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4. Ergebnisse

4.1. Herstellung, Aufreinigung und Nachweis eine€D33-spezifischen IgM-Antikdrpers

4.1.1. Herstellung und Aufreinigung des Antikorpers

CD33-spezifische IgM-Antikdrper wurden durch tramge Genexpression in HEK 293-
EBNA-Zellen hergestellt. Zur weiteren Isolierungsdéntikorpers wurde der Uberstand der
transienten Genexpression mit Hilfe der AKTA™ primét HiTrap™ Saulen aufgereinigt.

Die gereinigte Proteinmenge wurde elektrophoretisahigetrennt und die Banden in

Coomassie unspezifisch gefarbt.

83 kDa— —

22 kba—

Abbildung 4: Coomassiefarbung des aufgereinigter@D83-Antikdrper nach einer SDS-Polyacylamid Getedephorese:
nach der Aufreinigung des exprimierten Proteins aesn HEK 293-Zellkulturiiberstand wurde eine SDS-EAG
durchgefiihrt und das Gel anschliessend unspezifist@oomassie angefarbt. Die danach sichtbaren Bebeie22 und 83
kDa ensprechen jeweils einer IgM light- und heakgin.

Es zeigten sich zwei saubere Banden, eine beild@3a3und eine bei ungefahr 22 kDa. Die
obere Bande entspricht der schweren Kette einesoMers des IgM-Antikérpers, die untere

der leichten Kette. Zum spezifischen Nachweis w@idéNestern Blot durchgefuhrt.
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4.1.2. Nachweis des Antikdrpers im Western Blot

Die gereinigte Proteinmenge wurde mit Hilfe einedDSSGelelektrophorese aufgetrennt,
geblottet und Uber einen anti-u-spezifischen Ampkd entwickelt. Wie erwartet stellt sich im
Western Blot eine Bande bei ca. 83 kDa dar, entbered der schweren Kette des IgM-
Antikorpers. Parallel zur Aufreinigung erfolgte eitKonzentrierung des Antikorpers durch
Elution in einem geringen Endvolumen. Die Ublicheise erreichte Endkonzentration lag bei
ungefahr 300 pug/ml.

1 2 34 5 6

83 kDa —

Spur 1: CD33 IgM Zellkulturiiberstand

Spur 2: CD33 IgM aufgereinigt (Chargel)

Spur 3: CD33 IgM aufgereinigt (Charge?2)

Spur 4: Negativkontrolle

Spur 5: Negativkontrolle

Spur 6: Positivkontrolle: humanes Serum mit IgM

Abbildung 5: Western-Blot des Zellkulturiiberstandesl der daraus aufgereinigten IgM-Antikdrper. Nagher SDS-
Polyacrylamid Gelelektrophorese wurden der HEK-Z@8kulturiiberstand und die daraus aufgereinigtgd-Antikdrper

im Westernblot dargestellt. Dieser wurde entwickeilt einem anti-human IgM p-chain spezifischen $elrantikbrper aus
der Maus und einem biotinylierten Maus-anti-ZiegatiBrantikdrper. Die danach sichtbare Bande bekBa& entspricht
einer IgM heavy-chain.

4.2. Nachweis eines CD33-spezifischen 1gG-AntikOrpe

In dieser Arbeit werden IgM- und IgG-Antikorper ndentischer Spezifitat (gleiches Antigen
und Epitop) auf ihre funktionelle Aktivitdin vitro getestet. Der bereits im onkologischen
Labor vorhandene Anti-CD33-IgG-Antikérper wurde nfieundlicherweise zur Verfiigung
gestellt. Zum Vergleich wurde er ebenfalls mittellser Coomassiefarbung nach SDS-PAGE
und im Western Blot spezifisch mittels eines AntitFAntikorpers dargestellt.
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1 2 3
83 kDa—
50 kDa—
22 kDa—

Spur 1: CD33 IgM Konzentration= 310ug/mi
Spur 2: CD33 IgM Konzentration= 280pg/ml
Spur 3: CD33 IgG Konzentration= 250 pg/ml

Abbildung 6: Coomassiefarbung des aufgereinigtetirGD33-IgM-Antikérpers und des aufgereinigten a@id33-1gG-
Antikdrpers nach einer SDS-Polyacylamid Gelelekiongse: nach der Aufreinigung des exprimierten WyMikorpers aus
dem HEK 293-Zellkulturiiberstand wurde mit diesertéin und dem IgG-Antikdrper eine SDS-PAGE durckigef und
das Gel anschliessend unspezifisch mit Coomassifamgy Die danach sichtbaren Banden bei 22 undg8dntsprechen

jeweils einer IgM light- und heavy-chain, die Barals 50 kD einer IgG heavy-chain, die IgG light-ahast nicht mehr
sichtbar.

