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1. Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Préklinische Tests zur Beurteilung der Pharmakdiindhumanisierter
therapeutischer Antikérper werden Ublicherweise Méusen durchgefihrt.
Konventionelle Nagetiermodelle spiegeln aber nidig Pharmakokinetik im
Menschen wider, da der neonatale Fc-Rezeptor (Fakan)eine wichtige Rolle
bei der Regulation der Hombostase von Immunglob@amma (IgG) spielt,
speziesspezifische Unterschiede in der IgG-Bindmeigit (Oberet al. 2001,
Datta-Mannaret al. 2007a; Roopeniagt al. 2010).

Aus diesem Grund stellen Mause mit modifiziertenRikcein wichtiges
pharmakologisches Modell bei der Erforschung themipcher Antikdrper dar.
Es wird propagiert, dass Méause, denen murines FeRlh und die transgenes
humanes FcRn exprimieren, ein vielversprechendesnesu Modell sind, um
Pharmakokinetiken von therapeutischen humanen IgG#rimaten vorher-
zusagen (Roopeniaet al. 2003; Roopeniaat al. 2010; Petkovat al. 2006).

Um zu klaren, ob human FcRn-transgene Mause einigyees
Nagetiermodell zur Beurteilung des pharmakokinbgsc Verhaltens von
therapeutischen IgGs darstellen, wurde das phatiradsche Verhalten von
strukturell und funktionell sehr unterschiedlicheamanisierten Antikérpern in
drei unterschiedlichen FcRn-modifizierten Mauslmientersucht und verglichen.

Zusatzlich sollten die Ergebnisse mit Daten vomrmaten verglichen werden,
um der Hypothese nachzugehen, dass human FcRigdéremdviause geeignet
sind, Pharmakokinetiken in Primaten vorherzusagem so der Einsatz von

Primaten in der pharmazeutischen Forschung vemtimggrden kann.

Antikdrper, diein vitro eine erhohte Affinitdt zu humanem FcRn besitzen,
zeigen in  human FcRn-transgenen Mausen haufig eirandertes
pharmakokinetisches Verhalten (Kehal. 1994; Ghetieet al. 1997; Medesast
al. 1998; Hintonet al. 2004; Hintonet al. 2006; Petkovat al. 2006). Die
Oberflachenplasmonresonanzspektroskopie ist &ineitro Methode, die eine
Echtzeitmessung der Wechselwirkung eines gelostentik@pers mit
immobilisiertem FcRn erlaubt. Deshalb wurde mitegirKorrelationsanalyse
geprift, ob ein statistischer Zusammenhang zwisgha@nmakokinetischen Daten

von Mausen und Oberflachenplasmonresonanzspekpi@sktessungen besteht.



1. Einleitung 2

Trotz ihres haufigen Einsatzes in der medizinisdRerschung finden sich in
der Literatur nur vereinzelt phanotypische Dateeser FcRn-modifizierten
Mause, die zudem aufgrund unterschiedlicher Medsmdenh oft nicht als
Vergleichswerte herangezogen werden kodnnen. Um tigehbedingte
Unterschiede der Mauslinien von versuchsbedingtaterscheiden zu kénnen,
wurden die Tiere hinsichtlich Hamatologie, Kklinisch Chemie und

Kdrperwachstum phéanotypisiert.

Da die eingesetzten Mause optisch nicht zu unterdeh sind, bedurfte es
einer sicheren Methode, mit der es moglich ist,Mauslinien zu differenzieren.
Zu diesem Zwecke wurde eine Genotypisierung mielymerasekettenreaktion

und anschlieBender Gelelektrophorese etabliert.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Antikérper

2.1.1 Antikdrperstruktur

Die Entschlisselung der molekularen Struktur vortikimpern erfolgte bereits
1969 durch Edelman (Edelmanal. 1969). Fur Saugetiere wurden funf Isotypen
von Immunglobulinen (lg) definiert (Raghavan andom®man, 1996). Die
Typisierung erfolgte aufgrund struktureller Untdnede in den schweren
Polypeptidketten der Antikorper (Reff and Heard,0P0 Sie werden als
Immunglobulin Alpha (IgA), Delta (IgD), Epsilon (), Gamma (IgG) und My
(IgM) bezeichnet (Lobeet al. 2004). Die unterschiedlichen Subklassen wurden
durch subklassenspezifische Antiseren definiem. I8isitzen biochemische und
funktionelle Unterschiede. Die Subklassen sind dem verschiedenen Spezies
unterschiedlich ausgepragt (Tab. 1).

Tabelle 1: Klassen und Subklassen von Immunglobulan

Spezies Klasse
Mensch | IgG1, IgG2, 1IgG3 1gG4 IgAl, IgA2 | IgM1, IgM2 | IgE | IgD
Maus IgG1, IgG2a, 1gG2b, IgG3  IgAl, IgA2 IgM IgE Dg

Quelle: Loeb and Quimby, 1989

Der mengenmalRig haufigste Antikdrperisotyp ist Iggs; hat beim Menschen
einen Anteil von ca. 85 % im Serum (Moreill al. 1972). Auch die meisten
therapeutischen Antikérper sind vom IgG-Isotyp (ba al. 2004; Mould and
Green, 2010). Aus diesem Grund wird sich der faligeifext primar auf 1gG
beziehen (siehe auch Abb. 1).

Bei IgG-Antikdrpern handelt es sich um Y-formigeyl@proteine, die im Serum
als Monomere vorliegen. Die funktionelle Basis bbstaus zwei identischen
schweren Polypeptid-Ketten und zwei identischerchtein Polypeptid-Ketten
(Loboet al. 2004). Die leichten Ketten bestehen aus zwek#itrallen Doméanen,
der konstanten Doméne und der variablen Domanew8iden klassifiziert in
Kappa- oder Lambda-Typ. Diese Klassifizierung beauf Determinanten in den
konstanten Zonen (Loeb and Quimby, 1989). Die [s&ty sind bei den

verschiedenen Spezies unterschiedlich verteilt.(Zab
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Tabelle 2: Isotypen der leichten Kette von IgG im Beziesvergleich

Spezies Isotyp

Mensch 70 % Kappa 30 % Lambda
Rhesusaffe | 50 % Kappa 50 % Lambgda
Maus 95 % Kappa 5 % Lambda

Quelle: Loeb and Quimby, 1989

Jede schwere Kette ist aus drei konstanten (CHER, CHi3) und einer variablen
Doméne (VH) aufgebaut (Reff and Heard, 2001). Didlitlicken verbinden die

beiden schweren Ketten kovalent untereinander so@eschweren Ketten mit
den leichten Ketten. Auch innerhalb der Domanenddimsich Disulfidbricken,

die die Tertiarstruktur stabilisieren (Lolkbal. 2004). Die Maus besitzt zwischen
den schweren Ketten drei, der Mensch hingegen kisei5 solche Verbindungen
(Loeb and Quimby, 1989).

Die Verbindung zwischen CH1 und CH2 wird als ,Hifgegion“ bezeichnet; sie
stattet die Immunglobuline mit einer hohen Flexiail aus (Reff and Heard,
2001).

Die variablen Regionen der schweren und leichtettekand fur die Bindung des
Antigens verantwortlich. Drei hypervariable Regionexistieren in jeder
variablen leichten und variablen schweren Kette.e Swerden als
~complementarity Determining Regions” (CDRs) bebheiet. Wenn die variablen
leichten und variablen schweren Ketten kovalent oitht kovalent verbunden
sind, bilden die CDRs eine Bindungsoberflache &m #ontakt mit dem Antigen
(Edelmanet al. 1969). Jedes IgG-Molekul ist bivalent und hat etaklie
Fahigkeit, zwei gleiche Antigene zu binden, einegealem Arm (Reff and Heard,
2001). Die schweren konstanten Doméanen, vor allenCéi2 und CHS3, sind in
die Bindung von Nicht-Antigenen involviert. Dieseedtonen binden z.B.
Fc-Rezeptoren und Komplement (Reff and Heard, 2001)

IgG enthalt einige Histidinreste an der CH2-CH3 Bow, dem Interface des
Fc-Fragments. Durch diese Histidinreste kann dieApHangigkeit der Bindung
von IgG mit FcRn erklart werden (Raghavah al. 1994). Eine effiziente
Bindung kommt nur bei saurem pH < 6,5 und nicht beutralem pH > 7,0
zustande (Reff and Heard, 2001; Popbwal. 1996).
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Das IgG-Molekil besitzt eine ungefahre Masse vab HBa. Jede schwere Kette
besteht aus ca. 445 Aminosauren (55 kDa) und jeithté Kette aus ca. 215
Aminosauren (24 kDa). An die schweren Ketten iseie Oligosaccharid Uber

Asparagin gebunden (Reff and Heard, 2001).

Antikorper lassen sich durch Proteinasen in fumdlz Untereinheiten spalten.
Nach Spaltung durch Papain oberhalb der Disulficket beider schwerer Ketten
entstehen zwei identische Fab-Fragmente und eirfFr&gment. Die Fab-
Fragmente sind nach der Spaltung immer noch inLdge, Antigen zu binden.
Pepsin spaltet unterhalb der Disulfidbricken, wobHudie ,Hinge Region®
erhalten bleibt, und ein sogenanntes Ff&loagment entsteht. Zusatzlich spaltet
Pepsin das Fc-Fragment zwischen CH2 und CH3. (hodlQuimby, 1989).
schwere Kette

N-terminales
Ende

leichte Kette

Fab

Kohlenhydratseitenkette

FcRn-Bindungsstelle

Cterminales Ende

Abbildung 1: Schematische Struktur von IgG

IgG besteht aus zwei identischen schweren Kettierkal/alent mit zwei leichten
Ketten durch Disulfidbricken (S-S) verbunden sidéde Kette besteht aus
konstanten und variablen strukturellen Doménen. d2i@veren Ketten bestehen
aus drei Doménen (CH1, CH2, CH3) und einer variald®mane (VH). Die
assoziierte leichte Kette besteht aus einer kotesta(CL) und einer variablen
Doméne (VL). Die variable Doméne der schweren Kg@itid) und der leichten
Kette (VL) besitzen je drei hypervariable Region@@DRs), die fur die
Antigenbindung verantwortlich sind. Mit Papain kadas Molekil tber der
.Hinge Region“ in zwei Fab-Fragmente und ein Fcgfnant gespalten werden.
Das Fc-Fragment ist in der Lage FcRn zu bindenai@eanet al. 2010).
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2.1.2 Therapeutische Antikorper

Viele klassische Pharmaka besitzen unspezifischekuMgen auf gesunde
Gewebe. Aus diesem Grund wird nach Substanzen lgestie gezielt kranke
Gewebe oder krankheitsauslosende Agentien bekdmpifdngesunde Gewebe
verschonen. Da Antikdrper sehr selektiv fir ihr igah sind, besteht die
Hoffnung, dass monoklonale Antikorper dies leisk&mnen. Zusatzlich werden
therapeutische Antikorper oft gegen Antigene eiaggs die von kranken

Geweben wie z.B. Tumoren tberexprimiert werden.

Die ersten hochaffinen Antikdrper, die fur die Immiuerapie vorgesehen waren,
wurden in Mausen generiert. GroRe Quantitaten aviguellen, hochaffinen
Antikdrpern wurden das erste Mal verfligbar durch #iybridomtechnologie
(Kohler and Milstein, 1975). Bei dieser Technologrerden Antikorper-
produzierende B-Lymphozyten mit Myelomzellen fus&sty woraus unsterbliche
Antikorper-produzierende Zellen entstehen, sogeteanHybridome. Diese

Hybridome kénnen dann in Zellkultur vermehrt werden

Exogene Proteine sind im Menschen immunogen. Teetethe Antikdrper
stellen hier keine Ausnahme dar (Waetgal. 2008). Da sich die immunogenen
Eigenschaften von Antikérpern auf den Fc-Teil kortderen, die Fab-Fragmente
dagegen wenig immunogen sind, versucht man schah laegem die

Fc-Fragmente zu ersetzen (Jungi, 1996).

Ein weiterer Nachteile der Verwendung von murinemilkorpern ist ihre niedrige
Bindungsaffinitdt zum humanen Fc-Rezeptor neor(&eiRn) (Oberet al. 2001)
(genaue Beschreibung siehe Kapitel 2.2. Fc-Rezemgonatal). Dieser Umstand
fuhrt zu einer sehr geringen Halbwertszeit (1 —&d) von murinem IgG im
Menschen (Goodmaet al. 1985). Um die Einsatzmdglichkeiten in der Thegapi
zu verbessern, gibt es viele Versuche, Antikorpemeggjsch und chemisch zu
modifizieren. Ziel dieser Ansétze ist es, monoklenaAntikdrper aus
nicht-humanen Spezies so zu verandern, dass sieMenschen weniger

immunogen sind und/oder sich ihre Serumhalbwerttszeidngert.

Mitte der 1980er Jahre wurden zwei Methoden entgickim dieses Problem zu
I6sen. Die sogenannte Chimerisierung (Neubergeral. 1984) und die
Humanisierung durch ,CDR-grafting” (Jonesal. 1986). Die Methoden werden

im folgenden Text kurz beschrieben.
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Zusatzlich besteht noch die Mdglichkeit des Kiurzeos Antikérpern oder die
Anlagerung diverser Substanzen und Gruppen. Sahépman z.B. bei der
Anlagerung von Zuckern von Glykosilierung, bei démnlagerung von
Polyethylenglykol von Pegylierung (Mahmood and @re&005). Zu den kleinen
Antikérpern bzw. Antikorperfragmenten gehéren 2vBnibodies, Diabodies und

Einzelstrange variabler Antikdrperdoméanen (Abb(Ryff and Heard, 2001).

g—‘*on*a*‘“

‘_&i‘ Fab Fv Diabody
F(ab), \ /
-8
\ Fc %%

Immunoadhesin
muriner
Antikdrper

Minibody

CH2 Domaéane Entfernt

Antikdrper- E— —_—
Fusion

chimerer humanisierter humaner
Antikdrper Antikorper Antikdrper

Abbildung 2: Formen modifizierter Antikbrper und de ren Fragmente

Durch verschiedenste Modifikationen wie z.B. enziysthe Spaltung oder
Anlagerung diverser Gruppen entstehen aus tiensémtikorpern (hier muriner
Antikorper) Proteine, die in der Therapie und Diegfik eingesetzt werden.
Quelle: Reff and Heard, 2001

Therapeutische Antikorper werden nach ihrer Herkunid Struktur in murine,
chimere, humanisierte und humane Antikérper einlg€teobo et al. 2004). lhre

Halbwertszeit im menschlichen Blut steigt mit ihréBrad an Humanisierung
(Ternant and Paintaud, 2005): murin (1,5 Tage) ¥mekle (10 Tage) <
humanisierte (12—-20 Tage) < ,voll“ humane (15-2@dk
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Die ersten Hybridome produzierten rein murine Abitper; dies schrénkte ihren
Einsatz in der Therapie erheblich ein. Wiederhdlpplikationen am Menschen
fuhren zur Bildung von humanen Anti-Maus-Antikbnpesogenannten HAMAS
(Schroff et al. 1985; Shawleret al. 1985; Khazaeliet al. 1994). Solche
Immunreaktionen beeinflussen nicht nur die Wirksainktherapeutischer
Antikorper durch deren Neutralisation, sondern l@mrauch zu ernsthaften
Nebenwirkungen wie Hypersensibilitdt, Induktion d&erumkrankheit und
anaphylaktischem Schock fliihren (Wageeal. 2003).

Chimerisierung Um die Antigenitat zu senken, wurden chimere Rarper
kreiert, die aus variablen Regionen der Maus unddmen konstanten Regionen
bestehen. Diese Antikdrper sind zu ca. 75 % humad ca. 25 % murin
(Morrison et al. 1984). Die humanen konstanten Regionen verlediemeren
Antikorpern  pharmakokinetische Eigenschaften, &hnli den humanen
Antikorpern (d.h. lange Halbwertszeit in der Blukzilation, da sie von humanen
Rezeptoren erkannt werden konnen) (Meredithal. 1991). Unterschiedliche
humane konstante Regionen kénnen verwendet wefdamrha 1, 2, 3, 4), um
diverse Effektorfunktionen, wie z.B. eine erhOohteRR-Bindung, mit der
gewinschten Anwendung zu verbinden (Reff and Hea@0l). Trotz der
Modifikationen kénnen chimere Antikorper in immumipetenten Patienten nicht

mehrfach angewendet werden.

CDR-grafting Um immunneutrale AntikOrper zu generieren, wurdeeitere
Modifikationen entwickelt. Bei der Humanisierungrd ,CDR-grafting” werden
nur die originalen ,Complementarity-determining Reg“ (CDRS) und einige
Schlusselreste, die fur die Antigenbindung verantved sind, von murinen
Antikdrpern mit humanen Antikérpern gleicher Stiwkkombiniert (Jonest al.
1986). Diese mehr menschlichen Molekile werden dredsleriert. Die
Gen-Sequenzen der hypervariablen Regionen werden hmmanen

Immunglobulin-Gen gegen die des murinen Immunglioiggins ausgetauscht.

Eine neuere Entwicklung ist die Generierung transgéause (HuMab Méause),
bei denen das murine IgG-Gen durch das humane lg&G-&setzt wurde
(Jakobovits, 1995). Diese Methode ermdglicht dasimsystem solcher Mause

mehrfach mit Antigen zu stimulieren um vollhumanetikorper zu erhalten.
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Ahnliche hochaffine humane Antikorper werden in B@lausen (SCID steht fur
Severe Combined Immuno-Deficiency) generiert. lesdi immundefizienten
Mause werden stimulierte humane B-Lymphozyten aeitkdturen eingebracht
und die Mause anschlieRend immunisiert, bis einehdfiter an Antikérpern
erreicht wird (Chamaet al. 1999). Humane Antikdrper kdnnen nun aus diesen
B-Lymphozyten durch die Hybridom-Technik oder duditekte Klonierung und
Expression ihrer IgG-Gene generiert werden.

Um grof3e Mengen humaner Antikérper zu produziererden Rinder eingesetzt,
die ein artifizielles Chromosom tragen, das fur haoes IgG kodiert. Das
Chromosom enthélt die Sequenz der humanen schwg@Kette und der
leichten IgG-Kette vom Lambda-Isotyp. Bei einer lomsierung der Rinder
werden sowohl humane wie auch chimere Antikorpéildet, die dann aus dem

Blut extrahiert werden kénnen (Kuroiveaal. 2009).
2.2 Fc-Rezeptor neonatal (FcRn)

2.2.1 Entdeckung und Benennung von FcRn

Brambell postulierte schon 1964 einen spezifiscReaeptor, der fir die 1gG-
Homoostase verantwortlich ist (Brambe#t al. 1964). Gleichermal3en
charakterisierte er den ,Neonatal Gut TransporteRen*®, von ihm abgekuirzt
FcRn fir ,Fc-Receptor neonatal”, und bewies seggighbare Natur (Brambell,
1966). Dies wurde von weiteren Arbeitsgruppen hegtdWaldmann and
Strober, 1969; Jones and Waldmann, 1972). Dertinéds Rezeptor wurde von
Simister und Kollegen kloniert und charakterisig@tmister and Mostov, 1989;
Israelet al. 1995). In weiteren Studien konnte gezeigt werdess der Rezeptor,
der die IgG-Homdoostase reguliert (Ghetae al. 1996; Israelet al. 1996;
Junghans and Anderson, 1996), derselbe ist, dedefirlgG-Transport Uber den
neonatalen Darm verantwortlich ist. Er nimmt walkafes gesamten Lebens
verschiedenste Funktionen in Verbindung mit IgG wéiehe Kapitel 2.2.4
Vorkommen und Aufgaben von FcRn in Verbindung mE). Obwohl bewiesen
wurde, dass der Rezeptor nicht nur bei Neugeboreneétommt, hat sich aus
historischen Grinden in seinem Namen das ,n“ fiona¢al erhalten. Da zu
Beginn der Entdeckung von verschiedenen Rezeptregegangen wurde, findet
man heute in der Literatur als Synonyme fir FcRoha&cRB, Fcgrt oder
Brambell-Rezeptor (Reff and Heard, 2001; Tiwari dndghans, 2005).
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2.2.2 Struktur von FcRn

FcRn ist ein heterodimeres membranéares Glykoprdgtdi. 3), das dem MHC |
Molekul strukturell &hnlich ist (Simister and Mogtd 989; Jones and Waldmann,
1972). Es besteht aus einer gréReren membranvetankechweren Kette und
einer loslichen leichten Kette, depa-Mikroglobulin (Raghavan and Bjorkman,
1996). DasP,-Mikroglobulin kommt sowohl im FcRn als auch im MHCvor
(Raghavan and Bjorkman, 1996). Die schweren Kditder Molektile bestehen
aus drei extrazellularen Doméanen, (02, 03), gefolgt von einer transmembranaren
Region und einer kurzen zytoplasmatischen Sequeagh@van and Bjorkman,
1996; Simister and Mostov, 1989). Die Sequenzensdeweren Ketten sind nur
ahnlich,o; unday sind zu 22 - 30 % ung; ist zu 35 - 37 % gleich (Raghavan and
Bjorkman, 1996; Simister and Mostov, 1989). Diensmmembranaren und
zytoplasmatischen Regionen zeigen keine Ubereinstingen (Raghavan and
Bjorkman, 1996; Simister and Mostov, 1989). Dievgefe Kette ist nichtkovalent
mit B.-Mikroglobulin verbunden (Raghavan and Bjorkman9@;9Simister and
Mostov, 1989). Dien-Doménen sind die IgG-Bindungsdomanen (Raghavan and

Bjorkman, 1996).

Abbildung 3: Schematische Struktur von FcRn

FcRn besteht aus einer membranverankerten AlphiKeie nichtkovalent mit
Bo-Mikroglobulin (3om) verbunden ist. Der extrazellulare Teil der Algtette
teilt sich in 3 Domanerug, oy, as3), ihnen folgt eine transmembranédre Region und
eine kurze zytoplasmatische Sequenz. Quelle: Raghard Bjorkman, 1996

al
(

(R o2

oy
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FcRn ist nicht nur mit MHC | verwandt, es gehorteighzeitig zur
Ig-Superfamilie. Mitglieder der Ig-Superfamilie dirdefiniert als Molekule, die
Doméanen mit Sequenzahnlichkeit der variablen oderstanten Domé&nen von
Antikdrpern besitzen (Williams and Barclay, 1988uf der Basis von Sequenz-
und Struktur-Ahnlichkeiten werden MembrandomanenigkSuperfamilie in drei
Gruppen eingeteilt: C1, C2 und V-like (Williams aBdrclay, 1988).

Die C1-Gruppe beinhaltet konstante und topologidduivalente Antikdrper-

doméanen (Williams and Barclay, 1988). FcRn ist@lazige Fc-Rezeptor, dessen
Zugehdrigkeit zur Ig-Superfamilie sich aus dem Besiner Domé&ne der

C1-Gruppe ableitet. C2 und V-like sind Ubliche Ealat von Zellassoziations-

molekilen (Wagner and Wyss, 1994; Vaughn and Bjarkn1996), diese sind
strukturell anderen Fc-Rezeptoren ahnlich (RaghawanBjorkman, 1996).

2.2.3 Funktionsweise von FcRn

FcRn wird in allen epithelialen Zellen exprimieiGHetie and Ward, 2000).
Hauptorte der FcRn-Wirkung sind Orte mit grol3er tadtflache zu Blut wie z.B.
das vaskuldre Endothel von Haut und SkelettmudBefviak et al. 1998). Es

wird angenommen, dass FcRn dort drei funktioneltalMler Interaktion mit IgG

besitzt (Akileshet al. 2007):

1. FcRn transportiert sowohd vitro als auchn vivo IgG durch Transzytose
Uber polarisierte epitheliale Zellverbande (Ghatid Ward, 2002).

2. FcRn bindet pinozytotisch aufgenommenes Ig&auren Endosomen und
transportiert es zurtick an die Zelloberflache. Bi€sinktion schutzt IgG
vor dem schnellen intrazellularen Abbau (Watdal. 2003) und ist somit
fur die lange Halbwertszeit von IgG, wie auch fieine hohen
Serumkonzentration verantwortlich (Roopengral. 2010) (Abb. 4).

3. FcRn fungiert als phagozytischer Rezeptor intnoghilen Granulozyten
(Vidarssoret al. 2006).

Das Hauptmerkmal des IgG-FcRn-Systems ist die tetqiH-Abhéngigkeit der
Ligandenbindung (Datta-Mannaat al. 2007b). Auch die Bindung mit Albumin
(Chaudhuryet al. 2003) und auf IgG-basierende therapeutische Argder ist
pH-abhéngig (Petkovat al. 2006). Die beiden Hauptliganden (IgG, Albumin)
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binden in pH-abhangiger Weise, allerdings an unteesiliche Bindungsstellen
und konkurrieren somit nicht um diese (Keh al. 2006). IgG bindet an FcRn
Uber die Fc-Region bei pH 6,0 — 6,5; bei neutratelar htherem pH findet keine
Bindung statt (Raghavan and Bjorkman, 1996; Israelal. 1995). Die
Dissoziation des IgG-FcRn-Komplexes ist bei neatrapH erleichtert. Diese pH-
Abhangigkeit ist in allen Geweben gleich (Robertsal. 1990) und schafft die
Basis fur den intrazellularen Transfer und das Beay (Datta-Mannaret al.
2007D).

Ablauf des 1gG- und Albumin-Recyclings durch Fcferehe auch Abb. 4):
IgG und Albumin werden passiv durch Pinozytose i@ delle aufgenommen
(Brambell et al., 1964; Chaudhury et al., 2003; &vand Ober, 2009). Danach
werden sie in Endosomen transportiert (Junghan®Aadérson, 1996). Im sauren
Milieu der Endosomen dissoziiert gebundenes Antigem Antikorper; IgG und
Albumin binden an FcRn (Raghavan and Bjorkman, 19%8e Endosomen
werden geteilt. Antikbrper und Albumin, die an FcBebunden sind, werden an
die Zelloberflache transportiert, wo sie im newralpH der extrazellularen
Flissigkeit (z.B. Blut, Lymphe) vom FcRn abdissen und so in die
Zirkulation abgegeben werden (Raghavan and Bjorkni®96; Junghans and
Anderson, 1996). Nach exozytotischer Fusion dernkéésnit der Zellmembran
wird FcRn schnell in die Zelle zuriicktransportievpdurch ein geringer FCRn-

Spiegel an der Plasmamembran aufrechterhalten(Wledtd and Ober, 2009).

Bei den meisten Zellen ist die FcRn-Expression an £Lelloberflache gering
(Ward and Ober, 2009). Solange es nicht bendtigt,iagern die Zellen FcRn in
ihren Endosomen (Petkoehal. 2006).

Molekile, die nicht an FcRn binden kénnen (z.B. ikdrper, Antigene,
Serumproteine), werden mit endosomalem Inhalt zesokgmen geleitet, wo sie
abgebaut werden. Wenn FcRn fehlt, werden Antigesh Antikbrper zusammen

lysosomal abgebaut (Junghans and Anderson, 1996).

Nur freies IgG und IgG in monomeren Immunkomplexesrden durch FcRn vor
dem Abbau geschutzt. IgG in grof3en multimeren Imkouplexen wird schnell
aus der Zirkulation entfernt und abgebaut (QGzaal. 2008).
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Abbildung 4: Mechanismus des IgG-Recyclings durch €rRn

a) pinozytotisch aufgenommene Molekille werden ures&ndosomen
transportiert, Antigen dissoziiert vom Antikbrp&G bindet an FCRn

b) Teilung der Endosomen

c) FcRn-gebundenes IgG wird an die Zelloberflachesportiert

d) 1gG dissoziiert bei physiologischem pH vom Fckkn

e) Antigen und ungebundene Proteine werden in loyses Uberfihrt

f)  lysosomaler Abbau

Quelle: modifiziert nach Roopenian and Akilesh, 200
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2.2.4 Vorkommen und Aufgaben von FcRn in Verbindung mit IgG

Die multiplen Aufgaben von FcRn hangen von seinghigkeit ab, 1IgG und
Albumin vor dem lysosomalen Abbau in Zellen zu gzbii und die gebundenen
Liganden durch Exozytose an der Plasmamembran wadmdrigeben (Ward and
Ober, 2009). Gleichzeitig ist FcRn in der Lage, lg@erhalb und tber zellulare
Barrieren in einer Vielzahl verschiedener Zelltypgntransportieren (Ward and
Ober, 2009; Roopenian and Akilesh, 2007).

FcRn-Orthologe wurden bei vielen Spezies isolielB. Maus, Ratte, Mensch,
Schaf, Rind, Schwein, Kamel und Opossum (Simisted &ostov, 1989;

Cervenak and Kacskovics, 2009; Ward and Ober, 2@8}¥ lasst vermuten, dass
FcRn in allen Saugetieren vorkommt. Auch in alleamianen epithelialen
Geweben wird FcRn exprimiert (Ghetie and Ward, 32000

Im Folgenden soll auf die wichtigsten Vorkommen ukufgaben von FcRn in

Verbindung mit IgG eingegangen werden.

2.2.4.1 Aufrechterhaltung des endogenen IgG-Spiegels

Hauptverantwortlich fur die Aufrechterhaltung deslegenen IgG-Spiegels und
somit fur die lange Halbwertszeit von IgG sind ethétiale und hamatopoetische
Zellen (Montoyoet al. 2009). Sie sind fur die extrem langen Halbweitsrevon
IgG im Blut verantwortlich, da hauptsachlich in &m das FcRn-abhangige
Recycling von 1gG stattfindet. Die HalbwertszeitnvigG betragt in der Maus
4,5 Tage, im Rhesusaffen 6,6 Tage und im Menscled52Tage (Loeb and
Quimby, 1989). Eine Ausnahme stellt IgG3 dar, das Menschen nur eine
Halbwertszeit von 7 Tagen besitzt, ursachlich kieidt die geringe Affinitat von
IgG3 zu FcRn (Reff and Heard, 2001; Ternant andntBad, 2005). Die
Halbwertszeit von Antikdrpern, die nicht zum IgGprygehéren und kein
Recycling durch FcRn erfahren, ist um das Zehnfanéédriger (Roopeniagt al.
2010). Eine funktionelle Expression von FcRn im &hel von Kapillaren wurde
bei Mensch, Maus, Schwein und Rind nachgewieserrvéBoet al. 1998;
Cervenak and Kacskovics, 2009; Ghetie and Ward2R0W&use zeigen eine
hohe Expression von FcRn im Endothel von Blutgeiafer Haut, Muskel, Leber
und Milz (Akileshet al. 2007).
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2.2.4.2 Antigenprasentierende Zellen

FcRn wird in Zellen exprimiert, die dem Knochenmarkstammen und Antigen
prasentieren. Hierzu gehdren Monozyten, Makrophadendritische Zellen (Zhu

et al. 2001) und B-Lymphozyten (Montoyet al. 2009). Sie sind Uber die
verschiedensten Gewebe verteilt (Akilesthal. 2007). Zum einen sind auch sie
an der IgG-Homoostase beteiligt (Akileshal. 2007), zum anderen liefert ihnen
FcRn Antigen fur die Prasentation (Ward and Ob@092.

2.2.4.3 1gG-Transport von der Mutter auf die Nachkommen

FcRn ist bei Saugetieren fur den Transport von igd der Mutter auf die
Nachkommen verantwortlich. Dies stattet die Nachk@mn mit einer
vortubergehenden humoralen Immunitét aus, da ihrunsystem bei der Geburt
noch nicht voll entwickelt ist. Dieser Transport igie speziesspezifische
Unterschiede. Bei Primaten und Kaninchen wird dasemale 1gG wéhrend der
fetalen Periode Uber die Plazenta transportiedry&t al. 1994; Simister, 2003).
Bei Nagetieren wird das maternale 1gG sowohl Ubem @ottersack als auch
postnatal von der Milch Uber den neonatalen prolddm@uinndarm zum Fetus
transportiert (Robertet al. 1990; Simister and Rees, 1985). Bei Wiederkauern
wird 1gG durch das Kolostrum in den ersten 12-18n8én nach der Geburt
aufgenommen (Cervenak and Kacskovics, 2009).

Bei Nagetieren ist die intestinale Expression vaiifr auf die S&ugeperiode
beschrankt (Martiret al. 1997). Beim Menschen wird FcRn im fetalen Darm
exprimiert, wo es an der IgG-Aufnahme aus der Amihissigkeit beteiligt ist
(Shahet al. 2003). Es wird aber auch in Enterozyten von Aafukkxprimiert, wo
es eine wichtige Rolle bei der intestinalen Immuntkalle spielt (Yoshidaet al.
2004; Dickinsoret al. 1999).



