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1 Einleitung

1.1  Krebs

Krebs gehort zu den fuhrenden frihzeitigen Todesursachen und im Jahr 2016 fihrte dies
weltweit zu einem Sterben von 4.5 Millionen Erkrankten, wobei die Sterblichkeitsrate vor
allem in L&ndern mit niedrigem Lebensstandard besonders hoch ist [1]. Gemal? des World
Cancer Reports (2020) wird von 27 Millionen Neuerkrankten im Jahr 2040 ausgegangen, was
einem 50 %igen Wachstum ausgehend von 18.1 Millionen Erkrankten im Jahr 2018 entspricht
[2]. Dabei gehort Lungenkrebs mit 2.1 Millionen Neuerkrankten (2018) zu der héufigsten
Krebsart bei Mannern und zweithdufigsten bei Frauen mit einer Sterblichkeitsrate von
insgesamt 1.8 Millionen Menschen [3]. Mit 2.1 Millionen Neuerkrankten und 627 000 Toten
im Jahre 2018 gehort Brustkrebs bei Frauen zu der haufigsten Krebsart gefolgt von dem
kolorektalen Karzinom, welches bei Mannern nach Prostatakrebs (2018: 1.3 Millionen
Neuerkrankte, 360 000 Tote) ebenfalls zu der dritthufigsten Tumorart zahlt. Hier erkrankten
2018 insgesamt 1.8 Millionen Menschen, wobei 880 000 verstarben [3]. Besonders der Konsum
von Tabak und Alkohol [4] sowie solare UV-Exposition [5, 6] als auch die Luftverschmutzung
[7] gelten als karzinogene Faktoren, ebenso wie bakterielle und virale Infektionen [8].

Dabei ist der Differenzierungsprozess einer gesunden und normalen Zelle hin zu einer
entarteten Tumorzelle komplex. So benannten Hanahan und Weinberg wesentliche Merkmale,
die eine Neoplasie ausmachen: die Aufrechterhaltung der proliferativen Signaliibertragung, die
Umgehung von Wachstumssuppressoren, die Zelltodresistenz, die Ermoglichung der
replikativen Unsterblichkeit, die Induktion der Angiogenese, die Aktivierung der Invasion und
Metastasierung, die Umgehung der Zerstérung durch das Immunsystem sowie die
Umprogrammierung des Energiemetabolismus [9]. Einer der wichtigsten intrazelluléren
Tumorsuppressoren p53, auch genannt guardian of the genome [10], erkennt Genomschéaden
sowie suboptimale Verhéltnisse an Nukleotiden, wachstumsfordernden Signalen sowie
Glukose und kann infolgedessen die Progression des Zellzyklus anhalten oder aber bei
schwerwiegenden Schéden die Apoptose einleiten [11]. Bei Mutationen innerhalb seines Gens
ist p53 nicht mehr voll funktionsfahig, die oben genannten Schutzmanahmen kdnnen nicht
mehr greifen und es kommt zu einem unkontrollierten Wachstum von Zellen mit beschadigtem
Genom [12, 13]. Mutationen im Protoonkogen RAS hingegen fuhren zu dessen unkontrollierter

Aktivierung, was den Verlust der GTPase-Aktivitat bedeutet und ein dauerhaftes,
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wachstumsstimulierendes Signal Gbermittelt [14]. Eine besonders kritische Funktion nimmt das
Zytokin Transforming Growth Factor (TGF-p) ein, ein Wachstumsfaktor, der eine wesentliche
Rolle in der Differenzierung von Zellen und Geweben spielt [15]. Bei normaler Funktion und
im frihen Krebsstadium fungiert er als Tumorsuppressor und beeinflusst die Zellproliferation
und -differenzierung sowie Apoptose [16]. Bei einer erhohten Aktivitat hingegen fordert er die
Epithelial-mesenchymale Transition der Tumorzelle [17]. Die gefolgte Herunterregulierung
von unter anderem E-Cadherin, ein wichtiger Faktor fiir die Zell-Zell-Adhésion, als auch der
Verlust der Zellpolaritat ermdglichen der Tumorzelle die Wanderung durch die Basalmembran,
was letztlich die Metastasierung bedeutet [18, 19]. Ebenso besitzt TGF-f eine anti-
inflammatorische Funktion und schiitzt so den Tumor effektiv vor dem Immunsystem [20]. Ein
ebenso bedeutender Faktor ist das Tumormikromilieu [21]. So besteht der Tumor nicht nur aus
den eigentlichen Krebsstammzellen, welche Mutationen auf den Onkogenen und
Tumorsuppressorgenen tragen, sondern auch aus verschiedenen Zellarten wie Endothel-,
Immunzellen, Fibroblasten und Perizyten, welche insgesamt als Zellverband miteinander
agieren und effektiv an der Tumorgenese beteiligt sind [21]. Die Hauptaufgaben des
angeborenen und adaptierten Immunsystems sind die Erkennung und Beseitigung von
Pathogenen aber auch von gealterten und beschadigten Zellen, zu welchen aufgrund ihrer
Verénderung auch Krebszellen gehoren [22]. Jedoch kénnen Krebszellen durch Ausschiittung
von Chemokinen regulatorische T-Zellen rekrutieren, deren Hauptaufgabe die Unterdriickung
von ungewollten Immunreaktionen ist, und somit antitumorale Immunreaktionen unterdriicken
[23]. Makrophagen des Typs 2 gelten als Tumor assoziierte Makrophagen und werden von
Tumorzellen durch Ausschittung von Interleukinen, TGF-p oder dem Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) aktiviert und wirken anti-inflammatorisch und begunstigen die
Tumorgenese [24]. Ebenso konnen Krebszellen dem Immunsystem durch Maskierung
entgehen, indem sie den sogenannten Programmed Death-Ligand 1 (PD-L1) exprimieren,
welcher an das von T-Zellen tragende PD-1-Antigen bindet und somit die Tumorevasion
bewirkt [25].

Die Komplexitat und Heterogenitdt des Tumors sowie dessen Mikromilieu und die dabei
involvierten Mechanismen und Signalwege der Tumorgenese erfordern zwingend die
Verbesserung und Weiterentwicklung bestehender Therapien als auch das Finden neuer

Therapieansétze, um einen erfolgreichen und langanhaltenden antitumoralen Effekt zu erzielen.



1.2 Konventionelle Behandlungsstrategien des Krebsleidens

Die zu wahlende Behandlungsstrategie ist immer abhangig von der Krebsart und kann nicht
standardisiert werden. Aktuell gilt nach wie vor der chirurgische Eingriff als first line of choice
bei der Behandlung von soliden Tumoren [26]. Dabei ist dieser von der Grole, des Typs und
der Lokalisierung des Tumors abhangig als auch von dem gesundheitlichen Zustand des
Patienten. Ebenso beinhaltet dies folgende Nachteile. Der Tumor kann nur entfernt werden,
wenn er auch gut zuganglich ist und dessen vollstandige Exzision kann nicht garantiert werden.
So konnen die am Randbereich der chirurgischen Inzision noch weiterhin befindlichen
Tumorzellen zu einer Remission fiihren [27]. Ebenso ist diese Behandlungsart auf solide
Tumoren beschrankt und kann nicht fir Leukamien und nur schlecht fiir Metastasen angewandt
werden. Zu erwahnen ist hier, dass vor allem Metastasen einen todlichen Verlauf der Krankheit
bedeuten [28]. Infolgedessen wird der chirurgische Eingriff zumeist mit einer Chemo- oder
Radiotherapie begleitet, entweder pré- oder postoperativ.

Bei der Radiotherapie, ebenso eine der haufigsten Behandlungsarten, wird hoch energetische
Strahlung wie Rontgen-, Gamma- oder Elektronenstrahlung auf den Tumor gerichtet [29].
Aufgrund ihrer hohen Energie erzeugt die ionisierende Strahlung reaktive Radikale, welche
uber Radikalkettenreaktion zu einer Schadigung von biologischen Strukturen fuhrt. Vor allem
Wassermolekile, welche dominant in biologischen Systemen vorliegen, werden in
Anwesenheit von Sauerstoff zu Hydroxyl-Peroxyl-Radikalen (HO--) radikalisiert sowie weitere
reaktive Oxygen Spezies (ROS) erzeugt [30]. Folglich ist der Erfolg hier maRgeblich von der
Sauerstoffkonzentration im Tumor abhdngig. Aufgrund der anndhernd gleichen
Vaskularisierung konnen kleine Tumore hier besser adressiert werden [30]. Neben der
Schédigung von Proteinen und Lipiden ist aber vor allem der Einfluss auf die DNA wesentlich
[31]. Die liber ROS erzeugten Doppelstrangbriiche kdénnen zwar bis zu einem bestimmten MaR
uber DNA-Reparaturmechanismen kompensiert werden, jedoch resultieren fehlerhafte oder
nicht reparierte DNA-Schéaden im Zelltod, der entweder kontrolliert als Apoptose [31] oder
mitotische Katastrophe [32] erfolgt. Weiterhin kann die ionisierende Strahlung zellulére
Signalkaskaden aktivieren, die mitunter auch kontraproduktiv zu der eigentlichen
antitumoralen Behandlung sind und zu einer Radioresistenz fiihren [33]. So kann eine ROS
vermittelte Aktivierung des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) erfolgen welches
wiederum Transkriptionsfaktoren aktiviert und die Zellproliferation anregt [34]. Weiterhin wird
durch Bestrahlung die Internalisierung und der Transport von EGFR durch Caveolin-1
gefordert, was wiederum die DNA-abhangige Proteinkinase DNA-PK und weitere

Zellrepariermechanismen aktiviert [35, 36]. Ebenso beeinflusst EGFR die DNA-
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Reparaturproteine XRCC1 und ATM, welche zusatzlich die Ausbildung einer Radioresistenz
beglnstigen [37].

Eine weitere Art der hdufigsten Krebsbehandlungen stellt die Chemotherapie dar. Hierbei
werden Zytostatika wie Alkylantien [38], Platinverbindungen [39] oder spezielle Antibiotika
[40, 41] verabreicht, die meist auf DNA-Ebene die Zellproliferation verhindern. Jedoch erfolgt
der Effekt unspezifisch und affektiert besonders Zellen mit einer hohen Proliferationssrate,
welche neben Tumorzellen auch Epithelien, Follikel und Blutzellen sind [42]. Der Vorteil der
breiten Anwendung mit keiner lokalen Beschrankung des Tumors geht allerdings einher mit
wesentlichen Nebeneffekten wie Alopezie, Vomitus oder Fatigue und kann in akuten Féllen
sogar zu einer akuten myeloischen Leuké&mie fuhren [43, 44]. Wie im Falle der Radiotherapie
kann es auch hier zu einer Chemoresistenz kommen. So konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression des DNA-Exzisionsreparaturproteins ERCC-1 in Patienten  mit
Ovarialkarzinom mit einer Cis-Platin-Resistenz korreliert [45, 46].

Die Beschrénkung eines chirurgischen Eingriffs auf lokale, gut erreichbare Tumore sowie die
mit teils immensen Nebenwirkungen korrelierenden und zu Resistenzen ausbildenden Chemo-
und Radiotherapien verstarkten das Interesse an der Findung von neuen, zielgerichteten und

somit tumorspezifisch wirkenden Therapeutika.

1.3 Zielgerichtete Tumortherapie

Im Gegensatz zu den eingangs erklarten klassischen Krebstherapien ermdglicht die
zielgerichtete Tumortherapie durch Erkennung und Bindung spezifischer Antigene oder
Molekiile eine selektive antitumorale Wirkung. Die fur die Tumorgenese wichtigen
Bestandteile befinden sich entweder auf der Zelloberflache oder innerhalb der Zelle und
Bindung an diese fuhrt durch Inhibierung von Signalkaskaden sowie zellul&rer Prozesse,
welche eine Zellproliferation bewirken, zum Zelltod. Dabei kénnen zum einen Small-Molecule
Drugs (SMD) oder monoklonale Antikorper eingesetzt werden.

Erstere sind zumeist Tyrosinkinase-Inhibitoren wie Alectinib, welches in der Behandlung von
Lungenkrebs eingesetzt wird und dort gezielt die ALK-Tyrosinkinase blockiert und so die
Apoptose einleitet [47]. Ebenfalls zur Behandlung des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms
wird Erlotinib, ein selektiver Inhibitor der Tyrosinkinase-Doméane des EGFRs, sowie Afatinib,
welcher alle ErbB-Rezeptortyrosinkinasen inhibiert, eingesetzt [48, 49]. Zur Behandlung des
metastasierenden Brustkarzinoms und des kolorektalen Karzinoms seien hier Lapatinib und
Regorafenib genannt [50, 51]. Im Gegensatz zu monoklonalen Antikérpern jedoch gelten
SMDs als weniger spezifisch [52].



