérpers konnte auf Vorarbeiten der

Arbeitsgruppe P. Kufer zurlickgegriffen werden [98]

- mit Hilfe entsprechender Restriktionsenzyme (Methode 3.2.1.6) und der T4-Ligase (Methode
3.2.1.7) wurden die VH- und VL-Regionen beider Antikérper in einem pEF-DHFR-Vektor
zusammengeflgt (siehe Abbildung 34)

- der pEF-IgExCD3-DHFR-Vektor wurde in kompetente Bakterien transformiert, einige Klone
gepickt und anschlielend amplifiziert (Methode 3.2.1.4)

- nach der Isolation des Plasmides (Methode 3.2.1.3) wurde die Sequenz verschiedener Klone

in Auftragsarbeit von der Firma SequiServe bestimmt und auf ihre Richtigkeit Gberprift

3.2.1.11 Klonierung der humanem Membran-standigen schweren Epsilon-Kette

Ziel und Zweck der Klonierung der humanen Membran-stéandigen schweren Epsilon-Kette wurde in
Kapitel 4.6 bereits erlautert. Dort findet sich auch eine grafische Darstellung der Vorgehensweise

(Abbildung 34). An dieser Stelle soll lediglich das experimentelle Vorgehen beschrieben werden.
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Protokoll:
- U266-Zellen wurden lysiert und daraus die Gesamt-RNA isoliert (Methode 3.2.2.1)

- die Reverse Transkription der isolierten Gesamt-RNA in cDNA wurde in Kapitel 3.2.2.2

beschrieben

- basierend auf dieser cDNA wurde fur die lange Splice-Variante der Membrandoméane (ML)
zuerst eine PCR mit dem Primer-Paar 5-ML-IgE und 3"-M-IgE durchgeflhrt. Die Methode der
PCR ist in Kapitel 3.2.1.1 erlautert. Die Sequenz der eingesetzten Primer ist in Kapitel 2.6
gezeigt. Bei dieser PCR wurde am 5’-Ende eine Schnittstelle fir das Restriktionsenzym Eag |

eingefuhrt

um die kurze Splice-Varante der Membrandoméane (MS) zu erhalten wurde das Produkt aus
der ML-PCR als Matrix genutzt. Die PCR fir die MS-Variante wurde mit dem Primer-Paar 5'-
MS-IgE und 3°-M-IgE durchgefuhrt. Die Methode der PCR ist in Kapitel 3.2.1.1 erlautert. Die
Sequenz der eingesetzten Primer ist in Kapitel 2.6 gezeigt. Bei dieser PCR wurde am 5’-Ende

eine Schnittstelle fur das Restriktionsenzym Eag | eingefiihrt

um beiden Membrandomanen an die konstante Domane CH4 der Epsilon-Kette anzuhangen,
musste diese modifiziert werden. Dazu wurden eine Schnittstellen fir das Restriktionsenzym
PspOM | am 3’-Ende eingefligt, ohne dass die Aminosauresequenz des Proteins verandert
wurde. Dazu wurde ein Vektor zurueckgegriffen, der die CH4-Domane erhielt als Matrix fir
eine PCR genutzt, die mit dem Primer-Paar 5°-CH4-IgE und 3'-CH4-IgE durchgeflihrt wurde
[99]. Die Methode der PCR ist in Kapitel 3.2.1.1 erlautert. Die Sequenz der eingesetzten
Primer ist in Kapitel 2.6 gezeigt

die erhaltene modifizerte CH4-Doméane wurde mit den Restriktionsenzymen Sac | und Kpn | in

einen Bluescript-Vektor kloniert. Die MS- beziehungsweise die ML-Doméane wurde
anschlieRend in diesen mit den Restriktionsenzymen Eag | und Xba | kloniert. Dabei ist zu
beachten, dass der Bluescript-Vektor mit den Enzymen PspOM | und Xba | geschnitten
wurde. PspOM | und Eag | erkennen zwar nicht die gleiche Schnittstelle, erzeugen jedoch den
gleichen Uberhang. Somit kénnen sich die Fragmente an diesen Stellen aneinander lagern,

bei einer Fusion verliert sich dabei die Schnittstelle fiir beide Enzyme

mit den Restriktionsenzymen Bam H | und Nco | wurden die Domanen CH1-CH3-Epsilon in

den Bluescript-CH4-MS beziehungsweise —ML kloniert

Vnip und der Leader wurden daraufhin mit EcoR | und BamH | in den Bluescript-Vektor mit

den Domanen CH1-MS beziehungsweise —ML kloniert

das komplette Konstrukt wurde daraufhin mit den Restriktionsenzymen EcoR | und Xba | in
einen entsprechenden pEF-NPT-Vektor kloniert

- das Plasmid wurde anschlieRend in kompetenten E. coli Bakterien vermehrt (sieche Kapitel
3.2.1.4) und aus diesen isoliert (sieche Kapitel 3.2.1.5)
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- das Konstrukt wurde anschlieBend in Auftragsarbeit von der Firma SequiServe sequenziert
und auf seine Richtigkeit Uberprift

3.2.2 RNA-Techniken

Der Umgang mit RNA ist wegen seiner chemischen Instabilitat sehr diffizil. Die Anwesendheit von
RNAsen auf nahezu jeder Oberflache, erfordern ein sehr sauberer und zlgiges arbeiten.
Erschwerend kommt hinzu, dass RNAsen sehr stabil sind, was ihre Eliminierung sehr erschwert.
Dementsprechend muss auch bei den Geraten und den Reagenzien, welche mit RNA in Kontakt
kommen sehr auf deren Sauberkeit geachtet werden. Ein separater Platz fir das Arbeiten mit RNA
hat sich bewehrt.

3.2.2.1 Isolierung der Gesamt-RNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus unterschiedlichen Zellen stellt oftmals den ersten wichtigen
Schritt fur Molekularbiologisches arbeiten dar. Wie bereits erwahnt ist RNA sehr instabil und
RNAsen allgegenwartig. Der erste Schritt in der Isolierung der RNA, die Lyse der Zelle, ist dabei
von entscheidender Bedeutung. Diese wird mittels eines GT-Lyse-Puffers durchgefiihrt. Dieser
enthalt unter anderem Guanidium Thiocyanat (GT), welches aufgrund seiner Protein-
denaturierenden Wirkung, ein sehr effektiver RNAsen-Inhibitor ist. Andere Bestandteile wie Phenol
und Chloroform unterstiitzen die Aufreinigung der RNA. Die Firma Qiagen stellt dazu ein Rneasy

Mini Kit zur Verfligung welches in dieser Arbeit genutzt wurde.
Protokoll:

-1 x 10° Zellen, welche lysiert werden sollten, wurden isoliert und zweimal mit PBS gewaschen

- das Zellpellet wurde in 350 yl RLT-Puffer, welcher GT enthalt, resuspendiert beziehungsweise

lysiert und kurz geschttelt

- das Lysat wurde auf eine QlAshredder Saule pipettiert. Das weitere Vorgehen erfolgte

entsprechend den Angaben des Herstellers

3.2.2.2 Reverse Transkription

Da RNA den hohen Temperaturen bei einer PCR nicht stand halt, musste die isolierte Gesamt-
RNA vorher in cDNA umgeschrieben werden. Dies wird durch das Enzym Reverse Transkriptase
(RT), eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, ermdglicht. Die RT ist eine Desoxynukleotid-
Transferase, die es Retroviren ermdglicht ihre Erbinformation, die als RNA vorliegt, in DNA
umzuschreiben. Dabei dient die RNA als Matrix um einen komplementare DNA (cDNA) zu
generieren. Da die RT eine Synthese nicht de novo beginnen kann, benétigt sie Oligonukleotide fur
den Start der Polymerisation. Da man die Gesamt-RNA umschreiben mdchte, werden sogenannte

Random-Nukleotide, Hexamere aus zufallig gemischten Nukleotiden in willkirlicher Reihenfolge,
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eingesetzt.
Protokoll:

- die isolierte Gesamt-RNA wird mit entsprechendem Puffer und den Random-Primern in einem
70°C Wasserbad fir 5 Minuten inkubiert. Dabei sollen stérende Sekundarstrukturen der RNA

geldst werden

- anschlieBend wird der Ansatz auf 37°C gekuhlt, um den Oligonukleotiden das Anlagern zu

ermdglichen

- zwischenzeitlich wurde die Reverse Transkriptase mit entsprechendem Puffer und dNTPs

angesetzt
- beide Ansatze werden gemischt und im Wasserbad bei 37°C fir eine Stunde inkubiert

- die Reaktion wird durch Hitzedenaturierung der RNA und der RT bei 95°C fir 5 Minuten
gestoppt

- um das Kondensat zu sammeln wird das Reaktionsgefal® kurz zentrifugiert. Die cDNA kann
anschlieRend bei —20°C gelagert werden

3.2.3 Protein-Techniken

Da die Eigenschaften von Proteinen sehr unterschiedlich sind, gibt es keine einheitliche Richtlinien
fur deren Umgang. Generell muss aber auf die Anwesenheit von Proteasen geachtet werden,
welche aber schwer voneinander zu unterscheiden sind, da es sich bei beiden um Proteine
handelt. Bei der Lagerung sollte eine Kristallisation vermieden werden, da es dadurch zu einer
Destruktion der Proteine kommen kann. Die Zugabe von Glycerol (Endkonzentration 50 % V/V)
verhindert die Kristallbildung und ermdglicht das Lagern bei Minusgraden. Bei Enzymen sollte

haufiges Einfrieren und Auftauen vermieden werden und bis zum Einsatz auf Eis gelagert werden.

3.2.3.1 Aufreinigung rekombinanter Antikorper

Die Produktion des bispezifischen IgExCD3 single-chain Antikdrpers wurde bereits in Kapitel 3.1.3
beschrieben. Neben den VH- und VL-Regionen zweier verschiedener Antikérper, weillt das
Konstrukt noch einen 6xHistidin-Schwanz auf. Dies soll es ermdglichen das Konstrukt mit Hilfe
seiner Affinitdt zu Kobalt aus dem Uberstand aufzureinigen. Wahrend der Produktion des
Antikoérpers durch die CHO-Zellen, wurden diese in einem speziellen Serum-freien Medium (HyQ)
kultiviert. Dadurch wurde die Menge an stérenden Fremdproteinen, wie zum Beispiel Albumin,
bereits im Vorfeld stark reduziert. Als zweiter Schritt sollte eine Gel-Chromatografie fir eine

Trennung der Proteine nach ihrer Grofie dienen.
Protokoll:

- der Zellkulturiberstand, welcher den bispezifischen IgExCD3 Antikérper enthalt, wurde auf
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eine Kobalt-NTA (NitriloTriAzetat)-Saule aufgetragen
- mit Hilfe eines Tris-Puffer-Gradienten wurde das Material schrittweise eluiert
- ein ELISA diente zur Bestimmung der positiven Fraktionen (Methode)
- die positiven Fraktionen wurde gemischt und auf eine Gel-Chromatografie-Saule aufgetragen

- von dieser wurde der Antikérper mittels Tris-Puffer eluiert und dabei der GroRe nach
aufgetrennt

- es konnten Monomer- und Dimer-Fraktionen isoliert werden, welche separat gesammelt
wurden. Eine weitere kleinere Fraktion fiel auf welche, zur Analyse an die Firma XXX zur

Proteinsequenzierung geschickt wurde

- um eine hohere Konzentration zu erhalten wurden die Fraktionen mittels einer Vakuum-

Dialyse eingeengt

3.2.3.2 Analyse des IgExCD3 Antikorpers im SDS-Polyacrylamidgel

Ein Standard-Verfahren um die Reinheit und die Grél3e eines Proteins zu quantifizieren ist die
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Dabei werden die Proben einschlieBlich
eines GroRenstandards auf das Gel aufgetragen und zur Visualisierung anschlielend mit
Coomassie-Blau gefarbt. Ziel und Zweck dieses Verfahrens wurden in Kapitel 4.5 erlautert. An

dieser Stelle soll daher lediglich die Methode beschrieben werden.
Protokoll:

- das Trenngel wird entsprechend der Tabelle 12 angesetzt und zwischen die entsprechenden
Glasplatten gegossen. Dabei sollte nur 2/3 des Volumens gefiillt werden. AnschlieRend gibt
man 1 ml Butanol darliber, um fiir eine Gerade Flache zu sorgen und das Polymerisieren zu

beschleunigen.

- nachdem das Trenngel polymerisiert ist, wird das Butanol dekantiert und das Sammelgel
daruber geschichtet. Ein Kamm wird dabei zwischen die Glasplatten platziert, sodass sich im
Sammelgel Taschen fir die Beladung bilden.

- nachdem das Sammelgel polymerisiert ist, wird es in die Elektrophorese-Vorrichtung
eingesetzt und der SDS-Laufpuffer eingegossen. Danach wird der Kamm entnommen

- 15 pl der Proben beziehungsweise des Groflenstandards werden mit 15 pl des SDS-
Ladepuffers vermischt und bei 95°C fir 5 Minuten denaturiert. Dabei kommt es zur
Anlagerung von SDS an das Protein, wodurch die Eigenladung des Proteins vernachléassigbar

wird

- anschlieend werden 20 yl der Proben oder des GréRenstandards in die Taschen des Gels
pipettiert

- die Elektrophorese wird, abhangig von dem Molekulargewicht der Probe, bei 80-160 V fir 45-
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120 Minuten durchgefihrt

- anschlieBend wird das Gel vorsichtig von den Glasplatten geldst und fir 5 Minuten in einer

Fixierldsung langsam geschuttelt

- danach wird es in einer Coomassie-Blau-Losung tber Nacht auf einem Schttler (kleine Stufe)
inkubiert

- zum Entfernen des Uberschissigen Farbstoffes, wird das Gel je nach Bedarf mit destilliertem
Wasser mehrfach gewaschen. Dabei bleibt der Farbstoff nur dort im Gel erhalten, wo sich

auch Protein befindet

3.2.3.3 Analyse von Proteinen mittels ELISA

Eine Methode die der Detektierung von Proteinen dient, ist der ,enzyme-linkes immuno sorbent
assay“ (ELISA). Dieser kann auf unterschiedlichste WeilRe durchgefiihrt werden, wobei das Prinzip
aber immer das gleiche bleibt. Ein Molekiil, welches das zu suchende Protein erkennt, wird an eine
beschichtete Platte gekoppelt. Nachdem die restlichen freien Flachen der Platte mit Hilfe einer
Blocklésung abgedeckt wurden, gibt man das Probenmaterial darauf. AnschlieRend nutzt man
meist einen Antikdrper, welcher mit der Meerrettich-Peroxidase (POX) markiert ist, zu Detektion
des gebundenen und zu suchenden Proteins. Die Menge des Proteins kann indirekt Gber den
Substartumsatz des POX-Markierten Detektierungs-Antikérper bestimmt werden. Da in dieser
Arbeit verschiedene Proteine nachgewiesen wurden, wird an dieser Stelle ein allgemeines

Protokoll vorgestellt.
Protokoll:

- 100 pl des ,Fangmolekils® (meistens ein Antikérper) wurden in entsprechender Konzentration
Uber Nacht bei 4°C auf einer 96-Loch-Platte (Maxisorb) inkubiert

- der Uberstand wurde abgekippt und die Lécher dreimal mit PBS gewaschen. 200 pl einer

Blocklésung daraufgegeben und anschlieend tuber Nacht bei 4°C inkubiert

- Uberstand wurde dekantiert und die Lécher dreimal mit PBS gewaschen. 50-100 ul der
Probenlésung wurden aufgetragen und die Platte bei Raumtemperatur fir 1-2 Stunden
inkubiert

- anschlief’end wurde die Probenldsung weggekippt, die Platte dreimal mit PBS gewaschen und
100 pl der POX-markierten Detektionslésung (meistens ein POX-markierter Antikdrper)

dazugegeben und fir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert

- die Flissigkeit wurde erneut weggekippt, die Platte dreimal mit PBS gewaschen und

anschlieRend 100 pl einer Substratlésung (zum Beispiel ABTS) dazugegeben

- die Platte wurde solange bei Raumtemperatur inkubiert bis es zu einer Verfarbung der
Substratiésung kam, welche im Photometer bei entsprechender Wellenlange gemessen

wurde
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4 ERGEBNISSE

Der folgende Ergebnisteil soll veranschaulichen, wie der bispezifische Antikérper IgExCD3, der nur
aus variablen Immunglobulindoméanen besteht, im Tandem single-chain Format hergestellt und
aufgereinigt wurde. Die Eigenschaften des bispezifischen Antikérper sollen daraufhin im Detail
beschrieben werden. Insbesondere ist zu zeigen, dass der bispezifische Antikérper so an das
Immunglobulin E bindet, dass nur IgE-positive B-Lymphozyten eliminiert werden und keine
anderen Zellen, die das IgE passiv in seiner Rezeptor-gebundenen Form prasentieren (siehe

Abbildung 10).