2. Literaturiibersicht 16

2.2.4.4 Blut-Hirn-Schranke
FcRn wird im Endothel des Zentralnervensystems derdchorioidealen Plexus
exprimiert (Schlachetzlat al. 2002).

Die Blut-Hirn-Schranke verhindert das Eindringem\gG in das Interstitium des
Zentralnervensystems und in die zerebrospinaleskjkisit. Diese Schranke kann
zeitweise durch Entztindungsmediatoren wie den TiMedrose-Faktor Alpha
(TNFa) durchlassig werden, z.B. bei bakteriellen Infekén (Ballabhet al.

2004). Wird die Schranke durchlassig, flutet IgG @ehirn aufgrund des
Konzentrationsgefélles an. In solchen Fallen sdfgRn flr einen aktiven
Transport von IgG aus dem Gehirn in die Zirkulati@®oopenian and Akilesh,
2007). Es spielt somit eine wichtige Rolle bei denitierung von Entziindungen

bei pathologischen Situationen des Zentralnerveesys

2.2.4.5 Niere

Die Niere filtriert das Blut und sorgt fur die Aus®idung von Produkten des
Metabolismus. Um einen Verlust von Serumproteinerverhindern, besitzt die
Niere einen grof3enselektiven Filter. Es handeh sierbei um ein fenestriertes
Endothel. Nur Molekile mit einer GréRe < 70 kDa desr in den Primarharn
filtriert. Somit ist IgG mit einer ungefahren Masgen 150 kDa zu grof3 um den
Filter zu passieren. IgG-Ablagerungen kénnen alihgsl den Filter verstopfen.
Daher exprimieren die Podozyten des GlomerulumsnFcif abgelagertes IgG
durch Transzytose in den Priméarharn zu transperti¢Haymanret al. 2000).
AnschlieRend wird im proximalen Tubulus das IgG atiur-cRn-vermittelte
Transzytose aus dem Primarharn in die systemiscHat-ZBkulation

zurtcktransportiert (Kobayasét al. 2002).

Fehlt Mausen dieser Mechanismus aufgrund einerkabe von FcRn fuhrt dies

zu einer seruminduzierten Nephritis (Ward and Op@d9).
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2.3 Auswahl des Tiermodells

Préklinische Tests zur Beurteilung von Pharmakdkea und der Effektivitat
therapeutischer humaner Antikérper werden normassv in  Mausen
durchgefuhrt (Obeet al. 2001). Konventionelle Nagetiermodelle spiegetiofh

nicht die Pharmakokinetik humaner Antikdrper imnRaten wider (Roopeniagt

al. 2010).

Da murines IgG schnell aus der humanen Zirkulagiotfiernt wird, humanes IgG
aber lange in der Maus verweilt, kann daraus gesskh werden, dass Mause
nicht immer ein ideales Modell sind (Obetral. 2001). Die rapide Elimination
muriner Antikorper im Menschen wird der Unfahigkaitr Bindung von murinem
IgG an humanes FcRn zugeschrieben. Murines FcRm ki@gegen humanes 1gG
gut binden, was sich in einer langen Halbwertsz@it humanem IgG in der Maus
widerspiegelt. Die Unfahigkeit von humanem FcRn Burdung von murinem
IgG wurde in einem transgenen Mausmodell bestabgi, dem die Mause

humanes FcRn exprimierten (Olzgral. 2001).

Murine monoklonale Antikérper besitzen nachteiligegenschaften, die ihren

therapeutischen Einsatz limitieren (Ternant anditdad, 2005):

1. Sie besitzen im Menschen eine sehr kurze Hatbnait, was zu niedriger
therapeutischer Effektivitdt fiihren kann, wenn eilmge Wirkung

bendtigt wird.

2. Murine Fc-Regionen aktivieren nur schlecht Eibefunktionen, die von

humanen Molekilen abhangen.

3. Sie induzieren eine Immunantwort, die die Plakokinetik und
Pharmakodynamik von monoklonalen Antikdrpern bdesst.

Die Interaktion zwischen FcRn und IgG unterschesieh bei Maus und Mensch
hinsichtlich der Speziesspezifitat und der Bindaffysitat. Die Interaktion von
humanem und murinem FcRn mit IgG verschiedener i8pewurde mittels
Oberflachenplasmonresonanzspektroskopie von Obdr Koilegen untersucht
(Ober et al. 2001). Hierbei konnte gezeigt werden, dass hum&wkn sehr
stringent in seiner Bindungsspezifitat fur IgG otiedener Spezies ist: Humanes
FcRn bindet nur IgG von Menschen, Kaninchen undrstdaveinchen; es zeigt

keine signifikante Bindung zu IgG von Ratten, RimjeSchafen, oder Mausen
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(mit Ausnahme einer schwachen Bindung zu murine@2ly. Im Gegensatz
dazu ist murines FcRn nicht speziesspezifisch;jredeb IgG von allen getesteten
Spezies, wie z.B. Mensch, Maus, Kaninchen, Meersaithen, Rind, Schaf und
Ratte (Oberet al. 2001). Eine unterschiedliche Glykosilierung voagsdr- und
Human-FcRn wird als Ursache fiir die speziesspehiéis Unterschiede vermutet
(Kuo et al. 2009).

Diese Unterschiede in der Biologie von Nager- undmidn-FcRn kann die
Evaluierung von FcRn-abhangigen Pharmaka beeimdftuégaccarcet al. 2006).

Dies hat Relevanz fur die praklinische Analyse Yyamanen IgGs in murinen
Modellen. Die Affinitat von humanem IgGl zu murineRtRn ist um das
Zehnfache hoher als die vergleichbare Interaktienrdimanen Partner (Zhau

al. 2005). Folge dieser hohen Affinitat ist eine tigldange Halbwertszeit von
humanem IgG1 in Mausen. Die hohe Affinitat von nfiatérten humanen IgGs,
die in murinen Modellen getestet werden, kann daherFehlinterpretationen

fuhren.

Die Antikdrperanalyse in nichthumanen Primaten [(Befjua et al. 2006;
Roopenian and Akilesh, 2007) oder das humane REz&ransfer Modell
(Vaccaroet al. 2006) sind aussagekraftiger hinsichtlich der Maltiszeiten im
Menschen. Allerdings sind nichthumane Primaten ramig) ethischer Bedenken
und aufgrund ihrer hohen Kosten (Ward and Ober9200r Routine-Screens
ungeeignet (Roopeniaat al. 2010).

Folglich besteht Bedarf an einem erprobten présdinen Nagetiermodell, das die
humane FcRn-Funktion adaquat nachahmt (Ward andr, OB@09). Als
Alternative stehen Mause zur Verfigung, denen negrifcRn fehlt und die
aufgrund einer Transgenese humanes FcRn exprimi€@eaudhuryet al. 2003;
Petkovaet al. 2006). Auch Roopenian empfiehlt den Einsatz hFt@&nsgener
Mause. Er setzt Dbevorzugt hetereozygote  Mause  deiinie L
B6.Cg-Fcgrt<tm1Dcr>Tg(FCGRT)276Dcr ein, um Unteisde in der
Halbwertszeit von Antikérpern nachzuweisen, undwasrdet homozygote Tiere
der Linie B6.Cg-Fcgrt<tm1Dcr>Tg(FCGRT)32Dcr, um  Namigerte
Halbwertszeiten modifizierter Antikbrper zu zeigein zusatzlicher Vorteil
dieser Tiere ist, dass sie einen homogenen gehetisdintergrund (C57BL/6J)
besitzen, der das biologische ,Hintergrundrauscheefursacht durch genetische

Variation in gemischten Hintergriinden, reduziew@Reniaret al. 2010).
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Auch das FcRn-transgene Maus-Modell unterliegt gani Einschrankungen
Da humanes FcRn kein endogenes murines IgG biratem kind die Serum-IgG-
Spiegel dieser Mause niedrig, vergleichbar mit FcBefizienten Mausen
(Roopenian et al. 2003). Grund fur die niedrigen Spiegel ist ein
Hyperkatabolismus fir IgG und eine schnellere Id@&ibation in Mausen,
denen die genetische Expression von FcRn fehlt t{&le¢ al. 1996). Da die
FcRn-Rezeptorséttigung durch das Fehlen von enéogdgG reduziert ist, kann
die Halbwertszeit rekombinanter humaner IgGs insele Mausen gegenuber
Tieren mit normaler Serum-lgG-Konzentrationen ethébin (Vaccaroet al.
2006). Die B-Lymphozyten bzw. B-Lymphozyten-Antwalteser Mause sind
allerdings normal (Ghetie et al., 1996; Israelletl®96; Junghans and Anderson,
1996; Roopenian et al., 2003).

FcRn defiziente M&ause scheinen eine gewisse Imnfizielez zu besitzen. Dies
zeigt sich in einer erh6hten Anfalligkeit fir bestnte bakterielle Infektionen, wie
z.B. Citrobacter rodentiunund Borrelia burgdorferi(Qiaoet al. 2008; Yoshida
et al. 2006; Crowleyet al. 2006).

Trotz dieser Limitationen ist das transgene HumeaRf-Modell das am besten
getestete System in kleinen S&ugetieren flur digal@iBeurteilung von FcRn-
abhangigen Therapeutika und solchen, die humanBs Btockieren. Es sollte
vor der pharmakokinetischen Beuteilung in Primaterd humanen Systemen
eingesetzt werden (Roopenianal. 2003; Roopenian and Akilesh, 2007; Petkova
et al. 2006). Zusatzlich kann das Mausmodell fur dieoEdhung der
Lokalisation der humanen FcRn-Expression eingesetztien (Roopeniast al.
2003; Petkovat al. 2006).
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Mause

Bezeichnung

Lieferant

C57BL/6J

Charles River

B6.129X1-Fcgrt<tm1Dcr>/Dcr]

Jackson Laboratories

B6.Cg-Fcgrt<tm1Dcr>Tg(FCGRT)276Dcr

Jackson Labaiat

B6.Cg-Fcgrt<tm1Dcr>Tg(FCGRT)32Dcr

Jackson Laboiiator

3.1.2 Antikorper

Bezeichnung Lieferant
Therapeutische Antikorper fur Pharmakokinetik
huMAb<P> Roche
huMAb<A> Roche
huMAb<I> Roche
huMAb<E> Roche
huMAb<C> Roche
Antikdrper fiur ELISA
mMAb<hFGpan>1gG-Bi Roche
mAb<hFGpan>1gG-Dig Roche
Anti-Digoxigenin-POD (poly), Fab fragments Roche
3.1.3 Primer

Bezeichnung Lieferant
0395 F
5'.GGA ATT CCC AGT GAA GGG C-3' Metabion
0393 F
5-GGG ATG CCA CTG CCC TG-3' Metabion
0394 R
5-CGA GCC TGA GAT TGT CAA GTG TAT T-3'| Metabion
huFcRn F
5-AGC CAA GTC CTC CGT GCT C-3’ Metabion
huFcRn R

Metabion

5'-CTC AGA GAT GCC AGT GTT CC-3
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3.1.4 Technische Ausstattung

Bezeichnung Lieferant
Kolbenhubpipetten (verschiedene Grof3en) Eppendorf
Elektrische Multipipetten (verschiedene GréRRen) rikat
Kuhlschrank (Liebherr comfort) Liebherr
Tiefkuhlschrank (Liebherr premium, -20°C) Liebherr
Tiefkthlschrank (6485, -50°C - -85°C) GFL
Waage (sartorius universal) Sartorius
Zentrifuge (Centrifuge 5810 R) Eppendorf
Medizinisches Analysegerat (Olympus AU400) Olympus
Reinstwasseranlage (Milli-Q) Millipore
Geldokumentationssystem (Alphalmager 3400) Biozym
Gelelektrophoresesystem (FlashGel System) Lonza
Stromversorgung fiir Gelelektrophorese Pharmazia
(GPS 200/400 Power Supply)

Schuttler (MS1 Minishaker) IKA
Schuttler (Thermomixer comfort) Eppendorf

Photospektrometer (NanoDr@p00)

Thermo Scientific

Thermo Cycler (PTC200)

MJ Research

Photometer fur 96-Well-Platten (Sunrise) Tecan
Mikrotiterplatten-Schuttler (Titramax 1000) Heidblp
Mikrotiterplatten-Wascher (ELx405) BioTek
Veterinardiagnostik Analysensystem (XT-2000iV) Sgsm

3.1.5 Spezielle Materialien fur Zucht und Haltung von Méausen

(Standard-Diat 3337.0.16 fortified)

Bezeichnung Lieferant
Nestbaumaterial aus Hanf Ssniff
Kunststoffkafig Tecniplast
(Eurostandard Type lll, 425 x 266 x 155 mm) P
Metallgitterdeckel Tecniolast
(auBenliegender Deckel mit Gitterseiten) P
Einstreu .

. . . Ssniff
(autoklaviertes Weichholzgranulat, Lignocel)
Haus (Mouse Corner Home) Datesand
Nageholz, GréRe S Abedd
autoklaviertes, pelletiertes Fertigfutter Provimi Kliba

Trankewasser

autoklaviertes Stadtwasser, Penzberg
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3.1.6 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Lieferant
Einmalspritzen sterilisiert, pyrogenfrei, 1 ml Disped
Einmal-Injektions-Kanilen, @ 0,45 * 25 mm Braun
Pipettenspitzen (verschiedene GroR3en) Eppendorf
Skalpellklinge Bayha
Reaktionsgefalie (verschiedene Grolien) Eppendorf

Fusselfreie Tucher (Kim wipes)

Kimberley-Clark Corp

Reaktionsgefalie (verschiedene Grol3en) Falcon
Streptavidinbeschichtete 96-Well-Mikrotiterplatten Roche
Unbeschichtete 96-Well-Mikrotiterplatten

Nunc
(Polypropylen)
96-Well Mikrotiterplatten

Nunc

(Maxisorp microplates with flat bottoms)

Hamatokrit-Kapillare
(1,5 mm Durchmesser, 16 Inhalt)

Hirschmann Laborgerate

Serum-Réhrchen (Microvette 500Z-Gel) Sarstedt
Plasma-Roéhrchen (Microvette 500 LH-Gel) Sarstedt
EDTA-Ro6hrchen (Microvette K3E) Sarstedt

3.1.7 Reagenzien, Chemikalien und Medikamente

Bezeichnung Lieferant
Isofluran CP-Pharma
Ethanol 100% p.a. Roth
(?s:ttilllllifrrtt)es Wasser (steriles Wasser doppelt Roche
Master Mix (PCR Master) Roche
FlashGel Loading Dye Lonza
GrolRenstandard Lonza
(FlashGel DNA Marker 100 bp — 4 kb)

10xPBS (Premixed PBS Buffer, 10x) Roche
ABTS (Solution, Ready-to-use ELISA Substrat) Roche
Tween 20 (Tween 20, Aqueous solution 10%) Roche
Albumin (RPLA 1, Assay quality) Roche

gepooltes Maus-Serum (von C57BL/6J)

Charles River

gepooltes Maus-Plasma (von C57BL/6J)

Charles River

NaCl (NaCl zur Analyse) Merk
Thymol p.a. Roth
Standards fur Sysmex XT-2000iV

[-Check (XE) L1 Sysmex
[-Check (XE) L2 Sysmex
[-Check (XE) L3 Sysmex
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3.1.8 Kits

Bezeichnung

Lieferant

NucleoSpin Tissue

Macherey-Nagel

Mouse-lgG ELISA Roche
Kits fur Olympus AU400
Harnstoff (OSR6134) Olympus
Harnsaure (OSR6136) Olympus
Kreatinin (OSR61204) Olympus
Bilirubin total (OSR6112) Olympus
Bilirubin direkt (OSR6111) Olympus
Glukose (OSR6121) Olympus
Cholesterin (OSR6116) Olympus
Triglyceride (OSR6133) Olympus
Freie Fettsauren (NEFA HR) Wako
High-density Lipoprotein (OSR6187) Olympus
Low-density Lipoprotein (OSR6183) Olympus
Alanin-Aminotransferase (OSR6107) Olympus
Aspartat-Aminotransferase (OSR6109) Olympus
Alkalische Phosphatase (OSR6104) Olympus
a-Amylase (OSR6106) Olympus
Laktatdehydrogenase (OSR6126) Olympus
Lipase (OSR6130) Olympus
Kreatinkinase (OSR6179) Olympus
Transferrin (OSR6152) Olympus
Ungesaéttigte Eisenbindungskapazitat (OSR6124) Olgmp
Albumin (OSR6102) Olympus
C-reaktives Protein (OSR6147) Olympus
Gesamteiweil3 (OSR6132) Olympus
Eisen (OSR6186) Olympus
Magnesium (OSR6189) Olympus
Kalzium (OSR6176) Olympus
Anorganisches Phosphat (OSR6122) Olympus
Natrium (ISE = lon Selective Electrode) Olympus
Kalium (ISE) Olympus
Chlorid (ISE) Olympus
3.1.9 Software
Bezeichnung Lieferant
Microsoft Office 2003 Microsoft
WinNonlin 5.3 Pharsight
XLfit4 IDBS
JMP 8 SAS
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3.2 Methoden

3.2.1 Mause

Das Versuchsvorhaben war vom Regierungsprasidiurert@gern unter der
Bezeichnung ,AZ 55.2-1-54-2531.2-36-01“ genehmigg. wurde mit den vier in
Tabelle 3 aufgefihrten Mauslinien gearbeitet.

Tabelle 3: Nomenklatur der Mauslinien

Wissenschaftlich korrekte Bezeichnung Abkirzung
C57BL/6J B6
B6.129X1-Fcgrt<tm1Dcr>/DcrJ mFcRn -/-
B6.Cg-Fcgrt<tml1Dcr>Tg(FCGRT)276Dcr

(homozygot fiir das hFcRn-Gen) hFcRn(276) Tg +/+
(heterozygot fur das hFcRn-Gen) hFcRN(276) Tg +/-
B6.Cg-Fcgrt<tm1Dcr>Tg(FCGRT)32Dcr

(homozygot fiir das hFcRn-Gen) hFcRn(32) Tg +/+
(heterozygot fur das hFcRn-Gen) hFcRn(32) Tg +/-

Als Kontrolltiere (Wildtyp) wurden C57BL/6J, gelett von Charles River,
verwendet, da von diesem genetischen Hintergruadadderen Linien generiert
wurden. Far die Wachstumskurven, die Hamatologiel #tinische Chemie
wurden die Kontrolltiere bei Roche geziichtet. Fie gharmakokinetischen

Studien wurden 5 — 6 Wochen alte Tiere von Ch&liger bezogen.

Von allen genetischveréanderten Linien wurden Zughtp von Jackson

Laboratories bezogen.

Bei der Linie B6.129X1-Fcgrt<tm1Dcr>/DcrJ handel sich um Mause, bei
denen das Gen fur dieKette des murinen FcRn inaktiviert wurde (Gen-Kkoc
Out). Sie besitzen keine Expression des murinemF&#e Beschreibung der
Linie findet sich unter Roopenian et al. 2003 urabpenian et al. 2010.

Zur Generierung der Linien B6.Cg-Fcgrt<tml1Dcr>Tg@ERT)276Dcr und
B6.Cg-Fcgrt<tm1Dcr>Tg(FCGRT)32Dcr wurde das Gendé@n humanen FcRn
auf Mause der Linie B6.129X1-Fcgrt<tm1Dcr>/DcrJ fitsgen (Gen-Knock In).
Beide humantransgenen Linien exprimieren kein nagrifFfcRn, besitzen aber
eine Expression des humanen FcRn. Die zwei hunmsgemen Linien

unterscheiden sich hinsichtlich der eingefiigtem3gane.
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In das Genom der Linie B6.Cg-Fcgrt<tm1Dcr>Tg(FCGRBDcr wurde ein
cDNA-Konstrukt eingebracht, das fir den humanen riFckodiert. Eine
Beschreibung findet sich bei Chaudhury et al. 2003 Roopenian et al. 2010.

Das Genom der Linie B6.Cg-Fcgrt<tm1Dcr>Tg(FCGRT)8R2ERnthéalt humane
genomische DNA mit dem kompletten hFcRn-Gen undkikerende Sequenzen.
Eine Beschreibung findet sich bei Petkova et &062und Roopenian et al., 2010.

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit werden im folgemdrext die in Tabelle 3

aufgefuhrten Abkirzungen fur die Mauslinien verweind

Die Elimination von IgG ist direkt von der Affinitd&von 1gG zu FcRn abhangig
(Datta-Mannanet al. 2007b). Murines FcRn besitzt eine héhere Affinzé

humanem IgG als humanes FcRn (Oletr al. 2001). Zusatzlich ist die
Elimination von der FcRn-Anzahl abhangig, die direkom FcRn-

Expressionslevel abhangt. Die Linie mFcRn -/- lz¢diein FcRn, da bei ihr das
FcRn-kodierende Gen zerstort wurde. Die Linie hK@RB) Tg besitzt weniger
hFcRn Expression als die Linie hFcRn(32) Tg. Mauke, fir das hFcRn-Gen
heterozygot sind, besitzen nur die Halfte der gsde¢n Information von

homozygoten Tieren und somit auch weniger hFcRmopRnianet al. 2010).

Es ergeben sich bei den FcRn-modifizierten Linigsichtlich der hFcRn-Anzahl
die folgenden Verhéaltnisse (Abb. 5): mFcRn -/- €cRn (276) Tg +/-
< hFcRn (276) Tg +/« hFcRn (32) Tg +/- < hFcRn (32) Tg +/+

KO mFcRn -/- (kein FcRn)
276+/- hFcRn(276) Tg +/+ (wenig hFcRn)
24 276+/+ hFcRn(276) Tg +/+ (mé&Rig viel hFcRn)

32+/-
32+/+

hFcRn(32) Tg +/+  (maRig viel hFcRn)
hFcRn(32) Tg +/+  (viel hFcRn)

UY94Y UOA 9SSIUIBYISA

KO 276 276 32 32
+/- +/+ +/- +/+

Abbildung 5: hFcRn-Anzahl der transgenen Mause
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Es konnte keine Studie zur Rezeptoranzahl oder Gewesteilung von FCRn in
den unterschiedlichen Mausen gefunden werden. Dezeporanzahl bzw.
Verhaltnisse werden immer nur durch berechnetenpdlewkinetische Parameter

wie z.B. Clearance oder Halbwertszeit abgeschatzt.

Da Uber die FcRn-Anzahl und die Gewebeverteilungdes unterschiedlichen
Mausen keine Angaben vorliegen, ist es schwer, Blamg murinem FcRn und
Mausen mit humanem FcRn, hinsichtlich 1gG-Elimioatizu vergleichen. Grund
hierflr ist, dass die Elimination ein Zusammenspigs Affinitat (IgG zu FcRn)
und FcRn-Anzahl ist.

3.2.1.1 Haltung

Die Mause wurden bei der Firma Roche DiagnosticsbBnm Penzberg im
spezifisch pathogenfreien Bereich der Tierhaltumgngld den Richtlinien der
Federation of European Laboratory Animal Sciencesogmtions (FELASA)
(Nicklas et al. 2002), der Gesellschaft fir Versuchstierkunde {&YAS)
(Boehm et al. 2007a) und des Europaischen Parlaments und déss Ra
EU 86/609/EEC (European Union, 1986) gehalten werchehrt.

Die Haltung und Zucht erfolgte unter konstantenmkliischen Bedingungen
(Tab. 4). Ein bis finf Mause wurden in Kunststoffgén (Eurostandard Type Il
425 mm x 266 mm x 155 mm) mit aul3enliegenden Mgtedrdeckeln gehalten.
Die Kafige enthielten Einstreu, je ein Haus, eingdlaolz und die Zuchtkafige
zusatzlich  Nistmaterial.  Autoklaviertes  pelletisrte Fertigfutter  und

Leitungswasser standen den Tieaghlibitum zur Verfiigung.

Tabelle 4: Klimatische Haltungsbedingungen

Temperatur 22 °C (20 -24 °C)
Luftfeuchte 55 % (45 — 70 %)
Luftwechselrate 15-201/h
Tag/Nacht-Rhythmus 12h/12h




3. Material und Methoden 27

3.2.1.2 Zucht
Zum Aufbau der Zucht wurden 20 Paare C57BL/6J vbarfés River und von
den genetisch veranderten Linien je 6 Paare vdtsdad_aboratories bezogen.

Die Tiere wurden im Alter von >50 Tagen zum erdWal verpaart, im Anschluss
erfolgte die Verpaarung permanent monogam. Jurgtmrrden mit 18 bis 20
Tagen abgesetzt, nach Geschlechtern getrennt armlifn Einsatz ins Experiment

oder in die Zucht unter gleichen Bedingungen weekliern gehalten.

Um Tiere zu erhalten, die homozygot fur das mFcRm-Gnd heterozygot fur das
hFcRn-Gen waren, wurden Weibchen der Linie mFcRmmit M&nnchen der

Linien hFcRn(32) Tg +/+ oder hFcRNn(276) Tg +/+ \sap. Nachkommen dieser
Verpaarungen besitzen keinen mFcRn und eine geargepression von hFcRn

als ihre homozygoten Vater.

3.2.2 Genotypisierung

Da sich die Mauslinien optisch nicht unterscheidend eine genetische
Kontamination ausgeschlossen werden musste, bedesfteiner Methode die
Linien sicher voneinander zu differenzieren. Gesufie Kontaminationen kdnnen
z.B. durch Mutationen, Verwechslungen oder fehliéehaKennzeichnung

zustande kommen. Als Methode kam die Genotypisgerauiuirch PCR in

Verbindung mit Gelelektrophorese nach publizieN@anfahren zum Einsatz. Zur
Unterscheidung wurde DNA der Mause aus Gewebepraben Schwanzes
isoliert, die relevanten Genabschnitte mittels P&mRplifiziert und zuletzt die

DNA-Abschnitte mittels Gelelektrophorese sichtbamgcht. Alle von Jackson
Laboratories und Charles River gelieferten Zuctgturden auf ihren Genotyp
hinsichtlich des murinen FcRn-Gens und humanen FgBms untersucht. Von
den Tieren fur die Versuche wurden nur Stichprohertersucht, da der

Arbeitsaufwand fur eine Genotypisierung aller Tievegrol3 gewesen wére.

3.2.2.1 Gewebeentnahme

Den Mausen wurde unter Isofluran-Narkose ein canr@ langes Stick der
Schwanzspitze mit einer sterilen Skalpellklinge edadpnitten. Das Gewebestlick
wurde mit der gleichen Klinge zerkleinert und im €i,5 ml Reaktionsgefal
Uberfuhrt. Die Proben lagerten bis zur weiteren rBeidung bei -20°C im

Tiefkuhlschrank.
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3.2.2.2 Isolierung genomischer DNA
Zur DNA-Isolierung wurde der kommerziell erhaltlelkit ,NucleoSpin Tissue*
nach Angaben des Herstellers Macherey-Nagel genutzt

Vorbereitung:Alle Reagenzien wurden nach Herstellervorschrifiesetzt.

Préa-Lyse Gewebeprobe (ca. 25 mg) mit 1@8i0Buffer T1 und 25ul Proteinase K
mischen (fur alle Mischschritte wurde ein Minishakerwendet) und tGber Nacht

bei 56°C im Schuttler (Thermomixer comfort) inkulgie.

Lyse Probe mischen, 20Ql Buffer B3 zugeben, mischen und bei 70°C fur

10 Minuten inkubieren, Probe mischen.

Einjustieren der DNA-Bindungskonditionedur Probe 210ul Ethanol 100 %

zugeben und mischen.

DNA-Bindung Fur jede Probe eine Nucleo Spin Tissue SilikatkSdn ein
Sammelréhrchen geben. Proben auf je eine Saulengeté anschlielRend bei
11,0007 fur 1 Minute zentrifugieren. Die abzentrifugief#issigkeit verwerfen

und die Saulen wieder in die Sammelréhrchen geben.

1. Waschen der Silika-Membra®00ul Buffer BW auf die Saule geben und dann
1 Minute bei 11,0003 zentrifugieren, Flussigkeit verwerfen und Saularizk in

die Sammelréhrchen geben.

2. Waschen der Silika-Membra®00 ul Buffer B5 auf die Saule geben und dann
1 Minute bei 11,0003 zentrifugieren, Flussigkeit verwerfen und Saularizk in

die Sammelréhrchen geben.

Trocknen der Silika-MembranSaulen in Sammelrdhrchen 1 Minute bei
11,0007 zentrifugieren.

Eluieren der hochreinen DNAS&aulen in 1,5 ml Reaktionsgefal3e geben, 00
auf 70°C vorgewarmten Elution Buffer BE zugeben, BRaumtemperatur

1 Minute inkubieren und anschlieend 1 Minute deDQ0%y zentrifugieren.

Probenlagerung Die Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung i
Tiefkiihlschrank bei -20°C aufbewahrt.
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3.2.2.3 Konzentrationsbestimmung der DNA

Zur quantitativen und qualitativen Konzentratiortbemung der isolierten DNA
wurde das Spektrophotometer-System ,NanoDi§®0“ der Firma Thermo
Scientific genutzt. Alle Angaben zum Gerat und Messung stammen von

Gallagher and Desjardins, 2008.

Mit diesem System ist es mdglich sehr kleine Prgbkmina von 1ul — 2 ul zu
messen. Das Gerat kommt ohne Kapillaren oder Kéwettis. Die Proben werden
direkt auf eine Messflache pipettiert, in die e@msfaseroptik einmindet. Zur
Konzentrationsbestimmung wird die Absorption bed 26n gemessen. Das Gerat
berechnet automatisch mit der Formel: czsAVE*F  (Azss optische Dichte
bei 260 nm, Vf. Verdinnungsfaktor bei unverdinntétroben = 1,
F: Multiplikationsfaktor ist fir doppelstrangige [2N\= 50) die Konzentration der
DNA. Zum Nachweis eventueller Verunreinigungen #uRroteine findet eine
zweite Messung bei 280 nm statt. Das VerhaltnisOA2B80 liegt fur reine DNA
bei 1,8 - 2,0 (Gallagher and Desjardins, 2008).

Durchfuhrung:

Offnen der NanoDrop Software und Auswahl des iogNucleic Acid*
Initialisieren des Spektrophotometers mitl Aestilliertem Wasser
Reinigen der Messflachen mit einem saubererefiusen Papiertuch
Einstellen des Nullwerts mitj2 destilliertem Wasser

Reinigen der Messflachen mit einem saubererefiusen Papiertuch
Messung von gl Probe

Reinigen der Messflachen mit einem saubererefiusen Papiertuch
Arbeitsschritt 6. und 7. werden fur jede Probedsrholt

Nach Abschluss aller Messungen kénnen die Eigebmausgedruckt

© 0 No bk wDdhPRE

werden

10. Zuletzt werden die Messflachen mit destillisrté/asser und einem
sauberen fusselfreien Papiertuch gereinigt

11. Die DNA-Proben wurden bis zur weiteren Verattogg im
Tiefkihlschrank bei -20°C aufbewabhrt.
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3.2.2.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Nachweis mFcRn-Gen und mFcRn-Knock Out:

Die Sequenzen der folgenden Primer (Tab. 5) wusteigt, um M&use mit dem
Ziel-Konstrukt (Mause bei denen das FcRn-Gen ausgs# wurde) und
Wildtyp-Mause (C57BL/6J) zu unterscheiden.

Tabelle 5: Primer zum Nachweis des mFcRn-Gens undfkeRn-Knock Outs

Abkurzung Sequenz
0395 F 5'-GGA ATT CCC AGT GAA GGG C-3
0393 F 5-GGG ATG CCACTG CCC TG-3
0394 R 5-CGA GCC TGA GAT TGT CAAGTG TAT T-3

Die Kombination aus 0395 F und 0394 R bringt bear@in mit ausgeknocktem
mFcRn-Gen (mFcRn -/-, hFcRn(276) Tg, hFcRn(32)dig)378 bp groRes DNA-
Fragment, beim Wildtyp (C57BL/6J) entsteht keingmnant.

Die Kombination aus 0393 F und 0394 R bringt beinidWp (C57BL/6J) ein
248 bp groRes Fragment, bei den Linien mit mFcRiodKnOut entsteht kein
Fragment (Roopeniaet al. 2003).

Nachweis hFcRn-Knock In:

Die Sequenzen der folgenden Primer (Tab. 6) wugdgnitzt, um das hFcRn-Gen
nachzuweisen. Bei hFcRn(32) Tg wird ein 740 bp gsoBragment erwartet
(Petkovaet al. 2006), wohingegen bei hFCRn(276) Tg ein ca. 3p0ginlRes

Fragment zu erwarten ist (Roopeng&tral. 2010).