Paul Ehrlich beschrieb 1908 mit seiner lateral chain theory erstmals immunologische Prozesse
sowie die darin verwickelten Immunglobuline und unterteilte sie in ihre Untergruppen. Der
enorme Erfolg dieser sogenannten Antikdrper bei der Behandlung von Infektionen und
Vergiftungen fuhrte zu einem verstarkten Interesse dieser und so wurde versucht das
Applikationsgebiet auf weitere Krankheiten auszudehnen [53]. So gelang Cesar Milstein und
Georg Kohler in den 70er Jahren erstmals die Herstellung von monoklonalen Antikorpern
murinen Ursprungs [54]. Aufgrund deren Ursprungs und damit verbundener immunologischer
Abwehrmechanismen gegen diese korperfremden Proteine war der Behandlungserfolg jedoch
gering und erst durch das Austauchen der Effektordoméne (Fc-Teil, Abb. 1.1) gegen eine
menschlichen Ursprungs, resultierend in einem chiméren Antikorper, offnete die Tur fur
zahlreiche Applikationsarten. Weitere genetische Veranderungen ermdglichten die
rekombinante Herstellung von humanisierten und vollstandig humanen Antikérpern
einhergenend mit einer deutlich reduzierten Immunantwort gegen diese [55]. Die drei
Hauptfunktionen des Antikorpers kénnen folgendermalen unterteilt werden (Abb. 1.1). Zum
einen blockieren sie durch Bindung an den Rezeptor dessen Bindungsstelle und fiihren so zu
Inhibierung von Signalwegen, welche am Zellwachstum und der Tumorgenese involviert sind
[56]. Eine weitere Funktion ist die antikorperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC).
Uber den Fc-Teil des Antikorpers kénnen Effektorzellen des angeborenen Immunsystems wie
Natlrliche Killerzellen (NK-Zellen), Dendritische Zellen , Monozyten und Makrophagen
aktiviert werden, welche nach Bindung an den Antikorper (Aktivierung) Interferon-y und
zytotoxische Proteine (wie Perforin und Granzym) ausschitten und so die Lyse der Tumorzelle
oder deren Apoptose bewirken. Die Bindung an den Fcy-Rezeptor (FcyR) ist dabei abhangig
von dem Isotyp des Antikorpers. So binden Immunglobulin G1 (IgG1)-Antikorper vorwiegend
an den von NK-Zellen prisentierten FcyRIIla (Cluster of Differentiation CD16) und Monozyten
spezifischen FcyRIIb (CD32), wohingegen 1gG2-Antikdrpern nur und weniger affin an FcyRIla
(CD32) binden. 1gG3-Antikorper binden hoch affin an FcyRIla (CD64), welcher auf
Makrophagen und Monozyten zu finden ist, sowie ebenfalls an FcyRIla, FcyRIIb und FcyRIlla
[57-59]. Der dritte Mechanismus stellt die komplementabhéngige Zytotoxizitat (CDC) dar,
welche vorwiegend durch IgG1-, 1gG3- und IgM-Antikorper und nur schwach von 1gG2-
Antikorpern ausgelost wird. Diese binden an die Clg-Komponente des klassischen

Komplementsystems und leiten so eine Komplementkaskade ein, welche tiber Bildung eines
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Abb. 1.1: Schematische Struktur (A) und Wirkmechanismus (B) von IgG Antikdrpern. A) zeigt
schematisch den strukturellen Aufbau eines 1gG-Antikorpers sowie dessen funktionelle Bestandteile wie die
schwere und leichte Kette HC / LC sowie das antigenbindende und kristallisierbare Fragment Fab / Fc. B) zeigt
die Uber Antikorper-an-Rezeptorbindung vermittelten Hauptfunktionen; die Signalinhibierung, die
Antikorperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitdt ADCC sowie die komplementabhangige Zytotoxizitat CDC.

Membranangriffkomplexes die Perforierung der Zellmembran bewirkt und somit zur Zelllyse
flhrt [60]. Basierend auf der stark verringerten Immunogenitat, der hohen Bindungsaffinitat an
das entsprechende Antigen sowie der Auslésung von gewollten Effektorfunktionen wie ADCC
oder CDC wurden fortan Antikérper dazu benutzt, Krebszellen mit hyperaktivierten,
uberexprimierten Oberflachenrezeptoren zu adressieren. In Krebszellen soll so die Hemmung
der Angiogenese sowie die Indizierung der Apoptose bewirkt und zudem antitumorale
Immunreaktionen ausgeldst werden [61]. Vor allem ist hier die Anwendung nicht auf solide
Tumoren beschrénkt. So wurde 1997 Rituximab, ein CD20-Antikorper, als erster monoklonaler
Antikorper fir die Behandlung des Non-Hodgkin Lymphoms durch die Food and Drug
Administration (FDA) zugelassen [62]. Weitere Antikorper fanden ihre Anwendung flr die
Behandlung unterschiedlicher Krebsarten. So adressiert Trastuzumab den humanen
epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (HER2), welcher vermehrt auf der Oberflache von
Tumorzellen des metastasierenden Mammakarzinoms exprimiert wird [63]. Bevacizumab
hingegen ist gegen den VEGF gerichtet und unterbindet die Bindung von VEGF an dessen
Rezeptor und hemmt so die Angiogenese [64]. Diese gilt als einer der wichtigsten Mechanismen
des Tumors, um dessen Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen Uber das vaskuldre System
zu gewadhrleisten als auch dessen Wachstum und Metastasierung zu ermoglichen [53]. Der
chimare Antikorper Cetuximab sowie der vollstdndig humane Antikorper Panitumumab sind
gegen EGFR gerichtet und werden zur Behandlung des metastasierenden kolorektalen

Karzinoms angewandt. Diese beiden Antikorper zeichnen sich vor allem durch ihre hohe
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Bindungsaffinitat zu EGFR aus, welche fur Panitumumab im Vergleich zu Cetuximab doppelt
so hoch ist, wobei Cetuximab bereits eine achtfach hohere Affinitat zu EGFR besitzt als EGF
[65]. Mechanistisch betrachtet fuhrt die Bindung von EGF an die extrazellulare Domane der
Rezeptor-Tyrosinkinase EGFR zur Formierung von Homo- oder Heterodimeren, gefolgt von
der intrazellularen Autophosphorylierung der Tyrosine des Rezeptor-Komplexes. Verschiedene
Signalkaskaden werden infolgedessen aktiviert, unter anderem die Mitogen-aktivierte Protein-
Kinase. Hierbei binden die Adapterproteine Grb2 und SOS an den aktivierten Rezeptor, wobei
letzteres wiederum das kleine G-Protein Ras in seine aktivierte Form Ras-GTP uberfihrt.
Dieser entscheidende Schritt fihrt zur sukzessiven Phosphorylierung der Kinasen Raf, Mek und
Erk1,2, wobei letzteres in den Nukleus wandert und dort durch Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren das Zellwachstum, die Zellproliferation und -differenzierung bewirkt
[14]. Die Bindung von Panitumumab und Cetuximab an EGFR verhindert die Dimerisierung
und Phosphorylierung des Rezeptors und stoppt somit die Zellproliferation. Jedoch ist die
Anwendung der Antikdrper auf KRAS-Wildtyp Tumoren beschrankt. KRAS, ein Ras-Protein,
ist wiederum in einer Vielzahl an Tumoren mutiert und infolgedessen konstant aktiviert [66].
Per se eignen sich Antikorper sehr gut zur selektiven Adressierung von Tumorzellen und zudem
konnen sie wie eingangs erwahnt antitumorale Effekte wie ADCC und CDC auslésen [67]. Um
jedoch die eben beschriebenen Resistenzen, welche auch im Fall von Trastuzumab beobachtet
werden konnten [68], entgegen zu wirken, sind weiterfiihrende Strategien fir eine erfolgreiche
Krebsbehandlung gefragt.

Der Aufbau von zielgerichteten Toxinen stellt eine solche dar, bei welcher hoch toxische
Proteine, Zytokine oder Radionuklide spezifisch zur Tumorzelle transportiert werden [69].

Hierbei kdnnen Antikorper als die zielgerichtete Funktion agieren [70].

1.4 Antikorper-Wirkstoff-Konjugate (ADC) als zielgerichtete Tumortherapeutika

Bis dato existieren acht durch die FDA zugelassene ADCs (Tab. 1.1) und tber 60 befinden sich
in klinischen Phasen [71, 72], wobei von einer jahrlichen Wachstumsrate von 19.4 % bis 2030
ausgegangen wird [73]. Dabei erbringt die Biokonjugation von zwei Molekilen folgende
Vorteile: ein verbessertes zielgerichtetes und Krankheit spezifisches Targeting;
Toxizitatserniedrigung; optimierte Pharmakokinetik sowie verbesserte Effizienz, Sicherheit
und Vertraglichkeit [74, 75]. Der toxische Wirkstoff ist hierbei kovalent tiber einen spaltbaren
oder nicht spaltbaren Linker an den Antikdérper gebunden, wobei dies vorrangig tber freie

Lysine und Cysteine des Antikorpers ermdglicht wird [76].



Tab. 1.1 Von der FDA bis dato zugelassene Antikorper-Wirkstoff-Konjugate ADC.

Medikament Ziel Wirkstoff Linker Zulassung Referenz
Trodelvy™

Sacituzumab Govitecan- Trop-2 SN-382 CL2A 2020 [72]
hziy

PADCEV™ . 3 . .

Enfortumab Vedotin-ejfv Nectin4 MMAE Valin-Citrullin 2019 [71]
POLIVY™ . .

Polatuzumab Vedotin CD7% MMAE Valin-Citrullin 2019 [71]
LUMOXITI™

Moxetumumab Pasudotox- | CD22 PE38* Recombinant 2018 [71]
tdfk

Mylotarg® N-Acetyl-y- 4-(4 -Acetylphenoxy)-

Gemtuzumab Ozogamicin b33 Calicheamicin butanoic acid 200072017 [71]
Besponsa® N-Acetyl-y- 4-(4 *-Acetylphenoxy)-

Inotuzumab Ozogamicin cb22 Calicheamicin butanoic acid 2017 [71]
Kadcylca® 4-(N-Maleimidomethyl)

Ado-Trastuzumab HER2 DM1° cyclohexane-1- 2013 [71]
Emtansine carboxylate

Adcetris® e

Brentuximab Vedotin CD30 MMAE Valin-Citrullin 2011 [71]

Entscheidend fur die Effizienz und Biodistribution der ADCs ist das Wirkstoff-zu-Antikorper-
Verhaltnis (DAR), welches typischerweise zwischen zwei und vier liegen sollte [77, 78].
Hierbei ist vor allem wichtig, dass aufgrund der Modifikation des Antikdrpers dessen
Antigenbindungsspezifitat nicht verloren geht.