- -Kette

Immunglobulin

IgE-positive
B-Lymphozyt

"‘._ FcEpsilon- -
™.. Rezeptor 1

Abbildung 10 Vergleich des membranstindigen Immunglobulin E auf B-Lymphozyten mit der

Rezeptor-gebundenen Form auf Mastzellen. Hervorzuheben ist die CH3-Doméne, welche die Bindung

an den hoch-affinen FcEpsilon-Rezeptor I vermittelt und bei Mastzellen durch die Alpha-Kette

maskiert ist.

41 Klonierung der variablen Domanen des anti-IgE

Antikorpers

Es gibt zwei Mdglichkeiten die variablen Regionen fir die Herstellung von bispezifischen single-

chain Antikdrpern zu gewinnen:

- Phage-Display [100-102] und
- monoklonale Antikérper.

Beim Phage-Display werden die antigenbindenden variablen Regionen an ein Hullprotein von
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Bakteriophagen gekoppelt. Diese Phagen exprimieren das Fusionsprotein auf der Oberflache. Ein
Repertoire solcher Phagen, die verschiedene variable Regionen prasentieren, bildet eine
kombinatorische Antikdrper-Bibliothek. Aus solch einer Bibliothek kann man Phagen isolieren, die

eine spezifische Affinitat fur ein bestimmtes Antigen besitzen.

Monoklonale Antikérper werden nach der Methode von Milstein und Koéhler hergestellt [103]. Man
injiziert dabei einer Maus das Antigen, wogegen man Antikérper generieren mochte. Die Effizienz
dieses Verfahrens kann man durch Zugabe verschiedener Adjuvantien steigern. Nach der
Immunisierung entnimmt man die Milz. Die Milzzellen werden anschliefend mit Zellen einer Maus-
Myelom-Zelllinie fusioniert. Erfolgreich fusionierte Hybridomzellen kénnen in einem speziellen
Medium Uberleben und besitzen die Eigenschaft, kontinuierlich zu wachsen, was man zu deren
Selektion nutzt. Nach einer Subklonierung wahlt man einen Hybridom-Klon aus, der einen

spezifischen monoklonalen Antikérper produziert.

Die beschriebene Technik wurde von der Arbeitsgruppe von BM. Stadler verwendet um einen
monoklonalen Antikérper herzustellen, der spezifisch mit der CH3-Domé&ne von humanem
Immunglobulin E reagiert [97]. Ein Lysat dieser Hybridom-Zellen wurde uns freundlicherweise zur
Verfigung gestellt, um daraus die Gesamt-RNA zu isolieren. Diese wurde anschlielRend mit Hilfe
von Reverser Transkriptase und Zufalls-Hexa-Nukleotiden in cDNA umgeschrieben. Diese cDNA
diente als Matrix fir ein Standard-PCR-Verfahren zur Klonierung der variablen
Immunglobulindoméanen VL und VH des anti-IgE Antikorpers.

Abbildung 11 stellt den Versuchsaufbau schematisch dar. Dabei wurden in einer ersten PCR-
Runde die VH- und die VL-Doméane mit den hierflir angegebenen Oligonukleotiden amplifiziert. In
einer zweiten PCR-Runde wurden die VH- und VL-Doméanen modifiziert, indem Schnittstellen fir
Restriktions-Enzyme und ein Glycin-Serin-Linker integriert wurden. In der dritten PCR-Runde, der
sogenannten Fusions-PCR, wurden die beiden modifizierten VH- und VL-Regionen so miteinander

fusioniert, dass sie letztendlich auf einer Polypeptidkette zu liegen kommen.
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Abbildung 11 Schematische Darstellung der Klonierung der VH- und VL-Region. Ausgangsmaterial

war das Lysat einer Antikorper-produzierenden Hybridomzelllinie. Aus dieser wurde die Gesamt-
RNA isoliert und mit Hilfe von Reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Anschlieend wurde
die VH- und die VL-Doméne durch den Einsatz eines Standard-PCR-Verfahrens amplifiziert (1), die
variablen Regionen in einem weiteren PCR-Verfahren modifiziert (2) und die modifizierten VH- und

VL-Regionen schlieBlich durch eine Fusions-PCR miteinander verbunden (3).

Mit Hilfe der eingesetzten Oligonukleotide wurden gleichzeitig Schnittstellen fir Restriktions-
Enzyme eingefugt (siehe Abbildung 12). Nach dem Verdau der Fragmente mit den entsprechenden
Restriktions-Enzymen wurden diese in einen Plasmidvektor kloniert. Die VH- und VL-Doméanen
wurden anschlieBend mittels Kettenabbruchreaktion nach Sanger sequenziert und mit den

Sequenzen von BM. Stadler verglichen (siehe Sequenzen im Anhang).

4.2 Konstruktion des IgExCD3 bispezifischen single-chain

Antikorpers

Zur Herstellung des bispezifischen Antikérpers IgExCD3 im Tandem single-chain Fv Format
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mussten die variablen schweren (VH) und leichten (VL) Ketten des anti-IgE [97] und eines anti-
CD3 [98] Antikorpers auf einem Expressionsvektor rekombiniert werden, so dass die einzelnen

variablen Domanen nacheinander auf einer einzigen Polypeptidkette zu liegen kommen.

Die variablen Immunglobulindoménen einer Antigenspezifitat sind untereinander jeweils durch
einen Glycin-Serin-Linker von 15 beziehungsweise 18 Aminosduren Lange verbunden, um zu
gewahrleisten, dass sie sich zu einer funktionellen Antigenbindungsstelle zusammenlagern
kénnen. Zwischen den VH/VL-Paaren des anti-IgE und der anti-CD3 Antikérpers kommt ein kurzer
Glycin-Serin-Linker von nur funf Aminosduren Lange zum Einsatz. Damit soll einerseits eine
gewisse sterische Flexibilitat zwischen den beiden Bindungsarmen zugelassen und andererseits

eine Fehlpaarung von nicht zusammengehdrenden V-Regionen vermieden werden.

Die Klonierung und Fusion von VH und VL des anti-IgE Antikérpers wurde in Kapitel 4.1
beschrieben. Bei der VH- und VL-Domane des anti-CD3 Antikérpers konnte auf ein fertiges Modul
aus einem anderen bispezifischen Antikérper der Arbeitsgruppe Kufer zuriickgegriffen werden [98].
Die einzelnen Elemente wie das Leaderpeptid fur die Sekretion des Konstrukts, die variablen
Immunglobulindoménen, die Glycin-Serin-Linker und der Histidin-Schwanz wurden mit Hilfe
geeigneter Restriktions-Enzym-Schnittstellen, wie in Abbildung 12 dargestellt, im

Expressionsvektor pEF-DHFR zu dem bispezifischen IgExCD3 Antikdrper zusammengesetzt.

EcoR1  BstGI BspE I BamH | Sal I Nde [

vy " ' '
o erp H Leader [H viige |— viie H vieps |—{ vicos | exsis H mes H prr H ax b

— o

(Gly,-Ser,); (Gly,-Sery), (Gly,-Ser));

\ﬁ(_J' . J\_ J
" N '

N-Terminus C-Terminus 6xHistidin-Schwanz

Abbildung 12 Oben: Reihenfolge der variablen Doménen des bispezifischen Antikorpers IgExCD3
auf genetischer Ebene. Relevante Restriktions-Enzym-Schnittstellen sind durch Pfeile markiert. Hinter
dem 6xHistidin-Schwanz befindet sich ein Stop-Codon. IRES bezeichnet eine interne ribosomale
Reinitiierungs-Stelle. Unten: Schematische Wiedergabe der Faltung des bispezifischen single-chain

Antikorpers nach der Prozessierung des Proteins.

-63-



Die korrekte Struktur des Konstrukts auf DNA-Ebene wurde durch probeweisen Verdau mit den in
Abbildung 12 gezeigten Restriktions-Enzymen und anschlieBender Sequenzanalyse bestatigt. Das
Konstrukt steht unter der Kontrolle des EF-Promotors und bildet zusammen mit dem murinen
DHFR-Gen ein bicistronisches Transkript. Die DHFR-Translation wird dabei durch eine interne
ribosomale Reinitiierungs-Stelle (IRES) vermittelt. Die Di-Hydro-Folat-Reduktase (DHFR) dient als
Selektionsmarker fir die stabile Transfektion des bispezifischen IgExCD3 Konstrukts in DHFR-
defizienten CHO-Zellen (chinese hamster ovary). Der 6xHistidin-Schwanz dient dabei sowohl der
Aufreinigung des Konstruktes aus dem Zellkultur-Uberstand als auch seinem Nachweis mit Hilfe
eines anti-Histidin Antikérpers.

4.3 Produktion des bispezifischen Antikorpers IgExCD3 durch
CHO-Zellen

Aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Kufer war bekannt, dass einzelkettige Antikérperkonstrukte, die
mehr als drei Immunglobulindoméanen enthalten, in der Regel nicht funktionell in prokaryontischen
Zellen exprimiert werden. Deshalb wurde ein eukaryontisches Expressionssystem auf der Basis

von Chinese Hamster Ovary cells (CHO-Zellen) verwendet [96].

Den verwendeten CHO-Zellen fehlt das Enzym Di-Hydro-Folat-Reduktase (DHFR). Dieses Enzym
spielt eine wichtige Rolle bei der Bildung von Desoxy-Thymidin-Mono-Phosphat (dTMP). Ein
wichtiger Schritt in dessen Synthese ist die Methylierung von Desoxy-Uracil-Mono-Phosphat
(dUMP) (siehe Abbildung 13). Die erforderliche Methylgruppe wird durch die Umwandlung von
N5,N10-Methylen-Tetra-Hydro-Folsaure zu Di-Hydro-Folsdure (DHF) bereitgestellt. Zur
Regeneration der DHF wird das Enzym DHFR benétigt. Daher sind CHO-Zellen, denen dieses
Enzym fehlt, nicht in der Lage, dTMP zu synthetisieren und sind somit auf eine externe Zufuhr
angewiesen, was man sich bei der stabilen Transfektion von CHO-Zellen zunutze macht. Der pEF-
Vektor enthalt in diesem Fall neben dem Konstrukt noch das Enzym DHFR. Erfolgreich transfizierte
Zellen kdénnen daher ohne Zugabe von Nukleotiden lberleben. Durch Zugabe von Methotrexat

kann auferdem eine genetische Amplifikation des Konstruktes erreicht werden.
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Abbildung 13 Methylierung von dUMP zu dTMP. Regeneration der N5,N10-Methylen-Tetra-

Hydro-Folsdure und Wirkmechanismus von Methotrexat.

Zur stabilen Transfektion der CHO-Zellen wurde das Expressionsplasmid pEF-IgExCD3-DHFR
zuerst in groRen Mengen in E. coli Bakterien hergestellt. Nach der Linearisierung des Vektors
wurde er durch Elektroporation in die Zellen eingebracht. Das Konstrukt wird dabei an einer
zufélligen Stelle im Genom integriert. Nach der Transfektion wurden die Zellen durch den Entzug
von Nukleotiden selektioniert. Zur Genamplifikation wurde Methotrexat in einer Endkonzentration
von 20 nM (erste Amplifikationsrunde) und 100 nM (zweite Amplifikationsrunde) zugegeben. Durch
die interne ribosomale Reinitiierungs-Stelle (IRES), die innerhalb des bicistronischen Transkripts
aus bispezifischem Antikdrper und DHFR liegt, sollte eine Steigerung der Methotrexat-
Konzentration mit einer entsprechend gesteigerten Expression des bispezifischen Antikoérpers

einhergehen.

Der bispezifische IgExCD3 Antikdrper konnte mit Hilfe eines Sandwich-ELISAs im Uberstand der
CHO-Zellen nachgewiesen werden. Dazu immobilisiert man l6sliches IgE Uber Nacht an einer
ELISA-Platte und inkubiert anschlieend darauf den Zellkultur-Uberstand. Ein anti-Histidin
Antikérper, der mit der Meerrettich-Peroxidase (POX) markiert ist, ermoglicht es, den gebundenen
IgExCD3 Antikoérper zu detektieren. POX setzt das farblose Substrat Azino-bis-(3-ethyl-Benz-

Thioazolin-6-Sulfonsaure) (ABTS) in eine farbige Lésung um. Diese kann im Photometer bei einer
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Wellenlange von 405 nm gemessen werde.

Nach der stabilen Transfektion gaben die CHO-Zellen den bispezifischen single-chain Antikérper
IgEXCD3 in den Uberstand ab. Dies konnte mit einem Sandwich-ELISA bestatigt werden. Die
Zugabe von Methotrexat (MTX) in einer Konzentration von 100 nM brachte keinen Vorteil
gegeniber einer MTX-Konzentration von 20 nM. Um eine grélRere Menge des Antikorpers
herzustellen, wurden die Transfektanten in ,Rollerflaschen® Ulberfihrt und bei einer MTX-
Konzentration von 20 nM kultiviert (siehe Abbildung 14).

Abbildung 14 Kultivierung von CHO-Zellen in ,,Rollerflaschen. Der IgExCD3 bispezifische single-

chain Antikérper wird dabei in den Uberstand abgegeben.

Bei den Rollerflaschen handelt es sich um Zellkulturflaschen, die eine vergrofRerte Oberflache
besitzen. Durch kontinuierliche Rotation dieser Flaschen um die eigene Achse kann man eine
effektivere Produktion erzielen. Diese wird erreicht, da eine gréRere Anzahl von Zellen, die den

Antikérper in den Uberstand abgeben, mit weniger Medium auskommen.

4.4 Aufreinigung des bispezifischen single-chain Antikorpers

Der Uberstand der transfizierten CHO-Zellen enthalt neben dem bispezifische single-chain
Antikérper IgExCD3 noch eine Reihe anderer Proteine. Um die Menge an Fremd-Proteinen so
gering wie moglich zu halten wurde ein spezielles proteinarmes Nahrmedium (HyQ von Perbio) fur
die CHO-Transfektanten verwendet. Da der IgExCD3 Antikorper einen 6xHistidin-Schwanz besitzt,
kann dieser mit dem freien Elektronenpaar am Stickstoff einen Komplex mit Metallen bilden. Fr
eine hohe Reinheit und Konzentration des Antikérpers wurde der Uberstand mit Hilfe einer
"immobilized metal ion affinity chromatography" (IMAC) und einer anschlieBenden Gel-
Chromatographie aufgereinigt.
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Abbildung 15 Veranschaulichung der Aufreinigung des bispezifischen Antikorpers IgExCD3. Links:
Der Uberstand wurde zuerst auf eine IMAC-Siule aufgetragen. Die eluierten Fraktionen wurde im
Sandwich-ELISA getestet. Die positiven IMAC-Fraktionen wurden gemischt und durch eine
anschlieBende Gelfiltration weiter aufgetrennt. Rechts: Chromatogramm der Gelfiltration. Dargestellt
sind eine Monomer- und eine Dimer-Fraktion. Ein groBer Teil des Proteins lag als Fragment vor.

Dieses wurde separat analysiert.

Die Produktion in den Rollerflaschen erbrachte circa zehn Liter Zellkulturiiberstand. Dieser wurde
zuerst auf eine IMAC-Saule aufgetragen. AnschlieBend wurden die Proteine mit Hilfe eines
Imidazol-haltigen Puffer-Gradienten von der S&aule eluiert. Auf diese Weise erhielt man eine
Auftrennung des Uberstands und die einzelnen Fraktionen wurden mittels eines Sandwich-ELISAs
getestet. Die positiven IMAC-Fraktionen wurde schliellich gemischt und durch Gelfiltration ihrer
GroRe nach getrennt. Abbildung 15 gibt den Ablauf der Aufreinigung schematisch wieder.