Tabelle 6: Primer zum Nachweis des hFcRn-Knock Ins

Abkurzung Sequenz
huFcRn F | 5-AGC CAA GTC CTC CGT GCT C-3
huFcRn R | 5-CTC AGA GAT GCC AGT GTT CC-3
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Reaktionsgemisch:

Vor dem Einbringen der DNA-Proben in das Reaktiensigch mussten sie mit
destilliertem Wasser (steriles Wasser doppelt liestivon Roche) so verdiinnt
werden, dass sie eine Konzentration von 10 - 3Qlrayg/fwiesen. Beim Master
Mix handelte es sich um das kommerziell erhéltliemedukt ,PCR Master* der
Firma Roche mit der Zusammensetzung: 25 U Taqg DNBrRerase in 20 mM
Tris-HCI, 100 mM KCI, 3 mM MgCJ, Brij 35, 0,01 % (v/v), dNTP Mix (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP je 0,4 mM), pH 8,3 bei 20 °C.

Das Reaktionsgemisch hatte bei allen PCR-Ansateemdrabelle 7 aufgefuhrte

Zusammensetzung.

Tabelle 7: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsgemisch

Volumen
1l geltste DNA (10 — 30 ngl)
1l Primer F
1l Primer R
22l H,O (steriles Wasser doppelt destilliert von Roche)
25ul Master Mix (PCR Master von Roche)

Amplifikation:

Nach dem Mischen wurden die Ansatze sofort im , WeICycler” prozessiert.
Das folgende Thermo-Cycler-Programm wurde von JatKsaboratories, nach

Rucksprache, empfohlen.

Tabelle 8: Thermo-Cycler-Programm

Programmschritt
1 initiale Denaturierung bei 95°C fir 1 Minute
40 Zyklen:
2 Denaturierung:  95°C fur 15 Sekunden
3 Annealing: 60°C fir 20 Sekunden
4 Extension: 70°C fur 30 Sekunden
5 ein finaler Kiihlungsschritt auf 4°C schloss sach
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3.2.2.5 Gelelektrophorese zum Nachweis der amplifizierten NA

Zur Darstellung der in der PCR amplifizierten DNAagmente wurde das
Gelelektrophoresesystem ,FlashGel System® der Firlne@za genutzt. Als
Stromversorgung fur das System kam der ,GPS 200R0@er Supply” der
Firma Pharmazia zum Einsatz. Es wurden j@l 3Probe mit 1ul ,FlashGel
Loading Dye" gemischt und auf ein Gel aufgetraghls. Grol3enstandard wurde
der ,FlashGel DNA Marker 100 bp — 4 kb“ eingesetzt.

Die DNA wurde anschlieBend in einem Geldokumentssgstem mit
ultraviolettem Licht sichtbar gemacht und zur Dolantation fotografiert. Die
Bilder konnten dann digital mit der Software ,Mieadt Paint* bearbeitet (Farben

umkehren) werden.

3.2.2.6 Auswertung der Genotypisierung

Aufgrund der Grof3e und Kombinationen, der ampkiiten DNA-Fragmente, ist
der Genotyp der meisten Verpaarungen eindeutigweisbar. Mit der Methode
ist es allerdings nicht méglich zwischen homo- umeterozygoten hFcRn-
transgenen Mausen zu unterscheiden. Dies zeigersdiiattierten Zeilen der
Tabelle 9 an.

Tabelle 9: Auswertung der Genotypisierung

amplifizierte DNA-Fragmente
Verpaarung | mFcRn-Ger | Zielkonstrukt | hFcRn-Ger
B6 * B6 248 bp - -
KO * B6 248 bp 378 bp -
KO * KO - 378 bp -
27€ * B6 248 bp 378 bp 740 bp
27€ * KO - 378 bp 740 bp
27€* 27¢€ ~ 378 bp 740 bp
27€* 32 - 378 bp 740 bp + 300 bp
32* B6 248 bp 378 bp 300 bp
32 * KO - 378 bp 300 bp
32 * 32 = 378 bp 300 bp

Nach Verpaarung der Mauslinien (B6 = C57BL/6J, KOT¥&cRn -/-, 276 =
hFcRn(276) Tg +/+, 32 = hFcRn(32) Tg +/+) ist ba&nGtypisierung mittels PCR
und anschlieRender Gelelektrophorese mit den ditigein DNA-Fragmenten
(GréRRe in Basenpaaren = bp) zu rechnen. Eine Wihteidung zwischen homo-
und heterozygoten hFcRn-transgenen Mausen ist mobglich (schattierte
Zeilen).
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3.2.3 Phanotypisierung

3.2.3.1 Korperwachstum

Zur besseren phéanotypischen Charakterisierung ideelaen Mauslinien wurde
von jeder Linie eine Wachstumskurve erstellt. Aliere des Bestandes im Alter
von O bis 100 Tagen wurden zu acht Zeitpunkten ibstAnd von mehreren
Wochen auf 0,1 g genau gewogen. Als Waage wurdelaaborwaage der Firma
Sartorius genutzt. Bei den Tieren im Alter bis 1@gé&n wurde nicht nach
Geschlechtern getrennt, da die Geschlechtsbestigpretst beim Absetzen der
Jungtiere von den Muttern am 18. Lebenstag erfolgech dem 17. Lebenstag
wurden die Wageergebnisse nach Geschlechtern geteerigenommen. Aus
diesem Grund zeigen die Wachstumskurven von TagisO 1@ gemischt-

geschlechtliche Werte und ab Tag 18 koénnen die &/den Geschlechtern

zugeordnet werden.

Alle Messergebnisse wurden in eine Microsoft-EXcabelle Ubertragen und
anschlieBend das arithmetische Mittel berechnets Aiesen Werten wurden
Liniendiagramme zur besseren Veranschaulichunglirsdie mit der Software
~XLfit4" angepasst wurden. Um das durchschnittlickéachstum der Linien
beurteilen zu kénnen, wurde von jeder Gewichts-Keitve die Flache unter der
Kurve im Zeitraum 0 — 100 Tage berechnet. Zusdtzhiwirden die Ergebnisse
unter Verwendung einer zweifaktoriellen Varianzgeal mit mehrfacher
Besetzung (ANOVA) auf ihre Unterschiede bzw. Sidgaifiz hin Gberprift, wobei
eine Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p) < 0,05 statistisch signifikant
festgelegt wurde. Fir diese Kurvenanalyse wurddéerdahgs nur Zeitpunkte

verwendet, von denen mindestens sechs MessergelpmiGsuppe vorlagen.
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3.2.3.2 Hamatologie und Klinische Chemie

Durch eine Klinisch-chemische und hamatologisch@&nBtypisierung kann eine
Vielzahl von Organfunktionen beurteilt werden. &iedaher ein unentbehrliches
Instrument fur die umfassende Charakterisierung wastanten Mausen. Sie
erlaubt den Nachweis von hamatologischen Verandemnvon Defekten an
Organsystemen und von Veranderungen des Metabdismmowie der
Elektrolythomoostase. Geeignete labordiagnostisttefahren erlauben die
genaue und effiziente Untersuchung von erwartetdekten und zusatzlichen
unerwarteten Konsequenzen von bestimmten genetiddioeifikationen, z.B. in
Knockout-Mausen mit bekannten phanotypischen Abt@man. Daher tragen
genaue  klinisch-chemische  Untersuchungen zum  \esi& von
Pathomechanismen in Mausmodellen und dem Verstsrdkn Systembiologie
von komplexen Organismen bei (Gailus-Durregral. 2009; Rathkolbet al.
2000). Dies ist auRerdem wichtig, um in VersuchienWlirkung des eingesetzten
Pharmakons von Effekten der genetischen Manipulatiderscheiden zu kdnnen.
Des Weiteren konnen unterschiedliche Konzentrationen Metaboliten,

Elektrolyten und Transportproteinen die Pharmakokuvigen beeinflussen.

3.2.3.2.1 Probengewinnung

Das Blut wurde zwischen 9.00 und 11.00 Uhr gewonmmatem der retrobulbére
Venenplexus von isoflurannarkotisierten Mausen eiiter nichtheparinisierten
Hamatokrit-Kapillare punktiert wurde. Nach maxinmalélutentzug wurden die

Tiere sofort durch Dislokation der Halswirbelsagéotet.

Blut zur Serumgewinnung wurde in Serum-Roéhrchengefahgen, 1 bis 2
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und danach iButeh bei 93009

zentrifugiert. Hierbei war die Zentrifuge auf -4°@ekuhlt. Nach der
Zentrifugation wurde das Serum in 2 ml ReaktiondBefuberfihrt und bis zum

weiteren Gebrauch bei -80°C eingefroren.

EDTA-BIut wurde gewonnen, indem das Blut in EDTAHR¢hen aufgefangen
wurde. Jedes Gefald musste sofort nach der Abnalrmeal invertiert werden,
um eine gleichmaRige Verteilung des Antikoagulanzgewahrleisten. Bis zur
Messung lagerten die Proben im Kuhischrank. Die ddegen fir die
Hamatologie fanden innerhalb von vier Stunden rizlatentnahme statt.
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3.2.3.2.2 Messung Hamatologie

Kurz vor der Messung mussten die blutgefillten EER@hrchen mindestens
5-mal invertiert werden, um das sedimentierte Bleichmalig zu mischen. Die
Messungen erfolgten am Veterinardiagnostik Analggstem ,XT-2000iV* der
Firma Sysmex. Die Ergebnisse wurden anschlielend emen Computer
Ubertragen und gespeichert. Als tagliche Qualititsklle und Geratekalibration
kamen die drei Standards ,I-Check (XE) L1%, ,I-CkedXE) L2“ und
.-Check (XE) L3* zum Einsatz. Der Hersteller wartdas Gerat in halbjahrigem
Rhythmus.

Es wurde Blut von 50 + 3 Tage alten, gefitterteardin beiderlei Geschlechts
jeder Mauslinie gemessen. Die Gruppengrol3e lag2Be+ 26 Tieren. Die in
Tabelle 10 aufgefiihrten hé&matologischen Parametedem von jeder Maus

bestimmt:

Tabelle 10: Hamatologische Parameter

Parameter Abkirzung Einheit
Leukozytenzahl WBC ol
Erythrozytenzahl RBC Poul
Hamoglobin HGB g/dl
Hamatokrit PCV %
Retikulozyten RETI %
Thrombozytenzahl PLT Poul
Mittlere Korpuskulare Hamoglobin Konzentration =~ MCHC g/dl
Mittleres Korpuskulares Volumen MCV fl
Mittleres Korpuskulares Hamoglobin MCH pg
Durchschnittliches Thrombozytenvolumen MPV fl

Erythrozytenverteilungsbreite RDW-SD fl
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3.2.3.2.3Messung Klinische Chemie

Die meisten Parameter wurden am medizinischen Aerghrat ,OlympusAU400
der Firma Olympus gemessen. Ausgenommen war degenéd IgG-Spiegel der
Méause, der mit einem kommerziell erhéltlichen EL{BA der Firma Roche

Diagnostics GmbH bestimmt wurde.

Die Serumproben wurden kurz vor der Messung aufigetad gut durchmischt
(MS1 Minishaker). Es wurde Serum von 50 + 3 Tagenalgefitterten Tieren
beiderlei Geschlechts jeder Mauslinie gemessen. dig¢ir Parameter, die am
medizinischen Analysegerat gemessen wurden, lagdippengrofe bei 10 — 18
Tieren; im IgG-ELISA wurden 5 Tiere je Gruppe geses

3.2.3.2.3.1 Messungen am Olympus AU400

Die Messungen der klinisch chemischen Parameter,@gmpus AU400“
(Tab. 11) erfolgten im Klinisch-chemischen Labomr d¥eutschen Mausklinik
(GMC).

Ein limitierender Faktor bei klinisch-chemischen ddaengen ist das Blutvolumen
von Mausen. Um alle Parameter an jeder Maus meas&iinnen, wurde ein Tell

der Serumproben 1:1 mit destilliertem Wasser vemtiimd diese Messwerte
anschlieBend mit zwei multipliziert. Die Messtengiar lag bei 37°C. Die

Messwerte wurden anschlie3end auf einen Computatralgen und gespeichert.
Das Gerat wurde taglich kalibriert und halbjahriecm Hersteller gewartet.
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Tabelle 11: Klinisch-chemische Parameter

Parameter Abkirzung | Einheit

Elektrolyte
Natrium N& mmol/|
Kalium K* mmol/|
Kalzium cd’ mmol/|
Eisen Fe umol/l
Chlorid CI mmol/|
anorganisches Phosphat Phos mmol/I

Proteine
Gesamteiweil3 TP g/l
Albumin Alb g/l
C-reaktives Protein CRP mg/I
Transferrin TF umol/l
Transferrinséttigung TS %
Gesamte Eisenbindungskapazitét TIBC umol/l
Ungesattigte Eisenbindungskapazitat UIBC umol/l

Enzyme
Alanin-Aminotransferase ALT ul/l
Aspartat-Aminotransferase AST ul/l
Alkalische Phosphatase AP ul/l
a-Amylase Amyl ul/l
Kreatinkinase CK U/l
Laktatdehydrogenase LDH U/l
Lipase LP ul/l

Spezifische

Substrate
Glukose Gluc mmol/|
Cholesterin Chol mmol/l
Triglyceride TG mmol/|
Harnstoff UREA mmol/l
Harnsaure HS umol/l
Freie Fettsauren NEFA mmol/I
High-density Lipoprotein-Cholesterin  HDL mmol/|
Low-density Lipoprotein-Cholesterin  LDL mmol/|
Kreatinin Crea mmol/|
Bilirubin direkt Bili d umol/l
Bilirubin total Bili t umol/l
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3.2.3.2.3.2Maus-IgG ELISA
Zur quantitativen Bestimmung des endogenen murig€ds in Serumproben
wurde der kommerziell erhéltliche Kit ,Mouse-IgG BA" nach Angaben des

Herstellers Roche genutzt.

Testprinzip:
SAMTP <m-lgG>-Bi murines 1gG <m-1gG>-POD ABTS

(Probe)

Abbildung 6: ELISA-Prinzip zum Nachweis von murinem IgG

Im ersten Schritt werden biotinilierte (Bi) gegenunmnes IgG gerichtete
Antikorper (<m-1gG-Bi>) an einer streptavidinbesditeten (SA) Mikrotiterplatte
(MTP) immobilisiert. Wahrend der anschlieRenderulmtion der Serumproben,
die murines IgG enthalten, bindet das murine IgG das immobilisierte
<m-lgG-Bi>. Dieses murine IgG wird durch Antikdrperm-IgG>-POD) gegen
murines 1gG, die mit Peroxidase (POD) verbundend sinund ABTS
(ABTS: Diammonium- 2,2'-Azinobis-(3-Ethylbenzthidze6-Sulfonsaure)) als
Substrat nachgewiesen. Die dadurch entstehendecBlation kann photometrisch
gemessen und zur Quantifikation genutzt werden.

Durchfihrung:

Vorbereitung: Vor ihrem Einsatz muissen alle Loésungen und Putief

Raumtemperatur gebracht und nach Herstellerangaibeneit werden.

StandardverdinnungbDer im Kit enthaltenen Standard ist in ,Dilutiorufer
(1x Blocking reagent)” so zu verdinnen, dass Vendingen mit den folgenden
Konzentrationen entstehen: 3.13, 6.25, 12.5, 25, 500, 200 ng/ml.
Alle Standardkonzentrationen und Probenverdinnungearden doppelt
hergestellt und doppelt gemessen.
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Probenverdinnungvon den Serumproben wurden 8 Verdinnungen in titu

Buffer (1x Blocking reagent)” wie folgt hergestellt

Proben, bei denen hohe IgG-Spiegel zu erwartennwvad. Serumproben von
C57BL/6J), wurden 1:10000, 1:20000, 1:40000, 1:8000160000, 1:320000,
1:640000, 1:1280000 verdunnt. Bei den Proben d@strenen Mause wurde mit
10-fach niedrigeren IgG-Spiegeln gerechnet, daherden sie nur 1:1000,
1:2000, 1:4000, 1:8000, 1:16000, 1:32000, 1:64Q0rR8000 verdunnt.

Beschichtung:50 pl ,Capture antibody solution“ in jedes Well der 9éell
Mikrotiterplatten (Maxisorp microplates with flatoioms, Nunc) pipettieren.
45 Minuten bei Raumtemperatur schitteln. (Alle $whiBchritte fanden auf

einem Mikrotiterplatten-Schuttler bei einer Gesamdgkeit von 700 rpm statt.)

Blockieren:3-mal mit je 200ul ,Wash solution* pro Well waschen (alle Wasch-
Schritte wurden mit einem Mikrotiterplatten-Wascheurchgeftihrt). 200ul
.Blocking reagent (1x)” in jedes Well pipettieren30 Minuten bei

Raumtemperatur schutteln.

Proben auftragen3-mal mit je 200ul ,Wash solution“ pro Well waschen. 50
Proben- oder Standardverdinnung in jedes Well fpgpen. 30 Minuten bei

Raumtemperatur schutteln.

Konjugieren: 3-mal mit je 200ul ,Wash solution* pro Well waschen. 50
»Conjugate dilution“ in jedes Well pipettieren. 3@inuten bei Raumtemperatur
schatteln.

Substratreaktion und photometrische MessuBBgmal mit je 200ul ,Wash
solution® pro Well wascherb0 pul “Substrat Solution” in jedes Well pipettieren
und schittelnDie Intensitat der Farbreaktion wurde mehrfach ihotBmeter
(Wellenlange fur die Messung: 405 nm; Wellenlange flen Referenzwert
492 nm) gemessen bis die optische Dichte (OD) de$i@hsten konzentrierten
Standards 2,0 betrug.

Berechnung:Die Standardwerte wurden genutzt um mit der Sa#wXLfit4"
unter Verwendung der Anpassung ,Modified Rodbardiefibeine Standardkurve
(Konzentration gegen optische Dichte) zu erstell®urch Vergleich der
Probenmessungen mit der Standardkurve konnte daruf die

Probenkonzentrationen zurtickgerechnet werden.
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Parameter fur die Akzeptanz des Tefige Standardkurve (Abb. 10) sollte aus
mindestens 5 Werten bestehen, die auf einer Gellagn. Die Absorption des

ersten Standards (0 ng/ml) sollte < 0,1 OD, dieoipson des hochsten Standards
sollte > 1,0 OD sein. Zur Probenanalyse solltendestens zwei Verdinnungen je

Probe im Bereich des linearen Teils der Standaxdkiiegen.

3.2.3.2.4Daten und Statistik

Alle Messergebnisse der klinischen Chemie und Hélogie wurden in eine
Microsoft-Excel-Tabelle Ubertragen. Extreme Werteitetzog man dem
Ausreil3ertest nach Nalimov. Zeigte sich, dass els am Ausreil3er handelte,
wurden sie von allen weiteren Betrachtungen ausdessen. Anschliel3end
wurde das arithmetische Mittel (MW) und die Stawdddmeichung (SD) jedes
Parameters berechnet. Aus den Mittelwerten + Stdabaeichung wurden
Saulendiagramme fur die bessere Veranschaulichusiglle Alle Daten der
Linien mFcRn -/-, hFcRn(276) Tg, und hFcRn(32) Tgreen mit den Werten der
Linie C57BL/6J verglichen. Zum Vergleich wurde ®eftware ,JMP*“ genutzt,
als Signifikanztest wurde der , Tukey-Kramer honesignificant difference test"
modifiziert nach Hayter gewahlt. Signifikante Urseiede sind in den

Abbildungen und Tabellen wie folgt gekennzeichnet:
*p <0.05, * p<0.01, ** p<0,001.

Zusatzlich wurden die erhobenen Daten mit physistdgen Werten des Stamms
C57BL/6 aus der Literatur verglichen. Die Verglaalerte stammen aus den
Quellen: Boehm et al. 2007b; Champy et al. 2008 Kt al. 2003; Klempt et al.
2006; www.jaxmice.jax.org, 2007; www.taconic.cond02; Zhou and Hansson,
2004. Die Werte sind in den Tabellen 22 und 24 efiifyt. Da die Messwerte
von Methoden und Geréaten abhéngig sind, wurderemTbellen 23 und 25 die

veroffentlichten Angaben der Vergleichswerte zusamgestellt
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3.2.4 Pharmakokinetik therapeutischer Antikdrper

3.2.4.1 Versuchstiere

Fur die Versuche kamen 6 — 20 Mause je Linie, Aesbhund Test-Antikorper
zum Einsatz. Zu Versuchsbeginn hatten die Mausékéan von 5 — 10 Wochen.
Die gelieferten C57BL/6J erhielten eine mindesteinsvochige Eingewdhnungs-
zeit vor Versuchsbeginn. Bei den ubrigen Linien @igs nicht notwendig, da sie
aus eigener Zucht stammten. Die Tiere wurden raifefallszahlen randomisiert
(Keller, 1993) und auf die Versuchsgruppen vertélir Identifikation wurden

die Tiere mit Ohrl6chern markiert (Donovan and Bnp®006).

3.2.4.2 Auswahl der Test-Antikorper

Fur die Pharmakokinetiken in Mausen wurden funfrapeutische Antikérper

ausgewahlt, die sehr unterschiedlidhevitro Bindungen an hFcRn aufweisen
und/oder in Primaten (Mensch, Affe) verschiedenarilakokinetiken zeigten.

Zusatzlich mussten Studiendaten von Affen- und/dttebanden vorliegen. Alle
Antikdrper stammten aus der firmeninternen Ferntemtader Roche Diagnostics
GmbH und sind gegen unldsliche bzw. zellgebundenggéne gerichtet. Aus

Grinden der Schutzrechtswahrnehmung mussten dikofoér anonymisiert

werden. Zur Unterscheidung sind sie mit den GroBsaben P, A, |, E und C
benannt. Die Abkirzung huMADb vor den Buchstabehtdi@ humanisierter bzw.

humaner Antikorper. Die Humanisierung einiger Adtier ist so weit

fortgeschritten, dass sie als human angesehen wémen. Alle Angaben zu

den Antikérpern stammen aus unveroéffentlichten Redternen Dokumenten.

3.2.4.2.1 Antikérper huMAb<P>

huMAb<P> ist ein rekombinanter, humaner, monoklen&ntikorper. Er gehort
zur Antikorper-Subklasse 1gG4 und bindet mit holAdiinitat und Selektivitat
sein Antigen. Er besitzt Kreuzreaktivitdt zum AmingvonMacaca fascicularis
aber nicht mit dem Antigen von Maus, Ratte, Meensgh oder Kaninchen. Er
zeigt im Primaten eine lange Halbwertszeit und de&i Oberflachenplasmon-
resonanzspektroskopie-Messung (SPR) (siehe K&hRet.6.3.1 Vergleichsdaten
Oberflachenplasmonresonanzspektroskopie) einees®ihkdung mit hFcRn. Im
Affen und Menschen zeigt er keine durch das Ziaentvermittelte
Medikamenten-Disposition (TMDD) (siehe Kapitel 3.2.1 Clearance).
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3.2.4.2.2 Antikorper huMAb<A>

huMAb<A> ist ein rekombinanter, humaner, monokl@nalAntikbrper der
Immunglobulinsubklasse 1gG1, der im Affen und Mdnse@ine lange
Serumhalbwertszeit zeigt. Er besitzt im Affen unéridch keine TMDD, da sein
Antigen in gesunden Individuen nicht vorkommt. Blr SPR zeigt er eine

extrem starke Bindung an hFcRn.

3.2.4.2.3 Antikoérper huMAb<I>

huMADb<I> ist ein rekombinanter, humaner, monoklenahntikérper der 1gG1
Kappa-Subklasse. Bei diesem Antikorper wurden émezeysine durch Alanin
ausgetauscht (sog. LALA-Modifikation). Der Antik@p bindet mit hoher
Affinitat humanes Antigen und das vdwWacaca fascicularis Er zeigt keine
Kreuzreaktivitdt zum Antigen von Mausen, Rattenn#ien, Meerschweinchen
und Kaninchen. Im Primaten zeigt er eine malfig dakiglbwertszeit und bei
Applikation niedriger Dosen eine TMDD. Die Bindumg hFcRn ist in der SPR-

Messung mittelmafig bis gering.

3.2.4.2.4 Antikérper huMAb<E>

huMAb<E> ist ein rekombinanter, humanisierter, glylodifizierter
monoklonaler Antikdrper der IgG1 Subklasse. Er veudirch Humanisierung
eines Ratten-Antikbrpers erzeugt. Er zeigt hohed@mgsaffinitat zu seinem
Antigen, diese zeigt sich auch durch hohe Wertelen SPR-Messung. Er ist
kreuzreaktiv zum Antigen voRlacaca fascicularisseine Serumhalbwertszeit im
Affen ist mittelmaRig und er besitzt im PrimatemeiTMDD bei niedrigen

Antikdrperdosen.

3.2.4.2.5 Antikérper huMAb<C >

huMAb<C> st ein rekombinanter, humanisierter undykgmodifizierter

monoklonaler Antikdrper der Subklasse IgG1l. Er veudlirch Humanisierung
eines Kaninchen-Antikorpers erzeugt, er bindet rhaher Affinitat und

Selektivitat an sein Antigen. Er zeigt Kreuzreak#ivzum Antigen vorMacaca

fascicularis TMDD kann nur vermutet werden, da die PrimatenTaly 9 eine

Immunreaktion zeigen, und daher Daten ab Tag &% mahr zu beurteilen sind.

Die Bindung zu hFcRn in der SPR-Messung ist maldigéring.
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Tabelle 12: Auswahlkriterinen der therapeutischen Atikorper
huMAb | Humanisierungsgrad Subklasse TMDD A SPR Modifikation
P vollhuman 1gG4 +++ +++
A vollhuman IgG1 +++ +++
I vollhuman IgG1 Kappag + ++ + LALA
E humanisierter Ratten-Akl.  1gG1 + + +++ glykomotiidirt
humanisierter e
?
C Kaninchen-Ak. lgG1 7 ++ + glykomodifiziert
TMDD: Zielantigen-vermittelte Medikamenten-Dispamit
ty terminale Serumhalbwertszeit im Primaten
SPR: relative Bindung zu hFcRn
LALA: Lysine durch Alanin ausgetauscht

+++ grol3, ++ mittel, + klein, - nicht vorhandenyérmutet

3.2.4.3 Behandlung

Die Mause erhielten eine intraventse EinzeldosisttiErapeutischen Antikérper

Uber die Schwanzvene in einer Dosis von 2,5 bzwmiifkg, in einem Volumen

von 10 ml/kg appliziert. Zur Applikation wurden gte 1 ml Spritzen mit Einmal-

Injektionskaniilen (@ 0,45 * 25 mm) verwendet. Digravenose Applikation

wurde gewahlt, um die Konditionen der Kklinischerrdfgeichung zu simulieren.

Die Dosen wurden gewahlt, da hierzu VergleichsdatamMacaca fascicularis

und/oder Menschen vorlagen.

3.2.4.4 Probengewinnung
Es fanden Blutentnahmen an folgenden Zeitpunktait: €1.5, 7, 24, 48, 96, 192,
216, 384, 432, 672, 936 Stunden nach Applikatiam. Blutentnahme wurden die

Tiere mit Isofluran narkotisiert. Die Blutproben sden durch Punktion des

retrobulbaren Venenplexus mit einer Hamatokrit-lap gewonnen, in Serum-

Rohrchen bzw. Plasma-Rdhrchen mit Lithium-Heparasé&hichtung aufgefangen

und nach einer zweistindigen Inkubation bei Raumpgratur zentrifugiert
(3 Minuten bei 9300g und -4°C). Je Blutentnahme wurden 75 ul Blut gevemn

Das gewonnene Serum bzw. Plasma wurde in 0,5 nitiReagefal3e tUberfuhrt

und bis zum weiteren Gebrauch bei -80°C eingefroren
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Die limitierenden Faktoren der Analyse von muririgatproben sind zum einen
das Volumen, das den Tieren maximal entzogen weddefy und zum anderen
die Haufigkeit der Blutentnahmen. Bei wiederholtlutentnahmen sollte die
wochentlich enthommene Menge 7,5 % des Blutvolunméstst Gberschreiten. An
einer Maus sollte maximal 3-mal am retrobulbaremasglexus Blut gewonnen
werden (einmal rechtes Auge, einmal linkes Augeal&@ Blutentnahme)
(www.gv-solas.de, 2009).

Aus diesen tierschutzrechtlichen Grinden konntéitrzc jedem Zeitpunkt des
Blutentnahmeschemas von jeder Maus Blut gewonnerdemge um Einzel-
tierkinetiken zu erstellen. Die Mause wurden in 24-Behandlungsgruppen
aufgeteilt, und jede Gruppe wurde maximal dreimablgtet. Zu Beginn der
Studien kamen 4 Gruppen mit je 5 Tieren zum Einsatfgrund wachsender
Erfahrung konnte im Verlauf der Studien durch Reowk der

Blutentnahmezeitpunkte die Anzahl der Gruppen awéizund die Tierzahl je
Gruppe auf drei gesenkt werden. Nach der dritteneBtnahme wurden die Tiere
durch Dislokation der Halswirbelsaule getbtet. Eiexemplarisches

Blutentnahmeschema ist in Abbildung 7 gezeigt.

Gruppe | Gruppe Il Gruppe Il Gruppe IV
Zeit nach
Applikation
(h)/(d) M| M[ M[ M M| M| M[ M] M] M[ M] M] M] M] M| M] M] M] M] M
1|2(3]4|5|1|2|3|4|5|1|2|3|4|[5|1|2]|3|4]|5
05/0 A X| X] X| X
710 X X| X| X| X
241 XX| X| X| X
48 / 2 XX X| X| X
96/4 XX| X| X| X
192/8 A X| X X[ X
216 /9 X X[ X| X| X
384/16 | XX| X| X| X
432/ 18 X X[ X| X| X
672 /28 XX X| X| X
936/ 39 XX X| X| X

Abbildung 7: Exemplarisches Blutentnahmeschema

Die Tiere wurden in 4 Gruppen (I - IV) zu je 5 Ma@agM) eingeteilt und zu den
mit X markierten Zeitpunkten nach Applikation getelu
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3.2.4.5 ELISA zur Quantifikation humaner Antikérper in muri nen Seren
Fur die Analyse der Serumproben kam ein ELISA zuns&z, der den Fc-Tell
humaner IgGs erkennt. Somit konnten alle Proben plermakokinetischen

Studien mit dem gleichen Test gemessen werden.

3.2.4.5.1 Testprinzip

ﬁgHTHH:}

SAMTP  mAb<hFc ypan>IgG-Bi humanes IgG ~ mAb<hFc pan>1gG-Dig <Dig>HRP ABTS
(Probe) (Fab Fragment)

Abbildung 8: ELISA-Prinzip zum Nachweis von humanemigG

Im ersten Schritt binden biotinilierte (Bi) monokkle Antikrper gegen humanes
Fcy (mAb<hFgpan>IgG-Bi) an eine  streptavidinbeschichtete  (SA)
Mikrotiterplatte (MTP). Im zweiten Schritt inkubteman das Probenmaterial und
den Referenzstandard in der so vorbereiteten Mikrptatte. Die enthaltenen
humanen  1gG-Antikbrper  binden an die zuvor immaieliten
mADb<hFGpan>IgG-Bi-Antikorper. AnschlieBend gibt man digoxigerne
monoklonale Antikorper (mAb<hEgan>1gG-Dig) gegen humanes fau, die
dann ebenfalls mit den humanen IgG-Antikorpern iexag. Im nachsten Schritt
binden anti-Dig-Meerrettich-Peroxidase-AntikorpebH-ragmente an  die
gebundenen digoxigenierten Antikorper. Zuletzt wiBTS-Losung (ABTS:
Diammonium- 2,2'-Azinobis-(3-Ethylbenzthiazolin-6H®nsaure)) als Substrat
fur die Meerrettich-Peroxidase zugegeben. Die dddentstehende Farbreaktion
kann photometrisch bestimmt werden. Durch Verglaien Farbintensitat des
Standards mit dem der Proben ist es mdglich, awihdeuman 1gG-Konzentration
zurlckzurechnen.

3.2.4.5.2 Durchfiihrung
Die Standards, Kontrollen und Proben wurden im [Rbgmsatz gemessen.
Mengenangaben beziehen sich auf eine 96-Well-Péaiteler 5 Proben getestet

werden konnen.