Ein ebenso essentieller Punkt ist die Auswahl des geeigneten Linkers, welcher zum einen eine
gute Plasmastabilitdt gewahrleisten muss, um ein vorzeitiges Freisetzen des Toxins zu
unterbinden, aber zum anderen ebenso in der Lage sein muss, das Toxin am Wirkort
freizusetzen [79]. Die Verwendung von chemisch spaltbaren Linkern macht sich hierbei
biologische Unterschiede zwischen Blutplasma und den zelluldren Kompartimenten zu nutze.
So wird ein Hydrazon-Linker erst im sauren Milieu, welches in den Endosomen (pH 5.0-6.5)
und Lysosomen (4.5-5.0) vorherrscht, hydrolysiert, jedoch nicht bereits im Blutplasma unter
physiologischen Bedingungen (pH 7.3—-7.5) [80, 81]. Disulfid-Linker sind in Gegenwart von

Thiolgruppen chemisch labil und mit Glutathion, dessen Konzentration im Zytoplasma um das

2 Aktiver Metabolit von Irinotecan

3 Monomethyl-Auristatin E

4 38 kDA Fragment von Pseudomonas exotoxin A
5> Maytansin-Derivat DM1



1 000fache erhoht ist, kann die Disulfidbindung des ADCs eine Austauschreaktion eingehen.
H&ufig verwendete Linker sind hier N-Succinimidyl 4-(2' -pyridyldithio)pentanoate und N-
Succinimidyl 4-(2 ‘-pyridyldithio)butyrate (SPDB) [82, 83]. Weiterhin existieren enzymatisch
spaltbare Peptid basierte Linker wie der Valin-Citrullin-Linker. Dieser wird proteolytisch durch
Enzyme (wie Cathepsin oder Plasmin) gespalten, wobei diese aufgrund des ungunstigen pH-
Milieus und von Serumproteaseinhibitoren nicht im extrazellularen Bereich sondern in den
Lysosomen akkumulieren und so die hochspezifische intrazelluléare Abspaltung des Toxins vom
Antikorper ermdglichen [84, 85]. Dabei konnte die Hydrolyse durch Cathepsin B in vitro bereits
erfolgreich nachgewiesen werden [86]. Im Vergleich zu ihren analogen auf Hydrazon-Bindung
basierten Konjugaten zeigen Peptid-Linker basierte Konjugate eine verbesserte Plasmastabilitét
[87]. Eine nicht spaltbare Alternative stellt der heterobifunktionelle Maleimid-Linker N-
succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)-cyclohexane-1-carboxylate (SMCC) dar, welcher eine
Thioetherverbindung zwischen dem SMCC modifizierten Antikdrper und Thiolen des Toxins
ausbildet. Die Freilassung des Toxins erfolgt hierbei durch die proteolytische Degradierung des
Antikorpers in den Lysosomen. Aufgrund der nicht spaltbaren Komponente konnte eine
verbesserte In-vivo-Stabilitat im Vergleich zum Disulfid-Analogon beobachtet werden [82].
Ein erstmals durch die FDA 2000 zugelassenes ADC der ersten Generation, Gemtuzumab
Ozogamicin (Mylotarg®), besteht aus einem 1gG4-Antikorper, welcher gegen den CD33-
Rezeptor der akuten myeloischen Leukdmie gerichtet ist, und ein (ber einen spaltbaren
Hydrazon-Linker gebundenes Calicheamicin, welches den Doppelstrangbruch der DNA
bewirkt. Die Kopplungsmethode tber Lysine fuhrte hier jedoch zu einer hohen ADC-
Heterogenitat mit einem DAR von 1-8 sowie fast 50 % ungebundenem Antikorper [88, 89].
Hier wurde besonders deutlich, dass die Wahl des passenden Linkers keinesfalls trivial ist und
weitreichende negative Folgen mit sich ziehen kann. So musste Mylotarg® 2010 aufgrund
schwerwiegender toxischer Nebeneffekte, welche auf die Plasmainstabilitdt des Linkers
einhergehend mit einer unspezifischen Toxizitat zuriickzufiihren war, vom Markt genommen
werden, gleichwohl es 2017 mit verdnderter Dosis wieder Anwendung fand [90, 91].
Reagierend auf diese Vorkommnisse wurden ADCs der zweiten Generation entwickelt, zu
welchen Trastuzumab-Emtansine (Kadzykla®), Brentuximab Vedotin (Adcetris®) und
Inotuzumab Ozogamicin (Besponsa®) gehoren [71]. Neben der haufigen Verwendung von
IgG1-Antikdrpern wurden hier um 100—1 000fach potentere Toxinkomponenten eingesetzt.
Zu diesen gehoren Maytansinoide wie Emtansin  [92] wund Auristatine wie
Monomethylauristatin  E und F (MMAE/MMAF), welche den Zelltod durch

Depolymerisierung der Microtubuli erzeugen [93], sowie das DNA interkalierende
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Doxorubicin oder aber Topoisomerase-Inhibitoren wie SN38 (aktiver Metabolit von Irinotecan)
[94]. Das favorisierte DAR war hier 4:1. Auch hier wurden die ADCs Uber Antikorper-Lysine
oder -Cysteine erzeugt, welches wie bereits erwdhnt zu einer nicht oder nur wenig
kontrollierbaren Heterogenitét fiihrt. Dem wurde durch Generierung der dritten Generation an
ADCs entgegen gewirkt, indem diese Uber ortsspezifische Konjugation erzeugt wurden,
resultierend in einem besser zu kontrollierendem DAR und einer verbesserten In-vivo-Stabilitét
und -Sicherheit [95, 96]. Als Beispiele seien hier MEDI4276, ein ber einen nicht spaltbaren
Linker mit Tubulysin modifizierter biparatropischer Antikérper [97], sowie Vadastuximab
Talirin, ein IgG-Antikorper verbunden tber einen Peptid-Linker an das Pyrrolobenzodiazepin-
Dimer [98], genannt. Interessanterweise fungieren in zwei Drittel der bisher in Untersuchung
befindenden ADCs als toxische Komponente Maytansinoide oder Auristatine [99]. Einer der
wenigen zugelassenen ADCs Moxetumumab Pasudotox-tdfk (LUMOXITI™) tragt ein
bakterielles Protein, PE38, und somit wesentlich grél3eres Toxin. Dies verdeutlicht wie schwer
die richtige Wahl der toxischen Komponente ist [99].

Mechanistisch betrachtet wird nach Bindung an den Rezeptor der Antikdrper-Rezeptor-
Komplex Uber Clathrin vermittelte Endozytose von der Zelle in Vesikel aufgenommen (Abb.
1.2) [100]. Dieser Prozess erfolgt mithilfe der Proteine AP2 sowie Clathrin, welche intrazellul&r
die Vesikel beschichten. Nach Internalisierung und Abschniirung der Vesikel durch Dynamin
erfolgt die endosomale Reifung vom frihen zum spaten Endosom, was mit einer pH-
Erniedrigung von 6.8 auf 5.9 einhergeht. Dies ermdglicht die Ablésung des Antikdrpers vom
Rezeptor, welcher wieder zur Oberflache zuriick transportiert wird. Im Anschluss fusionieren
die das ADC beinhaltenden spaten Endosomen mit Lysosomen (pH 4.0—5.0) und werden dort
proteolytisch abgebaut als auch die toxische Komponente vom Antikorper abgetrennt [70, 101].
Alternativ kann der Antikorper oder auch das ADC tber den neonatalen FCRn-Rezeptor wieder
zur Zelloberflache recycelt werden.

Die lysosomale Degradierung ist jedoch auch ein besonders kritischer Schritt fir die
Wirksamkeit der ADCs, da hier die toxische Funktionalitat in das Zytosol eintreten muss, um
dort ihre Wirkung entfalten zu konnen, andernfalls verliert sie beim Verbleib im Lysosom ihre
eigentliche Funktion als Toxin [100, 102].
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Rezeptor vermittelten Endozytose des ADCs. 1) Nach Bindung an
den Oberflachenrezeptor kommt es zur Clathrin vermittelten Internalisierung des Antikorper-Rezeptor-Komplexes
[100] und 2) Abschniirung zu einem Clathrin beschichteten Vesikel. 3) Nach Entfernung des Clathrins kommt es
im Zuge der endosomalen Reifung zu einem frilhen Endosom zu einer pH-Erniedrigung auf ~6.5, welches die
Dissoziation des ADCs vom Rezeptor ermdglicht. Aufgrund der pH-Erniedrigung bindet das ADC entweder an
FcRn und wird so 4a) zur Zelloberflache recycelt oder 4b) verbleibt im Endosom [100, 102], welches zu einem
spaten Endosom ubergeht, in welchem der pH-Wert wiederum auf ~5.5 herabgesetzt ist. 5) Nach Fusionierung mit
einem Lysosom kommt es zur endo-/lysosomalen Degradierung der Proteine im sauren Milieu von ~4.6 [70, 101].
Dieser Schritt ist besonders kritisch und wirksamkeitslimitierend fur das ADC und vor allem das Toxin, sofern es

nicht in intakter Form 6) in das Zytosol gelangen kann.

1.5 Ribosomen inaktivierendes Protein Dianthin

Ein erstmals groRes Interesse an Ribosomen inaktivierenden Proteinen (RIP) entstand in den
1970er Jahren, als Untersuchungen der pflanzlichen Toxine Abrin aus Abrus precatorius L. und
Rizin aus Ricinus communis L. an neoplastischen Zellen einen zytotoxischen Effekt zeigten,
wohingegen normale Zellen im Vergleich wenig beeinflusst wurden [103-105]. Man fand
heraus, dass beide Toxine heterodimere Strukturen besalien bestehend aus je einer Peptidkette
A und B, welche Uber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind. Erstere vermittelt die
enzymatische Aktivitat und letztere ermdglicht als Galaktose bindendes Lektin die Zellbindung
[106, 107]. Das toxische Potential der hier beschriebenen Typ Il RIPs, da zwei Doménen,
basiert auf ihrer N-Glykosidaseaktivitat welche die Abspaltung des Adenins in Position 4324
(bezogen auf Ratte) der 28S ribosomalen RNA Untereinheit bewirkt. Infolgedessen kommt es
zu einer Unterbrechung der Proteinbiosynthese resultierend im Zelltod [108, 109]. Stirpe et al.

fanden heraus, dass die pflanzlichen Toxine Crotin aus Croton tiglium und Curcin aus Jatropha
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curcas ebenfalls eine solche enzymatische Aktivitat besalRen, allerdings nicht im Besitz der
zellbindenden Doméne waren [110] und folglich als RIPs des Typs | bezeichnet wurden. Ferner
fand man heraus, dass deren N-Glykosidaseaktivitat nicht nur auf die Deadenylierung der
28S rRNA beschréankt war, sondern auch in DNA, poly(A), mRNA, tRNA sowie der
bakteriellen rRNA und viralen RNA stattfand [111]. Nach Identifizierung des Antiviral
Pokeweed Protein aus Phytolacca americana als RIP Typ Il durch Irvin et al. [112] war man
bestrebt, weitere pflanzliche Proteintoxine mit analoger Wirkung zu finden. Als solche wurden
unter anderem Gelonin (Gelonium multiflorum A.Juss), Bouganin (Bougainvillea spectabilis
Willd.), Saporin-S6 (Saponaria officinalis L.) und Dianthin-30 (Dianthus caryophyllus L.,
fortan Dianthin genannt) identifiziert. Aufgrund des Fehlens einer zellbindenden Doméne,
welche zu einer unspezifischen zellularen Toxizitat fihrt, aber hervorragender toxischer
Eigenschaften, wurde damit begonnen, diese Proteine mit zielgerichteten Funktionalitaten wie
Antikorpern zu kombinieren. So konnten selektiv und spezifisch wirkende Immunotoxine (IT)
generiert werden [113-118], wobei ein Augenmerk besonders auf Saporin basierenden ITs lag
[119, 120], vermutlich aufgrund seiner molekularen Struktur assoziierten thermodynamischen
Stabilitat [121, 122]. Da Dianthin eine hohe Homologie zu Saporin-S6 besitzt, zeichnet es sich
ebenfalls durch eine hohe Stabilitat aus [123]. Jedoch kann es in weitaus hoheren Mengen in
einem einfachen Expressionssystem exprimiert werden und Untersuchungen bezuglich der
Immunogenitat beider Proteine zeigte eine geringere Immunogenitat fur Dianthin [124, 125].
Aufgrund dieser Gegebenheiten wurde der Entschluss gefasst, Dianthin fiir den Aufbau eines
Immunotoxins zu verwenden. Das aus den Blattern von Dianthus caryophyllus L. extrahierte
basische Glykoprotein Dianthin besitzt einen isoelektrischen Punkt (pl) von 8.65, an welchem
es sich nach auBen hin elektrisch neutral verhalt [126]. Die Struktur von Dianthin setzt sich aus
zwei Domanen zusammen, wobei die N-terminale Doméne vorwiegend eine 3-Faltblattstruktur
und die C-terminale Doméne eine a-Helixstruktur aufweist (Abb. 1.3) [127]. Das katalytische
Zentrum bestehend aus den Aminosauren Tyr-73, Tyr-121, Glu-177 und Arg-180 befindet sich
in der Spalte zwischen den beiden Domanen und weist ein negatives sowie positives Potential
auf, im Gegensatz zu Saporin in welchem das katalytische Zentrum ausschlieBlich ein negatives
Potential aufweist [127]. Die Struktur deckt sich gut mit denen von anderen RIPs, bis auf eine
Verkiirzung der B-Faltblatter B7, p8 und B9 in der C-terminalen Region in Nahe zum
katalytischen ~ Zentrum. Hier wird angenommen, dass so eine verbesserte
Substratzugéanglichkeit ermdéglicht wird resultierend in einer erhéhten enzymatischen Aktivitat
im Vergleich zu den RIPs Antiviral Pokeweed Protein, Momordin und Rizin (A-Kette) [127].
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Abb. 1.3 Sekundéarstruktur von Dianthin-30 (PDB 1RLO0). Dargestellt ist die N-terminale (violett) sowie C-
terminale Domane (blau) von Dianthin, wobei die Aminosauren des A) katalytischen Zentrums (Tyr-73, Tyr-121,
Glu-177 und Arg-180) sowie B) Lysine gelb markiert sind. Die Proteinstruktur wurde tiber die Software Cn3D 4.3
erstellt.