Nach dem zweiten Aufreinigungsschritt, der Gelfiltration, lag der bispezifische single-chain
Antikérper IgExCD3 in einer Monomer- und einer Dimer-Fraktion vor. Die Konzentration wurde zum
einen uber das Integral der Kurve ermittelt und zudem durch einen Bi-Cinchoninic Acid (BCA)
Protein-Bestimmungs-Test quantifiziert. Es wurde eine Konzentration von 92,5 yg/ml bestimmt. Um
die Reinheit und Konzentration zu bestatigen, wurde noch ein weiteres Verfahren, die SDS-Gel-

Elektrophorese, durchgefiihrt.
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4.5 Analyse von GroBe und Reinheit des bispezifischen

Antikorpers

Nach der Aufreinigung des bispezifischen Antikérpers IgExCD3 musste geklart werden, ob das
Produkt frei von Unreinheiten ist. Eine Standard-Methode, mit der man sowohl die Reinheit als
auch die GroRe von Proteinen sehr gut beurteilen kann, ist die sogenannte SDS-Polyacrylamid-
Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE).

Bei diesem Verfahren werden die Proben zuerst in einem Puffer, der Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS)
enthalt, bei 95°C denaturiert. Dabei lagert sich ein SDS-Molekil an etwa zwei Aminosauren an. Da
das SDS negativ geladen ist, kann die Eigenladung des Proteins vernachlassigt werden. So
erreicht man, dass sich Proteine in einem elektrischen Feld aufgrund ihrer Gréf3e trennen. Parallel
zu den Proben wird ein Protein-Standard aufgetragen. Dieser besteht aus verschiedenen Proteinen
bekannter Gréfke und ermdglicht es, damit auf die molekulare Masse des untersuchten Proteins zu
schlieRen. Das Gel wird anschlieend zur Visualisierung mit Coomassie-Blau geféarbt. Dieser
Farbstoff lagert sich unspezifisch an alle Proteine an. Die Intensitdt der Bande korreliert dabei mit
der Konzentration. Die Nachweisgrenze des Verfahrens liegt bei circa 200 ng.

1 2 3 4 5 Marker [kDa]
185

98

52

31

19

Abbildung 16 Darstellung der SDS-Gel-Elektrophorese. Aufgetragen sind die Fraktionen nach der
Gelfiltration. In Reihe 1 sind die Fraktionen A3-A6, in Reihe 2 die Fraktionen B2-B3, in Reihe 3 die
Fraktionen B8-B9, in Reihe 4 die Fraktionen B12 + C1 + C2 und in Reihe 5 die Fraktionen C10 +
C11. Rechts ist der Proteinstandard dargestellt.
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Wie aus Abbildung 16 zu ersehen ist, liegt die molekulare Masse des bispezifischen Antikérpers
IgExCD3 bei etwa 55 kDa (Reihe 3). Dieser Wert wurde auch rechnerisch ermittelt und bestatigt
das Ergebnis aus dem Chromatogramm. Eine Dimer-Fraktion, die sich isolieren lies, ist in Reihe 2
dargestellt. Da die Konzentration sehr niedrig ist, ist die Bande auf dem Gel nur sehr schwer zu
erkennen. In Reihe 4 sind die Fragmente aufgetragen, die beiden Produkte haben zusammen eine
GrofRe von circa 55 kDa. Der Verdacht liegt nahe, dass es sich dabei um Spaltprodukte des
bispezifischen Antikdrpers handelt. Diese wurden detaillierter untersucht und ergaben, dass sich in

der VL,ge-Doméne eine Schnittstelle der Proteinase Stromelysin | befindet.

46 Klonierung des humanen membranstandigen

Immunglobulin E

Neben der Herstellung und Aufreinigung des single-chain Antikérpers IgExCD3 sollte seine
funktionelle Aktivitat charakterisiert werden. Ziel dieses Konstruktes ist es, zytotoxische T-
Lymphozyten zu rekrutieren um IgE-positive B-Zellen zu eliminieren. Da sich aus dem peripheren
Blut des Menschen keine IgE-positiven B-Lymphozyten zu Testzwecken aufreinigen lassen und
auch keine entsprechenden Zelllinien verfliigbar sind, musste zuerst eine Zelllinie, die humanes
transmembranes IgE exprimiert, konstruiert werden. Der Aufbau des membranstandigen
Immunglobulin E auf humanen B-Lymphozyten ist in Abbildung 10 gezeigt. Da sowohl fiir die
Verankerung des Immunglobulin E in der Membran als auch fiir die Erkennung durch den IgExCD3
Antikérper nur die Schwere-Kette ausschlaggebend ist, musste nur diese kloniert werden.

Als variable Region wurde die VH-Doméne aus dem pSV-V,,-H.-Vektor gewahlt, die spezifisch mit
dem Hapten 4-hydroxy-3-iodo-5-nitrophenylacetate reagiert (NP) [99]. Von der Schweren-Kette des
humanen IgE existiert nur eine Subklasse. Die entsprechenden CH1- bis CH4-Domanen konnten
ebenfalls aus dem oben genannten Plasmid enthommen werden. Von der Membrandomane des
Immunglobulin E weil® man, dass es sie in zwei Isoformen gibt, welche durch alternatives Spleifen
entstehen. Die lange Variante (ML) unterscheidet sich dabei von der kurzen (MS) durch zusétzliche
52 Aminosduren am C-terminalen Ende, beziehungsweise 156 Nukleotide am 5’-Ende. Obwohl
diese Region keine Rolle fir die Eliminierung von IgE-positiven B-Lymphozyten durch den

IgExCD3 Antikorper spielt, wurden dennoch beide Varianten aus U266-Zellen kloniert.

Die humane IgE-sezernierende Zelllinie U266 exprimiert die lange Variante der Membrandomane
(ML) auf mRNA-Ebene, translatiert diese aber nicht. Nach der Lyse dieser Zelllinie, wurde die
Gesamt-RNA isoliert und mit Hilfe von Zufalls-Hexa-Nukleotiden und Reverser Transkriptase in
cDNA umgeschrieben. Die Amplifikation der ML-Domane erfolgte durch Standard-PCR-Verfahren.
Die 3’- und 5-Oligonukleotide wurden dabei so gewahlt, dass sie zusatzlich Schnittstellen fir
Restriktions-Enzyme einfligen. Die Klonierung der kurzen Variante (MS) erfolgte auf der Grundlage
der bereits klonierten ML-Variante. Abbildung 17 soll einem besseren Verstéandnis des Versuchs-

aufbaus dienen.
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Abbildung 17 Oben: Klonierung der einzelnen Doménen des membranstindigen Immunglobulin E.
Unten: Genetische Kartierung des Vektors. Relevante Restriktions-Enzym-Schnittstellen sind mit
Pfeilen markiert. M1-M2 stellt die lange (ML) und M1°-M2 die kurze (MS) Membrandoméne dar.
Hinter ML und MS befindet sich jeweils ein Stop-Codon. IRES bezeichnet eine interne ribosomale

Reinitiierungstelle. NPT ist die Abkiirzung fiir das Enzym Neomycin-Phospho-Transferase.

Die PCR-Produkte wurden mittels Kettenabbruchreaktion nach Sanger sequenziert und mit den
bekannten Sequenzen verglichen. Die Sequenzen sind im Anhang aufgefuhrt. Durch die
eingesetzten Oligonukleotide wurden gleichzeitig auch Restriktions-Enzym-Schnittstellen eingefiigt.
Nach dem Verdau mit den entsprechenden Enzymen wurden die Domanen in einem pEF-Vektor
zusammengeflgt (siehe Abbildung 17). So entstand ein pEF-V,p-IgEnus-NPT-Vektor und ein pEF-
Vinp-lgEm -NPT-Vektor.

4.7 Expression von humanem IgE auf J558L-Mauszellen

Da nur die humane Schwere-Kette des Immunglobulin E kloniert wurde, musste diese in eine
Zelllinie stabil transfiziert werden, die bereits eine leichte Immunglobulinkette exprimiert. Dazu
wurde die murine Myelom-Zelllinie J558L gewahlt, die nur eine Maus-Lambda-Leichte-Kette

sezerniert jedoch keine schwere Kette produziert.
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Zur stabilen Transfektion der J558L-Zellen wurden der pEF-V,,-IgEus-NPT- und der pEF-V,,-
IgEmL-NPT-Vektor zuerst in E. coli Bakterien vervielfaltigt. Nach der Linearisierung der Vektoren
wurden die J558L-Zellen entweder mit der MS- oder der ML-Variante durch Elektroporation
transfiziert. Das Enzym Neomycin-Phospho-Transferase verleiht den Zellen, welche das Konstrukt
erfolgreich ins Genom integriert haben, eine Resistenz gegen das toxische Geneticin (G418).
Dieses wurde dem Medium in einer Konzentration von 1000 pyg/ml zugesetzt.

Als Resultat der Transfektion prasentieren diese Maus-Zellen ein chimares Immunglobulin E auf
ihrer Oberflache. Die Leichte-Kette ist dabei murinen Ursprungs. Die konstante Schwere-Kette
sollte aus der humanen Epsilon-Kette bestehen, welche entweder die ML- und oder die MS-
Variante der transmembranen IgE-Region enthalt. Da die Effektivitat einer Transfektion sehr
variabel ist, sollten die J558L-IgEys und die J558L-IgE\_ anschlieRend kloniert werden.

Um zu zeigen, dass die Zellen tatsachlich human-murines IgE auf ihrer Oberflache exprimieren
und um die Expressionsstéarke der erhaltenen Klone zu beurteilen, wurde eine FACS-Analyse
durchgefiihrt. Dazu wurden die einzelnen Klone gewaschen und fir 30 Minuten mit einem anti-
human-IgE Antikérper, der mit dem Fluorochrom FITC markiert ist, inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellen erneut gewaschen und in einer 1%-igen Formaldehyd-Lésung resuspendiert. Als

Auswertegerat diente ein FACScan der Firma Becton Dickinson.

100
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40 mm J558L-IgE, 4
204

0 - Gl P

100 10! 102 103 10¢

>

IgE-FITC

Abbildung 18 FACS-Analyse der J558L-Zellen nach stabiler Transfektion mit der schweren Kette
des membranstindigen humanen IgE. Es wurde sowohl die kurze (MS) als auch die lange (ML)

Transmembrandomaéne kloniert.

Es wurden jeweils 20 Klone der J558L-IgEys- und der J558L-IgEy -Variante auf ihr
Expressionsniveau hin getestet. Als Beispiel sind in der Abbildung 18 die Klone J558L-IgEys4 und
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J558L-IgE\ 7 aufgefiihrt. Wie aus der Abbildung 18 hervorgeht, exprimieren beide Klone humanes
Immunglobulin E in seiner transmembranen Form. Der Unterschied im Expressionsniveau der

beiden Klone ist bedingt durch die Variabilitat der Transfektion.

4.8 Nachweis der spezifischen Bindungseigenschaften beider

Fv-Domanen

Nachdem der IgExCD3 bispezifische single-chain Antikérper aufgereinigt worden war, musste
gezeigt werden, dass dieser in der Lage ist, zwei verschiedene Antigene zu binden. Dazu wurden
zwei verschiedene Zelllinien bendtigt, die entweder das humane IgE oder den humanen CD3-
Komplex exprimieren. HPB-ALL-Zellen wurden gewahlt, da es sich dabei um eine humane T-
Lymphom-Zelllinie handelt auf deren Oberflache CD3 prasentiert wird. Die Klonierung der IgE-
positiven J558L-IgEys4 und J558L-IgEy 7 wurde in Kapitel 4.7 beschrieben. So standen drei
Zelllinien zur Verfugung mit deren Hilfe der Nachweis der spezifischen Bindung erbracht werden

konnte.

Fur die FACS-Analyse wurden der J558L-IgEys4- und der J558L-IgEy 7-Klon und die HPB-ALL-
Zellen jeweils mit dem bispezifischen IgExCD3 Antikdrper inkubiert. AnschlieBend wurde ein Maus
anti-Histidin Antikérper dazugegeben, und dieser wiederum mit einem PE-markiertem anti-Maus-
FcGamma Antikdrper nachgewiesen. Als Auswertegerat diente wieder ein FACScan der Firma

Becton Dickinson.

L

0 101 102 103 100 101 102 103

@HIS + @mouse Fcg PE @HIS + @mouse Fcg PE

10

Abbildung 19 FACS-Analyse der Bindungseigenschaften des IgExCD3 bispezifischen Antikorpers.
A: Bindung auf IgE-positive JSS8L-IgEns4 und J558L-IgEy 7 Zellen. B: Bindung auf CD3-positiven
HPB-ALL-Zellen. Der Nachweis wurde jeweils mit einem Maus anti-Histidin Antikérper und

anschlieBender Inkubation mit einem PE-markierten anti-Maus-FcGamma durchgefiihrt.
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Abbildung 19 zeigt die grafische Auswertung der FACS-Analyse. Auf dem Bild A erkennt man die
Bindung des bispezifischen Antikérpers IgExCD3 an die Transfektanten J558L-IgEys4 und J558L-
IgEmL7, welche membranstéandiges humanes IgE auf ihrer Oberflache prasentieren. Bild B zeigt die
Bindung des bispezifischen Antikdrpers IgExCD3 an HPB-ALL-Zellen, welche humanes CD3
exprimieren. Der Nachweis des gebundenen bispezifischen Antikdrpers erfolgte beide Male mit
einem anti-Histidin Antikdrper und einem PE-markiertem anti-Maus-FcGamma Antikdrper.

4.9 Zytotoxizitat von CD8-positiven T-Lymphozyten und
PBMC

Im vorhergehenden Kapitel wurde demonstriert, dass der bispezifische single-chain Antikérper
IgEXCD3 in der Lage ist, IgE-positive Zellen zu binden. Das eigentliche Ziel dieses Konstruktes ist
aber nicht nur die Bindung an IgE-positive Zellen, sondern deren Eliminierung. Dies soll durch die

CD3-Spezifitat vermittelt werden, die zur Rekrutierung zytotoxischer T-Lymphozyten fihren soll.

Ein Standardverfahren zur Messung zytotoxischer Aktivitat ist der 51Chrom—Freisetzungs—Test.
Dabei wurden die potentiellen Zielzellen, in diesem Fall die IgE-positiven Klone J558L-IgE\s4 und
J558L-IgE\ 7, fir eine Stunde mit radioaktivem Natrium-Chromat inkubiert und danach
gewaschen. Als Effektorzellen wurden sowohl unstimulierte mononukledre Zellen aus dem
peripheren Blut (PBMC) als auch vorstimulierte CD8-positive T-Lymphozyten verwendet. In jede
Vertiefung einer 96-Loch-Platte wurden 10.000 Zielzellen und 100.000 Effektorzellen pipettiert.
AnschlieBend wurde der bispezifische Antikérper IgExCD3 in Konzentrationen von 0,064-5000
ng/ml dazu titriert. Nach 24 Stunden wurde die Platte zentrifugiert und 50 pl des Uberstandes
entnommen. Mit Hilfe eines Gamma-Zahlers wurde ermittelt, wie viel radioaktives Natrium-Chromat
von den Zielzellen freigesetzt wurde. Zur Bestimmung der Spontanlyse wurde kein bispezifischer
Antikérper zugegeben. Um die Maximallyse zu bestimmen wurde eine 0,5%ige Triton-X-100-
Lésung dazugefiigt. Die Versuche wurden in Triplikaten durchgefihrt und jeweils das arithmetische

Mittel daraus bestimmt. Die spezifische Zytotoxizitat wurde nach folgender Formel berechnet:

Tabelle 9  Berechnung der effektiven spezifischen Lyse

Ze=(Zb—7s)/ (Zm—7Zs) x 100%
Zb entspricht der Menge an Radioaktivitit, welche nach Zugabe des bispezifischen Antikorpers abgegeben wurde.

Zs stellt die Menge an Radioaktivitét dar, welche in Abwesenheit des bispezifischen Antikérpers freigesetzt wurde =
Spontanlyse

Zm ist die Menge an Radioaktivitit, welche durch Zugabe einer 0,5%igen Triton-X-100-Losung maximal freigesetzt
werden konnte = Maximallyse
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Abbildung 20 Freisetzung von radioaktivem Natrium-Chromat. Als Effektorzellen wurden
stimulierte humane CD8-positive T-Lymphozyten verwendet. Als Zielzellen wurden JS58L und die
IgE-positiven Klone JS58L-IgEys4 und JSS8L-IgEnM 7 eingesetzt. Der IgExCD3 Antikorper wurde in

Konzentrationen von 0,064-5000 ng/ml titriert.