Vorbereitung:Alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur énirfguffer
taglich frisch ansetzen (Tab. 13). Bei der Messuoig Plasmaproben muss nur
das gepoolte Mausserum im S1-Puffer durch gepobtassplasma ausgetauscht

werden.
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Tabelle 13: Puffer fur hlgG-ELISA

Abkirzung
VP Verdunnungspuffer 1xPBS/0,5% RPLA1
(0,2g RPLA1 + 4 ml 10xPBS + 36 ml deionisiertessa&x)
S1 Verdinnungspuffer 1% Serum (bzw. Plasma)
(100l gepooltes Mausserum + 9,9 ml VP)
WP Waschpuffer 1xPBS/0,05% Tween 20
(0,2 ml Tween 20 + 40 ml 10xPBS + 360 ml deiontsieMVasser)

Beschichtung:1,1 pl mAb<hFGpan>lgG-Bi (¢ = 7,44 mg/ml) mit 11 ml VP
mischen und davon 10Qu in jedes Well der streptavidinbeschichteten
Mikrotiterplatte pipettieren. Die Platte 1 Stundei IRaumtemperatur auf einem
Mikrotiterplatten-Schittler (500 rpm) inkubierena®h der Inkubation die Platte
im Wascher 3-mal mit 300l WP pro Well waschen.

Standard und Probenvorbereitun§tandard-Kalibrationskurve durch mehrfaches
Verdinnen des entsprechenden Referenzstandardk worBereiten. Es werden
Verdinnungen mit den Konzentrationen 80, 40, 20, 302.5, 1.25 ng/ml
vorbereitet. Verdinnt wird in einer unbeschichte@érAVell-Mikrotiterplatte.

Die so entstehenden Verdunnungen in die ersten &teBpder beschichteten
Mikrotiterplatte fiur die Standard-Kurven tbertragém die untersten zwei Wells
der ersten 2 Spalten reinen S1 Puffer pipettiekediyert).

Proben aus Versuchen mit der Dosis 2,5 mg/kg zdersbO in S1 verdinnen.
Proben aus Versuchen mit der Dosis 10 mg/kg zuerstlOO verdinnen. Im

Anschluss alle Proben 8 mal 1 : 2 in S1 verdinnen.

Dadurch soll erreicht werden, dass beim spateressbfe mindestens 2 der
Verdinnungen pro Probe im mittleren Bereich den@&adkurve liegen.

Auftragen der ProbenJe 100ul der 1 : 2 Verdinnungen auf die vorbereitete
Mikrotiterplatte Ubertragen (Plattenbelegung siélibd. 9). Die Platte 1 Stunde
bei Raumtemperatur auf einem Schittler (500 rpnRubreren. Nach der

Inkubation die Platte im Wascher 3-mal mit 30G0VP pro Well waschen.
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Standard Frobenverdinnungen
1 2013 4 5 b 7 8 59 10 11 12

20 ngfml

40 ngdml

20 ngfmg
i0ngml  |Probe 1 |Probe 2 |Probe 3 |Probed4 |Probe 5
5 ngfmil

2.5 ng'ml
1,25 ng'ml
0 ngfmil

TomMmmOoaomE

Abbildung 9: Mikrotiterplattenbelegung

Erster Detektionsantikérpei2 pl Antikorper-Stammldsung (mAb<hERan>19G-
Dig, ¢ = 3,39 mg/ml) mit 18l S1 mischen, davon 24l mit 12 ml VP mischen.
Es entsteht eine Verdinnung von ¢ = Qu@8nl. Von dieser Antikdrperldsung in
jedes Well je 10Qul pipettieren. Die Platte 1 Stunde bei Raumtemperatf
einem Schuttler (500 rpm) inkubieren. Nach der b#tion die Platte im Wascher
3-mal mit 300ul WP pro Well waschen.

Zweiter Detektionsantikdrpef:2 pul Antikdrper-Stammldsung (Anti-Digoxigenin-
POD (poly), Fab fragments, ¢ = 50 U/ml) mit 12 n® Yhischen. Es entsteht eine
Verdinnung von ¢ = 50 mU/ml. Von dieser Antikorgedng in jedes Well je
100 ul pipettieren. Die Platte 1 Stunde bei Raumtemperatf einem Schiittler
(500 rpm) inkubieren. Nach der Inkubation die Rlath Wascher 3-mal mit
300 ul WP pro Well waschen.

Substratreaktion und Messuntn jedes Well 10Qul ABTS-Lésung pipettieren.
Die Platte wird auf einem vorgeheizten (38°C) Stbti{500 rpm) inkubiert. Die
Intensitat der Farbreaktion wird mehrfach im Phatten (Wellenlange fir die
Messung: 405 nm; Wellenlange fir den Referenzw@2t@m) gemessen, bis die

optische Dichte (OD) des am hdchsten konzentrigstandards 2,0 betragt.

Berechnung: Aus den Standardwerten wurde mit der Anpassung jfiéod
Rodbard model“ von , XLfit4“ eine Standardkurve (typhe Standardkurve siehe
Abb. 10) erstellt. Durch Vergleich der Probenmesssvmit der Standardkurve ist
es dann mdglich auf deren Konzentration zuriickzureg.
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Typische Standardlcurve

1,8
1,61
L4
1,2

1-
0,8
0,6
0,4-
0,2

op tische Dichte

0 15 30 45 6l 5
Eonzentration (ng/ml)

Abbildung 10: Typische ELISA-Standardkurve

Parameter fur die Akzeptanz des TeBi® Standardkurve sollte aus mindestens
funf Werten bestehen, die auf einer Geraden liegea.Absorption des ersten
Standards (0 ng/ml) sollte < 0,1 OD, die Absorpti@s hochsten Standards sollte
> 1,0 OD sein. Zur Probenanalyse sollten mindesteNerdiinnungen je Probe

im Bereich des linearen Teils der Standardkurvgele

Reproduzierbarkeit (Prézision) undSensitivitat: In  der rocheinternen
Arbeitsvorschrift wird die Prazision mit £ 15 % aggben. Die minimale

Nachweisgrenze des Tests liegt bei 0,2 ng/ml.

3.2.4.6 Pharmakokinetische Parameter und Statistik

FUr die meisten Pharmaka besteht eine Beziehungchem ihrer Konzentration
am Wirkort und ihrer Wirkung. Da sich die Konzetitva am Wirkort meist nicht

messen lasst, ist man auf die Konzentrationsbesimynm Blut angewiesen. Der
zeitliche Verlauf der Konzentration eines Pharmakiom Organismus wird durch
das Zusammenspiel von Resorption, Verteilung unichiBation bestimmt. Die

wichtigen Parameter zur Beschreibung dieser Vorgasigd Bioverflugbarkeit,

Verteilungsvolumen, Clearance und Halbwertszeitt{Fet al. 2005). Auch die

systemische Exposition mit einem Pharmakon steikt gichtige Gro3e dar; sie

lasst sich durch die Flache unter der Konzentratiosit-Kurve beschreiben.
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3.2.4.6.1 Berechnung mit Softwareunterstiitzung

Die im ELISA gemessenen Serumkonzentrationen vdn s 672 Stunden
wurden fur die pharmakokinetische Evaluation genuEzir die Berechnungen
wurde eine validierte Pharmakokinetik-Software ebgjzt. Es kam das
Programm ,WinNonlin 5.3 der Firma Pharsight zunm&atz. Als Grundlage fur
die Berechnung wurde ein Ein-Kompartiment-ModellCA Model 201 - IV-
Bolus Input for Plasma Data) gewahlt. Die gleichetivbde wurde auch von Ling
et al., 2009 und Zalevsky et al., 2010 einges€&intKompartiment-Modelle sind
fur die meisten Antikorper gut geeignet, da siehsfast ausschlie3lich im
zentralen Kompartiment aufhalten. Die Clearanceg dilache unter der
Konzentrations-Zeit-Kurve im Zeitraum von O bis 6%2unden, die terminale
Halbwertszeit und das Verteilungsvolumen wurderetienet.

Die kleine GruppengrofRe von 3 — 5 Tieren lasst katatistisch signifikante
Schlussfolgerungen zu. Daher wurde beim Vergleieh gharmakokinetischen

Parameter nicht auf statistische Signifikanz getest

Zur Veranschaulichung wurden aus den gemesseneamBenzentrationen
Mittelwerte berechnet und Liniendiagramme erstetlie mit der Software

»XLfit4" angepasst wurden.

3.2.4.6.2Vergleich von Verlaufskurven

Konzentrations-Zeit-Kurven von IgG konnen in zwéiaBen (Alpha und Beta)
eingeteilt werden (Abb. 26). Zum Vergleich des ¥aft solcher Kurven wurden
die Ergebnisse unter Verwendung einer zweifaktienelVarianzanalyse mit
mehrfacher Besetzung (ANOVA) auf ihre Unterschidamy. Signifikanz hin
uberpriift, wobei eine Uberschreitungswahrscheikiih(p) < 0,05 als statistisch

signifikant festgelegt wurde.

3.2.4.6.3Vergleichsdaten

Daten aus Versuchen mit FcRn-modifizierten Maused deren Kontrollen
sollten mit Bindungsdaten aus Oberflachenplasmongeszspektroskopie-
Messungen und pharmakokinetischen Daten aus Vesuanit Macaca
fascicularis und menschlichen Probanden verglichen werden. Alle
Vergleichsdaten wurden von internen Arbeitsgruppder Firma Roche

Diagnostics GmbH zur Verfigung gestellt und sintzeit unveréffentlicht.
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3.2.4.6.3.1Vergleichsdaten der Oberflachenplasmonresonanzspakiskopie

Bei der Oberflachenplasmonresonanzspektroskopie, Bnglischen Surface
Plasmon Resonance (SPR) genannt, handelt es sichinenspektroskopische
Methode zur Messung von Schichtdicken und dielegtren Eigenschaften
dunner Filme. Das Messprinzip beruht darauf, dadsruden Bedingungen der
Totalreflektion ein polarisierter Lichtstrahl einbérflachenplasmon innerhalb
eines Metallfilms (z.B. Gold) erzeugt. Diese Abdmp innerhalb des
Metallfilmes reduziert die Intensitat des reflekiim Lichtes. Andert sich der
Brechungsindex in unmittelbarer Nahe der OberflazhB. durch Bindung von
Molekulen), &andert sich auch der Winkel, unter deileses Minimum zu

beobachten ist. Dies ermoglicht somit eine Echtzessung einer Wechsel-
wirkung von einem l6slichen Interaktionspartner &) mit einem immobili-

sierten Interaktionspartner (Ligand). Schon einddige Lagen eines Molekils
reichen aus, um eine nachweisbare Veranderung desmBnwellenlange

hervorzurufen (Nustest al. 2007; www.biacore.com, 2010).

Das Verfahren kann eingesetzt werden, umvitro die Rezeptor-Liganden-
Bindung zu quantifizieren. Als Messgerat fur dierdleichsdaten kam ein
~BIAcore 3000* der Firma Biacore Inc. zum Einsdtiach der Aktivierung einer
Carboxymethyldextranoberflache (CM5 Chip von GE Itheare) Uber
EDC/NHS (1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodiidh ~ Hydrochlorid/
N-hydroxysuccinimid) wurde humanes FcRn (¢ = 5 pp/onspezifisch und
kovalent mit der Matrix eines Chips verknipft (FeRmthte auf 400 RU
eingestellt). Die therapeutischen Antikdrper wamerPuffern mit pH 6,0 gelost
und wurden in einer Konzentration von 200 nM Ubier@hipoberflache geleitet.
Die Messtemperatur betrug 25 °C. Binden die Anpledmun an FcRn, kommt es
zu einer Signalerhohung (Rk)), von der das Signal einer Referenzmessung
abgezogen wird; es ergibt sich die apparente AgsBomskonstante fkgemessen
in ,relative Response Units“ = RU). Bei der Refemeessung wird anstelle des
Antikorpers nur Puffer injiziert. Dissoziieren déatikorper vom FCRn kommt es
zu einer Signalerniedrigung, der sogenannten apgareDissoziationskonstante
(kg), die in Form einer Halbwertszeit ausgedrickt witle Gleichgewichts-
konstante (lg) ist ein Mal3 fur die Affinitat der Bindungspartneie berechnet
sich aus Wk, Die Dissoziationskonstante beschreibt die Kompbbistat der

Bindung. Eine typische Kurve einer SPR-Messun@igtbbildung 11 gezeigt.
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Abbildung 11: Schematische Kurve einer SPR-Messung

RUnmax Stellt das Mal} fur die apparente Assoziationslast(k) und t,, das
Mal3 fur die apparente Dissoziationskonstangedér.

In der Literatur finden sich Beschreibungen, dass@en SPR-Messungen und
pharmakokinetischen Parametern ein ZusammenhangehbesUnklar ist
allerdings, welcher Bindungsparameter mit der Halltiszeit bzw. Clearance
vergleichbar ist (Kimet al. 1994; Ghetieet al. 1997; Medesamet al. 1998;
Hinton et al. 2004; Hintonet al. 2006). Andere Arbeitsgruppen konnten keine
Korrelation zwischenn vitro undin vivo Daten feststellen (Datta-Mannah al.
2007a; Datta-Mannaet al. 2007a; Datta-Mannaat al. 2007b; Yeunget al.
2009). Der Vergleich publizierter Daten wird dadurerschwert, dass jede
Arbeitsgruppe mit unterschiedlichen Versuchsbediggm (pH, Temperatur
Antikorper- und FcRn-Konzentration usw.) arbeiteidukeine standardisierten

Rechenparameter existieren.

Aufgrund der Uneinigkeit in der Literatur wurde dieser Arbeit die Clearance
mit der apparenten Dissoziationskonstantg (knd die Halbwertszeit mit der
apparente Assoziationskonstante) (eowie der Gleichgewichtskonstante pjK

korreliert. Diese Kombinationen kénnten einen k&rs@Zusammenhang besitzen.
Als pharmakokinetische Daten von Mausen\ivo) wurden die Ergebnisse der

funf verwendeten Antikoérper nach Applikation vonh@/kg genutzt.
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Um zu klaren, wie stark der statistische Zusammeghet, wurde eine

Korrelationsanalyse durchgefiihrt und der Korrelaglmeffizient nach Pearson (r)
berechnet. Als schwache Korrelation gilt r = 0,20;49, als mittelstarke
Korrelation gilt r = 0,5 — 0,75 und als starke Kadation gilt r > 0,74 (Keller,

1993).

Tabelle 14: Vergleichsdaten Oberflachenplasmonresamzspektroskopie

ka kd KD
Antikorper (RU) (t,in s) (ky'ky)
huMAb<P> 40,021 10,328 0,26
huMAb<A> 390,000 31,167 0,08
huMADb<I> 43,912 12,978 0,30
huMAb<E> 93,309 12,118 0,13
huMAb<C> 56,325 16,285 0,29

3.2.4.6.3.2Pharmakokinetische Vergleichsdaten von Primaten

Als Vergleichsdaten von Affen und Menschen stan&emum- bzw. Plasma-
Einzelwerte aus ELISA-Messungen pharmakokinetischéersuche zur
Verfugung. Die Daten wurden auf die gleiche Weise die Mausdaten mit
-WinNonlin 5.3" ausgewertet. Die berechneten phdwkiaetischen Parameter
sind in den Tabellen 26 — 32 gezeigt.

Bei den nichthumanen Primaten handelte es sich @mnmhche Tiere der Spezies
Macaca fascicularigSynonyme: Javaneraffe, Langschwanzmakak, Cynorsolgu
Monkey). Sie waren zum Zeitpunkt der Versuche 71-Jahre alt; die Gruppen-
grof3e lag bei 2 — 4 Tieren. Die Antikérper wurdetravends in Einzeldosen von
2,5 bzw. 10 mg/kg verabreicht. Blut wurde an dena brachialisgewonnen. Bei
den Versuchen mit huMAb<P> und huMAb<A> wurde aamdlut Plasma, bei
huMAb<I> huMAb<E> und huMAb<C> Serum gewonnen.

Fur den Antikérper huMAb<P> stehen zusatzlich alMdrgleichswerte von
menschlichen Probanden zur Verfiigung. Den 6 Pradvamd Alter von 18 - 65
Jahren beiderlei Geschlechts wurde je eine Einseddmn 10 mg/kg intravends
Uber 2 Stunden infundiert. Das Blut wurde aus \demna brachialisentnommen
und anschlie3end Serum gewonnen. Von huMAb<I> stele die AUG.r; und
die 2, zum Vergleich zur Verfigung. Bei dieser Versuclmrewurde den 5

Probanden 10 mg/kg in 2 Stunden infundiert und ims&khluss Serum gewonnen.
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4 ERGEBNISSE

Der Ergebnisteil gliedert sich in drei Abschnitte:

1. Genotypisierung der Mauslinien
Phanotypisierung hinsichtlich Kérperwachstum,
Hamatologie und Kklinischer Chemie

3. Pharmakokinetik der therapeutischen Antikdrper

4.1 Genotypisierung

Um den Genotyp der gelieferten Tiere feststellen k&innen und um
Verwechslungen vorzubeugen, wurde den geliefertaoh#fieren und einigen
Versuchstieren Gewebeproben entnommen, und diésgaalv/orhandensein des
mFcRn-Gens und hFcRn-Gens untersucht. Zum Nachwles jeweiligen
Genotyps kamen PCR in Verbindung mit Gelelektropkernach publizierten

Verfahren zum Einsatz.

4.1.1 Nachweis mFcRn-Gen

Die Kombination aus den Primern 0393 F und 0394riRgb bei Tieren mit
intaktem mFcRn-Gen (Wildtyp = C57BL/6J) ein DNA-Brmaent zwischen 200
und 300 bp. Dies entspricht der Erwartung, da latdratur (Roopeniaret al.
2003) ein 248 bp grofles Fragment entstehen sallTiBeen, die ein durch das
Ziel-Konstrukt zerstortes mFcRn-Gen besitzen (Maiesh mit mFcRn
Knockout), entsteht kein Fragment (Abb. 12A).

4.1.2 Nachweis mFcRn-Knock Out

Die Primerkombinatination 0395 F und 0394 R weia$ @iel-Konstrukt nach.
Bei Tieren mit zerstortem mFcRn-Gen (mFcRn -/-, RRK82) Tg,
hFcRn(276) Tg) soll ein 378 bp groRes DNA-Fragmamistehen (Roopeniaet
al. 2003). Wie publiziert zeigt sich bei Mausen nmetstértem mFcRn-Gen ein
300 — 500 bp grofles DNA-Fragment, beim Wildtyp (BS5BJ) entsteht kein
Fragment (Abb. 12B).
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4.1.3 Nachweis hFcRn-Knock In

Die Primer huFcRn F und huFcRn R wurden genutzt dien transgenen
DNA-Abschnitte, die das hFcRn-Gen beinhalten, naelesen. Bei Linie
hFcRn(32) Tg soll ein 740 bp grolRes DNA-Fragmemtk®vaet al. 2006) und
bei Linie hFcRn(276) Tg ein ca. 300 bp groRes FegniRoopeniart al. 2010)
entstehen. Wie erwartet, konnte bei Linie hFcRn{B2)ein 500 — 800 bp grolRes
Fragment und bei Linie hFcRn(276) Tg ein ca. 300 dpRes Fragment
nachgewiesen werden; die Linien ohne hFcRn-Trans¢@67BL/6J und
mFcRn -/-) zeigen kein DNA-Fragment (Abb. 12C).

Aufgrund der GroRRer, der amplifizierten DNA-Fragrteendie das hFcRn-Gen
beinhalten (740 bp—~ 300 bp), kann zwischen Linie hFcRn(276) Tg und
hFcRn(32) Tg unterschieden werden. Mit der Methadees allerdings nicht
maoglich zwischen homo- und heterozygoten hFcRnsganen Mausen zu

unterscheiden.
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Abbildung 12: Elektrophoresegele der Genotypisierug

A)
B)

C)

Elektrophoresegel zum Nachweis des mFcRn-Gens,
Elektrophoresegel zum Nachweis des Ziel-Korksiu

das fur den Knock Out des mFcRn-Gens verantworigich
Elektrophoresegel zum Nachweis des hFcRn Kihask
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4.2 Phanotypisierung

4.2.1 Korperwachstum

Bei der Zucht konnte beobachtet werden, dass Teré.inie hFCRn(276) Tg +/+
kleiner waren als gleichaltrige Tiere der anderdnieln. Zusatzlich zeigten
Jungtiere dieser Linie eine erhthte Mortalitat, wesie am 18. Lebenstag
abgesetzt wurden, weshalb sie, wenn mdglich, la@ga@ag 20) bei den Mittern
belassen wurden. Diese Beobachtung konnte durchVilegen und Anlegen von

Wachstumskurven, im Alter von 0 — 100 Tagen, genbaschrieben werden.

Aus den Wageergebnissen wurden Mittelwerte berdcliiiab. 21). Diese
Ergebnisse sind in Abbildung 13 als Liniendiagrammezeigt. Auf die

Darstellung der Datenpunkte und Streubereiche wumlegunsten der
Ubersichtlichkeit verzichtet. Um das durchschritté Wachstum der Mause
beurteilen zu konnen, wurden die Flachen unter Wémchstumskurven im
Zeitraum von 0 bis 100 Tagen berechnet (Tab. 1lb)a#lich wurden die
Ergebnisse unter Verwendung einer zweifaktoriell®farianzanalyse mit
mehrfacher Besetzung auf ihre Unterschiede hin pib#r wobei ein

Signifikanzwert (p) < 0,05 als statistisch sigrdfik festgelegt wurde (Tab. 15).

Die Wachstumskurven sind bei allen Linien biphdsisuoit einem schnellen
Wachstum in den ersten + 40 Tagen, danach lassKdigerwachstum nach bis
die Korpergewichte annadhernd konstant bleiben. AHReRn-modifizierten
Mauslinien wurden gegen C57BL/6J verglichen, dasdier genetische
Hintergrund aller FcRn-modifizierten Linien ist, dirsie somit als Referenz
verwendet werden konnen. In den Kurven ist deuticherkennen, dass das
postnatale  Korperwachstum bei  beiden  Geschlechteder Linie
hFcRn(276) Tg +/+ am geringsten ist. Die anderenusMaien zeigen ein
anndhernd gleiches Wachstum. Vergleicht man didligeen und mannlichen
Tiere der einzelnen Linien untereinander, zeigh,stiass die Mannchen schwerer
sind als die Weibchen; im Mittel betragt der Untbied 18 — 21 %.
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Beim Vergleich der durchschnittlichen Koérpergeweller Linien untereinander
zeigt sich, dass alle Mauslinien aufl3er der LinicR1i{276) +/+ ein leicht
erhohtes durchschnittliches Korpergewicht verglichenit den C57BL/6J-
Kontrollen besitzen (0,4 — 4,5 %). Nur die Tiere deie hFcRn(276) Tg +/+
zeigen ein erniedrigtes durchschnittliches Korpeiget im Vergleich zu den

Kontrollen (7,1 - 7,4 %) und den anderen untersarchinien.

In der Kurvenanalyse ist zu erkennen, dass die meghch kleinen Unterschiede
zu den Kontrollgruppen statistisch signifikant sibtlir die mannlichen Tiere der
Linie hFcRn(276) Tg +/- zeigen keinen signifikanténterschied zu C57BL/6J.

Tabelle 15: Mittleres Kérperwachstum und Analyse de Wachstumskurven

AUC A zu A zwischen Kurvenanalyse
Linie, Geschlecht (h*q) C57BL/6J dund @ || Vergleich mit C57BL/6J

C57BL/6J 3 2016 - 18,6 %

Q 1641 -
mFcRn -/- a 2093 +3,8% 21,3 % sig.

Q 1647 +0,4% sig.
hFcRn(276) Tg+/- & 2034 +0,9 % 18,4 % n.s.

Q 1660 +1,2% sig.
hFcRn(276) Tg+/i+ & 1872 -7,1% 18,9 % sig.

Q 1519 -7,4 % sig.
hFcRn(32) Tg+- & 2106 +4,5% 20,4 % sig.

Q 1677 +2,2% sig.
hFcRn(32) Tg++ & 2059 +2,1% 18,5 % sig.

Q 1678 +2,3% Sig.

Bei der AUC handelt es sich um die Flachen unter @ewichtskurven, die zum
Vergleich des durchschnittlichen Koérperwachstumgeaigezogen wurden. Bei
der Kurvenanalyse wurden die FcRn-modifiziertenidmnmit den C57BL/6J
Kontrollen verglichen; genutzt wurde eine Variaralgee mit mehrfacher
Besetzung, wobei ein p-Wert < 0,05 als statistisiginifikant festgelegt wurde
(sig. = signifikant, n.s. = nicht signifikant). = Differenz der AUC in %.
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Abbildung 13: Kérperwachstum im Vergleich der Mausiinien

Kdrpergewichts-Zeit-Kurven mannlicheA) und weiblicher B) Mause im Alter
von 0 — 100 Tagen. Es handelt sich um Mittelwemssn, bei denen auf die
Darstellung der Datenpunkte und Streubereiche zatgunder Ubersichtlichkeit

verzichtet wurde.

—— C67BL/6J
= mFcRn -/-
= hFcRN(276) Tg +/-
hFcRn(276) Tg +/+
——— hFcRN(32) Tg +/-
hFcRn(32) Tg +/+
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4.2.2 Hamatologie
Die Hamatologie ist die Lehre von der Physiologied uder Pathologie der
zellularen Bestandteile des Blutes.

Generell ist zu sagen, dass das MCV muriner Ergthiem geringer ist als das der
meisten anderen Spezies, da Mause aber eine efBihteozytenzahl besitzen,
ist ihr Hamatokrit mit dem anderer Spezies verglear. Eine weitere
Besonderheit der Maus ist, dass gesunde Mause meibles gesamten Lebens in
der Milz und nicht nur im Knochenmark Erythrozyt@moduzieren. Der Anteil an
Retikulozyten ist bei der Maus besonders hoch alge- der nur kurzen
Lebenszeit muriner Erythrozyten (30 — 40 Tage) Kyoet al. 1978). Mause
besitzen die hochste Thrombozytenzahl aller Labat{Hedrich, 2004).

Fur die hamatologischen Untersuchungen wurde EDTA-Bon 50 £ 3 Tage
alten Mausen untersucht; die GruppengrofRe je Limid Geschlecht lag bei
21 — 24 Tieren.

Alle Mittelwerte = Standardabweichung der Messwesiad in Tabelle 16
angegeben. Vergleichswerte verschiedener Quelheleri sich in Tabelle 22, mit
zugehdriger Qualitdt des verwendeten Materials ab€elle 23. Alle erhobenen
Daten wurden mit denen der C57BL/6J-Kontroligruppearglichen. Zur
Veranschaulichung sind Parameter mit signifikariererschieden im Vergleich
zu C57BL/6J in Saulendiagrammen aus MittelwerterStandardabweichung
dargestellt (Abb. 14). Signifikante Unterschiedadsin den Abbildungen und
Tabellen wie folgt gekennzeichnet: * p <0.05p*< 0.01, *** p < 0,001

4.2.2.1 Hamatologie C57BL/6J

Fast alle gemessenen hamatologischen Ergebniss€%8BL/6J lagen in den
von der Literatur angegebenen Messbereichen fir BC®7/ Nur die
Retikulozyten- und Leukozytenzahlen sowie das MP#rem gegeniber den
Literaturangaben leicht erhoht.
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4.2.2.2 Hamatologie mFcRn -/-

Mause der Linie mFcRn -/- besitzen sehr auffallgenatologische Werte. Sie
zeigen in beiden Geschlechtern im Vergleich mit BI58J signifikant erhohte
Werte fur Hamatokrit, Erythrozytenzahl, Hamoglolnkentration und
signifikant erniedrigte Werte fur MCH und MCV. Dieukozytenzahl ist bei den
mannlichen Tieren nicht signifikant verandert, dieiblichen Tiere zeigen eine
signifikant erniedrigte Leukozytenzahl verglicheimt @57BL/6J. MCHC, MPV,
RDW, Retikulozytenzahl und Thrombozytenzahl zeigé&rine statistisch
signifikante Differenz im Vergleich mit C57BL/6J.

4.2.2.3 Hamatologie hFcRn(276) Tg +/+
Die Hamatologie von hFcRn(276) Tg +/+ zeigt nuri dignifikante Unterschiede
zu C57BL/6J: der Hamatokrit der mannlichen Tieteerboht, der MCHC und die

Thrombozytenzahl der weiblichen Tiere ist erniedrig

4.2.2.4 Hamatologie hFcRn(32) Tg +/+
Die hamatologische Untersuchung von hFcRn(32) Tg +eigt keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich mit C57BlL/6
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Abbildung 14: Hamatologie

Mittelwerte + Standardabweichungen von M&usen (21=26) im Alter von
50 + 3 Tagen. Die FcRn-modifizierten Mauslinien dem mit C57BL/6J
verglichen.  Signifikante  Unterschiede sind wie  folg markiert:
*p <0.05, * p<0.01, ** p<0.001



4. Ergebnisse 62

Tabelle 16: Messwerte der Hamatologie

C57BL/6J mFcRn -/- hFcRn(276) Tg +/+ hFcRn(32) Tg +/+
Paramete (Einheit) & (n =22 Q(n=23 & (n=26 Q(n=23 & (n=22 Q (n=24 & (n=22 O(=21
WBC (*109u) 85+ 2,5 76+ 25 82+ 2,6 57+ 1,0% 82 2,3 75 2,C 6,€ + 6,8+ 24
RBC (*10°ul) 9,2+ 0,6 94+ 04 10,1+ 0,6%* 10,2 + 0,3*** 9,5+ 0,7 9,4+ 0,5 9,2+0,E 9,6+ 0,5
HGB (g/dl) 14,2 + 0,6 14,7 £ 0,5 Hm 3 £ 0,7 15,4 + 0,5%** 148+ 1,0 14,6 = 0,7 14,3+ 0,7 149 + 0,6
PCV (%) 444 + 1,7 454 + 1,3 7,3 £ 2,4%* 47,6 £ 1,2%* 46,5+ 2,1* 46,0+ 1,8 449+ 1,8 45,7 £ 1,2
RETI (%) 51x+1,2 43+ 0,9 m.o +1,2 41+ 1,0 55+15 4,3+0,9 58x15 48+ 14
PLT (*10%ul) 1322 + 190 1227 + 131 1381 + 160 1222 + 152 1211+ 23E 1044 + 116** 137¢ + 252 1263 + 255
MCHC (g/dl) 31,8 +0,9 324+ 0,7 32,3+0,7 32,5+ 0,8 31,7+0,8 31,8 + 0,6* ,8340,7 32,6 £ 0,7
MCV (fl) 48,6 £ 1,7 48,1+ 1,1 47,0 £ 1,1* 46,7 £ 1,0 49,1 + 1,8 48,9 01, 48,6 £ 1,3 478 19
MCH (Pg) 15,4 + 0,6 15,5 + 0,3 15,2 + 0,4** 152 + 0,2%* 15,5 + 0,3 15,6 20 15,5 + 0,3 15,6 + 0,4
MPV (f) 6,5+ 0,2 6,5+ 0,2 6,5+ 0,3 6,5+ 0,2 6,6 £ 0,2 6,6 £ 0,2 6,5+£0,2 6,5+ 0,1
RDW-SD (fl) 30,1 +£19 29,1+ 1,3 30,8+ 1,9 299+ 15 31,0+ 2,6 297+ 1 31,2+ 1,7 30,2 £ 2,6

Mittelwerte + Standardabweichungen von Mausen iterAlon 50 + 3 Tagen. Die FcRn-modifizierten Mawigih wurden mit C57BL/6J verglichen.
Die Tabelle ist die Grundlage von Abbildung 14.r#iigante Unterschiede sind wie folgt markiertp* 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001
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4.2.3 Klinische Chemie

Durch die klinische Chemie ist es mdglich, einelxaél von Organfunktionen zu
beurteilen, so konnen z.B. Defekte in diversen @sgstemen, Anderungen in
Stoffwechselwegen oder Stérungen in der Elektrolytbostase nachgewiesen
werden. Dies ist wichtig, um in Versuchen die Wmludes eingesetzten
Pharmakons von Effekten der genetischen Manipulatigerscheiden zu kdnnen.

Beurteilt wurde Serum von 50 + 3 Tage alten Maus@nGruppengrol3e je Linie
und Geschlecht lag bei 12 — 15 Tieren.