Mit seinen 19 Lysinen, ber welche sehr einfach Modifikationen ermdglicht werden kénnen,
eignet es sich zudem hervorragend fiir den Aufbau von Biokonjugaten und hier im speziellen

Immunotoxinen / ADCs.

1.6 Endosomal Escape

Neben der selektiven Aufnahme zielgerichteter Proteintoxine ist deren Erfolg mafRgeblich
abhangig von deren Féhigkeit, an den eigentlichen Wirkort, welcher im Fall von RIPs das
Zytosol ist, zu gelangen. So erfolgt die Zellaufnahme der RIPs des Typs | als auch deren
Immunotoxine tber Clathrin vermittelte Endozytose (1.4, Abb. 1.2) [128, 129] und im
Gegensatz zu bakteriellen Toxinen wie dem Pseudomonas aeruginosa exotoxin A sowie RIPs
des Typs Il kénnen diese aufgrund der fehlenden Peptidkette B nicht tGber die Endoplasmatisch
Retikulum assoziierte Degeneration (ERAD) in das Zytosol gelangen. Dabei gilt dieser streng
effektivitatslimitierende Faktor nicht nur zielgerichteten Tumortherapeutika [130], sondern
auch fiir auf nanomedizinisch und gentherapeutisch basierenden Konzepten [131, 132]. Obwohl
Dianthin als auch Saporin nachweislich in das Zytosol gelangen kdnnen, um dort aktiv zu
wirken, ist dieser noch unbekannte Prozess streng dosisabhéngig und somit insuffizient und
uber dies hinaus einhergehend mit schweren Nebeneffekten [133]. Spezielle Bakterien als auch
Viren verfiigen hierbei tber Mechanismen, um der lysosomalen Degradierung zu entkommen.
So benutzt das Humane Immundefizienz-Virus 1 eine an kationischen Aminosauren reiche

Peptidsequenz (TAT Protein) zur Durchdringung von Plasmamembranen [134, 135]. Diese
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sogenannten zellpenetrierenden Peptide (CPP) oder Proteintransduktionsdoménen (PTD)
konnen an Proteine oder Biomolekile fusioniert werden. So erzeugte Lorenzetti et al.
Transferrin-CPP-Dianthin-Konjugate, welche eine verbesserte Zytotoxizitat im Vergleich zu
deren Analogon ohne CPP zeigte, gleichwohl diese nur gering ausfiel. Das von Shin et al.
fusionierte Gelonin-TAT-Protein fuhrte ebenfalls zu einer verbesserten Zytotoxizitat
vergleichend zu Gelonin, jedoch war dieser Effekt nicht zellspezifisch [136]. Weitere
Madglichkeiten wurden gesucht, um die Integritdt von Endosomen und Lysosomen zu
beeinflussen. Eine proteinunabhéangige Technik stellt die Photochemische Internalisierung dar.
Hierbei werden photosensitive, nicht toxische, Substanzen nach Zellaufnahme mit Licht
angeregt und die so ROS fuhren zur Ruptur der endosomalen Membran [137]. So konnte die
Zytotoxizitat des ITs Cetuximab-Saporin in vitro positiv beeinflusst werden [138] und flhrte
im Falle eines zielgerichteten Fusionsporteins mit Gelonin in 33 % zu einer vollstandigen
Tumorregression in tumortragenden Mausen [139]. Ebenso stellt die Verwendung von
chemischen Substanzen wie Polyethylenimin und Chloroquine eine zellintegritatsschadigende
Madglichkeit dar, wobei vor allem der Einsatz von Polyethylenimin aufgrund seiner
Eigentoxizitat als problematisch gilt [140, 141].

Eine weitere Gruppe hoch wirksamer Endosomal Escape Enhancer (EEE) stellen sogenannte
sekundére Pflanzenstoffe, die Saponine, dar [142], hier im Speziellen Oleanane / Sapogenine
mit einem glykosylierten Triterpen-Aglycon, welches sich biogenetisch vom Squalen ableitet
[143, 144]. Dabei sind die Zuckerseitenketten am C-3- und C-28-Kohlenstoffatom des
Grundgerustes sowie eine Aldehydgruppe am C-4-Kohlenstoffatom maligeblich fiir dessen
Verstarkerfunktion  verantwortlich  [145]. Aufgrund des unpolaren triterpenoiden
Grundgerustes sowie der polaren Zuckerketten besitzt es einen amphiphilen Charakter und
befahigt es zur Interaktion mit hydrophilen als auch lipophilen Verbindungen sowie
Zellmembranen [146]. Wie der Name von Saponin (sapo = lateinisch fir Seife) bereits
impliziert, kdnnen sie in wassrigen Losungen stabile Schdume bilden und dartiber hinaus als
membranpermeabilisierendes Agens hdmolytische Aktivitat zeigen [147]. Das unterstutzt die
These von Saponin, welches vermehrt in den Wurzeln und Blattern vorhanden ist, als
sekundarer Pflanzenstoff im Schutz vor natirlichen Frallfeinden [148]. Ferner finden sie
aufgrund ihrer antiviralen, antiallergischen und entziindungshemmenden Wirkungen
Anwendung in der Phytotherapie [149, 150]. Fir diese Arbeit von besonderem Interesse war,
dass spezielle triterpenoide Saponine aus Saponaria officinalis L. den zytotoxischen Effekt von
RIPs des Typs | enorm verstarken und dass diese Effektverstarkung auBerdem abhédngig von
der Proteinsequenz des RIPs ist [151, 152]. Ebenso spielt die Ladung des Saponins eine
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entscheidende Rolle und Thakur et al. kamen zu dem Schluss, dass Saponine aus eben
genannter Pflanze mit einer relativen elektrophoretischen Mobilitdt von 0.59 eben solche
effektverstarkende Eigenschaften besalRen [153]. Weiterhin fanden Bachran et al. heraus, dass
die Fahigkeit des Saponins den Endosomal Escape (EE) des Toxins zu ermdglichen in
Abhangigkeit des pH-Wertes geschah und erst unter sauren Bedingungen, wie im spéten
Endosom und Lysosom vorherrschend, ermdglicht wurde [154]. Bis dato ist der genaue
Wirkmechanismus jedoch nicht geklart. Saponinum Album, ein Saponingemisch aus
Gypsophila paniculata L., konnte die Zytotoxizitat von Saporin an MCF-7 Zellen um das
385 000fache verstarken [151]. Dabei war der Effekt nicht nur auf das Toxin beschrankt,
sondern funktionierte auch auf dessen chiméres Analogon Saporin-EGF sowie das IT Saporin-
Rituximab, wobei hier reines Saponin SA1641 (aus Gypsophila spec.) beziehungsweise
S01861 (aus Saponaria officinalis L.) eine Toxizitatssteigerung um das >4 000 000 und
700fache erzielte [152, 155]. Das sehr reine und potente SO1861 bewies auch in Kombination
mit Dianthin-EGF, -Cetuximab, -Panitumumab und -Trastuzumab eine hervorragende

Verstarkerfunktion und wurde daher auserkoren, um in dieser Arbeit als EEE zu fungieren.

O—_ OH
i OH %
0 O OH
o O, OH OH
0
0o
HG o N\ HoT on
HoHO OJ\O OH
OH

Abb. 1.4 Struktur von Saponin SO1861. Schematische Darstellung des glykosylierten Triterpenoids SO1861
[156] aus Saponaria officinalis L. mit den fiir die Verstarkerfunktion ma3geblichen Zuckerketten an C3 und C28
sowie der Aldehydgruppe an C4.
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1.7 Zielsetzung

Als eine der maRgeblichsten zum friihzeitigen Tod flihrenden Krankheiten bedarf es an einer
stdndigen Verbesserung von konventionellen Krebstherapien [2]. So gelten die Chemo- und
Radiotherapie als auch der chirurgische Eingriff weiterhin als die Priméartherapien, jedoch
gehen erst genannte mit nicht unerheblichen Nebenwirkungen basierend auf ihrem
zellunspezifischen Agieren einher [37, 45]. Antik6rper und Antikdrper basierte Tumortherapien
wie ADCs zeigen eine hohe Zellspezifitdt sowie Antigenbindungsaffinitdt und somit auch
geringere Nebenwirkungen. Jedoch wird der therapeutische Nutzen durch Faktoren, wie die
lysosomale Degradierung nach der Zellaufnahme des Antikorpers oder ADCs (iber Rezeptor
vermittelte Endozytose, beeintréchtigt [70, 96]. Aktuell werden zu zwei Dritteln Auristatine
oder Maytansinoide als toxische Funktion fir den Aufbau eines ADCs benutzt [99] und
verdeutlicht ebenso die Schwierigkeit der Wahl eines geeigneten Toxins. [68, 99, 157] Dianthin
als RIP des Typs | (1.5) zeichnet sich durch seine hervorragende Toxizitat aus, welche in
Kombination mit dem glykosylierten Triterpenoid SO1861 bemerkenswert gesteigert werden
kann. Ziel dieser Arbeit war es deswegen, ein ADC/IT bestehend aus dem gegen EGFR
gerichteten 1gG2-Antikorper Panitumumab und Dianthin herzustellen, wobei die Konjugation
uber einen spaltbaren SPDP-Linker erfolgen sollte. Dabei sollte die Kombination mit der
endosomalen / lysosomalen Befreiungskomponente Saponin SO1861 eingehend in vitro und in

vivo vergleichend zu den Einzelkomponenten untersucht werden.
Fur die experimentelle Durchfuhrung erfolgte eine Unterteilung in drei Hauptgebiete:

e Die Expression sowie Aufreinigung von Dianthin und Herstellung des Dianthin-
Panitumumab-Konjugates (DPan). Eine intensive Charakterisierung von DPan mit
Ermittlung der enzymatischen Aktivitat tiber einen Adenine Release Assay sowie die
Bestimmung der molekularen Masse und des DARs lber MALDI-TOF-MS.
Untersuchung des Bindungsverhalten von DPan an den Zielrezeptor EGFR.

e Beurteilung der In-vitro-Zytotoxizitdt an EGFR (berexprimierenden Zielzellen sowie
Nichtzielzellen in Kombination mit SO1861 uber zeitaufgeldste Mikroskopie
(IncuCyte® S3) sowie die Endpunkt-Messung via MTT-Assay.

e Ermittlung der akuten Toxizitdt an nichttumortragenden BALB/c-Mdausen sowie der
antitumoralen Wirkung an tumortragenden NMRI nu/nu-Mdusen. Bestimmung der

Biodistribution von DPan (iber Radionuklid-Markierung.
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2 Material und Methoden

2.1
2.1.1

2.1.3

Material

Antikorper

Anti-EGFR IgG (Abcam, Cambridge, UK)

Anti-His IgG HRP (Clontech / Takara, Kusatsu, Japan)

Anti-human IgG HRP (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA)
Anti-Ki67 1gG (Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland)

Panitumumab (Amgen, Thousand Oaks, CA, USA)

Bakterienstamme

Escherichia coli (E. coli) DH5a (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
E. coli NiCo21(DE3) (New England BioLABS, Frankfurt, Deutschland)

Chemikalien

Acrylamid 4K Losung (30 %) Mix 37.5:1 Acrylamid / Bisacrylamid (AppliChem,
Darmstadt, Deutschland)

Adenin (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Agarose NEEO Ultra (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Ammoniumpersulfat (APS) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Ampicillin (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Brij 58 (Euroclone, Pero, Italien)

Citrat-Dextrose-L6osung (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

p-Coumarséure (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

L-Cystein (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Coomassie-Brilliantblau R-250 (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)
2,5-Dihydroxybenzoeséure : 2-Hydroxy-5-Methoxybenzoesaure (super-DHB) (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Dithiothreitol (DTT) (Boeringer Mannheim, Deutschland)

Ethanol, 99.8 %, denaturiert (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
2,2'-(1,2-Ethandiyldiimino)diessigsdure ~ (EDDA)  (Sigma-Aldrich,  Steinheim,
Deutschland)
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Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid / N-Hydroxysuccinimid (GE
Healthcare, Freiburg, Deutschland)

Ficoll-Paque™ Premium (GE Healthcare, Uppsala, Schweden)

Formalin, 10 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

N-Ethylmaleimid (NEM) (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)

Glycin (Calbiochem, San Diego, CA, USA)

Hefeextrakt (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Humanes rhEGFR-Fc Chimera Protein (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
Imidazol (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Isofluran CP (CP Pharma, Burgdorf, Deutschland)
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)
Kaliumchlorid (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Ketanest S (Esketamin-Hydrochlorid) (Pfizer Pharma GmbH, Berlin, Deutschland)
Lipopolysaccharid (LPS) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland))

Luminol (Fluka Analytical / Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
Magermilchpulver (Sucofin, Zeven, Deutschland)

B-Mercaptoethanol (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltretrazoliumbromid (MTT) (Calbiochem,
Darmstadt, Deutschland)

Natriumacetat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Natriumchlorid (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Natriumdodecylsulfat (SDS) (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)
Natriumhydroxid (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Nickelsulfat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionat (SPDP) (Pierce / Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA)

N,N,N',N'-Tetramethylendiamin (TEMED) (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
Pepton (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Ponceau S (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Rompun 2 % (Xylazin) (Bayer Health Care, )
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Saponin SO1861 aus Saponaria officinalis L. (AnalytiCon Discovery, Potsdam,
Deutschland)

2-Sulfobenzaldehyd (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Tricin (Acros Organics, Geel, Belgien)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) (Santa Cruz, Dallas, TX, USA)

Trypan Blue (Invitrogen / Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland)
Trypsin-Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA): 0,25 % (w/v) Trypsin, 1 mM EDTA
(Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Tween 20 (PanReac AppliChem, Darmstadt, Deutschland)

Wasserstoffperoxid (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Zinnchlorid (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Alle Puffer wurden, wenn nicht anders angegeben, mit ELIX Wasser (Qualitat: Reinwasser
Typ 2; Wasser spezifischer Widerstand bei 25 °C: 10—15 MQxcm) hergestellt. Flr

molekularbiologische Methoden wurde autoklaviertes Milli-Q Wasser (Qualitéat:

Reinwasser Typ 1; Wasser spezifischer Widerstand bei 25 °C: 18.2 MQxcm) verwendet.