In Abbildung 20 ist die effektive prozentuale spezifische Lyse des bispezifischen Antikérpers
IgExCD3 wiedergegeben. Wie aus der Darstellung ersichtlich ist, kommt es bei den transfizierten
J558L-IgEns4 und J558L-IgEw7 zu einer konzentrationsabhangigen spezifischen Lyse. Die
effektive Dosis, bei der 50% der maximalen Lyse erreicht wird, die EC50, betragt bei den J558L-
IgEms4 178 ng/ml. Die EC50 der J558L-IgEw.7 Zellen liegt bei 1540 ng/ml. Die untransfizierten
J558L-Zellen, die kein membranstandiges humanes IgE auf ihrer Oberflache prasentieren, werden
selbst in Anwesenheit von hohen Konzentrationen des bispezifischen IgExCD3 Antikérpers nicht

lysiert.

Um die Variabilitdt der spezifischen Lyse in Abhangigkeit der verwendeten PBMC darzustellen
wurde der Zytotoxizitats-Test nochmals mit J558L-IgEus4-Zellen und unstimulierten

mononuklearen Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC) verschiedener Spender durchgefuhrt.
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unstimulierte PBMC : J558L-IgEpys4 = 10 : 1
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Abbildung 21 °'Cr-Freisetzungstest mit mononukleiren Zellen aus dem peripheren Blut

verschiedener Spender. Als Zielzellen wurden die IgE-positiven JS58L-IgE\s4-Zellen eingesetzt.

Wie aus der Abbildung 21 zu erkennen ist, kommt es zu Unterschieden im Lyseverhalten der
mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut verschiedener Spender. Die hdchste
Konzentration des bispezifischen IgExCD3 Antikorpers, die bei diesem Test eingesetzt wurde, liegt
bei 5 pg/ml. Bei dieser Konzentration schwankt die effektive Lyse zwischen 20% und 70%. Die
EC50-Konzentration variieren zwischen 365 und 936 ng/ml.

Eine weitere Methode, um die zytotoxische Aktivitat gegeniiber IgE-positiven Zellen zu zeigen,
besteht in der mikroskopischen Beobachtung. Dabei wurden 10.000 J558L-Zellen
beziehungsweise die IgE-positiven Zellen J558L-IgEys4 mit 100.000 CD3-positiven T-
Lymphozyten kultiviert. Dieser Ansatz wurde mit dem bispezifischen Antikérper IgExCD3 fir 24
Stunden inkubiert und anschlieBend unter dem Mikroskop bei einer 400fachen Vergroflerung

betrachtet.
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Abbildung 22 Mikroskopische Aufnahme bei 400facher VergroBerung. Dargestellt sind die IgE-
positiven Zellen JS58L-1gEys4 nachdem sie 24 Stunden mit CD3-positiven Zellen inkubiert wurden.
Links: ohne Zugabe des bispezifischen Antikorpers IgExCD3. Rechts: mit Zugabe des bispezifischen
Antikorpers IgExCD3.

Wie in der Abbilddung 22 zu erkennen ist, kommt es ohne den IgExCD3 Antikdrper zu keiner
Interaktion zwischen den IgE-positiven Zellen J558L-IgEys4 und den CD3-positiven T-
Lymphozyten. Bei Zugabe des bispezifischen Antikérpers IgExCD3 kommt es zu einer Anlagerung
der beiden Zellen, wobei sich in diesem Fall mehrere T-Lymphozyten an die J558L-IgEus4-Zellen
binden. Die IgE-positiven Zellen verandern sich auch mikroskopisch sichtbar. Es kommt zur
Bildung kleiner Granula, zu einer Umstrukturierung der Membran und zur Lyse der J558L-IgEys4-

Zellen.

4.10 Einfluss von loslichem IgE auf die zytotoxische Aktivitat

Wie bereits in Abschnitt 1.6 erlautert, erkennt der bispezifische single-chain Antikérper IgExCD3
die CH3-Doméne des Immunglobulin E. Diese Struktur ist allerdings nicht nur auf dem
membranstandigen IgE von B-Lymphozyten sondern auch auf I6slichem IgE frei zuganglich. Daher

stellt sich die Frage, inwieweit |6sliches IgE zu einer Inhibition der Zytotoxizitat fihren kann.

Der Effekt sollte, ahnlich wie im vorhergegangenen Abschnitt, in einem 51Chrom—Freisetzungs—Test
untersucht werden. Bei den Effektorzellen (E) handelt es sich um stimulierte CD3-positive Zellen
aus dem peripheren Blut. Als Zielzellen (Z) wurden die Klone J558L-IgEus4 und J558L-IgEw 7 eine
Stunde lang mit *'Chrom beladen. Zu 10.000 Zielzellen und 100.000 Effektorzellen wurde der
IgExCD3 Antikérper in Konzentrationen von 0,064-5000 ng/ml gegeben. Zuséatzlich wurde zu

diesem Ansatz I6sliches humanes IgE titriert. Als Anhaltspunkt fur die eingesetzte Konzentration
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des IgE diente die Serum-IgE-Konzentration beim Menschen. Wie in Abschnitt 1.4 erlautert, liegt
der obere Normwert bei 0,24 ug/ml. Der hochste IgE-Spiegel, der bei einem allergischen Patienten
jemals festgestellt wurde, liegt laut Literatur bei rund 2,4 pug/ml. Um in vitro eine Situation zu
schaffen, die der im Menschen mdglichst nahe kommt, wurde deshalb das |8sliche IgE in einem
Bereich von 0,04-5,0 pg/ml titriert. Die maximale Lyse wurde durch Zugabe einer 1%-igen Triton-X-
100-Ldsung bestimmt. Nach 24 Stunden wurde die freigesetzte Menge an radioaktivem Natrium-
Chromat durch einen Gamma-Zahler bestimmt. Die Berechnung der prozentualen spezifischen

Lyse erfolgte auf der Basis der in Abschnitt 4.9 vorgestellten Formel.

1007 stimulierte CD3-positive T-Zellen : J558L-IgE pye4 = 10 : 1
90
80 5,0 pg/ml l6sliches IgE

1,0 pg/mil I6sliches IgE
0,2 pg/ml l6sliches IgE
0,04 pg/ml I6sliches IgE
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Abbildung 23 Grafische Darstellung der Freisetzung von >'Chrom. Als Effektorzellen (E) wurden
stimulierte CD3-positive T-Zellen aus dem peripheren Blut verwendet. Die Zielzellen wurden in einer
zehnfach hoéheren Konzentration eingesetzt. Der bispezifische Antikérper IgExCD3 wurde in
Konzentrationen von 0,064-5000 ng/ml eingesetzt und 16sliches humanes IgE in einem Bereich von

40-5000 ng/ml dazu titriert.

Abbildung 22 veranschaulicht die Kompetition der Zytotoxizitat durch 16sliches humanes IgE. Eine
Konzentration von 0,2 pg/ml I8sliches IgE entspricht in etwa dem Wert der bei gesunden
Menschen vorliegt. Bis dahin kommt es zu keiner signifikanten Einschrankung der Lyse. Die EC50
betragt hier 450 ng/ml. Erst bei Zugabe von léslichem IgE in einer Konzentration von 1 pg/ml tritt
eine merkliche Reduktion der spezifischen Lyse ein; die EC50 fiel dabei auf 1670 ng/ml. Trotzdem
findet weiterhin eine spezifische Zerstdrung der Zielzellen statt. Erst bei einer IgE-Konzentration
von 5 pg/ml, die bereits Uber den héchsten bei Allergikern gemessenen IgE-Werten liegt, zeigt sich

eine erhebliche Blockade der spezifischen Lyse.
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4.11 Aktivierung von humanen T-Zellen

Um einen weiteren Beweis zu erbringen, dass der bispezifische Antikérper IgExCD3 tatsachlich
zytotoxische CD3-positive Effektorzellen rekrutiert, soll deren Verhalten wahrend der Eliminierung
von IgE-positiven Zellen genauer betrachtet werden. Als Subpopulationen der Effektorzellen
kommen sowohl CD4-positive als auch CD8-positive T-Lymphozyten in Frage. Daher sollten deren
Reaktionen bei einer Ko-Inkubation mit IgE-positiven Zielzellen und dem bispezifischem Antikérper
IgExCD3 charakterisiert werden. Dies sollte durch die Analyse der Zytokine, die von T-
Lymphozyten freigesetzt werden, und die Expression von bekannten Aktivierungsmarkern

untersucht werden.

Dazu wurden 10.000 J558L-IgEys4- beziehungsweise J558L-IgEy 7-Zellen zusammen mit 100.000
unstimulierten CD3-positiven T-Zellen aus dem peripheren Blut und dem IgExCD3 Antikorper in
einer Konzentration von 500 ng/ml in einer 96-Loch-Platte kultiviert. Dieser Ansatz wurde dreimal
durchgefihrt, um die zu untersuchenden Parameter nach 24, 48 und 72 Stunden zu bestimmen.
Zu diesen Zeitpunkten wurden die jeweiligen Platten zentrifugiert. 50 ul des Uberstandes wurden
jeweils fur die Untersuchung der Zytokine verwendet. Die Ausschittung dieser Zytokine wurde mit
Hilfe von kommerzielllen Sandwich-ELISAs untersucht. Die Anwendung erfolgte entsprechend den
Anweisungen des Herstellers. Das Zellpellet wurde resuspendiert und in zwei Fraktionen aufgeteilt.

Die Expressionsanalyse von Oberflachenmarkern auf T-Lymphozyten stellt ein Verfahren dar, um
deren Aktivierung zu demonstrieren. Man nutzt dazu die Kenntnis, dass aktivierte T-Lymphozyten
nach einer gewissen Zeit verschiedene Marker prasentieren. Im Einzelnen handelt es sich dabei

insbesondere um:

Tabelle 10  Auflistung der Eigenschaften von CD25 und CD69

CD25 Expression aktivierte T-Lymphozyten
Wirkung IL-2 Rezeptor, Proliferation von T-Lymphozyten
Hochregulation  im Vergleich zu CD69 eher spit

CD69 Expression aktivierte Makrophagen, NK-Zellen, T-und B-Lymphozyten
Wirkung genaue Funktion unbekannt

Hochregulation  frith nachweisbar

Zur Expressionsanalyse dieser Aktivierungsmarker mittels FACS wurde daher das oben genannte
Zellpellet nach folgendem Schema untersucht:

1) CD4-positive Zellen, Expression von CD69 und CD25
2) CD8-positive Zellen, Expression von CD69 und CD25
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Abbildung 24 Darstellung der Expressionanalyse von CD25 und CD69 auf CD4-positiven
Lymphozyten mittels FACS. Die Auswertung erfolgte jeweils an Tag 1, 2 und 3.
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CD8-positive T-Lymphozyten
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Abbildung 25Darstellung der Expressionanalyse von CD25 und CD69 auf CDS8-positiven
Lymphozyten mittels FACS. Die Auswertung erfolgte jeweils an Tag 1, 2 und 3.

Wie in Abbildung 24 und 25 wiedergegeben, kommt es wahrend der Eliminierung von IgE-positiven
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Zellen zu einer verstarkten Expression von CD25 und CD69. Vor allem auf CD8-positiven T-
Lymphozyten ist das Expressionsnivaeu beider Aktivierungsmarker deutlich erhdht. Bei den CD4-
positiven T-Zellen kann ahnliches beobachtet werde. Die Expression entsprechender

Oberflachenmolekiile erfolgte hier jedoch im Vergleich verzégert und ist weniger stark ausgepragt.

Um zusatzliche Informationen Uber die Aktivierung von T-Lymphozyten wahrend der Eliminierung
IgE-positiver B-Zellen zu erhalten, kann man ebenfalls die Freisetzung folgender Zytokine in
Betracht ziehen:

Tabelle 11  Auflistung von Zytokinen, ihrer Wirkung und ihres Produktionsortes

TNF-alpha Produktion  T-Lymphozyten, NK-Zellen und Makrophagen
Wirkung Aktivierung von Endothelzellen

INF-gamma  Produktion  T-Lymphozyten und NK-Zellen
Wirkung Aktivierung von Makrophagen

Dazu wurden 50 pl der entsprechenden Uberstidnde entnommen und mit Hilfe kommerzieller
ELISA-Kits auf die Ausschittung entsprechender Zytokine hin beurteilt. Die Messung erfolgte
jeweils an Tag 1, 2 und 3.

m J558L + CD3-T-Zellen m J558L + CD3-T-Zellen + IgExCD3
m J558L-IgEML7 + CD3-T-Zellen W J558L-IgEML7 + CD3-T-Zellen + IgExCD3
m J558L-IgEMS4 + CD3-T-Zellen m J558L-IgEMS4 + CD3-T-Zellen + IgExCD3
600,0
500,0
400,0
E 3000
(2]
=
200,0
100,0
0,0
Tag 1 Tag 2 Tag 3

Abbildung 26 Messung der Freisetzung von Interferon-Gamma nach 1, 2 und 3 Tagen. Als
Effektorzellen wurde unstimulierte CD3-positive T-Lymphozyten verwendet. Als Zielzellen kamen

sowohl die J558L-Zellen als auch die IgE-positiven Zellen J558L-IgEys4 und J558L-IgEy 7 zum
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Einsatz. Die Konzentration des bispezifischen Antikorpers IgExCD3 betrug 500 ng/ml.

m J558L + CD3-T-Zellen m J558L + CD3-T-Zellen + IgExCD3
@ J558L-IgEML7 + CD3-T-Zellen m J558L-IgEML7 + CD3-T-Zellen + IgExCD3
m J558L-IgEMS4 + CD3-T-Zellen m J558L-IgEMS4 + CD3-T-Zellen + IgExCD3
250,0
200,0
— 150,0
E
2
— 100,0
50,0 -
0’0 i e
Tag 1 Tag 2 Tag 3

Abbildung 27 Messung der Freisetzung von TNF-Alpha nach 1, 2 und 3 Tagen. Als Effektorzellen
wurde unstimulierte CD3-positive T-Lymphozyten verwendet. Als Zielzellen kamen sowohl die
J558L-Zellen als auch die IgE-positiven Zellen JS58L-IgEys4 und J558L-IgEy 7 zum Einsatz. Die
Konzentration des bispezifischen Antikorpers IgExCD3 betrug 500 ng/ml.

In den Abbildung 26 und 27 ist die Freisetzung von TNF-Alpha beziehungsweise INF-Gamma
dargestellt: Wie zu erkennen ist, kommt es wahrend der Eliminierung von IgE-positiven B-Zellen zu
einer signifikanten Freisetzung von INF-Gamma nur dann, wenn sowohl die CD3-positiven
Effektorzellen als auch die IgE-positiven Zielzellen als auch der bispezifische Antikorper IgExCD3
ko-inkubiert wurden. Eine Ausschuttung von INF-Gamma wahrend der Inkubation mit den J558L-
IgEm.7-Zellen war nicht zu beobachten, was an der schwéacheren Expression von
transmembranem IgE liegen dirfte. Ergdnzend dazu, konnte die Ausschuttung von TNF-Alpha bei
beiden IgE-positiven Klonen nachgewiesen werden. Hierbei wurde wahrend der Ko-Inkubation mit
den J558L-IgEys4- und den J558L-IgEy 7-Zellen eine unterschiedliche Menge von TNF-Alpha
freigesetzt, korrespondierend mit der Expression von transmembranem Immunglobulin E auf deren

jeweiliger Oberflache.

4.12 Beladung des FcEpsilon-Rezeptor | mit I6slichem IgE

In Abbildung 10 wurde bereits dargestellt, dass der IgExCD3 bispezifische single-chain Antikérper
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spezifisch gegen die CH3-Domane der Epsilon-Kette reagiert. Diese Domane sollte bei dem
Rezeptor-gebundenem Immunglobulin E, wie es auf Mastzellen vorkommt, durch die Alpha-Kette
des hochaffinen FcEpsilon-Rezeptor | blockiert und damit als Zielstruktur fir den IgExCD3
Antikérper nicht erkennbar sein. Dies ist von enormer Wichtigkeit, da eine Erkennung von

Mastzellen fatale Folgen, wie zum Beispiel einen anaphylaktischen Schock, haben kénnte.