Alle Mittelwerte + Standardabweichung der Messwesited in den Tabellen 17
und 18 angegeben. Publizierte Vergleichswerte hedener Quellen finden sich
in Tabelle 24, mit zugehoriger Qualitat des vervwetad Materials in Tabelle 25.
Zur Veranschaulichung sind Parameter, mit signifika Unterschieden, in
Saulendiagrammen aus Mittelwerten + Standardabwegllargestellt (Abb. 17).
Alle erhobenen Daten wurden mit denen der C57BK6dtroligruppen
verglichen; signifikante Unterschiede sind in deobAdungen und Tabellen wie
folgt gekennzeichnet: *p <0.05, ** p<0.01, **< 0,001

4.2.3.1 Klinische Chemie C57BL/6J

Beim Vergleich der Messwerte von C57BL/6J mit pzikliten Werten von
C57BL/6 aus der Literatur fallen einige Unterscleiedif. Fur Eisen und Glukose
wurden hohere Werte gemessen. FarAmylase, Laktatdehydrogenase,
Low-Density Lipoprotein-Cholesterin und Kreatinirusden niedrigere Werte als

publiziert gemessen.

4.2.3.2 Klinische Chemie mFcRn -/-

Linie mFcRn -/- zeigt in beiden Geschlechtern imrgleich mit C57BL/6J
signifikant erhéhte Werte fur Eisen, C-reaktivesntPin, TIBC, Transferrin,
UIBC, Alkalische Phosphatase, Cholesterin, High$dXgn Lipoprotein-
Cholesterin, Low-Density Lipoprotein-Cholesterin dursignifikant erniedrigte
Werte fur Kalzium, Gesamteiweil3, Albumin und musniG. Nur bei den
Mannchen ista-Amylase und Lipase signifikant erhoht, Kreatinlseaund
Glukose erniedrigt. Nur die weiblichen Tiere zeigagnifikant erhdhtes Chlorid

und eine erniedrigte Alanin-Aminotransferase-Aktviverglichen mit C57BL/6J.
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4.2.3.3 Klinische Chemie hFcRn(276) Tg +/+

Beide Geschlechter der Linie hFcRn(276) Tg +/+ eeigm Vergleich mit

C57BL/6J einen signifikant erhohten Wert fur dietdle Eisenbindungskapazitat
und einen erniedrigten Wert fir murines 1gG. Dienmlichen Tiere zeigen
zusatzlich signifikant erniedrigte Werte fur Chtbriund Albumin und die

weiblichen Tiere signifikant erhdhte Werte fur Keh, Eisen, Harnséure, Freie
Fettsauren, Low-Density Lipoprotein-Cholesterin usdnifikant erniedrigte

Werte fur Alanin-Aminotransferase, Aspartat-Amiraotsferase, Kreatinkinase,

Low-Density Lipoprotein Cholesterin sowie Laktatgidiogenase.

Bei den Gruppen hFcRn(276) Tg +/+%, hFcRn(276) Tg +/+ @,
hFcRn(32) Tg +/+¢ fallen gro3e Standardabweichungen im Transfeneggb
auf. Betrachtet man die Einzelwerte dieser Gruppenjst zu erkennen, dass

einzelne Tiere stark erhdhte Transferrinspiegejere(Abb. 15).

= 20+ B6 = C57BL/6J
% 184 ---- Jrif,,J“,,,,i‘,,,,ﬂ,,,,J‘,,’,,,: ,,,,, : 77777 KO = mFcRn -/-
2, ' : : I B 276 = hFcRn(276) Tg +/+
= B I e 32 = hFcRn(32) Tg +/+
S 14 - | | I 4 | ' | |
=y e Y2z 2 Einzelmesswert
! I ; ‘ : ! ! 4 = EInzelmesswer
3 12 1 ';' | 4 | | | 7 ‘ -{ | 'i' | i — = Mittelwert
= 10 | | | | | | |
8 1 1 1 1 ‘ ‘ 1
3 l Q ) l ? ) l ? 3 l ?
B6 KO 276 32
Abbildung 15: Einzelmesswerte von Transferrin
Einzelmesswerte (n = 12-15) und Mittelwerte der nBfarrinmessungen.

Es ist zu erkennen, dass einige hFcRn-transgenee Beark erhthte Werte
aufweisen.
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4.2.3.4 Klinische Chemie hFcRn(32) Tg +/+

Die Kklinisch-chemische Untersuchung zeigte bei @eidseschlechtern von
hFcRn(32) Tg +/+ im Vergleich mit C57BL/6J signdikt erhdohte Werte fur
Albumin, Totale Eisenbindungskapazitat-Amylase, Freie Fettsduren und
signifikant erniedrigte Werte fir C-reaktives Pioteanurines IgG, Glukose und
Kreatinkinase. Zusatzlich wurden bei mannlichen 8&gudieser Linie signifikant
erhohte Messwerte fur die ungesattigte Eisenbinskaqpzitdt und signifikant
erniedrigte Werte fur Chlorid und Transferrinsaitig gemessen. Die weiblichen
Tiere besitzen signifikant erhohte Werte fir Trogyide und Low-Density

Lipoprotein-Cholesterin ~ sowie eine signifikant edhigte  Aspartat-

Aminotransferase-Aktivitat.

Endogenes murines IgG
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Abbildung 16: Endogenes murines IgG

Mittelwerte + Standardabweichung von Mausen im Allen 50 + 3 Tagen.
Die FcRn-modifizierten Mauslinien (n = 5) wurdentn@57BL/6J verglichen.
Es zeigt sich, dass alle FcRn-modifizierten Maushinnur ca. 10 % IgG der
Konzentration von C57BL/6J besitzen. Signifikantetéyschiede sind wie folgt
markiert: * p < 0.05, * p < 0.01, ** p < 0.001
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Abbildung 17: Klinische Chemie

Mittelwerte + Standardabweichungen von Mausen irterAvon 50 + 3 Tagen.
Die FcRn-modifizierten Mauslinien (n = 12-15) wundemit C57BL/6J
verglichen. Signifikante Unterschiede sind wie fatwarkiert:

*p <0.05, *p<0.01, ** p<0.001
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Tabelle 17: Messwerte des endogenen murinen IgGs

Linie, Geschlecht murines IgG (pg/ml)
C57BL/6J d 337,7 +244,9
Q 299,8 + 1489
mFcRn -/- 3 29,8 + 4,3 ok
Q 39,0 +12,6  ***
hFcRn(276)Tg +/- & 380 =55 ok
Q 39,0 + 14,3
hFcRn(276)Tg +/+ J 376 47 ok
Q 422 +28 ok
hFcRn(32)Tg +/- 3 27,3 +£13,7 o
Q 26,0 + 11,2
hFcRn(32)Tg +/+ & 20,9 +88 ok
Q 18,1 + 3,9 ok

Mittelwerte + Standardabweichungen von Méausen iterAlon 50 + 3 Tagen. Die
FcRn-modifizierten Mauslinien (n = 5) wurden mitT&./6J verglichen. Es zeigt
sich, dass alle FcRn-modifizierten Mauslinien nairr 10 % IgG der Konzentration
von C57BL/6J besitzen. Die Tabelle enthalt die Datau Abbildung 16.
Signifikante Unterschiede sind wie folgt markiert:

*p <0.05, * p<0.01, ** p<0.001

Tabelle 18: Messwerte der Klinischen Chemie

Mittelwerte + Standardabweichungen von Méausen iterAlon 50 + 3 Tagen. Die
FcRn-modifizierten Mauslinien wurden mit C57BL/6&rglichen. Die Tabelle
stellt die Grundlage zu Abbildung 17 dar. SignifikaUnterschiede sind wie folgt
markiert: * p <0.05, * p <0.01, ** p <0.001

Tabelle 18 siehe Folgeseite
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4.3 Pharmakokinetik therapeutischer Antikdrper

Alle berechneten pharmakokinetischen Parameteeihelnen Antikorper sind
in den Tabellen 26 bis 32 enthalten.

4.3.1 Kurvenverlauf pharmakokinetischer Profile

Nach der intravendsen Applikation von 2,5 bzw. 1@/kg der therapeutischen
Antikorper werden diese in biphasischer Weise ansBilutzirkulation der Mause
entfernt. Dieser Befund ist fir huMAb<E> in Abbikly 18 dargestellt. Die
pharmakokinetischen Profile der Antikdrper sindlen verschiedenen Mauslinien
sehr a&hnlich und unterscheiden sich primér durche di6he der
Serumkonzentrationen (Y-Achse) und der Steilheit Iderven. Dieser Verlauf
wird auch als linearer Verlauf bezeichnet, da tablogarithmischer Darstellung
der Kurve dief-Phase eine Gerade beschreibt. Die biphasischea@Eaist bei
Linie mFcRn -/- am wenigsten ausgepragt, da diedadd aufgrund des Fehlens
von FcRn, das IgG sehr schnell aus der Zirkulatemtfernen. Die Linie
mFcRn -/- zeigt in allen Versuchsreihen einen diggmt niedrigeren

Kurvenverlauf (p < 0,05) verglichen mit allen angleuntersuchten Mauslinien.
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Abbildung 18: Pharmakokinetisches Profil von huMAb<E>

Serumkonzentrations-Zeit-Kurven von huMAb<E> nacimee intravendsen
Applikation von 10 mg/kg an mannliche Mause (n 5)3-Es handelt sich um
Mittelwertskurven, bei denen aus Griinden der Ubbtiithkeit auf die
Darstellung der Datenpunkte verzichtet wurde.
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4.3.2 Vergleich Serum versus Plasma

Fur den Vergleich der eingesetzten therapeutischetikbrper untereinander
wurden ausschliel3lich Serumproben gewonnen undysiedl Ein Teil der
Vergleichswerte der Antikérper huMAb<P> und huMAb<Adie im Affen

und/oder Menschen generiert wurden, stammen aligsdion Plasmaproben.

Um festzustellen, in wieweit Ergebnisse aus Versaahit Serum mit Versuchen
mit Plasma vergleichbar sind, wurden Versuche mMAb<P> und huMAb<A>
an je zwei Mauslinien (C57BL/6J, mFcRn -/-) doppéiirchgefihrt. Einmal
wurden Serumproben, das andere Mal Plasmaprobeongeen. Die Serum- und
Plasmaproben wurden auf die gleiche Weise anatysier

Beim Vergleich der Kurven (Abb. 19) ist zu erkenndass Versuche in Plasma
im mittleren Kurvenverlauf hohere Konzentrationeeigen als Versuche in

Serum. Vergleicht man die AU¢& der Konzentrations-Zeit-Kurven von
10 mg/kg huMAb<P> in C57BL/6J, so ergibt sich eintéfschied von 25 %

zwischen Serum und Plasma. Bei mFcRn -/- ergillt &in Unterschied von

20 %. Bei den Kurven von huMAb<A> nach einer Gaba €0 mg/kg liegen die

Unterschiede in C57BL/6J bei 7 % und in mFcRn el-3% %.
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Abbildung 19: Vergleich Serum versus Plasma

Konzentrations-Zeit-Kurven voA) huMAb<P> undB) huMAb<A> nach einer
intraventsen Applikation von 10 mg/kg an Mause @5) der Linien C57BL/6J

und mFcRn -/-. Es handelt sich um Mittelwertskurvesi denen aus Grinden der

Ubersichtlichkeit auf die Darstellung der Datenpienkerzichtet wurde.
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4.3.3 Geschlechtervergleich

In der Literatur wird bei Versuchen mit transger@Rn-modifizierten Mausen
oft keine Rucksicht auf das Geschlecht der Tieregenen (,sex match*), siehe
z.B. Petkova et al., 2006; Roopenian et al 2003.ekistieren aber auch
Publikationen, dass das Geschlecht einen Einfluss dee Clearance von
monoklonalen Antikorpern haben kann (Mould and Gr&®10; Luet al. 2008).

Aus diesem Grund sollte untersucht werden, ob dascldecht bei den
verwendeten Antikdrpern einen Einfluss auf die Rtekokinetiken hat. Zu
diesem Zwecke wurde ein Teil der Versuche in beidéaschlechtern

durchgefuhrt.

In den meisten Versuchen verlaufen die Kurven deiddn Geschlechter
innerhalb der gleichen Mauslinie fast deckungsglei®ieser Befund ist

exemplarisch fur huMAb<P> in Abbildung 20 gezeigt.

Geschlechtervergleich huMAb<P>
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Abbildung 20: Geschlechtervergleich bei huMAb<P>

Serumkonzentrations-Zeit-Kurven beider Geschlecthéeschiedener Mauslinien
(n = 3-5) nach einer intraventsen Einzelgabe vomdg huMAb<P>.

Bei huMAb<P> unterscheidet sich die Able zwischen den Geschlechtern
durchschnittlich um 9,2 %, bei huMAb<A> um 26,0 #ei huMAb<I> um
11,4 %, bei huMAb<E> um 10,0 % und bei huMAb<C> 189 %. Die grofite
Differenz der AUG7,zeigt sich bei der Linie mFcRn -/- nach der Applika von
10 mg/kg huMADb<A>, hier betragt die Differenz 478
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Die Clearance unterscheidet sich im Mittel zwischdan Geschlechtern bei
huMAb<P> um 10,4 %, bei huMAb<A> um 28,1 %, bei habkI> um 10,5 %,
bei huMAb<E> um 8,3 % und bei huMAb<C> um 20,0%e @rofite Differenz
der Clearanceeigt sich abermals bei der Linie mFcRn -/- nach Ajgplikation
von 10 mg/kg huMAb<A>, hier betragt die Differeng, 4 %.

Das Verteilungsvolumen unterscheidet sich durchstibh bei huMAb<P> um
13,3%, bei huMAb<A> um 28,2 %, bei huMAb<I> um 134, bei huMAb<E>
um 22,8 % und bei huMAb<C> um 27,9 %. Die gro3teffdbenz des
Verteilungsvolumengeigt sich bei der Linie mFcRn -/- nach der Applika von
10 mg/kg huMAb<A>, hier betragt die Differenz 72&

Bei huMADb<P> unterscheidet sich die terminale Hakezeit im Mittel

zwischen den Geschlechtern um 11,0 %, bei huMAb<Ar 25,3 %, bei
huMADb<I> um 12,8 %, bei huMAb<E> um 22,4 % und beiIMAb<C> um

30,4%. Die grofite Differenz der terminalen Halbwzeit zeigt sich bei der Linie
hFcRn(276) Tg +/- nach der Applikation von 10 mghgMAb<A>, hier betragt
die Differenz 45,7 %.

Trotz der sehr ahnlichen Kurvenverlaufe ruft dasschéecht bei einigen
Versuchen eine nichtzuféallige Mittelwertsanderungr dserumkonzentrationen
hervor (p < 0,05)(Tab. 19).

Tabelle 19: Signifikanz der Geschlechtsunterschiede

Test-Antikorper

Mauslinie huMAb<P> huMAb<A> huMAb<I> huMAb<E> huMAb<C>
C57BL/6J sig. sig. n.s. n.s. sig.
mFcRn -/- n.s. n.s. sig. - -
hFcRn(276) Tg +/- n.s. sig. n.s. - n.s.
hFcRn(276) Tg +/+ n.s. n.s. n.s. - sig.
hFcRn(32) Tg +/- n.s. n.s. n.s. n.s. -
hFcRn(32) Tg +/+ sig. n.s. n.s. sig. n.s.

Der Verlauf der Konzentrations-Zeit-Kurven wurdeauzweifaktorielle
ANOVA mit mehrfacher Besetzung verglichen. Bei aligezeigten Versuchen
(n = 3-5) wurde je eine Dosis von 10 mg/kg Antil@grmtravenés appliziert.
sig.:  signifikant fur p < 0,05

n.s.: nicht signifikant fur p <0,05

- nicht getestet, da Versuche nicht in beiden Glesbtern durchgefihrt
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4.3.4 Verteilungsvolumen

Nach intravendser Gabe einer Einzeldosis von 2y b9 mg/kg Antikdrper ist
das Verteilungsvolumen (Vss) von huMAb<P>, huMAb<kuMAb<E> und
huMAb<C> in beiden Geschlechtern und in allen wiehten Mauslinien kleiner
als 0,2 I/kg. Exemplarisch fur diesen Befund simd Abbildung 21A, die
Verteilungsvolumina von huMAb<P> in weiblichen Teer aller untersuchten
Mauslinien nach einer Applikation von 10 mg/kg ggkeAlle untersuchten

Antikorper zeigen in Linie mFcRn -/-, die geringstéerteilungsvolumina.

HuMAb<A> unterscheidet sich von den anderen vietikEmpern, es zeigt in
beiden Geschlechtern der Linien C57BL/6J, hFcRnN276g +/-,
hFcRn(276) Tg +/+, hFcRn(32) Tg +/- und hFcRn(32)g T+/+
Verteilungsvolumina, die groRBer als 0,2 I/kg sindblj. 21B). Das
Verteilungsvolumen scheint bei diesem Antikorpernvder FcRn-Anzahl

abzuhangen.

A Verteilungsvolumen von Verteilungsvolumen von B
huMAb<P> huMAb<A>

1,2 12
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hFcRn(32) Tg +/+
hFcRn(32) Tg +/+
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Abbildung 21: Verteilungsvolumina von huMAb<P> und huMAb<A>

Verteilungsvolumina vonA) huMAb<P> undB) huMAb<A> in weiblichen
Tieren verschiedener Mauslinien (n = 3-5) nachreiiemalgabe von 10 mg/kg.
Die Daten stellen Mittelwerte £ Standardabweichundar.
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4.3.5 Clearance

Bei allen untersuchten Antikdrpern zeigt sich im iendenz eine Aufspaltung der
Clearance (Cl) unter den Mauslinien wie folgt: mRciR > hFcRn(276) Tg +/-
> hFcRn(276) Tg +/+_>hFcRn(32) Tg +/- > hFcRn(32) Tg +/+ €57BL/6J.
Diese Aufspaltung ist in Abbildung 22A exemplarisohhuMAb<I> gezeigt.

4.3.6 Terminale Halbwertszeit

Alle untersuchten Antikérper weisen tendenzielleekufspaltung der terminalen
Halbwertszeit §3)] unter den Mauslinien wie folgt auf:
C57BL/6J > hFcRn(32) Tg +/+ > hFcRn(32) Tg +/- BFCRN(276) Tg +/+ >
hFcRn(276) Tg +/- > mFcRn -/-. Diese Aufspaltuisy in Abbildung 22B

exemplarisch an huMAb<I> gezeigt.
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Abbildung 22: Clearance und terminale Halbwertszeitvon huMAb<I>

A) Clearance un®) terminale Halbwertszeit von huMAb<I> nach der &alon
10 mg/kg an mannliche und weibliche Mause jederensochten Mauslinie
(n = 3-5). Die gezeigten Daten stellen Mittelwert8tandardabweichungen dar.
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4.3.7 Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve

Bei allen untersuchten Antikdrpern zeigt sich im iendenz eine Aufspaltung der

Flachen unter den Konzentrations-Zeit-Kurven (AU@) Zeitraum 0 — 672
Stunden unter den Mauslinien wie folgt: C57BL/6J hFcRn(32) Tg +/+ >
hFcRn(32) Tg +/-_>hFcRn(276) Tg +/+ > hFcRn(276) Tg +/- > mFciRn
Diese Aufspaltung ist in Abbildung 23 exemplarischhuMAb<I> gezeigt.
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Abbildung 23: Flache unter der Konzentrations-ZeitKurven von huMAb<I|>

Flachen unter den Konzentrations-Zeit-Kurven imtiAdsim von 0 — 672 Stunden
von huMADb<I> nach der Gabe von 10 mg/kg an maneliehd weibliche Mause

jeder untersuchten Mauslinie (n =
Standardabweichungen dar.

3-5). Die Datdallen Mittelwerte =+
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4.3.8 Vergleich Maus versus Primat

In der Literatur wird vermutet, dass Mause, denamimes FcRn fehlt und die
transgenes humanes FcRn exprimieren, ein viehechpndes Modell sind, um
Pharmakokinetiken von humanen IgGs in Primatenemusagen (Roopenian et
al. 2003; Petkova et al. 2006). Aus diesem Grsolite geklart werden, ob
Mause, die humanes FcRn exprimieren, geeignet amdPharmakokinetiken in
Primaten vorherzusagen. Die berechneten pharmagtdchen Parameter sind in
den Tabellen 26 bis 32 enthalten. Zur Veranschiawhig sind die
Konzentrationszeit-Kurven der Mause und Primateden Abbildungen 24 und

25 dargestellt.

Die pharmakokinetischen Profile von Mausen und Brém sind sehr ahnlich;
eine Ausnahme stellt das Profil von huMAb<C> beinmRten dar. Grund fur die
Abweichung ist eine Immunreaktion gegen huMADb<C>e dlie Kinetik
beeinflusst.

Die Konzentrations-Zeit-Kurven der Primaten ver&ufbei huMAb<P> und
huMAb<A> deutlich tber den Kurven der Mause (AbB).2Dies fuhrt bei den
Primaten zu einer erhéhten AUC und terminalen Haltszeit bei verringerter
Clearance. Bei huMAb<C> verlauft die Kurve ebersfallbis zum
9. Versuchstag Uber den Mausen, ab diesem Zeitdéahkdie Kurve aufgrund

einer Immunreaktion gegen huMAb<C> schnell ab (A28C).

Die Kurven der Mause von huMAb<A> zeigen in dentersStunden einen
extrem starken Konzentrationsabfall. Ein solcherfallbist bei Macaca

fascicularisnicht zu beobachten.

Die pharmakokinetischen Profile der Primaten voMAb<I> und huMAb<E>
verlaufen in der Kurvenschar der Mause (Abb. 25A @%B). Die AUC und
Clearance zeigen béilacaca fascicularis den C57BL/6J-Kontrollen und den
hFcRn-transgenen  Mauslinien  ahnlich hohe Werte, dierminalen

Halbwertszeiten sind b&acaca fascicularisllerdings verringert.

Die Primaten zeigen bei allen getesteten Antikdrpeelbst bei huMAb<A>,
Verteilungsvolumina die kleiner als 0,1 I/kg sind.
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4.3.9 Korrelation von in vitro mit in vivo Daten

In der Literatur finden sich Beschreibungen, dassséhen SPR-Messungen
(in vitro) und pharmakokinetischen Parametemm \ivo) ein Zusammenhang
besteht. Unklar ist allerdings, welcher Bindungapagter mit der Halbwertszeit
bzw. der Clearance vergleichbar ist. Um zu klanere stark der statistische
Zusammenhang ist, wurde eine Korrelationsanalysechdefihrt und der
Korrelationskoeffizient nach Pearson (r) berechids. Berechnungsgrundlage
wurden die Daten der funf verwendeten Antikdrparujet.

Tabelle 20 belegt, dass bei allen Mauslinien eirarkstr statistischer
Zusammenhang zwischen der apparenten Dissoziatinstnte () und der
Clearance (Cl) besteht (r = 0,96 bis 0,99). Bei 8f@mgleichen zwischen der

apparenten Assoziationskonstantg few. der Gleichgewichtskonstantepknit

der terminalen Halbwertszeitjtzeigt sich, dass je nach Gruppe ein starker bis

schwacher Zusammenhang besteht.

Tabelle 20: Korrelation vonin vitro mit in vivo Daten

Linie, Geschlecht Ko tip kg < CI Kp < tip
C57BL/6J @ 0,88*** 0,96%** 0,97
C57BL/6J & 07212 0,97%** 0,89***
mFcRn -/- @ 0,84+ 0,99%** 0,74*
mFcRn -/- & 0,46* 0,977 0,52%*
hFCRN(276)Tg +/-Q 0,74 0,98*+* 0,61*
hFcRn(276)Tg +/-3 0,42* 0,98*** 0,37*
hFcRN(276)Tg +/+2 0,48* 0,99%** 0,34*
hFCRN(276)Tg +/+J 0,66** 0,98*** 0,59*
hFcRN(32)Tg +/-2 0,76%** 0,99%** 0,98***
hFcRN(32)Tg +/-J 0,59%* 0,97*** 0,74*
hFcRN(32)Tg +/+Q 0,60* 0,97 0,73*
hFcRN(32)Tg +/+J& 0,26* ETEES 0,32*

Pharmakokinetik it vivog): Clearance (Cl), terminale Halbwertszeit.)(t
SPR-Messungirf vitro): Assoziationskonstante fk Dissoziationskonstante {k
Gleichgewichtskonstante

Die gezeigten Werte stellen Korrelationskoeffizanhach Pearson (r) dar.

* r=02-049 [EENNSCHENGHEETCHINNN
* r=0,5-0,74 mittelstarke Korrelation
¥k 1r>0,74 starke Korrelation
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S5 DISKUSSION

Der erste Teil der Diskussion beschattigt sichaeit Genotypisierung der Mause,
da ein sicheres Verfahren bendétigt wurde, um dieetyech unterschiedlichen
Mauslinien zu differenzieren. Der zweite Teil widnsch der phénotypischen
Charakterisierung der Mauslinien hinsichtlich desirperwachstums, der
Hamatologie und der klinischen Chemie. Im drittem letzten Teil werden die
Ergebnisse der pharmakokinetischen Versuche vampgkatischen Antikorpern
an FcRn-modifizierten Mausen und deren Vergleiché PRrimaten- und
SPR-Daten diskutiert.

5.1 Genotypisierung

Da sich die eingesetzten Mauslinien optisch nictterscheiden, bedurfte es einer
sicheren Methode, um diese zu differenzieren. Esiteogezeigt werden, dass mit
Hilfe von PCR und anschlieRender Gelelektrophordas mFcRn-Gen, das

Zielkonstrukt fir den mFcRn Knock Out, das cDNA4Isgen, das fur den hFcRn

kodiert und die genomische DNA, die ebenfalls fiendhFcRn kodiert,

nachgewiesen werden kdnnen.

Mit der in der Literatur beschriebenen und hiereamgnden Methode ist es nicht
moglich nachzuweisen, ob hFcRn-transgene Mause diéir entsprechenden
Genabschnitte homozygot oder heterozygot sind. IDdie eingesetzte PCR unter
Verwendung eines Thermo Cycler kann nur getestedeve ob die Mause Trager

der gesuchten Genabschnitte sind oder nicht.

Dieses Problem kann durch den Einsatz von EchiPZeR- gelost werden. Bei
dieser Methode ist es durch Quantifizierung undgiéch der entstehenden
Fluoreszenzsignale mdglich, zwischen homozygotend uheterozygoten
Genabschnitten zu unterscheiden (Casbkical. 2004).

Da die Methode recht zeitaufwendig ist, wurdendiargelieferten Zuchttiere und
Stichproben der Tiere fiur die Versuche untersuétg. empfiehlt sich eine
frihzeitige eindeutige Markierung der Tiere, um reuellen Verwechslungen
vorzubeugen. Bei kleinen Tierzahlen eignet sichMakierung mit Ohrléchern,
fur groRere Mengen sind maschinenlesbare Transpom#sser geeignet

(Donovan and Brown, 2006).
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5.2 Phéanotypisierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Mauslinien midifiziertem FcRn und
C57BL/6J als Kontrolle phanotypisch charakterisieHierzu wurden die
genetisch veranderten Linien mit C57BL/6J hinsichtihres Koérperwachstums,
ihrer hamatologischen und klinisch-chemischen Patanverglichen. Eine solche
Charakterisierung ist wichtig, um beim Einsatz @imre in pharmakokinetischen
Versuchen genetische von substanzinduzierten Befundnterscheiden zu

kdénnen.

5.2.1 Kodrperwachstum

Die Mauslinien C57BL/6J, mFcRn -/-, hFcRn(276) Tlg, AFcRN(32) Tg +/- und
hFcRn(32) Tg +/+ unterscheiden sich in ihrem duwhhgtlichen Korper-
wachstum nur gering. Die Linie hFcRn(276) Tg +/4istiaingegen im Vergleich
mit C57BL/6J ein ca. 7 % geringeres durchschnitdge Korpergewicht auf.
Verpaart man weibliche Tiere der Linie hFcRn(27@) #/+ mit Mannchen der
Linie mFcRn -/-, so dass die heterozygote Linie Ri{@76) Tg +/- entsteht,
verschwindet dieser grof3e Gewichtsunterschied (ABh. Durch die Verpaarung
kommt es zu einem Effekt, der die Auswirkung dem@sanderung auf das
Wachstum aufhebt. Bei der Zucht der Linie hFcRnj27& +/+ wurde
beobachtet, dass bei routineméafRigem Absetzen awytidre am 18. Lebenstag
eine vermehrte Mortalitdt der Jungtiere auftratsAliesem Grund wird davon
ausgegangen, dass das geringere Korpergewichtudgeld mit einer gewissen
Unreife einhergeht. Die erhdhte Mortalitat der lierg tritt nicht auf, wenn die

Jungtiere bis zum 20. Lebenstag bei den Mitterasseh werden.

Vergleicht man die Geschlechter der einzelnen hiniatereinander, zeigt sich,
dass die Mannchen durchschnittlich 19 — 21 % sobm&nd als die Weibchen.
Dieser Geschlechtsdimorphismus ist von C57BL/6 uwilen anderen

Mausestammen bekannt (www.taconic.com, 2004; wwmijee.jax.org, 2007).

Da sich die Mauslinien und die Geschlechter hirtBath ihres Durchschnitts-

gewichts unterscheiden, ist es bei pharmakokineisStudien mit diesen Tieren
wichtig, dass Pharmaka pro Koérpergewicht z.B. mg/kgabreicht werden, und
nicht jedes Tier die gleiche Substanzmenge ernwétes in einigen Publikationen
(z.B. Petkova et al., 2006; Roopenian et al., 2@E3hrieben steht.
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5.2.2 Hamatologie und Klinische Chemie

Die Untersuchung klinisch-chemischer und hamatsidgr Parameter stellt
einen unersetzlichen Teil der Phanotypisierung Jdauslinien dar, um
physiologische Unterschiede in diversen Organsysteoder Stoffwechselwegen
erkennen zu kénnen (Klemget al. 2006). Die physiologische Bandbreite der
Parameter ist wichtig, um Ausrei3er und patholdg@s@ustande erkennen zu
konnen (Loeb and Quimby, 1989). Veroffentlichte dématsind fur die
Interpretation von Messwerten oft von nur begremzikéutzen, da eine grof3e Zahl
an nicht standardisierten Variablen zwischen dewotatorien besteht (Kilet al.
2003). Bereits publizierte Daten sind oft unbrawhluia die Analysemethoden
nicht ausreichend beschrieben werden, die Messtatpenicht angegeben ist
oder variiert, gepoolte Proben gemessen oder adsagekraftige Populationen
vermessen werden (Boehghal. 2007b). Nicht nur die Analytik hat einen grof3en
Einfluss auf Blutwerte, so konnte bewiesen werdéass eine Vielzahl an

Parametern von den Haltungsbedingungen beeinfiidétlemptet al. 2006).

Mause mit modifiziertem FcRn stellen ein wichtigesd haufig verwendetes
Modell bei der Erforschung therapeutischer Antilgirgar. In der Literatur finden
sich aber nur vereinzelt physiologische Laborwedie, oft von sehr geringen
Tierzahlen stammen. Eine breite Untersuchung ddichdn Laborwerte ist
zurzeit fur diese Mause nicht verfugbar. Aus dieserand wurden in dieser
Arbeit eine Vielzahl an klinisch-chemischen und l#mogischen Daten flr die

vier verwendeten Mauslinien erhoben.

FUr diese Arbeit wurden nur Klinisch gesunde Tiglieichen Alters und aus der
gleichen Zuchteinrichtung verwendet. Da einige lralawte geschlechtsspezifisch
sind, wurden die Geschlechter getrennt untersuehitwurden keine Referenz-
bereiche fur die Blutparameter definiert, da hiedd. 120 Individuen vermessen
werden sollten (Kraft and Durr, 2005). Aus diesemr@d sind die Ergebnisse als
Mittelwert + Standardabweichung angegeben. In Ihigstémmen ist die

genetische Variabilitat sehr gering, daher reidhios eine geringe Tierzahl aus,

um Unterschiede sicher nachweisen zu kdnnen.
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5.2.2.1 Vergleich Messwerte C57BL/6J und Literaturangaben fir C57BL/6
Zum Grof3teil liegen die gemessenen Werte im Berdien publizierten
Messbereiche.  Abweichungen zeigen sich bei EisemsAmylase,
Laktatdehydrogenase, Glukose, Low-density Lipopne@holesterin, Kreatinin,
Leukozytenzahl und MPV. Als Ursachen fir die Abvireicgen kommen eine
Vielzahl von Mdglichkeiten in Frage, wie z.B. Tidea, Fitterung,
Blutentnahmetechnik, Analysegerat, Messmethode,bdPmoaterial, Proben-
lagerung und Messtemperatur. Um solche Differermzewvermeiden, sollten wenn

maoglich standardisierte Tiergruppen verglichen werd

5.2.2.2 Endogenes murines IgG

FcRn bindet pinozytotisch aufgenommenes IgG in esauEndosomen und
transportiert es zuriick an die Zelloberflache. BiEanktion schitzt IgG vor dem
schnellen intrazellularen Abbau (Waedl al. 2003) und ist somit fur die lange
Halbwertszeit von 1gG, wie auch flr seine hohe Bdanzentration
verantwortlich (Roopeniaet al. 2010). FcRn defiziente Mause besitzen stark
erniedrigte  endogene IgG-Spiegel. Grund hierfir ister erhohte
IgG-Katabolismus in Mausen ohne murines FcRn (@hedtal., 1996; Israel et al.,
1996; Junghans and Anderson, 1996; Roopenian, @08i3).