2.14

2.1.5

Eukaryotische Zelllinien und zugehériges Medium

MDA-MB-453: Brustkarzinom (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig, Deutschland)

HCT-116: Kolorektale  Kolonkarzinomzellen  (Deutsche  Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig, Deutschland)

Bovines Serumalbumin (BSA) (Serva, Heidelberg, Deutschland)

DMEM-Medium Dulbecco’s modified Eagle's Medium high Glucose (4.5 g/L) mit L-
Glutamin (PAA Laboratories, Pasching, Osterreich)

Dulbecco’s Phosphatgepufferte Salzlosung (DPBS) ohne / mit Ca?* und Mg?* (PAA
Laboratories, Pasching, Osterreich)

McCoy’s 5A mit L-Glutamin, mit Phenolred (EuroClone, Pero, Italien)

Penicillin / Streptomycin (PS) (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

Gerate

Gelelektrophorese und Westernblot

Agarose-Gelkammer Mini-Sub Cell GT System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
BioRad Mini-Protean® 3Cell (Bio-Rad. Hercules, CA, USA)
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Elektrophorese-Kammer Dual Vertical Mini-Gel Unit MGV-202-U (CBS Scientific
Company, San Diego, CA, USA)

MGV-202-U: Dual Vertical Mini-Gel Unit (C.B.S Scientific, Del Mar, CA, USA)
Optimax X-Ray Filmentwickler (Protec Medizintechnik, Oberstenfeld, Germany)

Safe Imager 2.0 Blue Light Transilluminator (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
Spannungsquelle: E802 power supply (Consort, Turnhout, Belgien)

Siemens 13 x 18 cm Filmkassette (Siemens, Miinchen, Deutschland)

UV Transilluminator 312 / 254 nm (Intas, Goéttingen, Deutschland)

Photometer

Kivettenphotometer Pharmacia Biotech Ultrospec®3000 (Biochrom Ltd., Cambridge,
England)

Mikroplatten-Photometer SpectraMax 340 PC (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA)

UV / VIS Spektrophotometer NanoDrop™ ND-1000 (PEQLAB Biotechnology,

Erlangen, Deutschland)

Zellkultur

CellDyn 3700 Hamatologie-Analysegerat (Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL, USA)
CO2-Inkubator Modell 311 (Thermo Forma / Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
Gefriergerat Nicool LM10 (Air Liquide, Berlin, Deutschland)

IncuCyte® S3 (Essen BioScience, Ann Arbour, MI, USA)

Lichtmikroskop Olympus CK30-F200 (Olympus Optical Co. Ltd., Tokyo, Japan)
Schittelwasserbad 1086 (Gesellschaft fir Labortechnik, Burgwedel, Deutschland)
Sterile Werkbank HERAsafe Safety Cabinet (Heraeus / Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA)

Zellz&hler Luna™ fl. Dual Fluorescence Cell Counter (Logos Biosystems, Annandale,
VA, USA)

Zentrifugen

Hochgeschwindigkeitszentrifuge-Sorvall Evolution RC Superspeed (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA)

MTS 4 Mikrotiterschittler (IKA, Staufen, Deutschland)

Rotor SS-34 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

Rotor SLA-3000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
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Tischzentrifuge 5415 R (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Tischzentrifuge 5417 C (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Zellzentrifuge Megafuge 2.0 R (Heraeus / Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
Zellzentrifuge Varifuge 3.0 (Heraeus / Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

Sonstige Gerate

2.1.7

Aktivimeter Isomed 2010 (MED, Dresden, Deutschland)

Biometra Trio Thermoblock (Biometra, Gottingen, Deutschland)

Branson Sonifier 250 (G. Heinemann, Schwébisch Gmiind, Deutschland)

Hin- und Her-Schittler 3016 (Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel, Deutschland)
Inhalationsnarkosegerét Isoflorane Vapor 19.3 (Dragerwerk AG, Libeck, Deutschland)
Inkubator Certomat 95-1 (Sartorius, Goéttingen, Deutschland)

Inkubationsschdttler C25KC (New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA)
Inkubationsschittler Unitron (Infors HT, Bottmingen, Schweiz)

MALDI-TOF-MS Instrument (Ultraflex I11, Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland)
Laser: 200 Hz solid-state Smart beam

NanoSPECT/CTplus (Bioscan / Mediso, Miinster, Deutschland)

Thermoblock QBT (Biometra, Goéttingen, Deutschland)

ThermoMixer® C (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Uberkopfschiittler Reax 2 (Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland)
Ultraschallbad Transsonic T420 (Elma Schmidhauer GmbH, Singen, Deutschland)
Wippschuttler Rocky (Frobel Labortechnik, Lindau, Deutschland)

Kits

BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific / Pierce, Waltham, MA, USA)
Classical Monocyte Isolation Kit (human), (Miltenyi biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland)

NucleoBond Xtra Midi (Macherey-Nagel, Hilden, Deutschland)

PCR Mycoplasm Test Kit I / C (PromoKine, Heidelberg, Deutschland)

Verbrauchmaterialien

BD Plastipak Einmal-Spritze 1 mL, Luer-Lock (Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland)

Chirurgische Schere (Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland)
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Chitin Resin (New England BioLabs, Ipswich, MA, USA)

DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UVa2ss (Macherey-Nagel, Diren,
Deutschland)

Dialyseschlduche mit verschiedenen Ausschlussgrenzen (ZelluTrans, Roth, Karlsruhe,
Deutschland)

Econo-Pac® Chromatographie-Saulen (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Einbettkassetten (R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen, Deutschland)
Einmachcellophan (Folia® Bringmann, Wendelstein, Deutschland)

Gewebezange (Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland)

Whatman® Filterpapier (Whatman / GE Healthcare, Little Chalfont, United Kingdom)
IncuCyte CytotoxRed Reagent (Essen BioScience, Ann Arbour, MI, USA)

Matrigel (Corning™, Corning, NY, USA)

Mausinjektionskafig / Maus Restrainer (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Mikrokonzentriersdulen Amicon mit unterschiedlichen Ausschlussgrenzen (Millipore,
Neu-Isenburg, Deutschland)

Narrow Pattern Forcep (Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland)
Nitrocellulosemembran Protran® (Amersham™ Biosciences, Freiburg, Deutschland)
Nunc-Immuno™ Module (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
PageRuler™ Prestained #26619 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
PD-10-Sdulen (Sephadex G-25) (GE Healthcare, Diiren, Deutschland)

Teqler Adson Pinzette (Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland)
ReaktionsgefaRe 0.5/ 1.5 / 2 mL (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland)

Petrischale 94 / 16 mm (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich)

Pierce™ Protein A-Agarose (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
Pipettenspitzen 10 /100 /1 000 pL (VWR, Radnor, PA, USA)

Poly-Prep® Chromatographie-Séulen (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Protino Ni-NTA Agarose (Macherey-Nagel, Hilden, Deutschland)

Rontgenfilme CL-Xposure™ 18 x 24 cm (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
Sensorchip CM5 (GE Healthcare, Diren, Deutschland)

Sterican® Einmalkanulen 24 / 30 G (B. Braun, Melsungen, Deutschland)

SYBR Safe (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

Target Plate MTP 384 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland)

UltraPure Heringssperma-DNA (10 mg/mL) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
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Unstained Protein Molecular Weight Marker #26610 (Thermo Fisher, Waltham, MA,
USA)

Zentrifugenréhrchen Falcon™ (15 / 50 mL) (Corning™, Corning, NY, USA)

96-Well Zellkulturplatte (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)
Standard-Zellkulturschalen (Falcon / Corning™, Corning, NY, USA)

Zellzdhlkammer (Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland)

Versuchstiere

BALB/cANNRj, weiblich (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich)

Rj:NMRI-Foxn1 nu/nu, weiblich (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich)

Computer Software

ChemDraw Professional 16.0 / 19.0 (CambridgeSoft / PerkinElmer, Waltham, MA,
USA)

Cn3D 4.3 (NCBI, Bethesda, MD, USA)

GraphPad Prism 8 (GraphPad, San Diego, CA, USA)

IncuCyte® S3 Software (Essen BioScience, Ann Arbour, MI, USA)

NanoDrop 1 000 Operating Software (ThermoFisher Scientific, Wilmington, DE,
USA)

n.pmod 2.7 (PMOD Technologies LLC, Ziirich, Schweiz)

SoftMax Pro (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA, USA)
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Transformation

LB-Medium: 10 g/L Pepton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L NacCl,
pH 7.0; autoklaviert
LB-Agarplatten: 10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L NacCl,

15 g/L Agar; autoklaviert
LBamp-Medium/LBamp-Agarplatten: 50 pg/mL Ampicillin; steril filtriert (0.22 pum)

Eine Zellsuspension (25-50 pL) von chemisch kompetenten E. coli Bakterien (Expression:
NiCo21(DE3); Midipraparation: DH5a) wurde auf Eis aufgetaut und mit 1 puL (0.1-0.7 pg/mL)
Plasmid-DNA (pET11d-6xHisDianthin) fir 30 Minuten (min) inkubiert. Nach einem
Hitzeschock (42 °C, 90 Sekunden (s)) und weiteren 2 min auf Eis erfolgte die Zugabe von
300 pL LB-Medium, gefolgt von einer einstindigen Inkubation (37 °C, 225 rpm, Certomat
BS-1). AnschlieRend wurden 25 pL der transformierten Zellsuspension auf 37 °C vorgewarmte
LBamp-Agarplatten ausplattiert und tiber Nacht (16 Stunden (h), 37 °C, invertiert) inkubiert. Fir
die Minipraparation sowie Expression von Dianthin wurden Einzelkolonien gepickt und die

Platten bei 4 °C fir maximal einen Monat Uber Kopf gelagert.

2.2.2 Plasmidpraparation und Sequenzierung

Sequenzierungsprimer SeqAT1f: 5-TAA TAC GAC TCACTA TAG G-3'
Sequenzierungsprimer SeqAT1r: 5-ATC ATG ACA TTA ACC TAT AAA-3’

In einer Vorkultur wurden 3 mL LBamp-Medium mit einer Einzelkolonie inokuliert (8 h, 37 °C,
200 rpm), 1:1 000 in 100 mL LBamp-Medium tberflhrt und tber Nacht inkubiert (16 h, 37 °C,
200 rpm). Fir die Isolierung der Plasmid-DNA aus dem Kulturmedium wurde das NucleoBond
Xtra Midi Kit verwendet und nach Angaben des Herstellers verfahren. Hierbei wird unter
alkalischer Lyse DNA freigesetzt und diese via Anionenaustauschchromatographie isoliert.
Nach mehrmaligem Waschen wurde die DNA in Milli-Q Wasser (autoklaviert) resuspendiert
und die Konzentration mit Hilfe eines Spektrophotometers (NanoDrop®ND 1000, A = 260 nm)
bestimmt.