Da sich Mastzellen beziehungsweise basophile Granulozyten nur schwer aus menschlichem
Primarmaterial aufreinigen lassen, musste auf eine Zelllinie zurltckgegriffen werden. Der
FcEpsilon-Rezeptor | besteht aus den drei verschiedenen Kette: Alpha, Beta und Gamma. Da aber
nur die Alpha-Kette fir die Bindung des l6slichen IgE zustandig ist, sollte eine nicht-humane
Mastzelllinie, die mit der humanen Alpha Kette des FcEpsilon-Rezeptors | transfiziert ist, in der
Lage sein l6sliches humanes IgE zu binden. Von der Arbeitsgruppe Vogel wurde freundlicherweise
die Ratten-Mastzelllinie RBL-2H3 zur Verfigung gestellt, welche stabil mit der humanen Alpha-
Kette des hochaffinen FcEpsilon-Rezeptor | transfiziert wurde.

Durch den Einsatz der FACS-Analyse sollte festgestellt werden, ob es mdglich ist, die transfizierten
RBL-2H3 Zellen mit I6slichem humanem IgE zu beladen. Auflerdem sollte bestimmt werden bei
welcher Konzentration das Optimum der Beladung erreicht ist. Dazu wurden die Zellen jeweils fir
30 Minuten mit I8slichem humanem IgE inkubiert. Nach dem Waschen wurde ein FITC -markierter
anti-IgE Antikdrper dazugegeben. Die Zellen wurden anschlieRend erneut gewaschen und in 1%-
iger Formaldehyd-L&ésung resuspendiert. Als Auswertegerat diente ein FACScan der Firma Becton

Dickinson.
IgE [pg/ml] 50 12,5 3,125 0,78125
A 100 100 100 100
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Abbildung 28 Beladung der Ratten-Mastzelllinie RBL-2H3, die mit der humanen Alpha-Kette des
hochaffinen FcEpsilon-Rezeptors I transfiziert ist, mit 16slichem humanem IgE. Das IgE wurde dabei
in einem Konzentrationsbereich von 0,78-50 ug/ml titriert. Zur negativen Kontrolle dienten die RBL-

2H3-Zellen ohne Zugabe von 16slichem IgE.

Die Abbildung 28 zeigt zum einen, dass sich die transfizierte RBL-2H3 Zelllinie mit 16slichem
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humanem Immunglobulin E beladen lassen. Zum anderen kann die optimale Konzentration von

I6slichem IgE fir die Beladung der Mastzelllinie mit 12,5 yg/ml angegeben werden.

4.13 Analyse der zytotoxischen Aktivitat gegenuiber Mastzellen

In Abschnitt 4.13 wurde gezeigt, dass es moglich ist, die transfizierten Ratten-Mastzellen RBL-2H3
mit I6slichem humanem Immunglobulin E zu beladen. Mit Hilfe dieser Zellen sollte analysiert
werden, ob das Rezeptor-gebundene IgE auf diesen Zellen durch den IgExCD3 bispezifischen

single-chain Antikérper erkannt und dadurch eine Eliminierung der Mastzellen ausgel6st wird.

Dies sollte durch einen 51Chrom—Freisetzungs—Test untersucht werden. Dazu wurden 10.000 RBL-
2H3-Transfektanten fur eine Stunde mit radioaktivem Natrium-Chromat beladen. AnschlieRend
wurden die Zellen gewaschen und mit humanem IgE in einer Konzentration von 12,5 pg/ml
beladen. Nach erneutem Waschen wurden 100.000 vorstimulierte aufgereinigte CD8-positive T-
Lymphozyten hinzugegeben. Der bispezifische Antikérper IgExCD3 wurde in einem
Konzentrationsintervall von 0,064-1000 ng/ml dazu titriert. Die maximale Lyse wurde durch Zugabe
einer 1%-igen Triton X-100 Ldsung bestimmt. Nach 24 Stunden wurde mit Hilfe eines Gamma-
Zahlers die freigesetzte Menge an radioaktivem Natrium-Chromat ermittelt. Zur Bestimmung der

prozentualen spezifischen Lyse wurde die Formel angewendet, die in Tabelle 8 vorgestellt wurde.

100+ stimulierte CD8-positive Zellen : RBL-Zellen =1 : 10
90-
E 807
°-;- 70- M RBL-2H3 + humanes IgE
S 60 A RBL-2H3
2 50-
@
2 40
]
2 30
00 o gm s g =12
10 A A
0,
10" 102 103 104 105 106 107

IgExCD3 bsc-Ak [pg/ml]

Abbildung 29 Grafische Darstellung der spezifischen Lyse von Mastzellen. Das freigesetzte
radioaktive Natrium-Chromat wurde mit Hilfe eines Gamma-Zahlers bestimmt. Als Effektorzellen
wurden stimulierte CD8-positive T-Lymphozyten verwendet. Der IgExCD3 Antikdrper wurde in

Konzentrationen von 0,064-1000 pg/ml eingesetzt. Als negative Kontrolle wurden die unbeladenen
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RBL-2H3-Zellen eingesetzt. Um die Funktionalitit des Experiments zu kontrollieren, wurden die
J558L-Zellen und die entsprechenden IgE-positiven J558L-IgEys4-Zellen im gleichen Ansatz

mitgetestet (gestrichelte Linien).

Nach der Beladung der RBL-2H3-Transfektanten prasentieren diese Zellen Rezeptor-gebundenes
humanes Immunglobulin E auf ihrer Oberflache. Es wurden vorstimulierte aufgereinigte CD8-
positive T-Lymphozyten eingesetzt, um eine spezifische Zelllyse, sofern vorhanden, aufzuzeigen.
Abbildung 29 verdeutlicht, dass selbst vorstimulierte CD8-positive T-Zellen in Anwesenheit des
bispezifischen Antikérper IgExCD3 nicht zur Eliminierung von IgE-beladenen Mastzellen flhren.
Selbst in Gegenwart hdchster Antikdrper-Konzentrationen kommt es zu keiner signifikanten Lyse

von Mastzellen.

414 Analyse der Mastzell-Degranulation in Gegenwart des
IgEXCD3 Antikorpers

In Kapitel 4.14 konnte gezeigt werden, dass es durch den bispezifischen Antikérper IgExCD3 nicht
zu einer Eliminierung von IgE-beladenen Mastzellen kommt. Neben der Eliminierung der
Mastzellen besteht als weitere Gefahr die Mdglichkeit, dass es durch den Einsatz des IgExCD3
bispezifischen single-chain Antikérpers zu einer Kreuzvernetzung des Rezeptor-gebundenen IgE
auf den Mastzellen und damit zu einer Aktivierung beziehungsweise Degranulation der Mastzellen
kommt. Um dies zu untersuchen, macht man sich folgende Eigenschaft der Ratten-Mastzellen
RBL-2H3 zunutze: Ahnlich wie humane Mastzellen, enthalten auch diese Mastzellen Granula.
Diese sind angefillt mit unterschiedlichen Entziindungsmediatoren und Enzymen. Unter anderem
enthalten sie das Enzym Beta-Hexosaminidase, welches folglich bei einer Degranulation der
Mastzellen freigesetzt wird. Dieses Enzym vermag von dem farblosen Substrat p-Nitrophenyl-
Acetyl-pB-D-Glucosamin (PNAG) das nachweisbare 4-Nitrophenyl abzuspalten. Die Menge des

freigesetzten 4-Nitrophenyl kann im Photometer bei 405 nm bestimmt werden.

10.000 transfizierte RBL-2H3 Zellen wurden pro Loch in eine 96-Loch Platte gegeben und eine
Stunde im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Danach wurde zur Beladung dieser Zellen I6sliches
humanes IgE in einer Konzentration von 12,5 pg/ml dazu pipettiert. Nach 20 Stunden wurden die
Zellen gewaschen und 100.000 unstimulierte CD3-positive T-Zellen aus dem peripheren Blut
hinzugeflgt. Der bispezifische Antikdrper IgExCD3 wurde in einem Konzentrationsbereich von
0,064-5000 ng/ml dazu titriert. Als positive Kontrolle wurde ein kommerzieller monoklonaler anti-
IgE Antikérper dazugegeben. Nach einer Stunde wurden 30 pl des Uberstandes abgenommen, mit
50 pl PNAG vermischt und flir eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde die
Reaktion durch Zugabe einer Stopldsung angehalten und das abgespaltene 4-Nitrophenyl im

Photometer bestimmt. Die prozentuale spezifische Degranulation wurde analog zu der in Abschnitt
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4.9 erwahnten Formel berechnet.

95.0 unstimulierte CD3-positive Zellen : RBL-2H3 =10 : 1
_ 225 B RBL-2H3
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>  20.0-
3 V¥ RBL-2H3 + hulgE
= 17.54
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u? 15.0+
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Abbildung 30 Grafische Darstellung der prozentualen spezifischen Degranulation von Mastzellen.
Gemessen wurde die Umsetzung des Substrates PNAG durch das Enzym Beta-Hexosaminidase. Als
Stimulatorzellen wurden unstimulierte CD3-positive T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut
eingesetzt. Der IgExCD3 Antikorper wurde in Konzentrationen von 0,064-5000 pg/ml eingesetzt. Als
positive Kontrolle wurde ein monoklonaler anti-IgE Antikorper verwendet, der durch Quervernetzung
des IgE, welches iiber den FcEpsilon-Rezeptor 1 an die Mastzellen gebunden ist, die Degranulation

auslost.

In Abbildung 30 ist die prozentuale spezifische Degranulation von Mastzellen wiedergegeben. Die
Darstellung lasst erkennen, dass es bei den transfizierten RBL-2H3 Zellen, die auf ihrer Oberflache
Rezeptor-gebundenes IgE prasentieren, durch die Zugabe von CD3-positiven T-Lymphozyten und
bispezifischem Antikérper IgExCD3 zu keiner Degranulation kommt. Im Gegensatz dazu fuhrt der
monoklonale anti-lgE Antikérper zu einer konzentrationsabhangigen Freisetzung von Beta-

Hexosaminidase.

4.15 Beladung des FcEpsilon-Rezeptor Il mit I6slichem IgE

Neben dem hoch-affinen FcEpsilon-Rezeptor | existiert im Menschen noch ein niedrig-affiner

-86 -



FcEpsilon-Rezeptor Il, den man auch als CD23 bezeichnet. Aufder auf eosinophilen Granulozyten
und Thrombozyten wird dieser unter anderem auch auf reifen B-Lymphozyten exprimiert. Obwohl
Uber die Rolle von CD23 und CD23-positiven Zellen nicht sonderlich viel in Bezug auf die Allergie
bekannt ist, sollten diese CD23-positiven Zellen selbstverstandlich ebenfalls nicht durch den

Einsatz des bispezifischen Antikdrpers IgExCD3 eliminiert werden.

Um dies in einem spater folgendem Experiment auszuschlielen, musste zuerst sichergestellt
werden, dass CD23-positive Zellen passiv mit I6slichem humanem IgE beladen werden kénnen.
Die Arbeitsgruppe Wank stellte freundlicherweise die humane B-Zelllinie HOM2 zur Verfligung,
welche durch eine Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) immortalisiert wurde. Diese Zelllinie
wurde zunachst durch FACS-Analyse auf die Expression des CD23-Molekils hin untersucht.
Daraufhin sollte festgestellt werden, ob und in welcher Konzentration diese Zellen mit l16slichem
humanem IgE beladen werden kénnen. Dazu wurden die HOM2-Zellen fir 30 Minuten mit
I6slichem IgE inkubiert. Nach dem Waschen der Zellen wurde ein FITC-markierter anti-IgE
Antikérper dazugegeben. Anschlielend wurden die Zellen erneut gewaschen und in einer 1%-iger
Formaldehyd-Lésung resuspendiert. Die FACS-Analyse erfolgte an einem FACScan der Firma
Becton Dickinson.
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Abbildung 31 A: Expression von CD23 auf HOM2-Zellen. Der Nachweis erfolgte mit einem PE-
markierten anti-CD23 Antikorper. B: Beladung des niedrig-affinen FcEpsilon-Rezeptors II mit

16slichem humanem IgE. Dieses wurde dabei im Bereich von 0,05-50 pg/ml titriert. Der Nachweis
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erfolgte mit einem FITC-markierten anti-IgE Antikdrper. . Zur negativen Kontrolle dienten die

HOM2-Zellen ohne Zugabe von 16slichem IgE.

Wie die Auswertung der FACS-Analyse in Abbildung 31A zeigt, exprimieren die HOM2-Zellen
CD23 auf ihrer Oberflache. Abbildung 31B zeigt, dass es mdglich ist diese Zellen mit humanem
[6slichem Immunglobulin E zu beladen. Die optimale Konzentration ist bei 12,5 pg/ml erreicht. Um
sicherzustellen, dass es sich bei der Beladung der HOM2-Zellen nicht um ein Artefakt im Sinne
einer unspezifischen Bindung des IgE an die Zellen handelt, sollte anschlieliend versucht werden,
die Beladung durch Zugabe eines anti-CD23 Antikérpers kompetitiv zu hemmen. Dazu wurden die
HOM2-Zellen zuerst mit einem PE-markierten anti-CD23 Antikérper in einem
Konzentrationsbereich von 0,1-100 pg/ml inkubiert. Danach wurde das I8sliche IgE in einer
konstanten Konzentration von 12,5 ug/ml dazugegeben. AnschlieBend wurde ein FITC-markierter
anti-IgE Antikdrper dazu pipettiert.
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Abbildung 32 Die Beladung des niedrig-affinen FcEpsilon-Rezeptors II auf HOM2-Zellen wurde
mit 18slichem humanen IgE durchgefiihrt. Die Menge an gebundenem IgE wurde mit einem FITC-
markiertem anti-IgE Antikdrper nachgewiesen. Durch Titration eines PE-markierten anti-CD23
Antikorpers sollte versucht werden, diese Beladung zu inhibieren. Die Aufnahmen erfolgten simultan.
Rechts: Darstellung der Titration und der Bindung des anti-CD23 Antikdrpers an den niedrig-affinen
FcEpsilon-Rezeptors II. Links: Durch Zugabe des anti-CD23 Antikdrpers kommt es zu einer

entsprechend entgegengesetzten Reduktion der Beladung mit IgE.

Die Auswertung der FACS-Analyse ergab, dass es in Anwesenheit des PE-markierten anti-CD23
Antikérpers zu einer Blockierung der IgE-Beladung an den niedrig-affinen FcEpsilon-Rezeptor Il
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kommt. Wie aus der Abbildung 32 ersichtlich, ist dies konzentrationsabhangig. Je mehr von dem
blockierenden anti-CD23 Antikérper eingesetzt wird, desto geringer ist die Beladung der HOM2-
Zellen mit humanem lI6slichen Immunglobulin E. Daraus lasst sich schlieRen, dass die Beladung
der HOM2-Zellen spezifisch Giber den niedrig-affinen FcEpsilon-Rezeptor |l stattfindet und es sich

nicht um ein Bindungsartefakt handelt.

4.16 Analyse der zytotoxischen Aktivitat gegenuber CD23-

positiven Zellen

Wie in Abschnitt 4.16 gezeigt wurde, ist es mdglich die HOM2-Zellen mittels des niedrig-affinen
FcEpsilon-Rezeptors Il spezifisch mit humanem |8slichem IgE zu beladen. Um zu ermitteln, ob
diese Zellen durch den Einsatz des IgExCD3 bispezifischen single-chain Antikérpers eliminiert
werden, wurde mit diesen Zellen ebenfalls ein 51Chrom—Freisetzungs—Test durchgefuhrt.