Dieser Effekt kann auch bei Linie mFcRn -/- beohetctverden (Abb. 16), da sie
aufgrund des Gen-Knockouts kein FCRn exprimieresBi Mauslinie besitzt nur
ca. 10 % des IgGs der Kontrolltiere. Die Linien RRE276) Tg +/-,
hFcRn(276) Tg +/+, hFcRn(32) Tg +/- und hFcRn(38)H+ besitzen ebenfalls
nur ca. 10 % des IgGs der Kontrolltiere. Da dasogede murine IgG praktisch
keine Affinitdt zu humanem FcRn besitzt (Oletral. 2001), kann das humane
FcRn der humantransgenen Mause das endogene nigneiicht vor dem
Abbau schutzen. Aus diesem Grund besitzen Mause, kdin funktionelles
murines FcRn besitzen, aber transgen fir das hufaRa sind, ebenfalls sehr

niedrige endogene IgG-Spiegel.

Endogene IgGs stellen kompetitive AntagonistentR@rapeutische Antikorper
dar. Grund hierfur ist, dass sie um die gleichenRr=Bindungsstellen
konkurrieren. Somit beeinflusst der endogene Ig@&d und die
Bindungsaffinitdt von IgG zu FcRn die Pharmakokineton therapeutischen

Antikorpern (Datta-Mannaet al. 2007b). Da in hFcRn-transgenen Mausen die
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FcRn-Rezeptorsattigung durch das Fehlen von en@ogegG reduziert ist, kann
sich die Halbwertszeit rekombinanter humaner Ig@®leen (Vaccarcet al.

2006). Zusatzlich ist die Affinitdt von hFcRn zu nmem IgG sehr gering, was
die Konkurrenz noch weiter einschréankt (Olké¢ral. 2001). Diese Besonderheit
muss bei der Interpretation pharmakokinetischereDdiedacht werden, wenn
Versuche an Tieren mit niedrigem endogenem IgGgegbidurchgefuhrt werden.
Um dieses Problem zu beheben, appliziert Petkoednigen Versuchen vor dem
eigentlichen Versuchsbeginn IgG (2 mg gereinigi@mdnes IgG pro Maus), das
mit dem therapeutischen Antikérper um FcRn konlwem soll, um so die

physiologische Situation nachzustellen (Petketval. 2006).

5.2.2.3 Albumin

Da FcRn auch Albumin vor dem intrazellularen Ablsaiutzt, beeinflusst der
Rezeptor somit direkt die H6he des Serumalbumiggtse(Kimet al. 2006). Fir

den Serumalbuminspiegel sind sowohl die FcCRn-Anzéhbl auch die Affinitat

von FcRn zu Albumin ausschlaggebend. Mause, dia keier wenig FCRn
besitzen, leiden an Hypalbuminamie (Chaudhetryl. 2003). Hypalbuminamie
fuhrt zu einer Hochregulation der Synthese von dtnen, die in der Leber
gebildet werden, wie Albumin und Transferrin (Kieh al. 2006). Als Ursache
wird der niedrige kolloidosmotische Druck des Btutbei Albuminmangel

vermutet (Peters, 1996).

Der signifikant erniedrigte Albuminspiegel der lenmFcRn -/- (-32 %) kann
somit aus dem Fehlen von FcRn erklart werden (AB65). Kim und Kollegen
fanden bei Mausen mit defizientem FcRn ebenfallgiedrigte (-42 %)
Albumninwerte (Kimet al. 2006).

Ursachlich for den leicht erniedrigten (-5 %) Albuspiegel der Linie
hFcRn(276) Tg +/+ ist wahrscheinlich, dass sie #en humantransgenen Linien
am wenigsten FcRn besitzt, und die erhohte Albuymtiese der Leber nicht
ausreicht, um die Serumkonzentration der Kontesktizu erreichen. Die Linie
hFcRn(32) Tg +/+ besitzt leicht erhéhte (+10 %) Utiinspiegel.

Da die Hohe des Albuminspiegels nicht nur von deRr~Expression und der
Affinitdt von FCRn zu Albumin abhangt, sondern bgjipalbuminamie auch die
Albuminsynthese in der Leber erhéht ist, kann vothumminspiegel der Mause

nicht auf die FCRn-Expression geschlossen werden.
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Die meisten der folgenden Veranderungen der haogitmhen und klinisch-
chemischen Parameter lassen sich durch die Bessofilg des Albumins
erklaren, da Albumin seine drei Hauptaufgaben imutBhicht oder nur
unzureichend erfiillen kann. In gesunden Wildtyprdieist Albumin fir 80 %
des kolloidosmotischen Drucks verantwortlich, eslitstden gréf3ten Teil des
Saure/Base-Puffers der Plasmaproteine und ist poatpsotein fur eine Vielzahl
an Substanzen. Es bindet und transportiert, z.Bts&een, Eikosanoide,
Gallensauren, Vitamin D, Bilirubin, Kalzium, ChldriMagnesium, Tryptophan,
Thyroxin und Steroide, zu denen Cortisol, ProgesterTestosteron und

Aldosteron gehoren (Peters, 1996).

5.2.2.4 C-reaktives Protein

Das C-reaktives Protein (CRP) wird wie Albumin iard_eber synthetisiert. Es
zahlt zu den Akute-Phase-Proteinen, in der Diagkagl es als Entzindungs-
parameter und wird beim Verdacht auf bakteriellé&zEndungen bestimmt. Unter
normalen Bedingungen wird CRP bei der Maus numgeexprimiert und steigt
bei der Akute-Phase-Reaktion nur gering an (Tebral. 2005). Bei der Maus
findet sich mehr Serum-Amyloid P als CRP; es istsignifikantere Marker der
Akute-Phase-Reaktion im Gegensatz zu Ratten undséhei{Ochrietoret al.
2000). In der Literatur finden sich Beschreibungdass Mause, die keinen
funktionellen FcRn besitzen, anfalliger fiur bestitaminfektionen sind als
Wildtyp-Mause. Es wird vermutet, dass der geringelogene IgG-Spiegel
urséchlich fur den haufigeren bakteriellen Befstl(Qiaoet al. 2008; Yoshidaet
al. 2006; Crowleyet al. 2006). Da nur die Linie mFcRn -/- im Vergleichtrden
Kontrollen signifikant erhéhtes CRP zeigt (Abb. Y1 7laber alle FcRn-
modifizierten Linien niedrige endogene IgG-Spiedadsitzen, wird davon
ausgegangen, dass die Erhéhung bei Linie mFcRaugh aus der gesteigerten
Proteinsynthese der Leber bei Hypalbumindmie stamnat kein vermehrter
bakterieller Befall der Mause vorlag. Brauchbare PclReferenzwerte fir
C57BL/6J konnten in der Literatur nicht gefunderrdes, da bei Mausen meist
Serum-Amyloid P bestimmt wird.

Die kompletten Messwerte einer hFcRn(276) Tg +/+uMavurden aus der
Beurteilung ausgeschlossen, da sie einen extremnhGRP-Wert besal3, weshalb

eine bakterielle Entziindung vermutet wurde.
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5.2.2.5 Gesamteiweil}

Da Albumin das mengenmalf3ig haufigste Plasmapradeffireters, 1996), zeigen
sich beim Gesamteiweil3 die gleichen Unterschiedech&n den Linien wie bei
Albumin (Abb. 17H). Im Vergleich zu den Kontrolléesitzt die Linie mFcRn -/-

einen signifikant erniedrigten Proteinspiegel (-20), der Wert der Linie

hFcRn(276) Tg +/+ ist leicht erniedrigt (-3 %) urdker Wert der Linie

hFcRn(32) Tg +/+ ist leicht erhoht (+7 %). Zu deer&derungen der Protein-
konzentration im Serum tragen zusatzlich das rgedlgG und die verdnderten
Transferrin- und CRP-Spiegel bei. Sie beeinflusden Eiweil3wert aber nur
wenig, da ihre Serumkonzentration im Vergleich zlbuiin gering ist. Zu

ahnlichen Ergebnisse kamen Kim und Kollegen. Sneléa in FcRn-defizienten
Mausen 17 % weniger Eiweil3 als in Wildtyp-Tierenniket al. 2006).

5.2.2.6 Bilirubin

Da Mause im Vergleich zum Menschen viel niedrigBil@ubinspiegel besitzen

(Boehmet al. 2007b), die meisten Messgerate aber fir die Aralypn humanen
Proben entwickelt werden, ist es diesen Geratemiofftt mdglich, die niedrigen
Bilirubinkonzentrationen von murinen Proben zu imesten. Auch bei dieser
Arbeit lagen die Bilirubinwerte der Proben grof3egistunterhalb oder im Bereich
der unteren Messgrenze des Analysegerats. Aus ndigSeund wurden die

Bilirubinwerte in dieser Arbeit nicht dargestelAlbumin bindet am starksten
hydrophobe organische Anionen, zu denen Fettsauneh Bilirubin gehoéren

(Peters, 1996). Eine Erh6hung des Bilirubins, wie kei Hypalbumindmie

vorkommen kann, war nicht nachzuweisen. Eine gdeerikapazitat des

Bilirubintransports bei Serumproteinmangel kannziseinem bestimmten Mal3e

durch einen HDL-gebundenen Transport ausgeglicheden (Peters, 1996).

5.2.2.7 Lipide und Lipoproteine

Albumin stellt auch das Hauptbindungsprotein fur tt$garen in der

extrazellularen Flissigkeit dar. Das dominante piptein des Menschen ist
Low-Density Lipoprotein-Cholesterin (LDL). Im Gegsatz dazu besitzen Mause
viel High-Density Lipoprotein-Cholesterin (HDL) (gmeret al. 2007; Dietschy

and Turley, 2002). Ratten und Patienten mit Analindémie weisen erhéhte
Lipoproteinspiegel auf; vor allem ist LDL erhohtugétzlich wurden erhohte

Triglyceride, Phospholipide, Cholesterin, HDL unormale oder leicht gesenkte
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Werte an freien Fettsauren gemessen (Nagasd. 1979; Vanet al. 1991;
Peters, 1996). Die Beobachtung, dass freie FedsdnrLDL akkumulieren, zeigt
die kompensatorische Rolle von LDL fir den Transdoeier Fettsduren im

vaskularen Kompartiment bei niedrigen Alouminsplega (Peters, 1996).

Es ist anzunehmen, dass die signifikanten Veramgeru (Abb. 17) der
Cholesterinwerte (Cholesterin, LDL, HDL) der mFcRnim Vergleich zu den
Kontrollen auf einen a&hnlichen Mechanismus zurltitzen sind.
Bemerkenswert ist, dass Mause der Linien hFcRn(21g) +/+ und
hFcRn(32) Tg +/+ im Vergleich zu C57BL/6J zum Teilch signifikant
veranderte Konzentrationen von LDL, HDL und/odeidn Fettsduren im Serum
aufweisen, obwohl bei ihnen nur leicht erniedrigtav. erhdhte Albuminwerte

nachgewiesen wurden.

5.2.2.8 Knochenstoffwechsel

Albumin spielt eine wichtige Rolle als Kalzium-bemndes Protein im Serum. Die
Bindung ist schwach, aber vom physiologischen umdskhen Standpunkt hoch
signifikant. Im Blut sind 45 % des Kalziums frei 46 sind an Serumproteine
gebunden und 10 % sind mit Citrat und Phosphat kexigyt (Peters, 1996). Eine
Reduktion des Serumalbumins fuhrt zu einer Erngeohg des freien Kalziums
(Ladensonet al. 1979); dies kann wiederum den Knochenstoffwechsel
beeinflussen, indem die Sekretion von Parathornnbibiert wird (Inabaet al.
2000). Analbumine Nagase-Ratten zeigen allerdingsinek erniedrigten

Kalziumwerte (Inabat al. 2000).

Bei mFcRn -/- Mausen mit stark erniedrigtem Albunkinnte eine solche
Beeinflussung des Knochenstoffwechsels ursachlidir fdie niedrigen
Kalziumwerte sein (Abb. 17A).

Auch die erhohte alkalische Phosphatase bei mFcRn Mausen ist
wahrscheinlich auf eine Beeinflussung des Knocludfvetchsels zuriickzufihren
(Abb. 170).

Bei hFcRn-transgenen Mausen ist keine signifikArgaeanderung des Kalziums
und der alkalischen Phosphatase nachweisbar.
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5.2.2.9 Enzyme

Bei den Enzymaktivitdten der Kreatinkinase, Asgaftainotransferase und
Alanin-Aminotransferase zeigen einige Gruppen deéusé mit modifiziertem-
FcRn signifikant erniedrigte Werte im Vergleich@a7BL/6J (Tab. 18).

Bei der Interpretation dieser Enzymwerte geht maineimigen Tierarten erst ab
einer dreifachen Enzymaktivitat von einer hochggadi Aktivitatssteigerung aus.
Fur Mause konnten keine solchen Empfehlungen férintierpretation gefunden
werden. Fir die Kreatinkinase ist beschrieben, diiesReferenzwerte stark
laborspezifisch sind, weshalb laborinterne Refenamiz erhoben werden sollten
(Kraft and Durr, 2005).

Die durch die Blutabnahme entstandenen Gewebexengén sind mit grof3er
Wabhrscheinlichkeit ursachlich fur die Schwankungem Enzymaktivitaten von
Kreatinkinase, Aspartat-Aminotransferase und Alalminotransferase zwischen
den Mausen. Fur Hunde ist z.B. belegt, dass schmimtramuskulare Injektion
zu leicht erhohten Werten fuhrt, die allerdings athmehrere hundert U/l

ausmachen kann (Kraft and Dirr, 2005).

Die Laktatdehydrogenase ist ein gewebeunspezifisdtrezym. Ihre Aktivitat
steigt bei Entziindungen und degenerativen Proz€ksaft and Durr, 2005). Da
nur erhdhte Werte von Bedeutung sind, ist der Bigmt erniedrigte Wert der
Linie hFCRn(276) Tg +/+ mit groRer Wahrscheinlichkeit ohne Belang.

Die Nahrung von Mausen ist reich an Rohfaser undluldee; diese
Kohlenhydrate werden durctrAmylase in kleinere Fragmente gespalten. Bei
Nagern ist diex-Amylase-Aktivitat viel hoher als beim Menschen éBmnet al.
2007b). Die geringgradigen aber signifikanten Edngen dera-Amylase-
Aktivitat der Gruppen mFcRn -£, hFcRn(32) Tg +/+% und hFcRn(32) Tg +/+

Q kodnnten ein Hinweis fir eine erhdhte Leberaktivi@in, da ein grol3er Teil der
a-Amylase in der Leber gebildet wird (MacKenzie afédsser, 1976).

Lipase ist ein fur die Fettverdauung verantworé&hEnzym und wird im
Pankreas in aktiver Form sezerniert. Sie zeigt engléich der Mauslinien keine
signifikanten Unterschiede.
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5.2.2.10Glukose

Die eingesetzten Mause weisen eine grol3e Variabder Serumglukose auf. Die
Werte sind im Vergleich zu C57BL/6J teilweise sftkaint erniedrigt (Abb. 17N).
Da den Tieren Futter und Wassad libitum zur Verfligung standen und die
Blutglukose vom Zeitpunkt der letzten Futteraufnahabhangt, waren grofRe

Schwankungen der Glukosespiegel zu erwarten.

Die Glukosewerte wurden zusatzlich durch die Semwmgnung beeinflusst. Das
Blut wurde ein bis zwei Stunden bei Raumtemperatubiert, bevor Serum
gewonnen wurde. Da dem Blut kein Glykolyseinhibitagesetzt war, bauten die
enthaltenen Blutzellen Glukose ab und senkten so despringlichen

Glukosewert.

Die gemessenen Glukosewerte sind bei allen Lini@meh als die von Jackson
Laboratories angegebenen Vergleichswerte; die abenfvon gefltterten

C57BL/6J stammen (www.jaxmice.jax.org, 2007).

Es gibt Berichte, dass C57BL/6J an einer Glukos&rdénz leiden und wenig
Insulin sezernieren. Diese Glukoseintoleranz selechdhten Glukosewerten bei
C57BL/6J im Vergleich zu anderen Inzuchtstammendiihund altersabhéngig

sein (Freemast al. 2006).

5.2.2.11Harnpflichtige Substanzen

Akilesh und Kollegen zeigten 2008, dass FcRn vordoRgten der Niere
exprimiert wird; hier soll FcRn 1gG von der glomkEmen Basalmembran
entfernen. Bei Mausen, denen FcRn fehlt, akkumulier Alter 1gG in der
glomerularen Basalmembran (Akileshal. 2008). Diese Akkumulation fuhrt bei
Mausen ohne funktionelles FCRn zu einer serumiraitem Nephritis (Ward and
Ober, 2009).

Zur Beurteilung der Nierenfunktion wurden Kreatintarnstoff und Harnsaure
gemessen. Die Harnsaurewerte der FcCRn-modifizidrieien sind im Vergleich

mit C57BL/6J leicht erhdht. Die erhbhten Werte béén sich aber alle im
Bereich der laut Literatur zu erwartenden WertegfBuet al. 2007b; Klempiet

al. 2006). Die Werte fur Harnstoff und Kreatinin zengim Vergleich mit den
Kontrollen keine signifikanten Veranderungen (TalB). Diese Ergebnisse
belegen, dass bei 50 Tage alten Mausen mit moalifesh FcRn keine

nachweisbare Beeinflussung der Nierenfunktion egtli
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5.2.2.12Elektrolyte

Der Chloridspiegel andert sich bei pH-Veranderundea Blutes. So kann eine
Hyperchlordmie fir eine Azidose und eine Hypochimgi fir eine Alkalose

verantwortlich sein (Kraft and Durr, 2005). Da Afbun den gréf3ten Teil des
Saure/Base-Puffers der Plasmaproteine stellt (®etet996) und die

Albuminspiegel der FcRn-modifizierten Mause beeis$t sind, ware es maoglich,
dass die veranderten Chloridspiegel (Abb. 17B) FeRn-modifizierten Mause
die Folge eines verédnderten Blut-pH-Werts sind.afzlgh wird ein Teil des

Chlorids an Albumin-gebunden transportiert.

Obwohl Albumin einen Teil der Mineralkortikoide trgportiert und demzufolge
Anderungen der Albuminspiegel auch die Spiegel ddineralkortikoide

beeinflussen, sind bei Natrium, Kalium und anorgelmém Phosphat keine
bemerkenswerten Veranderungen zwischen den Liniearkennen. Die geringen

Unterschiede liegen alle im Bereich der zu erwaktenReferenzwerte.

5.2.2.13Eisenstoffwechsel
Bei den mit dem Eisenstoffwechsel-assoziierten iRatarn (Transferrin, Eisen,
ungesattigte und gesamte Eisenbindungskapazitatyeree sich ebenfalls

linienspezifische Unterschiede (Abb. 17).

In der Literatur ist beschrieben, dass es bei Hypaindmie zu einer vermehrten
kompensatorischen Synthese von Proteinen in deerL&bmmt (Kim et al.
2006). Neben Albumin wird auch verstarkt Transfersiynthetisiert. Hierdurch
kann wahrscheinlich auch das leicht erhohte Transfeler mFcRn -/- Mause
erklart werden. Beim Transferrin ist bemerkenswagiss auch einzelne Tiere der
Gruppen hFcRn(276) Tg +i#, hFcRn(276) Tg +/+, hFcRn(32) Tg +/+ stark
erhohte Transferrinwerte aufweisen (Abb. 15), obwoldie Linie
hFcRn(276) Tg +/+ nur leicht erniedrigtes und dieie. hFcRn(32) Tg +/+ leicht
erhohtes Albumin zeigt. Andere Autoren fanden eaknf erhohte
Transferrinwerte (25 %) bei FcRn-defizienten Mau@ém et al. 2006).

Die durchschnittliche Transferrinkonzentration uddée von ihr abhangigen
Eisenbindungskapazitaten (UIBC und TIBC) sowie Hisenkonzentration im
Serum waren bei Linien mit verandertem FcRn erhobie gesamte
Eisenbindungskapazitat (TIBC) reprasentiert die imale Konzentration an

Eisen, die von Serumproteinen gebunden werden kanthberechnet sich aus der
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Summe des vorhandenen Eisens und der ungesatiggenbindungskapazitat.
Der ,Olympus AU400“ misst sie mit einem Kit. Da Tisderrin das wichtigste
Eisenbindungsprotein im Serum ist, entspricht éiolee Transferrinkonzentration
auch einer hohen gesamten Eisenbindungskapazitdt wmgekehrt. Die
Transferrinsattigung ist nur bei der Gruppe hFcRnh(Bg +/+ im Vergleich zu
C57BL/6J signifikant erniedrigt. Bei den anderennegesch modifizierten
Gruppen zeigt sich kein signifikanter Unterschield bei ihnen sowohl die
Transferrinkonzentration als auch die Eisenkonzgiotn erhdht sind.

5.2.2.14Rotes Blutbild

Beim roten Blutbild zeigt die Linie mFcRn -/- im kgeich mit C57BL/6J eine
signifikant erhdhte Erythrozytenzahl, einen erhdht&matokrit und eine erhdhte
Hamoglobinkonzentration. Signifikant erniedrigt gdidas Mittlere Korpuskulare
Volumen und das Mittlere Korpuskulare HamoglobirblpAL4). Diese Befunde
sprechen fur eine Aktivierung und Beschleunigung Héamatopoese. Bei der
Retikulozytenzahl zeigen die Mause keine signifikan linienspezifischen
Unterschiede. Eine alimentar bedingte Hamokonzgotr&kann ausgeschlossen
werden, da den Tieren zu jeder Zeit Futter und \&fass libitum zur Verfigung
gestanden hat. Die Linien hFcRn(276) Tg +/+ und”RiK82) Tg +/+ zeigen ein
unauffalliges rotes Blutbild; hier sind nur bei deMannchen von
hFcRn(276) Tg +/+ der Hamatokrit und bei den Wedrckion hFcRn(32) Tg +/+

die Mittlere Korpuskulare Hamatokrit-Konzentratil@icht erhoht.

Es besteht die Mdoglichkeit, dass durch den niedrigbuminspiegel und den
damit gesenkten kolloidosmotischen Druck das Blutven der mFcRn -/-
Mause beeintrachtigt ist. Die Standardmethode deatv8umenbestimmung mit
Evans Blue (Gibson and Evans, 1937) konnte beiedieMausen nicht
angewendet werden, da diese Methode auf dem Pribeipht, dass der
intraven®s verabreichte Farbstoff an Albumin bindied so die Blutgeféal3e nicht
verlassen kann. Die Alternativmethoden beruhen dmmh Einsatz radioaktiver
Isotope. Hierfur standen keine geeigneten Laborgamoun Verfigung.

Die Erythrozytenverteilungsbreite ist ein Mald flie dGré3enverteilung der
Erythrozyten. Bei ihr sind keine signifikanten Bnspezifischen Unterschiede

nachzuweisen.
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5.2.2.15Thrombozyten

Der Vergleich von Thrombozytenzahlen mit publizert Quellen ist sehr
schwierig, da es drei hauptséchlich eingesetztehddisn gibt, die nicht
standardisiert sind und sehr unterschiedliche Hrgeb erbringen (siehe z.B.
Tab. 22). Zur Thrombozytenmessung werden immunstbg Verfahren,
optische Verfahren und Impedanzmessungen einged®érin Vergleich der
Verfahren zeigt sich, dass Impedanzmessungen grdBerte (~25 %) erbringen
als immunologische Messungen, die ihrerseits wigdegrof3ere Werte (~13 %)
als optische Messungen ergeben. Die meisten Argdydt nutzen das
Impedanzverfahren, von dem angenommen wird, dassdies Zahl an
Thrombozyten Uberschatzt (Johannesstead. 2001).

Ein weiteres methodisches Problem ist, dass dievermtete Antikoagulanz
maldgeblich das Messergebnis beeinflusst. So kogeteeigt werden, dass
Messungen an EDTA-Blut 6 — 20 % groRere Werte engedls Messungen an
Citrat-Blut (Seghatchian, 2006).

Das in dieser Arbeit eingesetzte Analysegerat nddézt Impedanzverfahren. Es
wurden bei fast allen Mauslinien ahnliche Thromlemyahlen im Bereich von
1,2 * 10/ul gemessen. Nur die Gruppe hFcRn(276) Tg @/zeigt im Vergleich
zu C57BL/6J einen signifikant erniedrigten Wergs# Erniedrigung ist aber nur
als geringgradig einzustufen (Abb. 14C).

Bei allen Mauslinien besitzen die mannlichen Tieddere Thrombozytenzahlen
als die Weibchen, dieser GeschlechtsdimorphismuseisMausen bekannt (Kile
et al. 2003).

Beim Mittleren Thrombozytenvolumen sind zwischenndéinien Kkeine

signifikanten Unterschiede nachzuweisen.

5.2.2.16Leukozytenzahl

Es wurden groR3e Varianzen der Leukozytenzahlenrlatie und zwischen den
Gruppen beobachtet (Abb. 14A). Schwankungen kérmnmenein Hinweis auf
abnormale korperliche Zustande sein, da auch eiaizahl an physiologischen
Geschehnissen (Erregungszustande, korperliche tBetasTachykardie, Geburt)
eine Veranderung der Leukozytenzahl zur Folge hdtsem (Kraft and Durr,
2005).
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Da alle eingesetzten Linien als genetischen Hinbeidy C57BL/6J besitzen
(Roopenianet al. 2010) und dieser Inzuchtstamm sehr stressanfidlig
(www.jaxmice.jax.org, 2007), kann vermutet werdetlass ein Teil der

Schwankungen stressbedingt sind.

Bis auf die Linie hFcRn(32) Tg +/+ zeigt sich, das&nnliche Mause eine hdhere
Leukozytenzahl besitzen als weibliche Tiere. Diddsobachtung wird von
anderen Autoren dadurch erklart, dass es bei ipggm gehaltenen mannlichen
Mausen haufiger zu Rangkdmpfen kommt, und durch dmrstehenden
Verletzungen ihr Immunsystem haufiger zur Bildungnv neutrophilen

Granulozyten angeregt wird (Kikg al. 2003).

5.2.2.17Fazit

Die vorliegende Arbeit beweist, dass die genetiddhaipulation des FcRn einen
groBen Einfluss auf die Serumkonzentration seinaugtiganden, 1gG und
Albumin hat. Mause ohne FcRn besitzen nur ca. 18e% endogenen IgG von
Kontrolltieren, da bei ihnen kein FcRn abhangigesyrRling von IgG stattfinden
kann. Auch Mause, denen murines FcRn fehlt undrdiesgenes humanes FcRn
exprimieren, zeigen nur 10 % des endogenen IgGKaorirolltieren, da humanes

FcRn praktisch keine Affinitat zu murinem IgG besit

Bei Mausen, die kein FcRn besitzen, werden zusétzisehr niedrige

Albuminspiegel gemessen, da dieses ebenfalls recltelt werden kann. Mause,
die den humanen FcRn exprimieren, zeigen relativnate Albuminspiegel, da
humanes FcRn eine gewisse Affinitdt zu murinem Albubesitzt und es somit

vor dem Abbau geschutzt wird.

Die meisten anderen signifikanten Verédnderungen klarisch-chemischen
Parameter sind mit grof3er Wahrscheinlichkeit aué deeinflussung des
Albuminspiegels  zurickzufihren. Da dieses seine gabén wie
Substanztransport, Pufferfunktion und die Aufredméung des kolloid-

osmotischen Drucks nicht erfillen kann.

Interessanterweise ist auch der LeberstoffwechselLohien hFcRn(276) Tg und
hFcRn(32) Tg beeinflusst, obwohl sie annahernd atmAlbuminwerte

aufweisen. Dies zeigt sich vor allem an den zunh @&idhten Transferrinwerten
dieser Tiere. Wahrscheinlich sind die annaherndnmaten Albuminwerte ein

Produkt aus FcRn abhangigem Recycling und erh&ytethese in der Leber.
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Auch die hamatologischen Veranderungen der LinieRmF-/- sind mit groR3er
Wabhrscheinlichkeit auf den erniedrigten Albuminwerturtckzufihren.
Hinweisend dafiur ist, dass auch bei Ratten mit Bualindmie eine Anamie
auftritt (Sugiyamaet al. 1984). Zusatzlich ist bekannt, dass chronische
Hypalbumindmie beim Menschen, verursacht durch raisiches Syndrom,
Enteropathien oder Tumorerkrankungen eine AnamreFnlge haben (Peters,
1996). Die Hamatologie der Linien hFcRn(276) Tg umdcRn(32) Tg, die
anndhernd normale Albuminspiegel besitzen, ist fiakig.

5.3 Pharmakokinetik therapeutischer Antikorper

Die Pharmakokinetik im engeren Sinn befasst siahderin zeitlichen Verlauf der
Konzentration eines Pharmakons im Organismus (Fathal. 2005).

Pharmakokinetische Analysen sind ein essentiellezstdhdteil bei der
Medikamentenentwicklung. Problematisch ist allegdindass auf AntikOrpern-
basierende Therapeutika oft pharmakokinetische risgjeaften zeigen, die viel

komplexer sind als die von kleinen Molekilen (<Oak (Wanget al. 2008).

5.3.1 Kurvenverlauf pharmakokinetischer Profile

Nach der intraventsen Gabe von 2,5 bzw. 10 mg/kgAdgkdrper werden diese
in biphasischer Weise aus der Zirkulation der Maesdernt (Abb. 18). Die
Profile der Konzentrations-Zeit-Kurven der Antikérp sind in den
unterschiedlichen Mausen sehr ahnlich und diffasgern primar durch die Hohe
der Serumkonzentrationen. Dieser Verlauf wird aumls linearer Verlauf
bezeichnet, da bei halblogarithmischer Darstelldeg Kurve diep-Phase eine
Gerade beschreibt. Ein solcher biphasischer Veisadir intravents verabreichte
IgGs typisch, wenn , Zielstruktur-vermittelte Medikanten-Disposition®
(TMDD) keine Rolle spielt (Ghetie and Ward, 200R&i Antikdrpern, die gegen
zellgebundene Antigene gerichtet sind, ist eine TMiaufig (Mould and Green,
2010). Durch TMDD kommt es zu komplexen nichtlireraiKinetiken mit mehr
als den ublichen zwei Phasen (Mager and Jusko,; 208ger, 2006). Zeigt sich
beim Mensch eine TMDD, ist diese bei Labortiererr mu sehen, wenn
Kreuzreaktivitat zwischen tierischem Antigen unckrdpeutischem Antikorper
besteht. Bei Labortieren tritt sie haufig bei nfalmhanen Primaten auf, da ihre
Antigene den menschlichen sehr ahnlich sind; beuddéa ist sie eher selten
(Mould and Green, 2010; Mahmood and Green, 200%nvend, 2009b).
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Auch eine Immunreaktion gegen das verabreichte affgertikum kann dessen
Serumspiegel beeinflussen. Solche KonzentratioftskZgven sind Kurven von
Antikorpern, die TMDD zeigen, sehr &hnlich. In dw@a Féallen kommt es nach
ca. 7 Tagen zu einem sehr starken Antikérperve(Rsbpeniaret al. 2010; Ling
et al. 2009).

Bei den durchgefuhrten Versuchen an Mausen konkésme Kurvenverlaufe

beobachtet werden, die auf eine TMDD oder Immurtieakinweisen.

5.3.2 Vergleich Serum versus Plasma

In beiden Versuchsreihen, die mit Plasma und Selurthgefihrt wurden, zeigen
Plasmaproben im mittleren Kurvenverlauf hohere Megsbnisse als
Serumproben (Abb. 19).

Dies zeigt, dass die Plasmagewinnung, das verwemsgikoagulanz (Lithium-
Heparin) oder die in der Probe enthaltenen Plasmbeipe den verwendeten
ELISA beeinflussen. Die Ursache fur diesen Untaestist unbekannt und wurde

nicht weiter untersucht.