Bei 50 kDa zeigt sich die Bande der schweren Kagte IgG-Antikorpers, die leichte wie die
des IgM-Antikorpers bei ungefahr 20 kDa. Zum Veigiewurden die beiden Banden des
IgM-Antikorpers dargestellt, die schwere bei 83[8akund die leichte bei ungefahr 22 kDa.

50 kDa—

Abbildung 7: Western Blot CD33 IgG nach einer SDSyRalylamid Gelelektrophorese, entwickelt iber Mans-human
IgG Fcy-Fragment specific: mit dem IgG-Antikérpeungte eine SDS-PAGE durchgefihrt und das Gel aresddnd im
Western-Blot iber Maus-anti-human IgG Fcy-Fragmemecsic entwickelt. Die danach sichtbare Bande bei Kba
entspricht einer IgG heavy-chain.
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4.3. Charakterisierung der Antikdrper und ihrer Bin dungseigenschaften

Durchflusszytometrisch wurde die Bindung des Anfagis am Zielantigen untersucht.

4.3.1. Der CD33-spezifische IgM-Antikdrper

Der anti-CD33-IgM Antikorper wurde zu der das CD83tigen stabil exprimierenden CHO-
Zelllinie gegeben und dann Uber p-spezifische umth-$pezifische Sekundarantikdrper
entwickelt. Als Negativkontrolle diente der p-sgische Sekundarantikorper. Die
Veranderung der Fluoreszenz-Intensitat in Abbild@ag Bezug auf die Negativkontrolle
zeigt, dass CD33-IgM an die Oberflachen der CHOexndbindet.

CD33 IgM

Rot: Negativkontrolle: anti-human IgM p-chain spiecéuf CD33-positive CHO-Zellen

Schwarz: Positivkontrolle: CD33-PE auf CD33-positt4dO-Zellen

Griin: CD33 IgM entwickelt Giber anti-human IgM p-ahapecific, Maus-anti-Ziege, biotinyliert, Strepitdin-PE

Blau: CD33 IgM entwickelt Giber Kaninchen-anti-humaMl Fc5u-fragment specific, Ziege-anti-Kanincherigtinyliert,
Streptavidin-PE

Violett: CD33 IgM entwickelt Uber Ziege-anti-humag@ Fab specific, biotinyliert

Abbildung 8: Durchflusszytometrische Darstellungs denti-CD33-IgM-Antikdrpers: Durch Entwicklung desnfkdrpers
Uber p- und Fab-spezifische Sekundarantikorper avimdVergleich mit der Negativkontrolle (rot) dufielsszytometrisch
nachgewiesen, dass das Konstrukt intakt ist.

Durch die Entwicklung tber verschiedene Sekundik@mer wurde gezeigt, dass sowohl der
p-spezifische Teil des IgM-Antikorpers, als auchr dab-Teil vorhanden war. Da das
Immunglobulin Uber einen anti-human-IgM-u-chain-ikiéitper und Uber einen anti-Fab-
Antikorper auf der Zelloberflache gebunden nachgeem wurde, ist das Konstrukt intakt.
Der Antikérper wurde also korrekt exprimiert undt isauch nach mehreren

Aufreinigungsschritten intakt.
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4.3.2. Der CD33-spezifische IgG-Antikdrper

Auch der CD33-spezifische IgG-Antikdrper wurde @lHO-Zellen mit einem CD33-Antigen
gegeben und dann Uber Fcy-spezifische und Fabfsobe Sekundarantikérper entwickelt.
Als Negativkontrolle diente der Fcy-Sekundarantigir Die Veranderung der Fluoreszenz-
Intensitat in Abbildung 9 in Bezug auf die Negatwkrolle zeigt, dass CD33-IgG an die
Oberflachen der CHO-Zellen bindet.

1n® 10° 102 107 10

v

CD33 IgG

Rot: Negativkontrolle Maus-anti-human 1gG Fcy-Fragimepecific auf CD33-positive CHO-Zellen
Schwarz: Positivkontrolle anti-CD33-PE-Antikdrperakt auf CD33-positive CHO-Zellen

Griin: CD33 IgG entwickelt Uber Ziege-anti-human Ig&b specific, biotinyliert, Streptavidin-PE
Blau: CD33 IgG entwickelt (iber Maus-anti-human IgGHcagment specific

Abbildung 9: Durchflusszytometrische Darstellungs d@D33 IgG-Antikdrpers: Durch Entwicklung des Antigérs Gber
Fcy- und Fab-spezifische Sekundarantikdrper wurdeViergleich mit der Negativkontrolle (rot) durchgkzytometrisch
nachgewiesen, dass das Konstrukt intakt ist.