Dazu wurden 10.000 HOM2-Zellen eine Stunde lang mit radioaktivem Natrium-Chromat beladen.
Danach wurden die Zellen mit humanem Iéslichem Immunglobulin E in einer Konzentration von
12,5 yg/ml inkubiert. Anschliefend wurden 100.000 aufgereinigte und vorstimulierte CD8-positive
T-Lymphozyten dazugegeben. Der bispezifische Antikorper IgExCD3 wurde in Konzentrationen
von 0,064-1000 ng/ml hinzugefligt. Die maximale Lyse wurde durch Zugabe einer 1%-igen Triton-
X-100-L6ésung bestimmt. Nach 20 Stunden wurde mit Hilfe eines Gamma-Zahlers die freigesetzte
Menge an radioaktivem Natrium-Chromat ermittelt. Die spezifische prozentuale Lyse der HOM2-

Zellen wurde analog zur Formel in Abschnitt 4.9 berechnet.
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Abbildung 33 Grafische Darstellung der Freisetzung von °'Chrom. Als Zielzellen wurden HOM2-
Zellen verwendet, die mit 16slichem humanem IgE beladen wurden. Zur negativen Kontrollen dienten
die unbeladenen HOM2-Zellen. Vorstimulierte CD8-positive T-Lymphozyten wurden als
Effektorzellen in einer zehnfach hoheren Anzahl eingesetzt. Der IgExCD3 Antikdrper wurde in
Konzentrationen von 0,064-1000 ng/ml eingesetzt. Um die Funktionalitdt des Experiments zu
kontrollieren, wurden die J558L-Zellen und die entsprechenden IgE-positiven J558L-IgEys4-Zellen

im gleichen Ansatz mitgetestet (gestrichelte Linien).

Abbildung 33 gibt die prozentuale spezifische Lyse der HOM2-Zellen, welche mit humanem
I8slichem IgE beladen wurden, wieder. Als Effektorzellen wurden zehnmal so viele vorstimulierte
CD8-positive T-Lymphozyten verwendet. Aus der Grafik ist zu entnehmen, dass es selbst bei
einem Einsatz dieser auflerst potenten Effektorzellen und hdéchster Konzentrationen des
bispezifischen Antikérpers IgExCD3 zu keiner signifikanten Lyse der CD23-positiven Zielzellen
kommt.
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5 DISKUSSION

In die Gruppe der IgE-vermittelten Erkrankungen gehdéren neben dem seltenen Hyper-IgE Syndrom
und dem IgE-Myelom hauptsaechlich allergische Krankheiten. Zu diesen zahlen die allergische
Rhino-/Konjunktivitis, das Asthma bronchiale, die Nahrungsmittelallergie, die Anaphylaxie, und in
gewissem Male auch die atopische Dermatitis [104, 105]. Die allergischen IgE-vermittelten
Krankheiten stellen, gemessen an der Anzahl der betroffenen Menschen, eine der grofiten
Volkskrankheiten weltweit dar. Die stetig steigende Zahl an Patienten, der chronische Verlauf und
die erheblichen Einschrankungen in der Lebensqualitdt fihrten zu einem internationalen

Engagement.

Die ,Internationale Studie zu Asthma und Allergien in der Kindheit* (ISAAC) hat die Pravalenz von
Asthma bronchiale, allergischer Rhino-/Konjunktivitis und atopischer Dermatitis weltweit ermittelt
[15]. Dabei wurden Kinder im Alter von 6-7 Jahren und 13-14 Jahren in die Studie einbezogen. Fir
das Asthma bronchiale ergab sich eine Pravalenz von 2,1-32,2 % in der Gruppe der 13-14-jahrigen
und 4,1-32,1 % in der Gruppe der 6-7-jahrigen. Die Pravalenz der allergischen Rhino-
/Konjunktivitis unter den Kindern zwischen 6 und 7 Jahren betrug 0,8-14,9 % und unter denen
zwischen 13 und 14 Jahren 1,4-39,7 %. Fir die atopische Dermatitis wurde eine Pravalenz von 2-
16 % bei den 6-7-jahrigen und von 1-17 % bei den 13-14-jahrigen Kindern ermittelt. Allein unter
Asthma bronchiale leiden weltweit 300 Millionen Menschen (GINA) [44]. In Abbildung 4 ist die
weltweite Pravalenz des Asthma bronchiale dargestellt. Wie aus dieser Karte und den in der
ISAAC ermittelten Pravalenzen zu entnehmen ist, ist die Verteilung sehr variabel. Man muss bei
der Auswertung dieser Daten beachten, dass nicht in jedem Land gleichermallen Tests auf
allergische Erkrankungen durchgefuhrt werden. Dadurch ergeben sich groRe Schwankungen in
den Pravalenzen, was sich im Laufe der nachsten Jahre aber durch standardisierte Verfahren und
gréRere internationale Beteiligung verbessern dirfte. AulRerdem gibt es auch Eigenheiten einzelner
Lander, welche das Auftreten von atopischen Krankheiten fordern. Als Beispiel sei hier Neuseeland
genannt, das eine hohe Pravalenz an Asthma bronchiale zu verzeichnen hat, obwohl oder gerade
weil es sehr sauber und griin ist (siehe Hygiene-Hypothese, Kapitel 1.3). Bedingt durch die
wirtschaftlichen und politischen Unterschiede zwischen den einzelnen Landern ist die
medikamenttse Standardtherapie nicht Uiberall gleichermalen erhaltlich. Deshalb sterben weltweit,
vor allem in Entwicklungslandern, immer noch viele Menschen an den Folgen des Asthma
bronchiale. Abbildung 31 veranschaulicht die weltweite Verteilung der Todesfalle unter
Asthmapatienten. Auf dieser Karte ist zu beachten, dass fir viele Staaten keine Daten verfiigbar

sind.
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5.1-10.0 I:l Mo standardized data avalable

Abbildung 34 Weltweite Verteilung der Letalitdt des Asthma bronchiale (GINA, 2003). Staaten

ohne Daten sind wei3 dargestellt und nicht als ereignislos zu verstehen.

Wie schon seit einiger Zeit bekannt, teilen sich die allergischen IgE-vermittelten Krankheiten einen
gemeinsamen Pathomechanismus [23, 31]. Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf das
Asthma bronchiale als einen Vertreter der allergischen Krankheiten. Im Zentrum dieser
Krankheiten steht das Immunglobulin E, welches von B-Zellen sezerniert wird und sich dabei meist
gegen ein Antigen richtet, welches an sich harmlos ist. Nachdem dieses IgE auf Mastzellen
gebunden hat, kann es eine Uberempfindlichkeitsreaktion auslésen, sobald es mit seinem
spezifischen Antigen in Kontakt kommt. Dabei kommt es zur Degranulation von Mastzellen und der
anschlieRenden Rekrutierung von CD4-positiven T-Lymphozyten und eosinophilen Granulozyten.
Dies flihrt zu einer (bermaRigen Schleimproduktion, zu einem interstitiellen Odem und zur

Kontraktion der glatten peribronchialen Muskulatur, was der Patient als akute Luftnot versprt.

In dieser Arbeit soll ein neuer Ansatz zur Therapie der allergischen IgE-vermittelten Krankheiten
vorgestellt werden. Dieser beruht auf der Rekrutierung von kérpereigenen zytotoxischen
Effektorzellen durch den IgExCD3 bispezifischen single-chain Antikérper mit dem Ziel einer
Eliminierung von IgE-positiven Zellen. Es wurde bereits gezeigt, dass es in der nasalen und
bronchialen Schleimhaut von allergischen Patienten sowohl Plasmazellen als auch B-Lymphozyten
gibt, die dort einen Isotyp-Wechsel hin zum Immunglobulin E vollziehen. Diese IgE-positiven Zellen
geben das IgE in die Umgebung ab, wo es von den Mastzellen tber ihren hochaffinen FcEpsilon-
Rezeptor | an der Oberfliche gebunden wird. Dies stellt die Grundvoraussetzung fur die
Aktivierung und Degranulation von Mastzellen und damit auch fir das in Gang setzen der
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Entziindungskaskade dar. Deswegen spielen die IgE-positiven Zellen die zentrale Rolle in der

Entstehung und Aufrechterhaltung der allergischen Erkrankungen.

Der bispezifische IgExCD3 single-chain Antikérper wurde durch Fusion von zwei Doméanenpaaren,
bestehend jeweils aus einer variablen Schwere-Kette (VH) und einer variablen Leichte-Kette (VL)
hergestellt. Dabei ist ein Domanenpaar gegen CD3 und das andere gegen IgE gerichtet. Die
einzelnen Doméanen wurden mit Glycin-Serin-Linkern so verbunden, dass sich die variablen
Domanen einer Spezifitdt funktionell zusammenlagern kénnen. Abbildung 8 stellt schematisch die
Faltung des Antikérpers dar. Nach stabiler Transfektion von CHO-Zellen geben diese den
bispezifischen Antikérper IgExCD3 als ein voll-funktionsfahiges Protein in den Zellkultur-Uberstand
ab, worin der entsprechende Vorteil gegeniiber bakteriellen Expressionssystemen besteht, die

nicht zur funktionellen Expression von bispezifischen single-chain Antikérpern befahigt sind.

Der Zellkulturiiberstand wurde zuerst mit Hilfe einer ,immobilisierten Metall-lonen Affinitats-
Chromatographie“ (IMAC) vorgereinigt. AnschlieBend wurden die Fraktionen, welche in einem
entsprechenden ELISA positiv getestet wurden, durch Gelfiltration ihrer Grof3e nach getrennt. Aus
dem Chromatogramm war bereits ersichtlich, dass sich der bispezifische Antikdrper IgExCD3 als
eine singulare Fraktion abzeichnete. Allerdings fiel bei der Gelfiltration eine zusatzliche Fraktion mit
geringerem Molekulargewicht auf. Eine Analyse dieser Fraktion ergab, dass es sich dabei um ein
Spaltprodukt des IgExCD3 bispezifischen single-chain Antikérpers handelte. Die Sequenzierung
der Peptidfragmente und die Analyse der Sequenz ergab schlielllich, dass der bispezifische
Antikérper IgExCD3 durch die Protease Stromelysin 1, auch bekannt als Matrix Metallo-Proteinase
[ll, gespalten wurde. Die charakteristische Schnittstelle fir diese Endoproteinase ist Glutamin-
Schnittstelle-Leucin-Lysin. Eine Optimierung des IgExCD3 Konstruktes ware daher in dem
Austausch der Aminosaure Leucin an Position 238 durch Isoleucin zu sehen, wodurch die
Schnittstelle fur Stromelysin 1 so verandert wirde, dass es von diesem Enzym nicht mehr erkannt
und damit auch nicht mehr geschnitten wirde. Die Struktur und Funktion des Antikérpers durfte
sich aufgrund der Ahnlichkeit von Leucin und Isoleucin und der Tatsache, dass sich die Position
aulerhalb der Antigenbindungsregionen (den ,complementary determining regions®) befindet, nicht
nachteilig verandern. Dadurch sollte der Abbau des Antikérpers verhindert und so eine hdéhere

Ausbeute erreicht werden.

Die Analyse der GréRRe des IgExCD3 Antikorpers in einer SDS-Gel-Elektrophorese konnte die
Ergebnisse aus der Gelfiltration bestatigen. Das Molekulargewicht wurde beide Male mit circa 55
kDa bestimmt, was auch der errechneten Grof3e entspricht. Eine Verunreinigung nach den beiden

Aufreinigungsschritten konnte weitesgehend ausgeschlossen werden (siehe Abbildung 12).

Um die Eigenschaften des IgExCD3 Antikérpers zu testen bedurfte es IgE-positiver Zellen. Die
Schwere-Kette des humanen Immunglobulin E wurde zu diesem Zweck in die murine
Myelomzelllinie J558L stabil transfiziert. Nach erfolgreicher Transfektion konnten mehrer Klone
isoliert werden, die humanes IgE mit entweder der langen (ML) oder der kurzen (MS) Isoform der

Transmembrandoméane exprimieren. Durch eine FACS-Analyse wurde jeweils ein Klon bestimmt,
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welcher das humane IgE exprimiert. Abbildung 12 zeigt eine Auswahl der Ergebnisse der
Durchflu3-Zytometrie. Da die Effektivitat einer stabilen Transfektion sehr unterschiedlich ist, ist
auch das Expressionsniveau von humanem IgE auf diesen beiden gezeigten Klone J558L-IgEus4
und J558L-IgEy 7 unterschiedlich. Fir die anschlieBenden Experimente wurden jeweils die Klone
J558L-IgEns4 und J558L-IgEm 7 eingesetzt.

Nachdem Zellen zur Verfiigung standen, die das humane Immunglobulin E in seiner membran-
standigen Form exprimieren, sollte an diesen die Bindung des bispezifischen Antikérpers IgExCD3
getestet werden. Die Ergebnisse der FACS-Analyse zeigen, dass der bispezifische IgExCD3
Antikérper sowohl an den Klon J558L-IgEys4 als auch an den Klon J558L-IgEy.7 bindet (siehe
Abbildung 23). Die unterschiedlich starken Farbungen sind darauf zurlickzufiihren, dass der Klon
J558L-IgEys4 das humane IgE starker auf seiner Oberflache exprimiert als der Klon J558L-IgEy.7
(siehe Abbildung 22). Die Bindung des bispezifischen Antikdrpers IgExCD3 an den humanen CD3-
Komplex auf HPB-ALL Zellen wurde ebenfalls in der FACS-Analyse gezeigt (siehe Abbildung 23).
Der Nachweis des gebundenen IgExCD3 Antikérpers auf den beiden J558L-Klonen und den HPB-
ALL Zellen erfolgte jeweils mit einem anti-Histidin Antikdrper und anschlieRender Inkubation mit
einem PE-markierten anti-Maus-FcGamma Antikdrper. Somit wurde gezeigt, dass der bispezifische

Antikérper IgExCD3 seine zwei Antigene auf der Oberflache entsprechender Zellen erkennt.

Das Ziel des IgExCD3 bispezifischen single-chain Antikorpers ist es, IgE-positive B-Zellen durch
Rekrutierung zytotoxischer T-Lymphozyten zu eliminieren. Dies sollte in einem *"Chrom-
Freisetzungstest gezeigt werden. Die IgE-positiven Klone J558L-IgEys4 und J558L-IgEy. 7 sollten
hierbei als Zielzellen dienen. Nachdem die beiden Klone mit radioaktivem Natrium-Chromat
beladen worden waren, konnte gezeigt werden, dass stimulierte CD8-positive T-Lymphozyten in
der Lage sind diese Zielzellen in Anwesenheit des bispezifischen Antikérpers IgExCD3 zu
eliminieren. Dies geschah in einer dosisabhangigen spezifischen Lyse. Die EC50-Konzentration
gibt die Dosis an, bei der 50% der Maximallyse erreicht ist. Diese betragt fur die J558L-IgEys4 178
ng/ml und fur die J558L-IgEy.7 1540 ng/ml. Die unterschiedlichen ED50-Konzentrationen sind
durch das unterschiedliche Expressionsniveau von IgE auf den J558L-Klonen bedingt, welches in
FACS-Analyse bereits gezeigt wurde (siehe Abbildung 22). Dadurch, dass der Klon J558L-IgEys4
mehr IgE auf seiner Oberflache prasentiert, kann er auch mehr IgExCD3 Antikérper binden und
damit auch mehr Effektorzellen rekrutieren. Aus den Ergebnissen geht hervor, dass es nur dann zu
einer dosisabhangigen Zytotoxizitdt kommt, wenn die Zielzellen humanes membran-gebundenes
IgE exprimieren und zusatzlich sowohl T-Effektorzellen als auch der bispezifische Antikérper
IgEXCD3 anwesend sind (siehe Abbildung 22).

Anschlielend sollte gezeigt werden, dass auch unstimulierte mononukleéare Zellen aus dem
peripheren Blut (PBMC) in der Lage sind IgE-positive Zellen zu eliminieren. Daher wurde der
51Chrom—Freisetzungstest mit unstimulierten Zellen durchgefuhrt. Um die Unterschiede von
Effektorzellen zu zeigen wurden dabei PBMC verschiedener Spender eingesetzt. Als IgE-positive
Zelllinie wurde dabei der Klon J558L-IgEus4 verwendet. Wie aus der Abbildung 22 zu erkennen ist,

sind auch unstimulierte mononukleare Zellen aus dem peripheren Blut in der Lage IgE-positive B-
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Zellen zu eliminieren. Die EC50 Konzentration liegt dabei im Bereich von 365-936 ng/ml.
Interessanterweise ist der Bereich, wo die ersten lytischen Effekte einerseits und eine gewisse
Sattigung der Lyse andererseits auftreten, relativ homogen. Die Unterschiede zwischen den PBMC
der verschiedenen Spender liegen damit in den Unterschieden der Lyse-Effektivitat begriindet.
Dies kénnte darauf zurickzufihren sein, dass nur ein kleiner Teil der eingesetzten Zellen
tatsachlich fur die Eliminierung aktiviert wird. Ist dieser Anteil einmal aktiviert fihrt auch eine
héhere Konzentration an IgExCD3 bispezifischen Antikdrper nicht zu einer erhéhten Eliminierung.
In diesem Bereich hangt die Lyse dann von der Anzahl der zytotoxischen Zellen ab, die
rekrutierbar sind. Je mehr davon vorhanden sind, desto effektiver ist die Lyse. Damit wird auch
klar, dass eine Steigerung der Effektivitat, zum Beispiel bei Spender 1, in diesem Bereich vor allem
durch eine langere Anwendung erreichbar ist. Dieses Phanomen kdnnte fir die spatere

Anwendung in der Klinik wichtig sein.