Mit diesem Vergleich konnte gezeigt werden, dassAlit des Probenmaterials
einen Einfluss auf die Analysenergebnisse besikaam und beim Vergleich von
Versuchsergebnissen solche Unterschiede berlckgieirden missen. Wenn
moglich, sollten alle zu vergleichenden Versuchet ndem gleichen

Probenmaterial durchgefuhrt werden. Bei Plasma kbersthwerend hinzu, dass
viele verschiedene Antikoagulantien (z.B. EDTA, Hep, Citrat) zur Plasma-
gewinnung eingesetzt werden kdnnen, diese konnes#its unterschiedliche
Einflusse besitzen. Zusatzlich kann aufgrund ddmnsiten Gerinnung von

Mauseblut eine partielle Gerinnung nicht immer assfplossen werden.

5.3.3 Geschlechtervergleich

In der Literatur wird haufig davon ausgegangen,sddss Geschlecht die
Pharmakokinetik therapeutischer Antikérpern nichgeibflusst. Aus diesem
Grund nehmen einige Arbeitsgruppen, die mit FcRmlifimerten Mausen
arbeiten, keine Rucksicht auf deren GeschlechhéseB. Petkova et al., 2006;
Roopenian et al 2003). Es existieren aber auchcBeyi dass das Geschlecht
einen Einfluss auf die Clearance von monoklonalernik&rpern besitzen kann
(Mould and Green, 2010; Let al. 2008).
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Um zu klaren, ob das Geschlecht der Versuchstiegge den eingesetzten
Antikorpern einen Einfluss auf deren Pharmakokknatt, wurden die Versuche
nach Geschlechtern getrennt durchgefuhrt.

Es konnte gezeigt werden, dass die Konzentrati@iskdirven beider

Geschlechter innerhalb der gleichen Mauslinie fdstkungsgleich verlaufen
(Abb. 20). Trotz der sehr ahnlichen Kurvenverlauigt das Geschlecht bei
einigen Versuchen eine nicht zuféllige Mittelwendérung der Serum-
konzentrationen hervor (p < 0,05) (Tab. 19). Esalirdings unwahrscheinlich,
dass es in manchen Mauslinie einen wirklichen GQesblsunterschied gibt und
der gleiche Antikérper in anderen Mauslinien kein@eschlechtsunterschied
zeigt. Ein Trend, dass ein Geschlecht hohere ursdadaere niedrigere Werte

zeigt, ist nicht zu erkennen.

Die pharmakokinetischen Parameter zeigen bei einiyyergleichen grol3e
prozentuale Unterschiede, betrachtet man sichdaligs die S&ulendiagramme
der Parameter, so ist zu sehen, dass zwischen darsliien die gleichen

Tendenzen bestehen.

Diese gro3en prozentualen Unterschiede zeigerhsigptsachlich bei Versuchen,
bei denen sehr kleine Serumkonzentrationen gemesserden. Kleine

Konzentrationsunterschiede filhren hier zu sehr arol3prozentualen
Unterschieden der pharmakokinetischen ParameterseBi Phdnomen ist vor
allem bei huMAb<A> zu beobachten. Die Konzentragideit-Kurven dieses
Antikorpers fallen in den-Phase sehr stark ab und nahern sich inpel@hase

asymptotisch der Zeit-Achse an (Abb. 25B). Aus emesGrund fuhren schon
geringe Messungenauigkeiten zu sehr hohen Schwgekuwter Parameter.

Aufgrund der fast deckungsgleichen Konzentratioag-Kurven zwischen den
Geschlechtern kann mit grof3er Wahrscheinlichkeitodaausgegangen werden,
dass das Geschlecht die Pharmakokinetik der eitajese Antikdrper nur
unwesentlich beeinflusst. Diese Versuchsreihe zadlerdings, dass zur
Beurteilung der Pharmakokinetik von Antikdrpern, e disehr kleine

Serumkonzentrationen zeigen, der Kurvenverlauf egsentielle Rolle spielt.

Durch eine Verbesserung der Analysemethode und/dderh Erhéhung der

Tierzahl ware es moglich, diese Schwankungen ziinggarn.
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5.3.4 Pharmakokinetische Parameter

Mit den bis dato publizierten Ergebnissen war e$wserig die FcRn-

modifizierten Mauslinien direkt zu vergleichen, maden meisten Arbeiten nur
mit ein oder zwei ausgewdahlten Mauslinien gearbeierde. Mit dieser Arbeit

liegen nun Daten vor, die einen direkten Vergleleh Mause zulassen.

Es ist bekannt, dass die Verweilzeit von humane@ ig hFcRn-transgenen
Mausen von der Anzahl an hFcRn abhangt. Diese wiedéangt von der Anzahl
an Kopien des hFcRn-Gens ab. Die Konsequenz ists dée Verweilzeit in
hFcRn-heterozygoten Tieren verkirzt und in hFcRmdmygoten Tieren
verlangert ist. Des Weiteren ist offenkundig, dassnane IgGs in der Linie
hFcRn(276) Tg kirzere Halbwertszeiten zeigen alkime hFcRn(32) Tg. Die
Linie mFcRn -/- zeigt die kirzesten Halbwertszeitm sie kein FcRn besitzt und
somit kein FcRn-abhangiges Recycling stattfindemk@groopeniaret al. 2010;
Petkovaet al. 2006). Diese in der Literatur beschriebenen Badukonnen in der
vorliegenden Arbeit fur alle funf eingesetzten Abtper bestatigt und durch die
pharmakokinetischen Parameter Verteilungsvolumealpwertszeit, Clearance

und Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve difizrert werden.

5.3.4.1 Verteilungsvolumen

Die Verteilung von Pharmaka im Korper wird bestimsoirch die Extravasation
ins Gewebe, der Verteilung innerhalb von Geweben, Ahtikdrperbindung im
Gewebe und der Elimination aus dem Gewebe (Wanhal. 2008). Das
Verteilungsvolumen gibt an, welchen scheinbaren téfeingsraum ein
Pharmakon einnimmt. Uber die Kenntnis dieser Gridees somit moglich,

Rickschlisse auf das Gewebe zu ziehen, in dendagMedikament verteilt.

Laut Definition ist das Verteilungsvolumen (V) eiRroportionalitatsfaktor
zwischen der im Organismus vorhandenen Menge (MgsePharmakons und
seiner Serum-/Plasmakonzentration (c). Es gilt Beziehung: V = M/c. Das
Verteilungsvolumen wird oft auf das Korpergewichezbgen (I/kg). Am
gebrauchlichsten ist das Verteilungsvolumen im Kmtmationsausgleich nach
Infusion (Vs9. Dieses unterscheidet sich nur unwesentlich voertédungs-
volumen nach intravendsem Bolus (Foethal. 2005) und kann daher bei den
durchgefuhrten Vergleichen herangezogen werden.
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Ein Verteilungsvolumen 9,2 I/kg weist darauf hin, dass sich das Pharmakon
Wesentlichen extrazellular verteilt, bei vollstapeti Verteilung im gesamten
Korperwasser betragt es 0,55 — 0,6 I/kg. GrolRereteNedeuten, dass sich das
Pharmakon nicht nur auf die wassrige Phase desn@@rgas verteilt, sondern im
Gewebe akkumuliert. Es stellt eine charakterisesGnol3e eines Pharmakons dar

und zeigt nur selten tierartliche Unterschiede oberet al. 2006).

Da es sich bei Antikérpern um hydrophobe Molekile gnolRem Molekular-
gewicht handelt, zeigen die meisten eine geringavgbepenetration, wodurch
sich ihre Verteilung meist auf das Blut und die rexellulare Flussigkeit
beschréankt (Ternant and Paintaud, 2005). Aus dieSeamd besitzen sie meist
ein geringes Verteilungsvolumen in einer GroRenongnvon 0,1 I/kg (Mould
and Green, 2010). Karanikas bewies, dass monoldoAatikdrper, die gegen
zellgebundene Antigene gerichtet sind, eine gewiBseetration von Zellen
aufweisen konnen (Karanikat al. 2002). IgG wird in den Geweben durch
rezeptorvermittelte Endozytose oder Pinozytose eilert An der rezeptor-
vermittelten Endozytose sind F+Rezeptoren beteiligt. Fur die Verteilung durch
Pinozytose ist FcRn mit verantwortlich (Lobbal. 2004; Wanget al. 2008).

Wie zu erwarten, liegt das Verteilungsvolumen baMAb<P>, huMAb<I>,
huMAb<E> und huMAb<C> (Tab. 26-32) in beiden Geschtern und allen
Mauslinien im Bereich von 0,1 I/kg. FcRn scheint Besen Antikdrpern keine
grof3e Rolle fur die Gewebeverteilung zu spielemsBiAnnahme grundet sich auf
der Tatsache, dass bei Linie mFcRn -/-, die keiReRn besitzt, bei allen vier
Antikdrpern nur gering niedrigere Werte zu beobagtgind als bei den Linien die

FcRn besitzen.

HuMAb<A> verhalt sich anders: bei diesem Antikorgeheint das Verteilungs-
volumen malf3geblich von der FcRn-Anzahl abzuhanbes bedeutet, dass mit
steigender FcRn-Anzahl sich das Verteilungsvolurnaergro3ert. So zeigt die
Linie mFcRn -/-, die keinen Rezeptor besitzt, dasrgste Verteilungsvolumen,
die Linie(276) Tg +/+ ein mittleres und die Lini&¢Rn(32) Tg +/+ das grofite
Verteilungsvolumen. (Abb. 21B). Die SPR-Messungb(Td4) beweist, dass
huMAb<A> eine extrem starke Affinitat zu hFcRn UWesi Mit hoher

Wahrscheinlichkeit ist diese grol3e Affinitat auchir fdas FcRn-abhéangige
Verteilungsvolumen verantwortlich; da IgG im Gewebarch hFcRn stark

gebunden wird und so flr eine scheinbare Geweleherg sorgt.
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5.3.4.2 Elimination

Unter Elimination versteht man in der Pharmakologiee Mechanismen, die
Pharmaka aus dem Kdorper entfernen. Zu ihnen zdhkerriltration, Sekretion
und die Biotransformation (Wangt al. 2008). Pharmakokinetische Parameter,

die die Elimination beschreiben, sind die Clearamod die Halbwertszeit.

Aufgrund ihres hohen Molekulargewichts werden Adtger nicht Uber die Niere
filtriert oder durch hepatische Enzyme wie Cytochr®450 abgebaut (Mould and
Green, 2010; Wangt al. 2008). Die Sekretion in die Galle ist ein wicletig
Ausscheidungsweg fir IgA, fur 1gG spielt sie abeink Rolle (Wanget al.
2008). Der Hauptanteil der IgG-Elimination geschiaturch intrazellularen
Katabolismus, der der pinozytotischen Aufnahme ielleh folgt. Dieser
Katabolismus findet vor allem an Stellen statt, sieschnellem Ausgleich mit
dem Plasma stehen (Mould and Green, 2010; Waldnaaxch Strober, 1969).
Sicher ist, dass FcRn IgG vor dem Abbau schutztdunch die lange
Serumhalbwertszeit von IgG erklart werden kann. diesem Grund beeinflusst
die speziespezifische Affinitdt von FcRn zu IgG €@kt al. 2001) und die
Rezeptoranzahl (Roopeniat al. 2010) direkt die Elimination von IgG. Einige
Studien konnten zuséatzlich nachweisen, dass einéhiing der Bindungsaffinitat
von monoklonalen Antikérpern auf IgG-Basis zu eimerlangsamten Clearance
und einer verlangerten Halbwertszeit fihren (Letgal. 2009; Hintonet al.
2006; Medesart al. 1998).

Dieses Zusammenspiel von Affinitdt und FCRn-Anzadalcht es schwer, Mause
mit murinem FcRn und Mausen mit humanem FcRn zgle®hen. Betrachtet

man allerdings die Ergebnisse dieser Arbeit, sauserkennen, dass C57BL/6J
und hFcRn(32) Tg +/+, bei den hier untersuchtenikénpern sehr ahnliche
Pharmakokinetiken zeigen. Die geringere Affinitaesd hFcRn in Linie

hFcRn(32) Tg +/+ wird vermutlich durch eine erhohdmzahl an hFcRn

ausgeglichen.

Es konnte allerdings keine Studie zu FcRn-Anzald Gewebeverteilung in den
unterschiedlichen Mausen gefunden werden. Die Remazahl bzw.
Verhdltnisse werden immer nur durch die pharmalatigsohen Parameter
abgeschatzt (Roopeniahal. 2010).
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5.3.4.2.1Clearance

Die Clearance (CI) ist der Proportionalitatsfaktowischen Ausscheidungs-
geschwindigkeit und Serumkonzentration. Nach ir@réser Gabe einer
Einzeldosis (M) lasst sich die Clearance wie fdbgrechnen: ClI = M/AUC
(Forthet al. 2005). ,WinNonlin 5.3“ nutzt die Formel: ClI = MIACo.int.

Bei therapeutischen Antikoérpern, die gegen zellgeleme Antigene gerichtet
sind, zeigt sich oft, dass das Zielantigen die Rla&okinetik und
Pharmakodynamik beeinflusst (Mould and Green, 20M@hmood and Green,
2005; Mahmood, 2009b; Gibiansky and Gibiansky, 20@s Ph&nomen, bei
dem ein Medikament mit hoher Affinitat und zu einesgnifikanten Anteil
(relativ zur Dosis) an sein pharmakologisches 4ieB. Rezeptor, Enzym,
Transporter) gebunden wird und dies sich in derrph&inetischen Charakteristik
des Medikaments widerspiegelt, wird als ,Zielstuukermittelte Medikamenten-
Disposition,, oder im Englischen ,Target-mediateduBrDisposition“ (TMDD)
bezeichnet (Mager and Jusko, 2001; Mager, 2006).Begriff wurde erstmals
von Levy im Jahr 1994 gepragt (Levy, 1994). Da eieProzess oft eine
signifikante Erhohung der Clearance zur Folge Wwatl auch von Zielstruktur-
vermittelter Clearance (engl.: Target-mediated Glleee) gesprochen (Gibiansky
and Gibiansky, 2009). Durch eine solche Beeinflogsentstehen oft komplexe
nichtlineare Pharmakokinetiken (Mager and Jusk@120lager, 2006). Prozesse
wie rezeptorvermittelte Endozytose resultieren oft der Elimination des
Medikaments durch lysosomalen Abbau (Mager anda]uaB01; Mager, 2006).
Da es sich um einen séttigbaren Prozesse handahd@ al. 2008), besitzen
Antikdrper meist eine nichtlineare Clearance imdnigen Dosisbereich und eine
lineare Clearance im Bereich hoher Dosen (Mould @reen, 2010). Aus diesem
Grund werden fur Kinetiken oft Dosen > 1 mg/kg venget, da in diesem Dosis-
bereich die meisten Antikdrper eine lineare Cleeedresitzen (Lingt al. 2009).

An den Clearancewerten ist zu sehen, dass die riditon von der FcRn-Anzahl
abhangt (Abb. 22A). Mause, die keinen funktionelleRn exprimieren, zeigen
eine ca. 10-fach hohere Clearance als ihre KoetiolDiese Beobachtung deckt
sich mit den Ergebnissen anderer Autoren (TernadtRaintaud, 2005; Israet
al. 1996; Roopeniart al. 2003; Junghans and Anderson, 1996; Ghetial.
1996; Junghans, 1997). Das Phanomen lasst sichrata@uklaren, dass ohne
FcRn kein FcRn-abhéngiges Recycling von IgG statén kann.
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Bei den hFcRn-tragenden Mausen ist die Clearanagekemrt proportional der
hFcRn-Anzahl. Mduse mit wenig hFcRn weisen eineeh®iClearance als Mause
mit viel hFcRn auf. Dies lasst sich damit erklardass das Recycling durch die

FcRn-Anzahl limitiert wird.

Schon Brambell konnte beweisen, dass es sich uen esdttigbaren Prozess
handelt (Brambell, 1966). Bei den standardméafidiapgen Antikérperdosen
von 0,5 — 10 mg/kg kann eine Sattigung von FcRngeschlossen werden
(Tabrizi et al. 2006; Mould and Green, 2010), da das gesamte NgGum
1 - 2 % erhdht wird (Wanget al. 2008). Werden hohe Antikérperdosen
appliziert, lasst sich eine deutliche Dosisabhdatgdes Metabolismus von IgG
nachweisen: je hoher die IgG Konzentration um sorzekii ist ihre
Serumhalbwertszeit (Ternant and Paintaud, 2005;eMet al. 1970). Bei den
Ergebnissen dieser Arbeit sind weder bei huMAb<Rehnbei huMAb<A>
relevante Dosiseffekte zu sehen, da 2,5 und 10 gngfiter dem Dosisbereich
liegen, bei dem mit einer Rezeptorsattigung zu menhist. Zusatzlich ist der

Dosisunterschied mit 1 : 4 nicht sonderlich grof3.

5.3.4.2.2 Halbwertszeit

Nach der Definition ist die Halbwertszeit,(tdiejenige Zeitspanne, in der die
Konzentration eines Pharmakons um die Halfte abgemen hat. Der Zeitverlauf
der Serumkonzentration von intravends verabreichtégGs in der
halblogarithmischen Darstellung ist normalerweigdnhasisch (Abb. 26), wenn sie
keine TMDD zeigen. Der initiale rasche Abfall der@mkonzentrationafPhase)
ist vor allem durch die Verteilung des Pharmakanslie Gewebe bedingt. Die
sich anschlieRende langsanfePhase ist Ausdruck der Elimination. Als
dominierende Halbwertszeit wird die Halbwertszet 8@hase bezeichnet, die am
meisten zur AUC beitragt. Dies ist meist die Halbemeit des langsamsten
Prozesses. Sie berechnet sich=tIn2 * V/C| (Forthet al. 2005; Ghetie and
Ward, 2002). In dieser Arbeit wurde die terminalallivertszeit berechnet; sie

kann mit der Halbwertszeit dgsPhase gleichgesetzt werden.
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Konzentration
(logarithmisch)

Abbildung 26: Schematische Kurve der biphasischen I€arance von IgG

) die a-Phase entspricht der Verteilungsphase des PhamaakoKorper
B) die B-Phase ist die Phase der Elimination
ty,) Berechnung der Halbwertszeit @ePhase.

Quelle: modifiziert nach Ghetie and Ward, 2002

Die terminale Halbwertszeit ist ein Mal3 fur dierhation und ebenfalls wie die
Clearance von der FcRn-Anzahl abhangig (Abb. 228juse, die kein FcRn
besitzen, zeigen bei der Applikation von IgG eindream kurze terminale
Halbwertszeit. Dies kann durch das fehlende FcRré&agige Recycling von 1gG
erklart werden. Mause, die wenig hFcRn besitzercRmg276) Tg +/-), zeigen
kurze Halbwertszeiten, da bei ihnen weniger IgGyeelt werden kann als bei
Mausen, die viel hFcRn besitzen (hFcRn(32) Tg +/+).

Die terminale Halbwertszeit berechnet sich aus \@&ten mit der geringsten
Serumkonzentration, weshalb sie sehr anféllig fliesdlingenauigkeiten und
interidividuelle Schwankungen ist. Geringe Konzatitnsunterschiede der
letzten Messwerte flhren zu grof3en Unterschiedenedminalen Halbwertszeit.
Aus diesem Grund ist die Clearance bei der Beurigilder Elimination zu

bevorzugen; sie ist weniger stéranfallig.
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5.3.4.3 Exposition und Flache unter der Konzentrations-ZeitKurve

Unter der Exposition versteht man in der Pharmakelalas Ausgesetztsein des
Korpers gegenuber einem bestimmten Pharmakon. BiaB8zahl, die die
Exposition beschreibt, ist die Flache unter der 2amrations-Zeit-Kurve (AUC).
Sie ist proportional der Medikamentenmenge, diesystemische Blut gelangt
(Forthet al. 2005). Haufig wird die AUC von 0 Stunden bis udigh (AUC.inf)
zur Beurteilung der Exposition eingesetzt. DiesezrMvar fur die Beurteilung
der durchgefuhrten Versuche ungeeignet, da eindeeiKurven nach kurzer Zeit
auf Serumkonzentrationen von 0 pg/ml abfielen umdkee sich der Zeitachse nur
asymptotisctannaherten. Bei diesen Kurven wurden sehr hoheeMartAUCy .
extrapoliert. Aus diesem Grund wurden die Flachateuden Konzentrations-
Zeit-Kurven von 0 bis 672 Stunden (A& zur Beurteilung der Exposition
herangezogen. Das verwendete Computerprogramm nutzBerechnung der

AUC die lineare Trapez-Regel.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die AUC genale wiie Clearance und
terminale Halbwertszeit von der FcRn-Anzahl abhgAgb. 23). Bei ihr besitzen
Mause mit wenig FcRn kleine Werte, da wenig IgGycett werden kann, bei
Mausen mit viel FcRn werden hohe Werte gemessend@&eBeurteilung von

sehr flachen Kurven, wie z.B. Kurven von huMAb<Amuss bedacht werden,
dass schon sehr kleine Konzentrationsdnderungem gedf3e prozentuale
Veranderungen der AUC hervorrufen. Solche Schwagénrkonnen sehr leicht

zu Fehlinterpretationen fuhren.

5.3.4.4 Schwachen des Studiendesign und Auswertung

Pharmakokinetische Daten werden typischerweise3mi6 Tieren erstellt, diese
sind normalerweise signifikante unterschiedlicm@t al. 2009). Auch in dieser
Arbeit wurde bei den Pharmakokinetiken mit 3 — Bré&n pro Gruppe gearbeitet.
Die geringe Tierzahl ermdglicht aber nur eine begre statistische Auswertung.
Aus diesem Grund wurde bei den berechneten phalimekschen Parametern
darauf verzichtet zu prufen, ob es sich zwischem @euppen um signifikante
Unterschiede handelt.

Erschwerend kommt hinzu, dass die meisten pharneéidchen Studien mit
monoklonalen Antikérpern von grof3er interindivideel Variabilitdt berichten,
deren Grinde bisher unbekannt sind (Ternant anddRai, 2005).
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5.3.5 Vergleich Maus versus Primat

Es existieren einige gut etablierte Methoden fue diorhersage humaner
Pharmakokinetiken von kleinen Molekulen (< 1 kDagierend auin vivo oder
in vitro Daten (Mould and Green, 2010). Im Gegensatz datie Vorhersage
humaner Pharmakokinetiken von Proteinen weit weniBedeutung, da sie
schwieriger ist als bei kleinen Molektlen odermft den vorhandenen Methoden
unmaglich ist (Linget al. 2009). Hauptgrund fir diesen Unterschied istsdas
kleine Molekile meist auf anderen Wegen aus denp&oeliminiert werden als
Proteine. Bei kleinen Molekllen spielen Prozesse avB: Filtration durch die
Niere, Metabolismus in der Leber oder biliare Exkre eine essentielle Rolle, bei
groRen Proteinen wie Antikdrpern sind diese Prazessn untergeordneter
Bedeutung, hier tragen grof3tenteils rezeptorablg@ngorgange zur Elimination
bei (Mould and Green, 2010).

Ein Ziel dieser Arbeit war es zu Uberprifen, ob Bedhtungen aus Versuchen mit
Primaten und/oder Oberflachenplasmonresonanzss&kipee-Messungen sich
mit Ergebnissen an FcRn-modifizierten Mausen vérgén lassen. Es wurden die
Versuchsergebnisse von funf sehr unterschiedlitherapeutischen Antikdrpern
verglichen, um herauszufinden, inwieweit sich Beleiaus den unterschiedlichen

Testsystemen lbertragen lassen.

5.3.5.1 Einfluss der Korpergroélie

Es ist seit langem bekannt, dass die basale Maetainadrate von der Korpergrol3e
abhangig ist. So zeigen kleine Tiere einen schieglldVietabolismus als grofRe
Tiere (West and Brown, 2005; Kleiber, 1947; Kleib®975). Dies trifft auch auf
die Elimination vieler Medikamente, vor allem klemMolekile, zu. Daher muss
meist fur die gleiche Wirkung bei kleinen Tieren meSubstanz verabreicht
werden als bei grof3en (Lingt al. 2009). Dieser Effekt ist bei huMAb<P>,
huMAb<A> und huMADb<C> zu sehen, die Konzentratidest-Kurven der
Primaten verlaufen deutlich Uber den Kurven der 84&8/Abb. 24, 25).

Da es sich bei der Elimination von Antikérpern hséghlich um
rezeptorbedingte Prozesse handelt (Mager and JuaBOl;, Mager, 2006;
Raghavan and Bjorkman, 1996) und die Rezeptordiaitht immer mit der
Korpergrol3e ansteigt (Holford, 1996), ist die Ehation von Antikérpern nicht

immer von der Gro3e abhéngig. Unterschiede der&iea sind fir monoklonale
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Antikorper zwischen verschiedenen Spezies gendgeglkleiner als Unterschiede,
die bei kleinen Molekilen beobachtet werden. Benigein Antikbrpern
eliminierten Mause, Ratten und Affen mit gleichext®(Linget al. 2009).

Bei huMADb<I> und huMAb<E> ist zu sehen, dass Prgnatind Mause nahezu
mit gleicher Rate eliminieren, die Kurven der Priema verlaufen in der
Kurvenschar der Mause (Abb. 25A und B).

5.3.5.2 Allometrische Skalierung

Auf eine Skalierung der erhobenen Daten wurde gbtet, da der Datensatz
hierfir ungeeignet ist. Die allometrische Skaligrgoll im Folgenden dennoch
Erwadhnung finden, da an dieser Methode sehr gubl@&re ertrtert werden
kénnen, die beim Vergleich von Daten aus Versuchah therapeutischen

Antikorpern auftreten.

Ein Grof3teil der Methoden zur Vorhersage von Phkakiaetiken beruht auf der
sogenannten allometrischen Skalierung (,allométfiskommt aus dem
Griechischen und bedeutet ,verschiedenes Mal3“)e Himdamentale These der
allometrischen Skalierung ist anatomische, phygisithe und biochemische
Ahnlichkeit zwischen Tierspezies und dem Menschémg(et al. 2009). lhr liegt
das allometrische Potenzmodell zugrunde (Mahmod@)9B): Y = a*¥
(Y) reprasentiert die gesuchte biologische GroRg,efne bekannte biologische
GroRe, (a) den allometrischen Koeffizienten und @gn allometrischen
Exponenten. Am haufigsten werden kinetische Pammd&kP) mit der
Kdrpermasse (KM) in Beziehung gebracht (Mahmoo®92). So ergibt sich die
Formel: kP = a*KM. Bei Anwendung dieser Formel spricht man von einéa
allometrischer Skalierung. Sie kann genutzt werdemn Clearance,
Verteilungsvolumen und Halbwertszeit vorherzusagdtinen universellen
Exponenten flr die Skalierung gibt es nicht, ervist den eingesetzten Spezies
und dem Therapeutikum abhéangig (Ling et al. 20@®)d hat keine
physiologische Bedeutung (Mahmood, 2009b). Fir rklomale Antikorper liegt
der optimale Exponent zur Skalierung der Clearamganalerweise zwischen
0,75 und 1 (Ling et al. 2009). Die Formel der aaffen allometrischen
Skalierung kann durch Korrekturfaktoren (F) wie .z.Bas ,Potential der
maximalen Lebenszeit* oder das Gehirngewicht mpift werden (Mahmood,
2004; Mahmood, 2009a): kP = (a*KMF
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Es wird allgemein angenommen, dass die Daten vardestiens drei Spezies
benétigt werden, um eine zuverlassige Vorhersageifie 4. Spezies machen zu
konnen (Mahmood, 2009b; Lingt al. 2009). Da nicht immer Daten von drei
Spezies vorliegen, wurde schon haufiger versucbht wwei oder nur einer
Spezies Vorhersagen fur den Menschen zu macheng(€anal. 2007;
Boxenbaum, 1982; Caldwaedt al. 2004; Bachmanet al. 1996). Diese Versuche
waren aber meist ohne grol3en Erfolg (Mahmood, 200®a allgemein
angenommen wird, dass drei Spezies fur eine zsggd Vorhersage benotigt
werden, wurde in dieser Arbeit von einer Skalierabgesehen, da nur Daten von

Mausen und Primaten zur Verfiigung stehen.

Lineares kinetisches Verhalten ist Voraussetzung &ine allometrische
Skalierung (Linget al. 2009; Holford, 1996). Fir Proteine, die bei der
Elimination eine nichtlineare Clearance zeigensiit keine Methode fur eine
Skalierung im nichtlinearen Bereich (Lingt al. 2009). Dies ist wichtig, da
Antikérper haufig nichtlineare Kinetiken aufgrunadns TMDD zeigen (hierzu

siehe Kapitel 5.3.5.3 Speziesspezifisches Verhalten

5.3.5.3 Speziespezifisches Verhalten

Therapeutische Antikérper werden meist flr den &mmgegen spezielle humane
Antigene entwickelt. Diese Zielantigene werden wen meisten Labortieren
nicht bzw. in anderem Mal3e exprimiert, oder esdhgskeine Kreuzreaktivitat
zum Antigen der Labortiere. Dies fuhrt dazu, dasslen meisten Tiermodellen
ein lineares Verhalten der Pharmakokinetiken zubhebten ist (Mould and
Green, 2010). Unter den Nicht-Nager-Spezies ist Afée die gebrauchlichste
Spezies zur pharmakokinetischen Charakterisierurdg die meisten
therapeutischen Antikorper die Zielantigene voneAfmit hoher Affinitat binden
konnen (Linget al. 2009). Primaten (Mensch und Affe) zeigen somit of
nichtlineares Verhalten der Pharmakokinetiken undege Labortiere lineares
Verhalten. Aus diesem Grund ist es oft schwer, Bewbachtungen in Nagern
und Hasenartigen auf Affe und Mensch zu schlie®Béu(d and Green, 2010).

Bei Antikdrpern, von denen ein lineares Verhaltem Bharmakokinetik in allen
verwendeten Spezies erwartet wird, kann das allesche Modell (Holford,
1996) eingesetzt werden. Wenn eine nichtlinearear@hee erwartet wird, sind

Daten von Tiermodellen, die das Zielantigen expenem, wichtig um auf das
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Verhalten im Menschen schlieen zu kénnen (Moulll Green, 2010). So kann
z.B. TMDD von Antikérpern gegen zellgebundene Aetig beim Menschen
vorhergesagt werden (Lireg al. 2009).

Von allen eingesetzten Antikorpern ist bekannt,sdsi® Kreuzreaktivitdt zum
Antigen von Macaca fascicularisbesitzen. HUMAb<P> und huMAb<I> sind
nicht kreuzreaktiv zum Antigen von Mausen. Bei hubAA> ist Kreuzreaktivitat
irrelevant, da das Antigen in gesunden Individueichtn vorkommt. Fur
huMAb<E> und huMAb<C> konnten keine Angaben zur ikareaktivitat mit

murinem Antigen gefunden werden.

Antikdrper kbnnen grundsatzlich danach eingetedtden, ob sie gegen losliche
Antigene oder unlésliche bzw. zellgebundene Antgggarichtet sind (Mould and
Green, 2010). Antikorper gegen losliche Antigenegene Uberwiegend eine
lineare Clearance. Bei der Gruppe der Antikdrpee gegen zellgebundene
Antigene gerichtet sind, ist nichtlineares Verhalteaufig (Mould and Green,
2010; Mahmood and Green, 2005; Mahmood, 2009b). diér nichtlineare
Clearance von Antikérpern ist meist TMDD verantwornt Da es sich bei TMDD
um sattigbare Prozesse handelt, ist die ClearaaneAwntikdrpern im niedrigen
Dosisbereich meist nicht linear und im hohen Bérdicear (Mould and Green,
2010). Aus diesem Grund werden oft Dosen > 1 mgikginander skaliert, da in
diesem Dosisbereich die meisten Antikorper einedia Clearance besitzen (Ling
et al. 2009). Solche Hoch-Dosis Studien sind fir die rptakokinetische
Beurteilung allerdings nur von bedingtem Nutzen,nwebekannt ist, dass
Antikorper bei niedrigen Dosen im Primaten TMDD iten (Linget al. 2009),
da es sich um die Uberlagerung von mindestens Rveziessen handelt.