Durch die Entwicklung tber verschiedene Sekundik@mer wurde gezeigt, dass sowohl der
Fcy-spezifische Teil des IgG-Antikdrpers, als awdr Fab-Teil vorhanden war. Da das
Immunglobulin Gber einen anti-human-lgG-Fab-Antpé@r und tber einen anti-human-IgG-
Fcy-Antikorper auf der Zelloberflaiche gebunden mmetiesen wurde, ist das Konstrukt

korrekt exprimiert und trotz mehrerer Aufreiniguagisritte intak.
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4.3.3. Vergleich des IgM- und des IgG-Antikdrpers

10*

v

CD33 IgM und CD33 IgG

Rot: Negativkontrolle anti-human IgM p-chain specéuf CD33-positive CHO-Zellen

Schwarz: Positivkontrolle CD 33-PE direkt auf CD 3&itive CHO-Zellen

Grin: CD 33 IgM entwickelt Gber anti-human IgM p-thapecific + Maus-anti-Ziege, biotinyliert, Straptdin-PE
Blau: CD33 IgG entwickelt Giber Maus-anti-human 1gG Feagment specific

Abbildung 10: Durchflusszytometrische DarstelluresdCD33 IgM- und des CD33 IgG-Antikorpers im Verdheibeide
Antikdrper sind korrekt exprimiert und besitzenighermassen die Fahigkeit, ihr Zielantigen zu bmdeie Konzentration
des IgG-Antikorpes ist ungefahr doppelt so hochdigedes IgM-Antikbrpers.

Abbildung 10 zeigt eine &ahnliche Fluoreszenz-Intétsinderung bei IgM und IgGes
binden etwas mehr IgG-Antikérper an die Zellenlgd-Antikorper. Dies liegt daran, dass
50ul des IgG-Antikdrpers mit einer Konzentrationnvongefahr 600 pg/ml und 50ul des
IgM-Antikorpers mit einer Konzentration von ungef&800 pg/ml eingesetzt wurden.
Zusammenfassend lasst sich bis hierhin sagen, loside Antikdrper korrekt exprimiert

wurden und die Fahigkeit besitzen, ihr Zielantigarbinden.

Desweiteren lasst sich nach der Durchflusszytoméeieststellen, dass trotz der beiden
unterschiedlichen Fc-Fragmente der beiden Antikdgie ahnlich starkes Fluoreszenzsignal
zu detektieren ist, was fur eine ahnlich starkeil®mperbindung beider Antikorper spricht.
Somit kann durchflusszytometrisch ausgeschlosserdeme dass die verschiedenen Fc-

Fragmente einen starken Einfluss auf die Affinitét beiden Konstrukte haben.
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Nachdem die Intaktheit sowohl des IgM- als auch Ig€sMolekils nachgewiesen wurde,
und durchflusszytometrisch gezeigt wurde, dassebAidtikorper eine ahnliche Affinitat far
das CD33-Antigen besitzen, wurden die Antikorperzigdch ihrer Funktion im

Zytotoxizitatsassay getestet.

4.4. Funktionelle Testung der Antikbrper im Zytotoxzitatsassay

Im Zytotoxizitatsassay wurde die Fahigkeit der baidanti-CD33 Antikorperformate

gemessen, das Komplementsystem zu aktivieren uddrcla CD33-Antigen exprimierende
CHO-Zellen zu lysieren. Als Negativkontrolle diemt€HO-Zellen, die stabil das CD19-
Antigen auf ihrer Oberflache exprimieren. Sowoht teém CD33-IgM- als auch mit dem
CD33-IgG-Antikorper erfolgte keine Lyse der Kontealllen. Ebenso erfolgte keine Lyse von
parentalen CHO-DHFR-Zellen, die keines der Antigexgrimieren.

4.4.1. Komplementvermittelte Zytolyse des IgG- undigM-Antikorperformates bei

gleicher Konzentration

Lyse CD33 IgM und IgG
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50 25 125 6,25 3,125 156 0,78 0,39 0,2
Antikérperkonzentration (pg/ml)

Rosa: CD33 IgM auf CHO-CD33-Antigen-Zellen

Blau: CD33 IgG auf CHO-CD33-Antigen-Zellen

Griin: Negativkontrolle CD33 IgM und CD33 IgG auf CHO-TIAnNtigen-Zellen
Gelb: Negativkontrolle CD33 IgM und CD33 IgG auf@atalen CHO-DHFR-Zellen
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Abbildung 11: Zytotoxizitats-Assay. Dargestellt ie spezifische Lyse des anti-CD33 IgG- und IgMikdrtpers zur
jeweiligen Antikdrperkonzentration. Sowohl bei hohas auch bei niedrigen Konzentrationen ist fiir dgv-Antikdrper
eine starkere Lyse nachweisbar. Die dargestellrwéist eine Reprasentation von drei Versuchenudier den gleichen
Bedingungen durchgefiihrt wurden und einen dhnlithenenverlauf ergaben.