Da der IgExCD3 bispezifische single-chain Antikdrper gegen die CH3-Domaéane des Immunglobulin
E gerichtet ist, ist es denkbar, dass I6sliches humanes IgE zu einer Reduktion der spezifischen
Lyse fuhren koénnte. In einem 51Chrom—Freisetzungstest sollte daher auf diesen Aspekt
eingegangen werden. Zu dem IgE-positiven Klon J558L-IgEys4 wurde neben stimulierten CD8-
positive T-Lymphozyten und dem IgExCD3 bispezifischen Antikérper 16sliches humanes IgE dazu
titriert. Dabei konnte gezeigt werden, dass es in Anwesenheit von |6slichem humanem IgE in
Konzentrationen von bis zu 0,2 ug/ml nur zu einer leichten Inhibierung der spezifischen Lyse
kommt. Die EC50 Konzentration sank dabei von 174 ng/ml auf 454 ng/ml. Erst eine Dosis von 1,0
pg/ml fihrt zu Einschrankungen in der Zytotoxizitat. Die EC50-Konzentration sank dabei auf 1670
ng/ml. Eine Konzentration von 5,0 pg/ml an I8slichem humanem IgE fuhrt schlief3lich zu einer noch
deutlicheren Reduktion der zytotoxischen Aktivitdt und einer EC50 Konzentration von 1936 pug/mi.
Zu beachten ist dabei, dass bei gesunden Erwachsenen der obere Grenzwert fur den IgE-Spiegel
im Serum bei 0,24 pg/ml liegt. Eine Erhéhung Uber diesen Wert kommt nur bei circa einem Drrittel
aller atopischen Patienten vor. Der Maximalwert, der jemals bei einem allergischen Patienten
gemessen wurde, liegt bei circa 2,4 pyg/ml. Damit dirfte die Anwesenheit von Iéslichem IgE in
Konzentrationen, wie sie unter physiologischen und allergischen Bedingungen anzutreffen sind, in
den meisten Fallen zu keiner wesentlichen Einschrankung der zytotoxischen Aktivitat des
bispezifischen Antikdrpers IgExCD3 in vivo flhren (siehe Abbildung 17).

In Kapitel 4.9 wurde bereits gezeigt, dass es sich bei der Eliminierung von IgE-positiven Zellen um
einen T-Zell-vermittelten Vorgang handelt. Um weitere Hinweise auf die Vorgange zu erhalten, die
sich wahrend der Zerstérung von Zielzellen abspielen, sollten die T-Lymphozyten selbst und die
freigesetzten Zytokine analysiert werden. Aktivierte T-Lymphozyten sind dafir bekannt, dass sie
Zytokine freisetzen und das Expressionsmuster von einigen Oberflichenmolekilen verandern.
Zwei dieser Molekile sind CD69 und CD25, deren Expression bei einer Aktivierung von T-
Lymphozyten gesteigert wird. Diese Veranderungen auf der Oberflache der T-Lymphozyten sollten
mit einer FACS-Analyse untersucht werden. Dabei wurden 100.000 unstimulierte CD3-positive T-

Zellen mit 10.000 IgE-positiven Zielzellen kultiviert. Aus Abbildung 22 geht hervor, dass bei dieser
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Ko-Inkubation mit IgE-positiven B-Zellen und IgExCD3 bispezifischem Antikérper sowohl CD8-
positive als auch in geringerem MaRRe CD4-positive T-Lymphozyten aktiviert werden. Dabei kommt
es auf beiden Zelltypen zu einer verstarkten Expression von CD69 und CD25. CD8-positive T-
Zellen erhodhen die Expression von CD69 bereits nach 24 Stunden und von CD25 nach 48
Stunden. lhre Rolle bei der Eliminierung von Zielzellen spiegelt sich damit auch im
unterschiedlichen Grad der Aktivierung wieder. Parallel dazu wurden die Uberstande der Ansatze
auf die Freisetzung von Zytokinen hin untersucht. Die Messung der Zytokine TNF-Alpha und INF-
Gamma erfolgte jeweils im Uberstand desselben Ansatzes. Nur in Gegenwart von CD3-positiven
Effektorzellen, IgE-positiven Zielzellen und IgExCD3 bispezifischem single-chain Antikdrper kam es
zu einer signifikanten Ausschittung der Zytokine. Fehlte eine dieser Komponenten kam es weder
zur T-Zell-Aktivierung noch zur Ausschittung von Zytokinen. Zu beobachten war ebenfalls, dass
sich sowohl das Ausmal der Aktivierung als auch die Menge an freigesetzten Zytokinen in
Abhéangigkeit der eingesetzten IgE-positiven Klone J558L-IgEys4 beziehungsweise J558L-IgE\ 7
voneinander unterscheidet. Dies liegt in der Starke der Expression des Immunglobulin E auf diesen

Zellen begrundet.

Die zukilnftige Anwendung beim Menschen setzt voraus, dass der IgExCD3 bispezifische
Antikérper zu keinerlei Interaktionen mit dem Rezeptor-gebundenem Immunglobulin E auf
Mastzellen fihrt. Um dies experimentell zu testen, sollte zuerst die Beladung einer Mastzelllinie
aus der Ratte (RBL-2H3), welche mit der humanen Alpha-Kette des hoch-affinen FcEpsilon-
Rezeptor | stabil transfiziert wurde, getestet werden. In einer FACS-Analyse konnte gezeigt
werden, dass es moglich ist diese RBL-2H3-Zellen mit I16slichem humanem IgE zu beladen. Das
Optimum fur die Beladung ist dabei bei einer Konzentration von 12,5 pg/ml erreicht (siehe
Abbildung 20).

Die Arbeitsgruppe von Dr. BM. Stadler hatte bereits gezeigt, dass der monoklonale anti-IgE
Antikérper, aus dem die variablen Regionen fiir den bispezifischen Antikérper IgExCD3 kloniert
wurden, zu keiner anaphylaktischen Reaktion fiihrt[97]. Dennoch musste dies fir das Format des
bispezifischen single-chain Antikdrpers IgExCD3 ebenfalls sichergestellt werden. Zur Analyse einer
moglichen zytotoxischen Aktivitdt gegentber Mastzellen wurde ein 51Chrom—Freisetzungstest
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde die Ratten-Mastzelllinie RBL-2H3, welche mit der humanen
Alpha-Kette des hoch-affinen FcEpsilon-Rezeptor | stabil transfiziert ist, mit radioaktivem Natrium-
Chromat beladen. Eine Lyse der Rattenzellen konnte damit durch Messung der freigesetzten
Radioaktivitat bestimmt werden. Wie in der Abbildung 20 zu ersehen ist, kam es dabei zu keiner
zytotoxischen Aktivitdt gegeniber den IgE-beladenen RBL-2H3. Um eine mdgliche Lyse von
Mastzellen sicher aufzuspiren wurden in diesem Fall bewusst zehnmal so viele vorstimulierte
CD8-positive T-Lymphozyten wie Zielzellen eingesetzt. Damit konnte gezeigt werden, dass
Mastzellen selbst in Gegenwart von stimulierten zytotoxischen CD8-positiven T-Zellen und

héchsten Konzentrationen von IgExCD3 bispezifischem Antikdrper nicht angegriffen werden.

Ergdnzend musste auch gewahrleistet werden, dass es durch die Anwesenheit des IgExCD3
bispezifischen Antikérper zu keiner Degranulation der Mastzellen kommt. Um dies zu testen, wurde
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die Freisetzung des Enzyms Beta-Hexosaminidase aus den Granula der Ratten-Mastzellen
gemessen [106]. Die Anwesenheit dieses Enzyms setzt das farblose Substrat PNAG in das
nachweisbare 4-Nitrophenyl um, welches photometrisch gemessen werden kann. Zu diesem
Zwecke wurden 100.000 CD3-positive T-Lymphozyten mit 10.000 beladenen Mastzellen kultiviert
und der IgExCD3 bispezifische Antikorper dazu titriert. Aus der Abbildung 21 geht hervor, dass die
Anwesenheit von CD3-positiven T-Lymphozyten und bispezifischem IgExCD3 Antikérper auch
nicht zu einer Degranulation von Mastzellen fihrt, welche mit 16slichem humanem IgE beladen
sind. Um die Funktionalitat des Testsystems zu bestatigen, wurde ein kommerzieller monoklonaler
anti-lgE Antikérper als positive Kontrolle zu den beladenen Mastzellen gegeben. Dieser l6ste eine
konzentrationsabhangige Freisetzung des Enzyms Beta-Hexosaminidase aus, was zu einem
Farbumschlag fuhrte. Mit den Ergebnissen aus dem 51Chrom—Freisetzungstes’t und der Beta-
Hexosaminidase-Bestimmung wurde eindrucksvoll demonstriert, dass der IgExCD3 bispezifische
single-chain Antikdrper Mastzellen véllig unangetastet Iasst, die 16sliches IgE passiv an ihren hoch-
affinen FcEpsilon-Rezeptor | gebunden haben.

Zweifelsohne reprasentieren die Mastzellen die gréfite Zellpopulation, welche das Immunglobulin E
Rezeptor-gebunden auf ihrer Oberflache aufweisen und die eine grof3e Rolle bei den allergischen
IgE-vermittelten Krankheiten spielen. Daneben existiert noch eine heterogene Gruppe von Zellen,
welche das IgE Uber den niedrig-affinen FcEpsilon-Rezeptor Il (CD23) auf ihrer Oberflache
gebunden haben kénnen. Uber die Rolle, die diese Zellpopulationen und das CD23 bei den
allergischen IgE-vermittelten Krankheiten spielen, gibt es teilweise widersprichliche Meinungen.
Um jedoch das Risiko mdglicher Nebenwirkungen in vivo hier moéglichst auszuschlieRen, sollten in
dieser Arbeit auch die Interaktionen zwischen dem IgExCD3 bispezifischen single-chain Antikérper
und dem IgE auf CD23-positiven Zellen untersucht werden. Dazu musste zuerst sichergestellt
werde, dass die Zelllinie HOM2, welche das humane CD23 prasentiert (Abbildung 21), auch
spezifisch mit I16slichem humanem IgE zu beladen ist. Wie aus der Abbildung 22 hervorgeht konnte
die Bindung des léslichen IgE an den niedrig-affinen FcEpsilon-Rezeptor Il mit einem anti-CD23
Antikérper blockiert werden. Je mehr anti-CD23 dazu titriert wurde, desto weniger I8sliches IgE
konnte an die HOM2-Zellen binden, was fiir eine spezifische Interaktion zwischen CD23 und

I6slichem IgE spricht.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die HOM2-Zellen in der Lage sind spezifisch I8sliches
humanes Immunglobulin E Uber den niedrig-affinen FcEpsilon-Rezeptor Il zu binden, sollte
analysiert werden, ob der IgExCD3 bispezifische Antikdrper zu einer Eliminierung dieser Zellen
fuhren kann. Die Abbildung 21 gibt die Ergebnisse eines 51Chrom—Freisetzungstest wieder, bei dem
CD23-positive Zielzellen mit humanem I6slichen IgE beladen wurden. Wie aus der Kurve zu
ersehen ist, kommt es zu keiner Eliminierung der IgE-beladenen CD23-positiven HOM2-Zellen. Um
fur diesen Nachweis eine hohe Sensitivitdt zu ereichen, wurden hier wieder bewusst 100.000
vorstimulierte CD8-positive T-Lymphozyten mit 10.000 potentiellen Zielzellen inkubiert. Auch die
Kombination von stark zytotoxischen Zellen mit héchsten Konzentrationen des IgExCD3

bispezifischen single-chain Antikdérpers fiihrte zu keiner Zerstérung der HOM2-Zellen, die IgE an
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ihren niedrig-affinen FcEpsilon-Rezeptor Il gebunden haben.

Aus den hier vorgestellten Ergebnissen kann man schlieen, dass der IgExCD3 bispezifische
single-chain Antikdrper in der Lage ist Zellen, die humanes IgE in seiner transembranen Form
prasentieren mit Hilfe kérpereigener T-Lymphozyten zu eliminieren. Dies konnte in mehreren
51Chrom—Freisetzungs—Tests gezeigt werden. Die Konzentrationen, bei denen die zytotoxischen
Aktivitaten zu verzeichnen waren, spielten sich dabei hauptsachlich im Bereich von 0,1-1 ug/ml ab.
Monoklonale Antikérper benétigen meistens das hundert- bis tausendfache an Protein bendtigen,
um solch eine zytotoxische Aktivitdt zu erzielen. Anders als monoklonale Antikérper sind CD3-
reaktive bispezifische Antikorper in der Lage zytotoxische T-Zellen zu rekrutieren. Da CD3-positive
T-Zellen keine FcGamma-Rezeptoren besitzen, werden diese durch normale monoklonale
Antikérper auch nicht aktiviert. Damit ist die potentielle Zytotoxizitat, die ein bispezifischer single-
chain Antikérper auszuldsen vermag, ein vielfaches héher als bei monoklonalen Antikdrpern.
Dadurch kann aber auch das Risiko von Nebenwirkungen erhéht sein. Deshalb wurde in dieser
Arbeit sehr groBer Wert auf Interaktionen gelegt, die das Konstrukt mit Zellen hervorrufen kénnte,
welche das Immunglobulin E an ihre hoch- oder niedrig-affinen IgE-Rezeptoren gebunden haben.
Sowohl Mastzellen als auch CD23-positive Zellen, welche beide mit 16slichem humanem IgE
beladen waren, wurden nicht eliminiert. Bei diesen Experimenten wurden bewusst zehnmal so
viele vorstimulierte CD8-positive T-Lymphozyten eingesetzt wie Zielzellen. Damit sollten moégliche
zytotoxische Aktivitdten gegen beladene Mastzellen und CD23-positive Zellen aufgedeckt werde.
Wie in Abbildung 22 gezeigt, kommt es selbst bei den héchsten IgExCD3 Konzentrationen zu
keinerlei Zerstérung der Zellen. Auch eine potentielle Aktivierung und Degranulation von
Mastzellen, die mit humanem IgE beladen sind, konnte ausgeschlossen werden. Damit verspricht
der IgExXCD3 bispezifische single-chain Antikdrper einen einzigartigen und innovativen Ansatz in
der Therapie IgE-vermittelter Krankheiten.

Wie bereits erwahnt, wird ein monoklonaler anti-IgE Antikérper (Omalizumab) bereits klinisch zur
Therapie allergischer Krankheiten erprobt. Die Wirkung dieses Antikdrpers beruht darauf, die
Bindung von Iéslichem IgE an den hoch-affinen FcEpsilon-Rezeptor-l auf Mastzellen zu blockieren.
Durch Omalizumab konnte das Ausmal} der Symptome bei einem Teil der Patienten eingeschrankt
und der Gebrauch von anderen anti-allergischen Medikamenten, wie zum Beispiel Kortison,
reduziert werden [73]. Allerdings halt sich der erwiinschte Effekt in Grenzen. Man vermutet, dass
die eingeschrankte Wirkung unter anderem darauf beruht, dass der monoklonale Antikérper mit
seinem Molekulargewicht von circa 180 kDa zu groR ist, um effektiv in das Gewebe zu penetrieren
und dort die Beladung der Mastzellen mit IgE zu blockieren. Im Gegensatz dazu hat der IgExCD3
bispezifische single-chain Antikérper nur ein Molekulargewicht von 60 kDa und damit ein Drittel der
Grolke des monoklonalen Antikorpers. Die Wahrscheinlichkeit, dass dieser in das Gewebe

eindringt und dort seine Wirkung zeigt, ist dadurch viel groRer.