Fir die Sequenzierung wurden je 50-100 ng DNA mit 5 uM Vorwérts- (SeqAT1f) bzw.
Rickwaérts-Primer (SeqAT1r) vorgelegt und mit Milli-Q Wasser auf ein finales Volumen von

10 pL gebracht. Die Sequenzierung erfolgte von Eurofins Genomics nach Sanger.
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2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Expression und Extraktion von Dianthin

Fur die Expression von Dianthin wurde der Bakterienstamm E. coli NiCo21(DE3) verwendet.
Dieser  ermdglicht neben  der  Aufreinigung via  Immobilisierter-Metallionen-
Affinitatschromatographie (IMAC) die Entfernung co-eluierter, bekannter bakterieller Proteine
indem in diesen eine Chitin bindende Domane integriert wird, Uber welche eine zusatzliche
affinitatschromatographische Aufreinigung erfolgen kann.

LBamp-Medium (3 mL) wurde mit einer Einzelkolonie inokuliert und bis zu einer deutlichen
Trilbung inkubiert (ca. 6 h, 37 °C, 200 rpm). Fir die Ubernachtkultur wurden 50 pL der
Vorkultur in 500 mL LBamp-Medium tberfihrt, Gber Nacht inkubiert (16 h, 37 °C, 180 rpm)
und mit LBamp-Medium auf 2 L aufgefullt. Bei einer ODggo = 0.9 (Ultrospec 3000 UV/VIS
Spectrophotometer) wurde die Expression mit 1 M IPTG gestartet und fir 3 h (37 °C, 180 rpm,
C25KC Incubator Shaker) fortgefiihrt. Die Bakterien wurden sodann mittels Zentrifugation
(Sorvall Evolution RC Superspeed) geerntet, das resultierende Pellet in 20 mL DPBS
resuspendiert und bei —20 °C gelagert.

Fur die Extraktion von Dianthin wurden die Zellen zunéchst durch Ultraschall am Sonikator
(Sonifier 250) lysiert. Hierflr wurde die Bakterienlosung aufgetaut und auf Eis, sowie mit
Parafilm abgedichtet, in den Sonikator eingespannt. Die Zellen wurden in 8-10 Zyklen von 30
Ultraschockeinheiten lysiert und Zelltrimmer sowie nicht lysierte Zellen durch Zentrifugation
(30 min, 4 °C, 30 000 x g, Sorvall Evolution RC Superspeed) aus dem Zelllysat entfernt. Die
Aufreinigung der Proteinlésung (Zelluberstand) erfolgte via IMAC gefolgt von einer Chitin-

Affinitatschromatographie.

2.3.2 IMAC
Waschpuffer W: 50 mM NaH2PO4 x 2H>0, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol,
pH 8.0
Elutionspuffer 50 mM NaH2P04:2H,0, 300 mM NacCl,
E31/62/125/250/500: 31.25/62.5/125/250/500 mM Imidazol, pH 8.0
Phosphatgepufferte 150 mM NaCl, 8.33 mM NaxHPO4x2H>0, 1.67 mM KH2PO4,
Salzlésung (PBS): pH 7.4

Diese Methode basiert auf der Interaktion der Uber Nitriloessigsdure (NTA) an Sepharose
angereicherten Ni#*-lonen mit der Histidinenreichen (His) Sequenz eines Proteins. Somit wird

ermoglicht, His-Tag markierte Proteine von nicht markierten Proteinen (bakterielle Proteine,
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Kopplungsproteine) zu separieren und diese uber einen Imidazolgradienten (konkurrierend zu
His) zu eluieren.

Hierfir wurden 6 mL (3 mL Bettvolumen (BV)) der Ni-NTA Sepharose in einer
Schwerkraftsédule (25 mL) vorgelegt, mit 2 x 10 mL Milli-Q gewaschen sowie mit 1 mL
100 mM NiSO4-L06sung neu beladen. Nach 5 min Inkubation wurde die Sepharose gewaschen
(2 x 10 mL Milli-Q) sowie mit Waschpuffer equilibriert (3 x 10 mL). Anschlieend wurde die
Proteinldsung, in welcher zuvor die Imidazolkonzentration auf 20 mM eingestellt wurde, mit
der Ni-NTA Sepharose bei 4 °C (Dianthin: 60 min; Konjugat: 30 min) invertierend inkubiert
(Uberkopfschiittler REAX 2) und einem festgelegten Eluierschema folgend gereinigt (Tab.
2.1).

Tab. 2.1: Wasch- und Eluierschema der Proteinreinigung via IMAC. E: Elutionspuffer, 31-500:
Imidazolkonzentration [mM].

Puffer Dianthin [mL] Konjugat [mL] Imidazol [mM]
W 5x5.00 20.00
E31 — 5x2.00 31.25
E62 — 3x2.00 62.50
E125 3 x10.00 10.00 125.00
E250 1x10.00 5.00 250.00
E500 — 10.00 500.00

Zellpellet, Durchlauf, Elutionsfraktionen sowie Sduleninhalt wurden via Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) analysiert. Die das gewilinschte Protein
enthaltenen Fraktionen wurden vereinigt, tber Nacht bei 4 °C gegen 1 L des jeweiligen Puffers
dialysiert (Dianthin: CBD-; Konjugat: PBS-Puffer) und aufkonzentriert (4 000 x g, Amicon®
Ultra-15 3/10 kDa Molecular Weight Cut Off (MWCO ° ) bzw. mittels Chitin-

Affinitatschromatographie weiter gereinigt.

¢ Bei einem MWCO von 3/10 kDa werden alle Molekiile mit einer molaren Masse, die groRer als 3/10 kDa ist,
zuriickgehalten.
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2.3.3 Chitin-Affinitatschromatographie

CBD-Puffer: 20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1 % [v/v] Tween-20,
pH 8.0

Die nach IMAC hauptséchlich als Verunreinigung auftretenden bakteriellen Proteine (SlyD,
ArnA und Can) wurden in einem weiteren Reinigungsschritt via Chitin-Affinitatschromato-
graphie entfernt. Hierfiir wurden Chitin-Beads (10 mL BV) in einer Schwerkraftséule (25 mL)
vorgelegt und mit 100 mL CBD-Puffer equilibriert. Nach einstiindiger Inkubation (4 °C,
Uberkopfschiittler REAX 2) der Chitin-Saule mit der Proteinldsung wurde nach Auffangen des
Durchlaufes mit CBD-Puffer (3 x 20 mL) gewaschen und der Inhalt der Fraktionen sowie des
Séulenmaterials in einem 12 %igen Polyacrylamidgel analysiert. Die das Dianthin enthaltenden
Fraktionen wurden gegen 1 L PBS dialysiert (4 °C), mit Pufferwechsel nach 16 h und weiterer
Dialyse fur mindestens 60 min, und nach Aufkonzentrieren (Amicon® Ultra-15 3 kDa) sowie

steril Filtrieren (0.22 um) bei 4 °C gelagert.

2.3.4 Protein A-Affinitadtschromatographie

Waschpuffer I: PBS mit 1 M HCI, pH 7.4
Waschpuffer II: PBS mit 0.5 % Tween-20, pH 7.4
Elutionspuffer E: 100 mM Glycin, pH 2.9

Neutralisationspuffer: 1 M Tris, pH 9

Das aus dem Bakterium Staphylococcus aureus stammende Protein A kann aufgrund seiner
hohen Bindungsaffinitat zu der konstanten Region (Fc) der Immunglobuline 1gG zur Trennung
von freiem / nicht konjugiertem Dianthin und Konjugat genutzt werden.

Hierfur wurde Protein A-Agarose (0.5-1.0 mL BV in Schwerkraftséule, 11 mL) mit 10 x BV
DPBS, 2 x BV Waschpuffer I, 2 x BV Waschpuffer Il und final mit 16 x BV DPBS gewaschen.
Equilibrierte Protein A-Agarose und Konjugat-Mix wurden vereinigt und 1 h invertierend
(4 °C) inkubiert. Im Anschluss erfolgte die gravimetrische Aufreinigung, wobei zunéchst der
Durchfluss aufgefangen und die Saule mit DPBS (7 x 2 mL) gewaschen wurde. AnschlieRend
erfolgte die Elution mit Elutionspuffer (7 x 950 L) in 1.5 mL Eppendorf-Reaktionsgeféafe, in
welche 50 puL Neutralisationspuffer vorgelegt wurde. Die Analyse des Inhalts der Fraktionen
sowie der S&ule erfolge mittels einer zweistufigen SDS-PAGE (12/7.5 % [w/v]) via Coomassie
Brilliantblau Farbung. Die das Konjugat enthaltenen sowie Dianthin-freien Fraktionen wurden
gegen PBS pH 7.4 (16 h, 4 °C) dialysiert und weiter tber IMAC aufgereinigt.
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2.3.5 SDS-PAGE

Trenngelpuffer: 1.5 M Tris-HCl, 0.4 % [w/v] SDS, pH 8.8
Sammelgelpuffer: 0.5 M Tris-HCI, 0.6 % [w/v] SDS, pH 6.8

Laufpuffer: 20 mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1 % [w/v] SDS, pH 8.3
Ammoniumpersulfat: 10 % in ELIX Wasser

4 x SDS Probenpuffer: — nicht reduzierend :

0.25 mM Tris-HCI, 40 % [v/v] Glycerol, 8 % [w/v] SDS,
0.04 % [w/v] Bromphenolblau, pH 6.8

— reduzierend :
4 x nicht reduzierender Probenpuffer, 8% [v/v] B-
Mercaptoethanol

Diese Methode ermdglicht die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach ihrer
Molekilmasse jedoch unabhéngig von ihrer Ladung und Form. Natriumdodecylsulfat
denaturiert dabei das Protein und erzeugt in Abhéngigkeit der Zahl der Aminosaurereste eine
Netto-Negativladung, welche die gréfRenabhangige Wanderung des Proteins Richtung Anode
hervorruft. Hierfir wurde als Laufkammer das horizontale Elektrophoresesystem von C.B.S.
(80 x 85 x 0.75 mm) verwendet. Die Untersuchung von Dianthin nach der Expression und
Aufreinigung erfolgte in einem 12%igen Gel. Im Fall der Konjugate wurde ein zweistufiges
Gel verwendet, wobei die untere Schicht aus einem 12%igen und die obere aus einem 7.5%igen
Trenngel bestand. Dies gewdhrleistete die gleichzeitige Detektion von Dianthin und der
Konjuagte mit einem deutlichen Unterschied in der molekularen Masse.

Die Proteinproben wurden mit nicht reduzierendem oder reduzierendem 4 x Probenpuffer
denaturiert (5 min, 96 °C, zentrifugiert) und 15-25 pL der Probe auf das Sammelgel
aufgetragen. Die Separierung erfolgte bei 200 V, 40 mA (1 Gel) oder 80 mA (2 Gele) fiir 1
1.5 h, mindestens aber solange bis die Laufmittelfront aus dem Gel ausgetreten war.

Tab. 2.2: Pufferzusammensetzung der Polyacrylamidgele

Trenngel Sammelgel

Ldsung 12 % 7.5% 4.5 %
ELIX Wasser 1488 pL 2126 pL 720 pL
Trenngelpuffer 1062 pL 1062 pL —

Sammelgelpuffer — — 300 pL
30 % Acrylamid 1700 pL 1062 pL 180 pL
10 % Ammoniumpersulfat 30 puL 30 pL 10 puL
TEMED 3 uL 3L 3puL
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Die Polyacrylamidgele wurden nach der Elektrophorese entweder mit Coomassie Brilliantblau
zur Detektion der Proteinbanden eingefarbt oder aber zur weiteren Analyse fir einen

Westernblot verwendet.

2.3.6 Coomassie-Farbung

Farbelosung: 0.1 % [w/v] Coomassie Brilliantblau R-250, 40 % [v/v] Ethanol, 10 % [v/v]
Essigsaure; gefilterte Losung
Entférber: 20 % [v/v] Ethanol, 10 % [v/v] Essigsaure

Coomassie Brilliantblau R-250 féarbt unspezifisch basische sowie aromatische Aminosauren
und ermdglicht so die visuelle Detektion von Proteinen in einem Polyacrylamidgel. Daftr
wurden die Gele 1-16 h in Féarbeldsung unter Agitation (Wippschuttler Rocky) angeférbt und
zunachst einmalig mit Leitungswasser sowie nachfolgend mehrmals mit Entfarber gewaschen
bis nur noch Proteinbanden detektierbar waren. AnschlieBend wurde das Gel luftblasenfrei

zwischen zwei Cellophanfolien eingespannt und bei Raumtemperatur getrocknet.