Der Versuch wurde dreimal unter den gleichen Auggbadingungen durchgefihrt. Die
Ausgangskonzentration sowohl des IgM- als auchgigsAntikdrpers betrug 50pg/ml.

Die Abbildung 11 zeigt, dass der CD33-IgM-Antikdrpaeis zu 70% aller CD33-Antigen

exprimierenden CHO-Zellen lysiert, hingegen der GDPG-Antikdrper nur ca. 55%. Wie

erwartet kann das IgM-Antikérperformat im durchdetén Zytotoxizitatstest mehr

Komplement aktivieren und zu einer hoheren Lysedielzellen fihren. Dargestellt ist die
Reprasentation von drei unter gleichen Bedingungkmchgefiihrten Versuchen mit
ahnlichem Kurvenverlauf. Aufgrund des unterschiddliaschen Abfalls der Lyserate in den
verschiedenen  Versuchen l&sst sich keine  sinnvolMittelwertkurve — mit

Standardabweichungen darstellen.

4.4.2. Komplementvermittelte Zytolyse des IgG- undigM-Antikorperformates bei
gleicher Molaritat

Entscheidend fir die komplementvermittelte Lyse istie Anzahl von
Komplementbindungsstellen, die an der Zellmembemankert werden. Da das IgM-Molekdl
in vivo vor allem als Pentamer vorkommt, wurden die glencEytotoxizitatsversuche auch
unter naherungsweise isomolaren Bedingungen dufi@ige Aus diesem Grund wurde das
pentamere IgM-Konstrukt in einer weiteren Versueltsr in funf-facher Konzentration
eingesetzt. Die Abbildungen 12 und 13 zeigen, abgsCD33-IgM-Antikdrper in 5-fach
hoherer Konzentration als der CD33-IgG-Antikdrper tu 75% der CHO-Zellen mit einem
CD33-Antigen auf ihrer Oberflache lysiert, und dals Anzahl der lysierten Zellen mit
abfallender Antikdrperkonzentration abnimmt. Degerein zeigt sich, dass der CD33-IgG-
Antikdrper nur bis zu 55% der CHO-Zellen lysierpdudass der prozentuale Anteil der
lysierten Zellen mit sinkender Antikérperkonzenitmatschneller abnimmt als bei dem CD33-

IgM-Antikorper.
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Mittelwerte und Standartabweichung Lyse CD33 IgM
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Antikdrperkonzentration (ugl/ml)

Blau: CD33 IgM auf CHO-CD33-Antigen-Zellen

Abbildung 12: Mittelwerte von zwei Zxtotoxizitatsssy/s mit IgM mit Standartabweichung

Mittelwert und Standartabweichung CD33 IgG

10 5 2,5 1,25 0,625 0,31 0,16 0,078 0,039 0,019
Antikérperkonzentration (ug/ml)

Blau: CD33 IgG auf CHO-CD33-Antigen-Zellen

Abbildung 13: Mittelwerte von zwei Zxtotoxizitétsses/s mit IgG mit Standartabweichung

Aus graphischen Grinden wurde bei einigen Werter der obere Wert der

Standartabweichung dargestellt.

Auf diese Weise war es moglich, die beiden Antileifprmate mit der gleichen Molaritat

bzgl. ihrer Zytolyserate zu vergleichen. Wie obe&sdhrieben wurde vereinfachend zunéachst
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die funf-fache IgM-Konzentration eingesetzt unddatiessend Uber die Molmasse auf die
Molaritat zurtickgerechnet. Aus diesem Grund ergatieh fir das IgG- und das IgM-
Konstrukt nicht exakt dieselben Messpunkte.

Lyse CD33 IgM und IgG

Lyse %
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Antikérperkonzentration (umol/ml)

Blau: CD33 IgM auf CHO-CD33-Antigen-Zellen
Rosa: CD33 IgG auf CHO-CD33-Antigen-Zellen

Abbildung 14: Zytotoxizitats-Assay in Abhangigketn der Molaritat. Dargestellt ist die spezifisthyese des anti-CD33
19G- und IgM-Antikdrpers zur jeweiligen molaren Addrperkonzentration. Da naherungsweise die flihigaigM-
Konzentration eingesetzt wurde und anschliesserddib Molmasse auf die Molaritat zurlickgerechnatds, ergeben sich
fur die beiden Antikérperformate jeweils untersctiighe Messpunkte. Im Vergleich der molaren Antpénkonzentrationen
wird die starkere Zytolyse des IgM-Formates nodlitléser.

Im molaren Vergleich der beiden Formate wird délstre komplementvermittelte Lyse des
IgM-Konstrukts noch deutlicher.