Von entscheidender Bedeutung ist aber, dass Omalizumab nicht die Produktion beziehungsweise
den Nachschub an Immunglobulin E durch die B-Zellen an sich verhindert. Im Gegensatz dazu

wirde eine Anwendung des bispezifischen Antikdrpers IgExCD3 zu einer Eliminierung der IgE-
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positiven B-Zellen flihren. Damit wirde sich auch die allergische Situation im Patienten verandern.

Die Wirkung kénnte man sich wie in Abbildung 32 dargestellt vorstellen.

Allergen

Abbildung 35Schematische Darstellung der moglichen Verhidltnisse im Lungengewebe nach
Therapie mit dem IgExCD3 bispezifischen single-chain Antikdrper. 1) Nach der Eliminierung der
IgE-positiven B-Zellen kommt es 2) zu einer Reduktion von IgE im Interstitium und folglich auch auf
Mastzellen. 3) Inhaltiertes Allergen passiert die Epithelbarriere. 4) Da auf den Mastzellen kein IgE
gebunden ist, kann es auch nicht zu einer Aktivierung und Degranulation kommen. 5) Folglich
werden auch keine eosinophilen Granulozyten oder T-Lymphozyten angelockt, welche sonst fiir eine

zweite Phase der entziindlich-allergisch Reaktion verantwortlich wéren.

Abbildung 32 zeigt, wie der Zustand im Lungengewebe nach einer Therapie mit dem bispezifischen
Antikérper IgExCD3 aussehen kénnte. Durch die Eliminierung IgE-positiver B-Zellen wird auch der
Nachschub an I8slichem IgE reduziert, welches fir die Beladung des hoch-affinen FcEpsilon-
Rezeptor | bendétigt wird. Da die Halbwertzeit des Rezeptor-gebundenen IgE auf Mastzellen circa
zwei Wochen betragt, wirde somit auch das bereits gebundene IgE auf den Mastzellen nach einer
gewissen Zeit unter eine kritische Schwelle sinken. Man kann mit dem heutigen Wissenstand nur
daruber spekulieren wie lange diese Zeit betragt und wie hoch diese kritische Menge ist. Bei einer
Inhalation des Allergens in dieser Situation, gadbe es wahrscheinlich nicht ausreichend IgE auf den

Mastzellen um diese zu aktivieren beziehungsweise eine Degranulation zu induzieren. Ohne
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diesen entscheidenden Schritt in der Entziindungskaskade wirde auch die Aktivierung und die

Anlockung von weiteren CD4-positiven T-Helfer-Zellen und eosinophilen Granulozyten ausbleiben.

Da uber die physiologische Wirkung von Immunglobulin E nicht viel bekannt ist, muss auch
bedacht werden, welche Nebenwirkungen eine Reduktion von IgE auf die physiologische Funktion
des Immunsystems haben konnte. Es ist bekannt, dass IgE bei der Abwehr von Infektionen mit
Helminthen, wie zum Beispiel den Schistosomen und Askaridien, eine gewisse Rolle spielt. Auf die
Frage inwieweit es durch die Eliminierung von IgE-positiven B-Zellen zu einer Zunahme von
Infektionen mit Helminthen kommt, kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht hinreichend beantwortet

werden.

Was die Applikationsweise des bispezifischen Antikérpers IgExCD3 betrifft, durfte eine intravendse
Gabe wegen der so zu erzielenden umfassenden systemischen Wirkung vorzuziehen sein; aber
auch die Inhalation stellt eine attraktive Moglichkeit dar. Der ideale Zeitpunkt einer Therapie wéare
zum Beispiel beim Asthma bronchiale nach der entsprechenden Allergen-Saison, wenn es sich bei
dem Allergen um Graser oder Pollen handelt. Zu betonen ist an dieser Stelle nochmals, dass das
auslésende Allergen durch die variablen Regionen des Immunglobulin E determiniert ist, der
IgExCD3 bispezifische single-chain Antikérper aber gegen die CH3-Domane reagiert. Daraus folgt,
dass es bei der Therapie mit dem bispezifischen Antikérper IgExCD3 nicht die geringste Rolle
spielt, wogegen der einzelne Patient allergisch ist. Somit kdnnte einer sehr groRen Population an
Patienten geholfen werden.

Unklarheit herrscht unter anderem dariber, wie lange es dauert bis eine IgE-Reduktion eintritt und
wie lange diese dann anhalten wiirde. Durch den Einsatz des bispezifischen Antikérpers IgExCD3
werden alle IgE-positiven B-Zellen auBer den Plasmazellen, die kein tramsmembranes
Immunglobulin mehr exprimieren, eliminiert. Daher lasst sich vermuten, dass die Lebensdauer der
Plasmazellen der zeitbestimmende Faktor sein wird. Da man lber IgE-sezernierende Plasmazellen
nicht viel weil®, kann man nur Schlisse aus dem Verhalten von IgG-sezernierenden Plasmazellen
ziehen. Diese gibt es in zwei Formen, sogenannte kurz-lebige und lang-lebige Plasmazellen. Kurz-
lebige Plasmazellen haben eine Lebensdauer von Tagen bis Wochen und kommen hauptsachlich
auflerhalb des Knochenmarks vor. Im Gegensatz dazu kénnen lang-lebige Plasmazellen mehrere
Monate Uberleben. Es gibt Hinweise darauf, dass diese sogar mehrere Jahre im Knochenmark
Uberleben kénnen. Da IgE-sezernierenden Plasmazellen vor allem in den nasalen und bronchialen
Schleimhduten nachgewiesen wurden, l&sst sich vermuten, dass es sich bei diesen um kurz-lebige
Plasmazellen handelt. Sicherlich gibt es auch einige wenige IgE-sezernierende Plasmazellen im
Knochenmark, wobei deren Rolle fiir die Allergie und deren Lebensdauer schwer einzuschatzen
sind. Da aber die IgE-positiven Gedachtniszellen, die den Nachschub fiir die Plasmazellen
darstellen, durch den bispezifischen Antikérper IgExCD3 eliminiert werden kénnen, kann man
davon ausgehen, dass der Effekt einer IgE-Reduktion lange anhalten wird.

Letztendlich wird erst die Verabreichung des Antikdrpers an Menschen Gewissheit Uber sein Fir

und Wider geben. Ein bispezifischer Antikérper CD19xCD3 im gleichen Format befindet sich zur
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Zeit in klinischer Erprobung. Ziel dieses Konstruktes ist die Eliminierung samtlicher B-Zellen bei
Patienten mit B-Zell-Lymphom. Erste Daten weisen darauf hin, dass der CD19xCD3 Antikérper von
den Patienten gut vertragen wird. Dieser bispezifische single-chain Antikdrper spielt daher eine Art
Vorreiter-Rolle. Weitere Ergebnisse, die im Laufe der Zeit mit diesem Antikérper erhalten werden,
kénnen Hinweise geben Uber eventuelle Nebenwirkungen und Risiken des IgExCD3 Antikorpers

und kénnten Ruckschlisse auf die optimale Darreichungsform geben.

Bei einer moglichen Therapie mit dem bispezifischen Antikérper IgExCD3 kdnnte auch eine
Hyposensibilisierung, die im Anschluss an die Verabreichung des Antikdrpers durchgefiihrt werden
kénnte, von Nutzen sein. Man kénnte dadurch erreichen, dass Antikdrper einer anderen Klasse,
wie zum Beispiel 1gG, gegen das Allergen gebildet werden, die den Effekt beziehungsweise die

Dauer der IgE-Reduktion positiv unterstiitzen.

Der denkbare Nutzen, den der IgExCD3 Antikérper in der Therapie der IgE-vermittelten
Krankheiten haben koénnte, ist gro3. Fir das Hyper-lgE-Syndrom und das IgE-Myelom muss
gesondert geklart werden, ob diese Patienten von einer Therapie mit diesem Antikorper profitieren
kénnen. Dies wird unter anderem dadurch erschwert, dass die zugrundeliegenden
Pathomechanismen sich sehr von den allergischen unterscheiden. Aullerdem kommt hinzu, dass
die IgE-Spiegel im Serum beider Patientenkollektive teilweise viel hdher sind als bei allergischen

Patienten und damit die Effektivitat des IgExCD3 eingeschrankt werden wirde.

Ohne Zweifel stellt aber der bispezifische IgExCD3 single-chain Antikérper einen innovativen und

vielversprechenden Ansatz in der Therapie der allergischen IgE-vermittelten Krankheiten dar.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Zu Krankheiten, bei denen das IgE eine Rolle spielt, zahlen neben dem Hyper-IgE-Syndrom und
dem IgE-Myelom vor allem die allergischen Krankheiten, wie zum Beispiel das Asthma bronchiale,
die allergische Rhino-/Konjunktivitis und die atopische Dermatitis. Weltweit leiden circa 300
Millionen Menschen an IgE-vermittelten allergischen Krankheiten. Die pathophysiologischen
Vorgange, die sich unter anderem beim Asthma bronchiale abspielen sind bereits sehr gut
charakterisiert. So stellt die Aktivierung und Degranulation der Mastzellen eine Schllisselreaktion
dar, durch die anschlieRend eine Entziindungskaskade in Gang gesetzt wird. Die zentrale Rolle
spielt aber genau genommen nicht die Mastzelle an sich, sondern allergenspezifisches
Immunglobulin E, welches tber den hoch-affinen FcEpsilon-Rezeptor | an die Mastzelloberflache
bindet. Dieses IgE wird von B-Zellen sezerniert, die sich grdfitenteils in der unmittelbaren
Umgebung der Mastzellen befinden. Mit einem monoklonalen anti-IgE Antikérper (Xolair®,
Omalizumab), welcher die Bindung des IgE an seinen hoch-affinen FcEpsilon-Rezeptor | auf
Mastzellen blockieren soll, wurde bereits versucht dieses pathopyhsiologische Schliisselereignis
therapeutisch zu blockieren. Erste Ergebnisse lassen darauf schliefen, dass dieser Ansatz bei
allergischen Patienten zu leichten Besserungen der Symptome beziehungsweise der Reduktion
der erforderlichen Medikation fuhrt. Die erhoffte Wirkung bleibt jedoch hinter den Erwartungen
zurtick. Man vermutet, dass dies unter anderem an der GrofRe des Antikorpers von circa 180 kDa
liegt, welches den Ubertritt in das Gewebe erschwert. Sicherlich besteht auch ein quantitatives
Problem darin, dass B-Zellen kontinuierlich IgE nachproduzieren und es damit durch den anti-IgE
Antikdérper nie vollstandig abgefangen werden kann. Dennoch ist dieser Versuch, die bekannten
Mechanismen therapeutisch zu nutzen bedeutsam, da neben der Standard-Therapie mit
Bronchiodilatatoren, Kortikosteroiden und Anti-Histaminika keine weiteren therapeutischen

Alternativen bestehen.

In dieser Arbeit wurde eine neuer Ansatz in der Therapie IgE-vermittelter Krankheiten vorgestellt.
Dabei wurde ein bispezifischer single-chain Antikérper hergestellt, der die Fahigkeit besitzt zwei
verschiedene Antigene zu binden. Fir diesen IgExCD3 bispezifischen single-chain Antikdrper
wurden die variablen Regionen der schweren und leichten Ketten zweier verschiedener Antikérper
verwendet, die auf einer gemeinsamen Polypeptidkette zu liegen kommen. Bei diesen Antigenen
handelt es sich um die CH3-Domane des Immunglobulin E und die Epsilon-Kette des CD3-
Komplexes. Dadurch erreicht man eine spezifische Rekrutierung der Zytotoxizitdt von CD3-
positiven T-Lymphozyten, welche gegen IgE-positive B-Zellen gerichtet ist. Das Konstrukt kann in
CHO-Zellen exprimiert werden, die den bispezifischen Antikérper als voll-funktionsfahiges Protein
in ihren Zellkultur-Uberstand abgeben. Aus diesem wird der IgExCD3 Antikérper mittels
verschiedener chromatographischer Saulen aufgereinigt. Da das Konstrukt nur aus den vier

variablen Regionen zweier Antikdrper besteht, hat es ein geringes Molekulargewicht von 55 kDa.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass IgE-positive Zielzellen mit diesem
bispezifischen single-chain Antikérper durch kérpereigene T-Lymphozyten zerstort werden kénnen.
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Die Konzentrationen, bei denen die zytotoxische Aktivitat vermittelt wird, liegen im Bereich von 0,1-
1 pg/ml. Im Vergleich zu monoklonalen Antikérpern, die meistens das hundert- bis tausendfache
an Protein bendtigen, unterstreicht dies eindrucksvoll den potenten Mechanismus mit dem diese
bispezifischen single-chain Antikérper wirken. Anders als monoklonale Antikérper sind diese
bispezifischen Antikérper namlich in der Lage zytotoxische CD3-positive T-Zellen zu rekrutieren,
welche die wirksamsten Effektorzellen des Immunsystems darstellen. Normale monoklonale
Antikérper kénnen diese zytotoxische Subpopulation nicht rekrutieren da T-Lymphozyten keine

FcGamma-Rezeptoren besitzen.

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, richtet sich die zytotoxische Aktivitat nur gegen solche
Zellen, welche das Immunglobulin E in seiner transmembranen Form auf der Oberflache
exprimieren, da bei diesen die CH3-Domane des Immunglobulin E frei zugénglich ist. Zellen,
welche das IgE Uber den hoch-affinen FcEpsilon-Rezeptor | gebunden haben, wie zum Beispiel
Mastzellen, werden durch den bispezifischen Antikérper IgExCD3 nicht erkannt und damit auch
nicht zerstort, da bei diesen Zellen die CH3-Doméane des IgE durch den FcEpsilon-Rezeptor |
maskiert ist. Auch Zellen, die das IgE Uber den niedrig-affinen FcEpsilon-Rezeptor Il (CD23)
gebunden haben, wie zum Beispiel ein Teil der B-Lymphozyten, bleiben von einem zytotoxischen
Angriff verschont. Neben der zielgerichteten Eliminierung der IgE-positiven B-Zellen lag ein
weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit darauf zu zeigen, dass der bispezifische Antikdrper IgExCD3
zu keiner Degranulation von IgE-beladenen Mastzellen fiihrt. Bestatigt wurde dies mit einem
sensitiven Beta-Hexosaminidase-Freisetzungs-Test. Damit ist eine der Hauptanforderungen erfillt,
die an ein solches Konstrukt zu stellen sind, da die Degranulation von Mastzellen fatale Folgen fir

den Patienten haben wiirde.

Daneben konnte in dieser Arbeit auch gezeigt werden, dass die Anwesenheit von |éslichem
humanem Immunglobulin E in physiologischen Konzentrationen zu keiner wesentlichen Inhibierung
der Zytotoxizitat fuhrt. Erst ab einer Konzentration an Iéslichem IgE von 420 IU/ml kommt es zu
einer relativen Reduktion der zytotoxischen Aktivitdt. Zu erwahnen ist hier, dass die meisten
Patienten mit allergischen Krankheiten normale IgE-Spiegel im Serum haben (obere Grenzwert
100 IU/ml). In den seltensten Fallen wurden Werte lber 840 1U/ml gemessen. Die zytotoxische
Aktivitat in Anwesenheit von 2100 1U/ml I6slichem IgE war zwar deutlich inhibiert, eine ausgepragte
Lyse der Zielzellen fand aber dennoch bei hdheren Konzentrationen des IgExCD3 Antikérpers
statt.

Die Eigenschaften des IgExCD3 bispezifischen single-chain Antikdrpers lassen sich damit

folgendermalien zusammenfassen:

1) einfache Produktion in groRen Mengen
2) einfache standardisierte Aufreinigung in hoher Reinheit

)

)
3) hohe zytotoxische Aktivitat gegentber transmembranes IgE auf B-Zellen
4) Zytotoxizitat gegen IgE-positive Zellen unabhangig vom auslésenden Allergen
)

5) geringe Kompetition der Zytotoxizitat durch I6sliches humanes IgE
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6) keine zytotoxische Aktivitat gegentiber Mastzellen mit Rezeptor-gebundenem IgE
7) keine Ausldsung von Mastzell-Degranulation

8) keine zytotoxische Aktivitat gegentber Zellen, die IgE iber CD23 gebunden haben.

Damit qualifiziert sich der bispezifische Antikérper IgExCD3 als ein neuer innovativer und
vielversprechender Kandidat fiir die Therapie von IgE-vermittelten Krankheiten.
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