Bei allen eingesetzten Antikdrpern handelt es siom Antikorper, die gegen
zellgebundene Antigene gerichtet sind. Von huMAb<ird huMAb<E> ist
bekannt, dass sie im Primaten bei niedrigen Dos&tDD zeigen, von
huMAb<C> wird es nur vermutet, da die spaten Zeilpe von einer
Immunreaktion gegen huMAb<C> beeinflusst sind. Ber verwendeten Dosis
von 10 mg/kg wurde im Primaten fir keinen der essfeten Antikorper eine
TMDD beobachtet.
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Eine besondere Ausnahme ist huMAb<A>, danevitro stark an humanes FcRn
bindet (Tab. 14), wurde erwartet, dassnevivo aufgrund besonders gutem FcRn-
abhangigen Recyclings eine besonders lange Halkmedtruind geringe Clearance
zeigt. In allen untersuchten Mausen wurde hingegjerextrem starker Abfall der
Serumkonzentration in dera-Phase nachgewiesen (Abb. 24B). Die
B-Phase verlauft dann auf sehr niedrigem Niveaus Biart rechnerisch zu einer
sehr kurzen gesamten Halbwertszeit und einer gr@kesrance. Einige Autoren
beobachteten, dass Antikdrper mit sehr starker F&fnitat in vivo verkurzte
Halbwertszeiten besitzen. Sie vermuten, dass aodigder starken Affinitat die
Dissoziation des IgG vom FcRn behindert wird undghad¢b die Antikérper
abgebaut und nicht in den Extrazellularraum abgegelerden (Yeunget al.
2009).

Im Primaten zeigt huMAb<A> keinen so starken ingra Abfall der

Serumspiegel. Datta-Mannan beobachtete 2007 elserdaden unerklarlichen
speziesspezifischen Verlust eines therapeutischattk@pers, bei ihr war die
Clearance im Primaten schneller als in der Maus. rAbgliche Ursachen nennt
sie Unterschiede in der proteolytischen StabiliBindung an Blutzellen und
biophysikalische Eigenschaften wie Aggregation {®&annanet al. 2007b).

Unspezifische Bindungen sind relativ unwahrscheimlida solche Effekte
normalerweise nicht speziesspezifisch sind. EingeneeM0oglichkeit ist, dass nur
bestimmte Glykosilierungsvarianten des Antikorpgusch FCRn vor dem Abbau
geschitzt werden und daher ein Grol3teil des A& schnell aus der

Zirkulation entfernt wird.

5.3.5.4 Immunogenitat therapeutischer Antikdrper

Auch eine Immunreaktion mit Bildung von Anti-Antiigiern kann die

Pharmakokinetik beeinflussen, in solchen Situatiokann die Exposition unter-
oder Uberschatzt werden. Sie fuhrt meist zu eime6éliing der Clearance (Mould
and Green, 2010; Mahmood and Green, 2005; Grifatits Lumley, 1998). Es ist
wichtig, dass die verwendeten Tierdaten fur Vegyleioder Skalierungen nicht
durch eine Immunreaktion gegen das verabreichteirbeeinflusst sind. Solche
Immunreaktionen besitzen keine Aussagekraft fur Sliation am Menschen
oder einer anderen Spezies. Falls eine Immunreakiidtritt, sollten Daten von
Zeitpunkten vor der Immunreaktion verwendet werdg&n.solches Beispiel ist in

Richter et al. 1999 zu finden. Die meisten Antilgrgeigen im Tiermodell eine
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geringe Immunogenitat. Wenn Anti-Antikérper gebildeerden, zeigen sich diese
nach ca. 7 Tagen nach i.v. Applikation. Da bei @peutischen Antikdrpern die
Exposition der ersten 7 Tage, gemessen in AUC,giéditen Teil der AUGq¢
stellt, reichen diese Daten meist um eine Beurtgildurchzufihren (Lingt al.
2009). Solche Komplikationen kénnen durch den Emsamundefizienter Tiere

verhindert werden (Roopeniahal. 2010).

Bei den verwendeten Vergleichsdaten von MenschAffel konnen Effekte von
Anti-Antikorpern bei huMAb<P>, huMAb<A>, huMAb<E>nd huMAb<I>
ausgeschlossen werden, da die Probanden und Afiéersache Antikorper
getestet wurden, und im positiven Fall die Messsvenicht zur weiteren
Beurteilung herangezogen wurden. Bei den Primataefvon huMAb<C> ist
eine Immunreaktion zu sehen. In der KonzentratiogisKurve zeigt sich dies
durch den starken Konzentrationsabfall ab Tag 9b(ARGC). Die Tiere mit
Immunreaktion konnten von der Beurteilung nichtgasshlossen werden, da der

Versuch nur aus zwei Individuen bestand und beite lenmunreaktion zeigen.

5.3.6 Kaorrelation von in vitro mit in vivo Daten

Da in der Literatur Uneinigkeit herrscht, ob Obé&ctienplasmonresonanz-
spektroskopie-Messungen mit pharmakokinetischeneratergleichbar sind,
wurden in dieser Arbeit die erhobenen Werte fira@ace und terminale
Halbwertszeit mit solchen Messungen verglichen. séiven Clearance und
apparenter Dissoziationskonstantg) (konnte bei allen Mauslinien ein starker
wechselseitiger statistischer Zusammenhang fesijestrden (Tab. 20). Ob es
sich bei diesem Ergebnis um eine formale oder kau&arrelation handelt, muss
in weiteren Versuchen nachgewiesen werden, da zuengl&ch nur die
Ergebnisse von funf Antikbrpern zur Verfigung stamdWenn sich dieser
Befund bestatigt, ist es mdglich, mit gk die Clearance von Mausen
vorherzusagen. Beim Versuch terminale Halbwertsmeimit Oberflachen-
plasmonresonanzspektroskopie-Messungen zu koeeligurde festgestellt, dass
bei einigen Gruppen ein starker statistischer Zusenhang besteht und bei
anderen nicht. Mit grol3er Wahrscheinlichkeit singe dschwankungen der
terminalen Halbwertszeit, verursacht durch die definen Gruppengréf3en von
3 — 5 Tieren, fur dieses Ergebnis verantwortliciir Einen solchen Vergleich
mussten Versuche mit groR3eren Tierzahlen durchgefidgrden, um den Einfluss
interindividueller Unterschiede gering zu halten.
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5.3.7 Fazit

Die vorliegende Arbeit beweist, dass die Art desbenmaterials einen Einfluss
auf den eingesetzten ELISA hat. Aus diesem Grurliesfiir Vergleiche mit
standardisiertem Probenmaterial gearbeitet werdeldufig wird Serum
bevorzugt, da Plasma mit diversen Antikoagulangewonnen werden kann und
diese die Analysemethoden beeinflussen konnen.tZicdé kann aufgrund der
schnellen Gerinnung von Mauseblut eine partielleri@ng nicht immer

ausgeschlossen werden.

Fur die funf verwendeten Antikorper konnte in alleerwendeten Mauslinien
gezeigt werden, dass die Konzentrations-Zeit-Kurlierder Geschlechter nach
einer Einmalapplikation fast deckungsgleich vemgwuf Daher wird davon
ausgegangen, dass bei den verwendeten Antikorpeein kelevanter

Geschlechtsunterschied der Pharmakokinetik besteht.

Es ist bekannt, dass murines FcRn eine grol3eraitdtiizu humanem IgG besitzt
als humanes FcRn. Aus diesem Grund ist es schwiedg den Pharmako-
kinetiken in Wiltyp-Mausen auf die VerhaltnisseRnmaten zu schliel3en. In der
pharmazeutischen Forschung werden daher verst&&Rriitransgene Mause
eingesetzt. Neben der Affinitdt zu FcRn spielt adngech die Anzahl an FCRn eine
Rolle fur die Pharmakokinetik therapeutischer Adtper. Dies konnte fur die
funf verwendeten Antikdrper in Mausen bestatigt deer. Die Elimination von

humanem IgG ist in Tieren, die fur das hFcRn-Geteroeygot sind, und daher
weniger hFcRn exprimieren als homozygote TieredlerthDes Weiteren ist

ersichtlich, dass die Linie hFcRn(276) Tg humarggs kchneller eliminiert als

die Linie hFcRn(32) Tg, da die Linie hFcRn(276)Wegniger hFcRn besitzt.

Fur vier der funf eingesetzten Antikdrper wurde géminges Verteilungsvolumen
bestimmt. An diesen Ergebnissen ist ersichtlichrssd&cRn fur die Gewebe-
verteilung keinen grol3en Einfluss besitzt. HuUMAb<gtellt eine Ausnahme dar.
Bei diesem Antikorper scheint das Verteilungsvolanwen FcRn abzuh&ngen.
Der Grund ist mit grof3er Wahrscheinlichkeit seiobd Affinitat zu FcRn.
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Die Pharmakokinetiken in Linie hFcRn(32) Tg +/+ é@msehr stark denen der
C57BL/6J-Kontrollen. Bei der Linie hFcRn(32) Tg +iird vermutlich die

geringere Affinitatt des hFcRn durch eine vergra8eAnzahl an hFcRn
ausgeglichen, wodurch vergleichbare Kinetiken detik®rper entstehen. Bei den

anderen Linien verlaufen die Kurven flacher, davgémiger FCRn besitzen.

Es ist bekannt, dass endogenes IgG die Pharmalkidkimen therapeutischen
Antikdrpern beeinflusst; da es am FcRn als komipetitAntagonist wirkt. Ein
niedriger endogener 1gG-Spiegel fuhrt daher zu rewreringerten Elimination
therapeutischer Antikorper. Dies ist von Relevasia,die hFcRn modifizierten
Linien nur etwa 10 % des fir Mause Ublichen endegeigG-Spiegels besitzen.
Somit konkurrieren in diesen Tieren weniger endegelyGs mit den

verabreichten humanen IgGs um das vorhandene FcRn.

Die hFcRn-transgenen Mause kbnnen eingesetzt wetoerden Mechanismus
zwischen FcRn und I1gG besser zu verstehen. Bei darchgefuhrten
pharmakokinetischen Versuchen konnte aber fiur #eRih-transgenen Mause

kein nennenswerter Vorteil gegentber Wildtyp-Mauseobachtet werden.

Es besteht die theoretische Annahme, dass humani&oher, die fur ein
verbessertes Recycling durch humanes FcRn modifizrden, in hFcRn-
transgenen Mausen eine dem Primaten ahnlicheretiKineigen, als normale
Mause. Daher wird in der Literatur dieses Modedl lethode angepriesen, um
die Verhéltnisse bei Primaten zu beschreiben. Bdefi sich aber meist nur
Vergleiche zwischenn vitro Modellen (z.B. SPR) und Mausen. Im direkten
Vergleich zwischen Maus und Primat ist ersichtlidass beim Primat mehrere
Effekte einen Einfluss auf die Pharmakokinetik trsi. FcRn ist zwar ein
wichtiger Faktor, beim Primat spielt aber ,Targetdiated Drug Disposition®
eine essentielle Rolle, die im Nager meist nichjeddildet werden kann. Es ist
zwar maglich, retrospektiv durch Computermodelle gfrarget-mediated Drug
Disposition* aus der Kinetik von Primaten herauszhinen. Eine direkte
Voraussage der Kinetik von Primaten aus Mausedateber nicht moglich. Aus
diesem Grund stellen hFcRn transgene Mause zWkeigieé wirkliche Alternative

zum Primaten dar.
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Eine Madglichkeit dieses Problem zu l6sen ware, diere genetisch so zu
verandern, dass sie neben humanem FcRn auch dasnéudielantigen
exprimieren. Eine Alternative ware in hFcRn-tramsg®ause humanes Gewebe
mit dem entsprechenden Antigen einzubringen. Solsbhgenannten Maus-
Xenograft-Modelle werden z.B. in der onkologischéforschung haufig
verwendet. Um eine AbstoRungsreaktion des fremdmmeBes zu verhindern, ist

es allerdings notig, immundefiziente Mause einzeset

Im Vergleich von pharmakokinetischen Parametern @iiterflachenplasmon-
resonanzspektroskopie-Messungen konnte gezeigtewgerdass zwischen der
Clearance und der apparenten Dissoziationskonstagitallen Mauslinien ein
starker wechselseitiger statistischer Zusammenhaggjeht. Es konnte nicht
geklart werden, ob es sich bei diesem Ergebnis uma ®rmale oder kausale
Korrelation handelt, da zum Vergleich nur die Emgebe von funf Antikdrpern
zur Verfigung standen. Mit der Oberflachenplasmsomanzspektroskopie
konnte es also in der Zukunft méglich sein, Phawkaletiken von humanen

Antikérpern in Mausen vorherzusagen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Klinische  Labordiagnostik und  Pharmakokinetik  humanisierter

therapeutischer Antikdrper in human FcRn transgenenMausen

Praklinische Tests zur Beurteilung der Pharmakdikin@K) humanisierter
therapeutischer Antikérper werden Ublicherweise Méausen durchgefihrt.
Konventionelle Nagetiermodelle spiegeln aber nidig Antikdrperkinetik im
Menschen angemessen wider, da der neonatale Fpteez&cRn), der eine
wichtige Rolle bei der Regulation der Homdostase framunglobulin Gamma
(IgG) spielt, speziesspezifische Unterschiede in g-Bindung zeigt. Die
Vorhersage humaner Pharmakokinetiken wird daheictidgrweise in Primaten
durchgefuhrt. Folglich besteht Bedarf an einem esskrten préklinischen
Nagetiermodell, das die Funktion von humanem FcRIRcRn) adaquat
nachahmt.

Um zu klaren, ob hFcRn-transgene Mause ein geagrngagetiermodell
zur Entwicklung therapeutischer humanisierter IggG) darstellen, wurde die
PK von funf funktionell und strukturell verschiedenhlgG-Antikérpernn vivo
untersucht. Hierfur wurden Wildtyp-Mause, FcRn-diginte Mause und zwei
unterschiedliche transgene Mauslinien eingeseteideBtransgenen Linien sind
fur das murine FcRn (mFcRn) defizient, stattdedsmyen sie das hFcRn-Gen als
cDNA- oder genomisches DNA-Insert. Zusatzlich wurddie Mausdaten mit
Primatendaten unoh vitro Bindungsstudien an hFcRn verglichen, die durch den

Einsatz von OberflachenplasmonresonanzspektroskBpiR) ermittelt wurden.

Bei Betrachtung der PKs zeigt sich, dass alle MgtBkorper biphasische
Konzentrations-Zeit-Profile in Mausen besitzen. dist keine Anzeichen einer
beschleunigten Clearance, die auf eine Immunreaktomler Zielstruktur-
vermittelte Medikamenten-Disposition (TMDD) hinwers Wie erwartet sind die
Clearance, die Flachen unter den Konzentrationskdgven und die
Halbwertszeiten (k) der therapeutischen IgGs, die an FcRn-modifieidftiuse
appliziert wurden, von der Anwesenheit von FcRnéalgig und sind proportional
der Anzahl des Transgens. Interessanterweise $atasnv/erteilungsvolumen nur

eines der funf getesteten Antikérper von FcRn Hkesst zu sein.
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HFcRn-transgene Mause koénnen erfolgreich eingesetrtien, um den
hFcRn-Einflussn vivo zu bewerten. Aus den Daten der vorliegenden Stédat
sich allerdings kein Vorteil fir den Einsatz hFctRansgener Mause bei der
Evaluation der PK der untersuchten higGs ableserBdsonderen war es mit den

Mausen nicht méglich die PK von Primaten vorhergesa Mogliche Grinde:

1) Dies lasst sich darauf zurtckfuhren, dass FciRa wichtige Rolle bei der
Pharmakokinetik von hlgG in Mausen und PrimateelspgDie PKs von IgGs, die
auf membrangebundene Antigene abzielen, sind beialn oft durch TMDD

beeinflusst, dies wurde bei Mausen nicht beobachtet

2) Des Weitern ist die Clearance kleiner Molekife won der Korpergrolde
abhangig. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigenditligs, dass die Clearance von

hlgGs nicht immer dieses Verhalten zeigt.

3) Auch die niedrigen endogenen IgG-Spiegel derRmFcansgenen Mause
konnten mit ursachlich sein, da bei niedrigem eedeg 1gG keine Konkurrenz

mit dem therapeutischen IgG um Bindungsstellen aRnFbesteht.

Der Vergleich murinein vivo Daten mit SPR-Messungen demonstriert in
allen Vergleichen eine hohe Korrelation zwischernr ddearance und der
Dissoziationskonstante, wéahrend keine klare Kotimia zwischen 4, und
Assoziationskonstante odeprtind Gleichgewichtskonstante gesehen wurde.

FcRn-defiziente Mause und FcRn-humanisierte Mauseden oft als
Tiermodell bei der pharmakokinetischen Analyse nkbmaler Antikorper
eingesetzt. Phanotypische Parameter solcher Mauwsdew allerdings nur in
wenigen Studien untersucht. Daher wurden in diéskeit das Kérperwachstum

sowie klinisch-chemische und hamatologische Pamnaetalysiert.

Wildtyp-Mause, FcRn-defiziente Mause und die gersoime
hFcRn-transgene Linie lassen in den ersten 100 risthgen ein ahnliches
Korperwachstum erkennen. Im Gegensatz dazu beditzt cDNA-tragende
hFcRn-transgene Linie ein signifikant niedrigeresdhstum. Zusatzlich zeigen
Nachkommen dieser Linie eine hohe Mortalitdt, wesie am 18. Tag
routinemaldig abgesetzt werden.
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Da FcRn-abhangiges Recycling Albumin und IgG vandetrazelluléaren
Abbau schitzt, weisen FcRn-defiziente Mause, deheser Mechanismus fehlt,
niedrige Serumkonzentrationen beider Proteine Bsfwird angenommen, dass
die Hypalbuminamie der FcRn-defizienten Mause dieeisten anderen
Veranderungen des Blutes wie z.B. Anamie, Hypepiipteinamie,

Hyperkalzamie und Hypoproteinamie verursacht.

Die endogene murine IgG-Konzentration von hFcRndganen Mausen betrug
nur 10 % der Konzentration von Wildtyp-Mausen. Grumerfir ist, dass hFcRn
kaum in der Lage ist murines IgG zu binden und =acyceln. Der

Albuminspiegel, der hFcRn-transgenen Mause, wdntrso stark beeintrachtigt

wie der der FcRn-defizienten Mause.

Generell ist zu sagen, dass die pharmakokinetisthearsuchungen zeigen,
dass FcRn ein wichtiger, aber nicht der einzige fl&sfaktor der
Pharmakokinetik therapeutischer higGs in Primateth M&usen darstellt. Daher
sind hFcRn-transgene Mause nicht das ideale Mdigtetlie Vorhersage humaner

Pharmakokinetikem vivo.

Die Blutanalyse FcRn-modifizierter Mause demonstrigass FcRn Albumin und
IgG vor dem Abbau schitzt und Albumin essentietl die Homoostase einer

Vielzahl hamatologischer und klinisch-chemischeraReeter ist.
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7 SUMMARY

Clinical laboratory diagnostics and pharmacokinetic of humanized

therapeutic antibodies in human FcRn transgenic mie

Preclinical assessments of humanized therapeuiizoaes are frequently
carried out in mice to evaluate pharmacokinetick)(RHowever, conventional
rodent models do not appropriately reflect humatibady PK, because the
neonatal Fc receptor (FCRn), playing a criticaénol regulating IgG homeostasis,
shows species-specific differences in 1gG bindiRgediction of human PK is
therefore routinely done in primates. Consequetitigre is a need for improved

preclinical rodent models, which suitable mimic famicRn (hFcRn) function.

To determine whether hFcRn-transgenic mice aratalde rodent model
for humanized 1gG (hlgG) therapeutic developmdmg, RK of five functional and
structural different higG antibodies were tesiadvivo using wild-type mice,
FcRn-deficient mice and two different transgenicus® lines, both deficient in
murin FcRn (mFcRn), but carrying the hFcRn gene@NA or genomic DNA
insertion. In addition, the mouse data were conpdre data obtained from
primates and tan vitro binding studies to hFcRn, determined by surfaasmbn

resonance (SPR).

PK assessment showed that all hlgG antibodies hpbasic serum
concentration time profiles in mice. No indicatifam accelerated clearance due to
an immune response or due to target-mediated digmpsition (TMDD) was
observed. As expected, clearance, area under thie,@and terminal half life {t)
of the used therapeutic 1gGs administered to FcRdHed mice, were
dependent on the presence of FCRn and were propaktio the number of
transgen copies. Interestingly only one of fivaddsantibodies had wlume of

distribution, which seemed to be affected by FcRn.

HFcRn-transgenic mice can successfully be used veduate hFcRn
influencein vivo, but based on data of the present investigatioeret was no
benefit in using hFcRn-transgenic mice to evalulbgePK of higG. In particular,
it was not possible to predict primate PK from thiee. Reasons for that are:
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1) This is because FcRn plays an important rolthénPK of higG in mice and
primates, but PK of IgG antibodies, targeting meanlkrbound antigens, are often
influenced by TMDD in primates, which was not ol&erin mice.

2) Further more, body size is often regarded ta peedictor of clearance of small
molecules. However, the results of the presentysitudicate that hlgG clearance
do not always match with this observation.

3) Also this might be due to the low endogenous lgels of hFcRn-transgenic
mice, because if there is low endogenous IgG it nah compete with the
therapeutic IgG for binding sites on FcRn.

The comparison of the mouse vivo data with SPR-measurements
demonstrates high correlation between clearanceli@sdciation rate in all cases,
while no clear correlation was seen betwaerahd complex formation rate art

and equilibrium constant.

FcRn-deficient mice as well as FcRn-humanized nhiaee often been
used as animal models in the pharmacokinetic aisatyanonoclonal antibodies.
However, only few studies investigated the phenotyarameters in such mice.
Thus, in this study the range of growth, as well ciimical chemistry and

hematologic parameters were analyzed.

Wild-type mice, FcRn-deficient mice, and the genommiFcRn-transgenic
line showed similar growth in the first 100 dayslié¢. In contrast the cDNA
hFcRn-transgenic line showed significant lower girovand pups of this line

showed high mortality when weaned routinely on #iay

Since FcRn-mediated recycling prevents albumin dg& from an
intracellular degradation, FcRn-deficient mice lagk such a FcRn-mediated
recycling process show decreased serum concemisatb both proteins. It is
hypothesized that hypoalbuminemia causes mosteobther alterations seen in
the blood of FcRn-deficient mice such as anemiapeHipoproteinemia,
hypercalcemia and hypoproteinemia. The endogenaushngG concentrations
of hFcRn-transgenic mice were only one-tenth oklewbserved in wild-type
mice because hFcRn is not able to bind and to leayarin IgG. The albumin
level of hFcRn-transgenic mice was not so muchctgfik as in FcRn-deficient

mice.
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In conclusion, the results of the pharmacokinetieestigation demonstrate
that FcRn is an important, but not the only deteing factor of the
pharmacokinetic of therapeutic higGs in primated amce. Therefore, hFcRn-

transgenic mice are not the ideal model for thélipt®n of human PKn vivo.

The blood analysis of FcRn-modified mice demonsgathat FCRn protects
albumin and 1gG from degradation and that albunsn essential for the

homeostasis of much hematologic and clinical chehparameters.
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9 ANHANG
9.1 Tabellen
Tabelle 21A: Durchschnittliche Gewichte der Mauslinen 0 — 40 Tage
Alter|C57BL/6J | mFcRn -/- | hFcRn hFcRn hFcRn hFcRn
(276) Tg +/- | (276) Tg +/+| (32) Tg +/{ (32) Tg +/
(d) & ? _|d ? |d @ J Q J S [ g
0 [1,4 1,4 1,2 1,3 1,2 1,0
1|15 1,4 1,4 1,4 1,3 1,2
2 1,3 2,0 2,0 1,5 1,5 2,0
3 2,2 1,8 2,0 2,5 1,9 2,9
4 |24 3,3 3,0 2,0 2,8 2,8
5 |33 3,0 2,4 3,3 3,5
6 |3,4 2,7 3,3 3,2 4,0 3,9
7 |4,5 3,7 3,1 3,5 3,5
8 |4,3 3,5 4,2 4,2 5,0 5,1
9 |54 4.8 4,9 4,9 5,9 6,5
10 |5,7 4,9 5,8 45 5,1 6,0
11 |6,4 5,4 5,8 5,0 6,2 6,0
12 |5,7 6,6 5,8 7.8 6,6
13 (7,2 7.7 6,6 8,6
14 |6,6 6,5 7.3 5,2 7.6
15 |6,2 7.4 4.4 6,8
16 |6,7 7.3 8,8 5,8 7.4 7.8
17 |71 7,0 7.9 5,9 9,8 7.6
18175 7.8 10,4 9,0 70 60| 90 1d0 9,3
19|74 68|90 76 7,0 79 879
20183 78194 96/99 85| 72 60| 99 9B 98 90
21194 83|80 78|98 90| 77 70 10,7 92
22 |116 90(94 105 100 1034 90 82 11,3 10,7 83 B2
23 |10,3 98115 11,0 11,3 10,4 11,3 9,7 1p,8 10,5 10,0
24 |11,1 10,4 104 94| 10,8 11,1 11,0 9,5 8|0
25 |12,4 11,0 14,7 12 120 9,8 14,7 15,0 12,5 10,9
26 |13,7 11,4 151 14,0 12,8 142 13}4 16,0 150 143 [|135
27 |145 13,1154 14p 17,0 159 127 16,9 13,6 153 |[158
28 |16,8 14,0 17,6 15 16,5 14,0 18,0 18,0 15,7 15,7
29 |16,8 14, 185 15p 17,4 16,2 15,8 13,2
30 |17,4 15,0 18,7 16,1 18,0 16,0 125 20,0 15,3 17,7 [15,0
31/18,4 16,3 18,9 154 183 16,7 148 16,0
32 |19,7 20,9 17, 17,3 134 19,0 19,0 16,8
331200 16,3215 17,f 22,3 18,7 15,0
34 1206 17,0 22,2 18,1 185 19,1 16/5 22,1 183 195 [185
35 19,5 17,4 21,8 18,p 20,0 17,7 147 224 192 21,0 [185
36 |21,1 174 21,7 17 175 14B 22,3 18,1 230 [9,3
37 |120,8 19,1 21,6 18,p 21,0 20,1 1,9
38 /20,8 16,71 21,9 18,1 21,4 20,9 18|1 22,4 17,7 17,6
39 |21,6 19,3 23,6 18,p 23,0 20,9 22,0 19,0 22,3 18,3
40 [21,7 23,3 18,9 23,0 20,8 25,3 18,4

Von Tag 0 — 17 handelt es sich um gemischtgescthigoh Werte.

Fortsetzung siehe Folgeseite



9. Anhang 132

Tabelle 21B: Durchschnittliche Gewichte der Mauslinen 41 — 80 Tage
Alter|C57BL/6J | mFcRn -/- | hFcRn hFcRn hFcRn hFcRn

(276) Tg +/- | (276) Tg +/+| (32) Tg +/{ (32) Tg +/j

@ | ? |d ¢ |d ? 3 S (s} 2 [} ?
41 22,0 224 20,0 242 184 190 17p 240 184 22,4 97
42 1216 199241 18p 233 195 204 175 242 183 233 [194
43 |21,3 18,0 253 18p 239 19, 22,8 18,4 23,7 20,0
44 1216 209223 21p 228 194 211 18/5 248 188
45 |23,3 20,5 18,2 22,0 17,9 222 17p 21,4 188 250 [95
46 |24,3 199 24,2 23,1 184 21,0 26,0 184 242 214
47 122,8 19,4 238 18,6 26,5 23,3 29,0
48 23,3 250 20% 24,7 194 200 17 258 19,6 24,7 P03
49 |22,8 19,0 25,8 20,5 24,6 19,% 251 18,2 23,9 20,7
50 [23,1 19,7245 21B 250 19,1 21,3 17|7 246 202 258 [20,0
51 (22,8 20,0 24,7 19 251 19,4 235 17|8 245 200 253 [20,3
52 [23,9 25,5 19,9 22,9 26,4 198 240 20,3
53 |25,1 19,2242 21p 244 201 232 19)0 19,8 22,9 [8,7
54 (24,4 24,0 25,6 199 245 188 26,3 20,0 20,6
55 (25,8 20,7259 20,1 246 20,0 22,3 188 20,0 23,7 9,6
56 |25,3 20,4 248 198 249 20,3 23,4 17|3 259 20,0
57 |25,2 19,7127,7 20B 263 19,0 23,3 18|83 26,0 20,1 19,7
58 |25,6 19,4 290 198 243 19,6 25,0 26,5 20,7 27,5 P13
59 [24,3 22,0 26,0 19,p 26,0 20, 19p 27,8 20,0 250 p0,2
60 |25,7 20,4 27,5 20,f 247 19,6 250 18/0 23,8 203 250 [20,0
61 [27,0 20,7 27,2 26,0 21, 20,4 21,0
62 |25,2 18,4270 21,01 26,7 20,3 245 19)2 2,0 26,4 0,3
63 |26,8 26,8 21,0 249 20,1 248 18p 272 21,027,0 P22
64 |25,8 20,7 254 204 249 202 26,5 19,1 26,8 20,7
65 27,0 20,3280 198260 22,0 243 19/0 27,6 21,0 D1,2
66 |27,4 20,7283 21p 270 21,0 255 20,8 2,7
67 [26,0 21,9 27,6 26,7 21,4 258 20 20,6 26,3 214
68 |28,0 21,3293 21p 275 223 230 19|8 305 224 p1,7
69 |26,2 20,7283 21p 286 208 253 20/6 30,0 214 27,0 [205
70 [26,5 21,0270 21,0 263 21,1 249 213 26,8 204 0,7
71 (25,9 20,290 22B 247 203 244 19|7 27,1 21,1283 [21,3
72 126,3 21,0 28,7 19,8 27,5 249 20p 287 21,0 27,3 P35
73 |27,8 20,4280 19p 300 22,8 256 19|6 27,3 21,3278 |14
74 |27,8 20,4292 22p 272 20, 266 202 280 215 p2,2
75 (28,5 22,7 285 285 22,4 256 204 27,3 2,7 27,0 po,1
76 |29,3 21,9296 214257 21,2 266 20/5 31,0 228 p2,7
77 |28,0 22,1 29,0 233 26,1 205 29,7 295 2.4
78 |27,2 21,930,7 226 27,4 21,1 240 20/0 27,5 21,8 2872
79 |27,6 229278 206 283 21,3 249 21j0 280 21,8 30,0 [20,6
80 [27,1 21,5280 204 288 21,3 265 20/6 315 216 D1,2

Fortsetzung siehe Folgeseite



9. Anhang 133

Tabelle 21C: Durchschnittliche Gewichte der Mausliten 81 — 100 Tage

Alter|C57BL/6J |[mFcRn -/- | hFcRn hFcRn hFcRn hFcRn
(276) Tg +/- | (276) Tg +/+| (32) Tg +/{ (32) Tg +/}
(@) |8 ? |d S () Q 3 Q 3 ? |d ¢
81129,1 21,1293 22B 253 20,% 26,7 21l0 28,3 225 p2.7
821275 22,4283 20p 295 22,8 254 20|9 21,0 27,5
831285 21,3288 22p 21,4 265 20 24,0
84 130,3 22,7 26,7 21,2 275 20,1 295 2P3 27,6 220
851285 21,429,7 23p 279 21,8 26,0 208 282 19,0
86 |29,7 23,71 280 20B 27,2 23,0 258 206 28,3 22,0 28,7 [20,9
871285 21,4290 21B 283 21,3 256 21|0 21,7 29,3 p2,0
88 |27,3 21,1288 22B 273 21,2 278 205 29,0 225 P1,0
89 |28,8 21,4 29,5 29,3 22, 20,9 22,3 31,0
90 |29,2 23,730,3 20,p 29,0 21,3 27,9 21|5 27,4 230
91 |28,0 21,4 29,4 270 223 26,3 21f 28,2 23,0 29,8 P23
92 1271 214 21,3 286 23,4 26,0 204 285 23,0 30,0 P4,0
93 |28,9 22,4 28,0 270 21,1 266 20pb 29,0 21,7 31,0 P3,0
94 |285 21§ 30,0 24,0 26,0 20,2 285 20,0 29,7 24,8
95129,8 21,4 30,7 21p 214 250 218 285 2,1 295 P29
96 |29,7 21,9 28,4 23p 26,8 21, 2088 273 21,4 29,3 P20
97 |28,1 2294 20,4 28,2 22,4 26,7 20 2p,0 21,7
98 |28,3 21,928,7 22, 293 23,0 289 21|0 29,0 235 28,0 [23,0
99 |28,3 22,4299 214 278 24717 273 209 29,0 22,8 30,5 [21,7
100|29,1 21,d 293 23B 282 24,0 288 20|7 29,2 22,8 29,9 [23,3

Dargestellt sind Mittelwerte der Koérpergewichte @ramm der einzelnen
Mauslinien nach Geschlechtern getrennt. Die Tabsiédlt die Grundlage zu
Abbildung 14 dar.
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