2.3.7 Westernblot

Blot-Puffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 10 % [v/v] Ethanol
Blockpuffer: 5 % Magermilch in PBS
PBSBo.: PBS with 0.2 % [w/v] Brij 58, pH 7.4
Ponceau Rot: 0.1 % [w/v] Ponceau S, 5 % [v/v] Essigsdure
Losung A: 100 mM Tris-HCI, 14.11 mM Luminol, pH 8.6
L6ésung B: 6 mM p-Coumarinséure in DMSO

30 % [v/v] Wasserstoffperoxid

Dieses Verfahren ermdglicht die Immundetektion von Proteinen Uber das Antigen-Antikorper-
Bindungs-Prinzip. Nach GroRenauftrennung der Proteine (SDS-PAGE) wurden diese im
Nassblot-Verfahren auf eine Nitrocellulose-Membran (Amersham™ Protran® Membran)
ubertragen. Die zuvor im Blotpuffer equilibrierte Membran sowie Whatman Filterpapiere und

Schwammtiicher dienten zum Aufbau des Blot-Sandwichs nach folgendem Schema:

© Schwammtuch | Filterpapier | Gel | Nitrocellulosemembran | Filterpapier | Schwammtuch &

Der Proteintransfer hin zur Anode (&) erfolgte fir 58 min bei 50 V und wurde im Anschluss
durch Anférbung mit Ponceau Rot Uberprift. Hierflr wurde die Membran fur 5 min unter
Agitation zundchst in der Farbelosung inkubiert, gefolgt von mehrmaligem Waschen mit
Leitungswasser. Sodann erfolgte nach vollstandiger Ponceau-Rot-Entfarbung die Blockierung
freier Bindungsstellen der Membran mit 5 mL Blockpuffer sowie nach Waschen mit PBS

(2 x 5mL) die Inkubation mit dem flir das Protein geeigneten Antikorper (Tab. 2.3) in 5 mL
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PBSBo. (Wippschittler Rocky). Folgend wurde mit 5 mL PBSBo. (3 X 5 min) gewaschen,
uberschissige Flussigkeit mit einem Filterpapier entfernt und die Membran mit
Chemolumineszenzlésung (1 000 pL Lésung A, 100 pL Lésung B, 1 pL Losung C) fiir 2 min
inkubiert. Die visuelle Detektion erfolgte in der Dunkelkammer auf passend zugeschnittenem
Rontgenfilm in Belichtungskassetten, wobei verschiedene Belichtungszeiten beginnend mit
10 sec gewahlt wurden. Je nach Signalintensitat wurden nachfolgende Belichtungszeiten auf
30 sec, 1-10 min und 1-2 h erhoht.

In dieser Arbeit wurde mit einem HRP markierten priméren Antikérper gearbeitet, um
Kreuzreaktionen des sekundaren Antikdrpers mit Panitumumab ausschlieen zu kdnnen.

Tab. 2.3: FUr den Westernblot verwendete Antikorper. (*): Horse raddish peroxidase (HRP) markierter
Antikorper

Priméar-Antikorper Verdinnung Inkubation
anti-His 1gG(*) 1:2 500 2 h
anti-human 1gG-Fcy(*) 1:50 000 1h,4°C

2.3.8 Dialyse von Proteinldsungen

Die Dialyse zum Pufferaustausch wurde fur alle Proteine gleichermalRen durchgefiihrt.
Zunachst wurde entsprechend des Volumens sowie GroRe des Proteins ein Dialyseschlauch
geeigneten GroRenausschlusses (3.5 oder 12 kDa MWCO, ZelluTrans) in finalem Puffer flr
10-20 min equilibriert und das Protein gegen 1-2 L des finalen Puffers unter standigem Rihren
(16 h, 4 °C) dialysiert. Bei Volumina tiber 20 mL wurde anschlieBend nochmals der Puffer

ausgetauscht und die Dialyse fur mindestens eine weitere Stunde fortgesetzt.

2.3.9 Aufkonzentrieren von Proteinlosungen

Die nach der Aufreinigung sowie Dialyse stark verdinnten Proteine (< 0.1 mg/mL) wurden
uber eine Amicon-Zentrifugen-Filtereinheit (Merck Millipore) des bendtigten MWCO
(3/10/30kDa) bei 4000xg (4-20°C) aufkonzentriert. Um Prazipitatbildung durch
graduelle, lokale Konzentrationssteigerung vorzubeugen, wurde zwischen den
Zentrifugationseinheiten die Proteinldsung durch Pipettieren durchmischt. Nach dem
Aufkonzentrieren auf das gewinschte Volumen wurde die Proteinlésung steril filtriert
(0.22 um) und bei 4 °C gelagert.
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2.3.10 Modifizierung mit Hydrazinnicotinamid (HYNIC)
PBS (HYNIC): 100 mM Dinatriumhydrogenphosphat, 150 mM NaCl, pH 7.5

Fir die Radionuklidmarkierung von Dianthin und Panitumumab (Pan) mit ®°™Tc mussten diese
im Vorfeld mit HYNIC modifiziert werden. Dies erfolgte nach Herstellerangaben (R-PE
Antibody Conjugation Kit, Solulink). Dianthin und Panitumumab wurden mit einem 20-
molaren Uberschuss an HYNIC (in DMSO) derivatisiert (1.5h, 20 °C, 800 rpm) und
groRenaufschlusschromatographisch nach Angaben des Herstellers gereinigt (PD-10 Saule,
PBS pH 7.4). Die erfolgreiche Modifizierung wurde nachfolgend in einem Assay mit 2-
Sulfobenzaldehyd (2-sBA) verifiziert. Dianthin-HYNIC (D(H)) und Panitumumab-HYNIC
(Pan(H)) wurden anschlieend fur die Herstellung der Konjugate D(H)Pan und DPan(H)

verwendet.

2.3.11 Biokonjugation (chemische Kopplung)

PBS-EDTA: 20 mM Dinatriumhydrogenphosphat, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.5
PBS (NEM): 100 mM Dinatriumhydrogenphosphat, 150 mM NacCl, pH 7.2

In dieser Arbeit wurde fir die Kopplung von Dianthin an Panitumumab ein
heterobiofunktioneller ~ Linker,  N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)-propionat  (SPDP),
verwendet. Seine Ester-Funktion ermdglicht die Einfihrung von Pyridyldithion Uber die
primdren Amine der Proteine. Pyridyldithion kann wiederum von Sulfhydryl-Gruppen
angegriffen werden. Abb. 2.1 zeigt schematisch die Kopplungsreaktion. Um Quervernetzung
durch freie Sulfhydryl-Gruppen in Panitumumab zu unterbinden, wurden diese zunachst mit
NEM blockiert. Sodann konnten Panitumumab-NEM (Pan-NEM) wie auch Dianthin mit SPDP
modifiziert werden, wobei Dianthin im Anschluss mit Dithiothreitol (DTT) reduziert wurde,

um freie Sulfhydrylgruppen zu generieren.
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Abb. 2.1: Biokonjugation Giber SPDP-Linker. Schematische Darstellung der Konjugation von Dianthin (blaue
Kugel) an Panitumumab (Antikorper, oben). Im ersten Schritt erfolgt die Modifikation mit SPDP Uber freie
Aminogruppen. Reduktion durch DTT erzeugt eine Sulfhydrylgruppe am Dianthin, welches das Pyridyldithiol
aktivierte Panitumumab angreift und so ein tber eine Disulfidbriicke verbundenes Konjugat bildet.

Nach jedem Modifikationsschritt erfolgte eine Grofienausschlusschromatographie (PD-10
Séule) gefolgt von der Aufkonzentrierung auf das Ursprungsvolumen mittels einer geeigneten

Amicon-Zentrifugen-Filtereinheit.

Zunachst wurde Panitumumab / Pan(H) (16.7 nmol, 2.433 mg/mL; PBS (NEM) pH 7.2) mit
einem 30-molaren Uberschuss an frisch hergestellter 100 mM NEM-Lésung (Milli-Q)
inkubiert (2 h, 20 °C, 800 rpm) und freies NEM (ber GroRenausschlusschromatographie (PD-
10 Séule, PBS-EDTA pH 7.5) nach Angaben des Herstellers entfernt sowie der Puffer
ausgetauscht.

Anschlielend erfolgte die Modifizierung mit SPDP, indem getrennt voneinander
Dianthin / D(H) (0.5 mg/mL, 16.8 nmol, PBS-EDTA pH 7.5) sowie Pan-NEM / Pan(H)-NEM
(2.433 mg/mL, 16.8 nmol) mit einem 5-molaren Uberschuss an 20 mM SPDP-Ldsung
(2 mg/320 pL DMSO) inkubiert (1 h, 20 °C, 800 rpm) wurden. Nach der Reduktion von 1 mL
Dianthin-SPDP (D-SPDP) / D(H)-SPDP) mit 0.5 mL 150 mM DTT (23 mg/mL, PBS-EDTA
pH 7.4) fur 30 min (20 °C, 800 rpm) zu Dianthin-SH (D-SH/D(H)-SH) wurde dieses
aquimolar mit Pan-NEM-SPDP / Pan(H)-NEM-SPDP inkubiert (1 h, 20 °C, 800 rpm). Die

Reaktion wurde mit einem 5-molaren Uberschuss an L-Cystein gestoppt. Uber Protein A-
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Affinitatschromatographie sowie IMAC wurde Dianthin-Panitumumab
(DPan / D(H)Pan / DPan(H)) von nicht-konjugiertem D-SH/D(H)-SH sowie Pan-NEM-
SPDP / Pan(H)-NEM-SPDP abgetrennt.

2.3.12 Radionuklidmarkierung mit ®™Tc

Reaktionslosung A:  7.99 mg Tricin (44.6 pmol) in 0.8 mL “Wasser fiir Injektionszwecke®,
1L 2.0 M HCI, pH 4.5-5

Reaktionslosung B:  9.99 mg SnCl (44.3 pmol) in 0.5 mL 2.0 M HCI

Proteinlésungen: D(H)Pan, DPan(H), DPan, Pan(H)
Die Radionuklidmarkierung erfolgte nach Camacho et al. [158] mit geringfligiger Abwandlung
unter Beisein von Dr. Sonal Prasad sowie Mithilfe von Ajay Mohan Mohan
(Berlin Experimental Radionuclide Imaging Center). Fir die Herstellung der finalen
Reaktionslosung wurden 50 pL der Reaktionslosung B zu Reaktionslésung A pipettiert und mit
physiologischer Kochsalzlésung auf 10 mL gebracht (pH 2.5, final). Hiervon wurden 25 pL mit
20 pL 0.02 M HCI sowie 100 pL Proteinldsung (0.24-0.27 nmol) vorgelegt (pH 5.0) und zu
100-275 MBq Natrium-**"Technetium-Pertechnetat Na'[*®™TcO4]~ pipettiert. Nach 20-
minutiger (20 °C, 800 rpm) Inkubation wurden 10.13 pL (0.23 umol) EDDA und 2.42 uL
(4 nmol) L-Cystein zu der Reaktionslésung gegeben, fur weitere 10 min inkubiert sowie
anschlieBend Uber eine PD-10 S&ule nach Angaben des Herstellers gereinigt und
aufkonzentriert (~150 uL, Amicon MWCO 10 kDa).
Die Uberpriifung der radiochemischen Reinheit erfolgte via Diinnschichtchromatographie (DC-
Fertigfolien ,Laufmittel: Citrat-Dextrose-Ldsung) und die Messung der Radionuklidaktivitat
mittels Aktivimeter ISOMED 2010.

2.4 Methoden zur Proteincharakterisierung

2.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde mit dem auf Kupfer basierendem Bicinchoninséure-Assay
(Pierce™ BCA Protein Assay Kit) nach Angaben des Herstellers bestimmt. Hierbei komplexiert
das durch Proteine reduzierte Cu™ mit Bicinchoninsdure zu einem violetten, bei 562 nm
detektierbarem Chelatkomplex. Eine serielle Standardreihe (15.13, 31.25, 62.5, 125, 250, 500,
1 000 und 2 000 pg/mL) von bovinem Serumalbumin und daraus resultierender Standardkurve
ermdoglicht die Berechnung der Konzentration. Daftr wurden 25 uL der Proteinprobe sowie des

Probenpuffers (Blank) mit 200 uL Arbeitsreagenz in eine Mikroplatte (NUNC Immuno
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Modules) pipettiert, 30 min bei 37 °C unter Lichtausschluss inkubiert und sodann die
Absorption (SpectraMax 340P, A = 562 nm) gemessen.

2.4.2 Bestimmung des Extinktionskoeffizienten € von Dianthin

Der molekulare Extinktionskoeffizient € kann iiber das Lambert-Beersche Gesetz bestimmt
werden. Hierfiir wurde von sieben Konzentrationen an Dianthin (serielle 1:0.75-Verdinnung
aus 0.532 mg/mL) die Absorption bei 280 nm (NanoDrop 1000) bestimmt und diese in
Abhangigkeit zur Konzentration graphisch dargestellt. Die Berechnung von ¢ erfolgte iiber eine
lineare Regression (GraphPad Prism8), wobei nach dem Lambert-Beer-Gesetz die Steigung den
Wert fiir e [Mtcm™] darstellt.

L mol A L

cmo——| 2 £ = =
mol cm L d-c cm-mol

Lambert — Beer:A=¢c-d-c =

Geradengleichung:y =m-x ->m=z¢

2.4.3 N-Glykosidaseaktivitatstest

Acetatpuffer: 50 mM Natriumacetat, 100 mM KCI, pH 5.0
Mastermix:  1:1 Heringssperma-DNA / Acetatpuffer

Die unspezifische enzymatische Aktivitat von Dianthin spaltet Adenin aus Heringssperma-
DNA. Basierend darauf wurde ein Adenine Release Assay zur N-Glykosidaseaktivitdtsmessung
[152] entwickelt. Uber eine Adenin-Standardreihe (10, 20, 40, 80, 160, 320 pmol) kann mittels
linearer Regression freigesetztes Mol Adenin pro Mol Toxin in einer Stunde berechnet werden.
Hierfur wurde der Mastermix zunéchst fir 10 min (50 °C, 800 rpm, Thermoschuttler) inkubiert,
danach die Reaktionsansatze nach Tab. 2.4 hergestellt und fir 60 min (50 °C, 800 rpm,
Thermoschdttler) inkubiert, sowie anschliefend Uber GroRenausschlussfilter zentrifugiert
(MWCO 3 000, Nanosep®, 45 min, 4 °C, 5000 x g) um freies Adenin vom Reaktionsansatz
zu separieren. Die Messung der Absorption des Permeats erfolgte am Spektrophotometer
NanoDrop 1000 bei A =260 nm.

Tab. 2.4: Zusammensetzung der Reaktionsansatze fur den Adenin Release Assay.

Protein BSA Blank
DNA Mastermix 20 pL (100 pg Heringssperma-DNA)
Enzym 30 pmol 30 pmol —
Acetatpuffer Ad 50 pL Ad 50 pL 30 pL
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Die Berechnung der enzymatischen Aktivitat erfolgte tber die Standardkurve:

mol]  Abs(260nm) — b
uL B m

Standardkurve: y(Abs) =mx +b - x [p

(pmol (Adenin))
pmol (Toxin) ) pmol (Adenin)  x x50 uL

enzymatische Aktivitat: n ~ pmol (Toxin) X h 30 pmol

2.4.4 2-Sulfobenzaldehyd-Assay

Der Nachweis der erfolgreichen HYNIC-Modifikation basiert auf der Reaktion der Hydrazin-
Gruppe des HYNIC-Linkers mit der Aldehydgruppe von 2-sBA unter Ausbildung eines Bis-
Arylhydrazons, welches photometrisch bei A =350 nm (NanoDrop 1 000) detektiert werden
kann (Abb. 2.2). Aus einer frisch hergestellten 9.6 mM 2-sBA-L6sung (2 mg/mL in Milli-Q)
wurde eine 0.5 mM Arbeitslésung in 100 mM MES-Puffer (pH 5.0) hergestellt und 18 pl mit
20 uL HYNIC-modifiziertem Protein inkubiert (37 °C, 800 rpm) sowie anschliefend die

Absorption nach 30 min und 2 h gemessen.

Dianthin—NH,

N Dianthin g Dial\lthin o
HN HN
0 7\
//(F o 7\ 2-sBA
O o 1.5h, 20 °C N=— 30 min, 37 °C N==
Y\ NH
na HCl N HCl [N 350 nm
H—N >\
NH
H\N/ \H
\ SO,Na

Abb. 2.2: Schematische Darstellung des 2-sBA-Assays. Die Hydrazingruppe von D(H) und Pan(H)
reagiert mit der Aldehydgruppe von 2-sBA unter Ausbildung eines bei 350 nm detektierbaren Bis-
Arylhydrazons.

2.4.5 Farbstoffmarkierung mit Cy3

Die erfolgreiche Modifizierung wurde unter Zuhilfenahme einer Cy3-Markierung tberprift, da

nach der HYNIC-Modifikation weniger freie Aminogruppen vorhanden sein sollten. Dieser

Sachverhalt wurde aulRerdem als Kontrolle fiir die anschlieende Konjugation genutzt, um den

Nachweis noch vorhandener freier Aminogruppen zu erbringen.

Es wurden je 50 pl (bei vorliegender Konzentration 0.037-0.05 mg) Dianthin, D(H),

Panitumumab sowie Pan(H) mit 0.2 pL einer 10 mM L&sung an Cy3-NHS-ester inkubiert
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(18 h, 20°C, 800rpm) und nach erfolgter Aufreinigung (PD-10 S&ule) auf das
Ursprungsvolumen aufkonzentriert. Die spektrophotometrische Detektion erfolgte bei
A =550 nm am NanoDrop 1 000.

2.4.6 Berechnung des Derivatisierungsgrades

Die Anzahl von an Dianthin und Panitumumab gebundenen Molekilen HYNIC und Cy3 wurde
uber die molekularen Extinktionskoeffizienten sowie die Absorptionsmaxima (280 nm
(Protein), 350 nm (HYNIC), 550 nm (Cy3); NanoDrop 1 000) nach dem Lambert-Beerschen
Gesetz bestimmt. Die Berechnung erfolgte dabei folgendermalien:

(Ax X £2g0)
(ex X Azgoc)
Azgoc = Azgo — (Ax X CFx)
gp = 20823 M~ tem™Y; epgy, = 270 000 M~ 1em™t
Enynic = 18000 M~tem™; ecy3 = 150 000 M~ *em ™t

Anzahl HYNIC /Cy3 pro Protein =

CF¢y3 = 0.09; CFyynic = unbekannt, wurde gleich Null gesetzt

2.4.7 Oberflachenplasmonenresonanz-Spektroskopie (SPR)

PBS-EP: 150 mM NaCl, 8.33 mM NaxHPO4x 2H,0, 1.67 mM KH2PO4, 0.005 %
Surfactant P20, pH 7.4

Die Bindungsaffinitdt von DPan, D(H)Pan, DPan(H), Panitumumab und Dianthin an EGFR
wurde Uber Oberflachenplasmonenresonanz-Spektroskopie (BIAcore X100) bestimmt. Auf der
carboxymethylierten Dextranoberflache des CM5 Sensor Chips wurde das rekombinant,
humane rhEGFR-Fc Chimera Protein mit einer finalen resonance unit RU von 300-500 in PBS-
EP immobilisiert. Nach zunédchst drei aufeinanderfolgenden Injektionen von 1 M NacCl in
50mM  NaOH (10 pl/min, 60s) wurde der Chip mit  1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid / N-Hydroxysuccinimid 50:50 aktiviert (10 uL/min, 420 s)
und sodann mit 180 uL rhEGFR-Fc (2 pg/mL) immobilisiert. Freie Bindungsstellen wurden
mit Ethanolamin (10 pL/min, 420 s) abreagiert und der Chip mit PBS-EP equilibriert. Mit der
Referenzspur wurde analog, jedoch ohne rhEGFR, verfahren. Das Bindungsverhalten wurde in
einem single cycle kinetic-Verfahren mit funf aufsteigenden Konzentrationen des Analyten
(DPan, D(H)Pan, DPan(H), Panitumumab, Dianthin) bestimmt, wobei die Assoziation und
Dissoziation fir 180 s bzw. 5000 s (30 uL/min) und die Regeneration des Chips mit 10 mM
Glycin pH 2.5 (30 s) erfolgte. Die Analyt-Losung wurde in einer seriellen 1:3-Verdiinnung mit

PBS-EP aus der hdchsten, zu testenden Konzentration von 50 nM hergestellt. Fir die Analyse
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der Sensogramme (,,Biacore X100 evaluation software: Langmuir 1:1 binding model; RI
constant = 0) wurde das Referenzsignal vom Bindungssignal subtrahiert.

Die Messung sowie Auswertung wurde von Frau Dr. Nicole Niesler durchgefuhrt.

2.4.8 Matrix-unterstitze Laser-Desorption / lonisation (MALDI)

Das flugzeitaufgel6ste (time of fligt TOF) und mit einem Massenspektrometer (MS) gekoppelte
MALDI-TOF-MS-Messverfahren dient zur Verifizierung von lonen nach ihrer GréRe. Dabei
wird die Matrix-Analyt-L6sung tber einen Laser in Gasphase gebracht und der Analyt von den
aus der Matrix freiwerdenden Protonen ionisiert. Diese werden im Massenspektrometer
beschleunigt und die groRenabhangige Molekulflugzeit von einem Detektor analysiert. Die in
Milli-Q Wasser entsalzten Konjugate DPan, D(H)Pan und DPan(H) wurden dafiir 1:1 mit der
Matrix Super-2,5-DHB auf den Trager aufgetragen (1 uL). Die Messung (dried droplet method)
erfolgte im linear positive ion (LP)-Modus und wurde von Dr. Mazdak Asadian Birjand und
Dr. Gregor Nagel durchgefthrt.

2.5 Zellbiologische Methoden

2.5.1 Kultivierung adhérenter Tumorzellen

MDA-MB-453: DMEM, 10 % Fetales Kélberserum FCS, 1% Penicillin-Streptavidin
(P/S)

HCT116: McCoy’s Medium, 10 % FCS,1 %P /S
Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden unter konstanten Konditionen im Inkubator
(37 °C, 5% CO3, 95 % Feuchtigkeit) kultiviert und alle zellbiologischen Arbeiten stets unter
sterilen Bedingungen (Laminar air flow Werkbank) durchgefihrt.
Die bei —173 °C gelagerten Kryostocks wurden handwarm aufgetaut, in 5 mL Medium
tberfiithrt und zentrifugiert (5 min, 20 °C, 800 x g). Nach Entfernen des Uberstandes wurde das
Zellpellet in 10 mL Medium (20 °C) resuspendiert und in eine Zellkulturschale berfiihrt, in
der nach 24 h das Medium zum ersten Mal gewechselt wurde.
Fur das Passagieren der humanen kolorektalen Kolonkarzinom-Zelllinie HCT116 wurde
verbrauchtes Medium aspiriert, die Zellen mit 5 mL DPBS —/— gewaschen sowie mit 3 mL
0.25 % Trypsin-EDTA (5 min, 37 °C) abgel6st. Die Trypsinierung wurde mit 3 mL Medium
gestoppt, die Zellen durch vorsichtiges resuspendieren vereinzelt und auf eine neue Platte mit
einer finalen Konfluenz von 2040 % passagiert. Die humane Brustkrebszelllinie MDA-MB-
453 wurde analog trypsiniert, jedoch erfolgte der Waschschritt mit 5 mL DPBS —/—und 1 mL
0.25 % Trypsin-EDTA.
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2.5.2 Kryokonservierung humaner Tumorzellen

Die Kryokonservierung der humanen Tumorzellen erfolgte nach der Trypsinierung einer
vollstandig konfluenten Platte wie folgt: Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (5 min, 20 °C,
800 x g), das Zellpellet in 10 mL Kryoprotektivum (90 % Voll-Medium, 10 % DMSO)
resuspendiert und zu je 1.5 mL in Kryoréhrchen aliquotiert. Das graduelle Einfrieren (Nicool
LM 10) erfolgte zunachst fir 30 min auf Stufe 3 gefolgt von 10 min auf Stufe 10. AbschlieRend

wurden die Zellen unverziglich in fliissigem Stickstofftank bei —173 °C gelagert.

2.5.3 Mykoplasmen-Nachweis

Der Ausschluss einer Mykoplasmenkontamination erfolgte mit dem PCR Mycoplasma Test Kit
I/C, welcher auf der Vervielféltigung eines DNA-Fragmentes des Mycoplasma orale Gens
beruht. Hierfiir wurde vor der Trypsinierung 1 mL des Zelliberstandes von HCT116- sowie
MDA-MB-453-Zellen verwendet und der Test entsprechend den Herstellerangaben
durchgefiihrt.

2,54 S01861-Verwendung und -Vorbehandlung

Das hier verwendete Saponin SO1861 wurde aus der getrockneten Wurzel von Saponaria
officinalis L. von Analyticon Discovery (Lot-Nr.: AD174123e82) isoliert. Saponine neigen bei
hoheren Konzentrationen zur Ausbildung von Micellen. Da dies zu einem inhomogenen
Konzentrationsgemisch fiihren kann, wurde SO1861 fir alle weiteren Versuche wie folgt
vorbehandelt. Die SO1861-L6sung wurde zunachst 10-15 min erwarmt (50 °C, 800 rpm) und
die Micellen anschlielend fiir 10 s im Ultraschallbad aufgeschlossen. Im Folgenden wurde die
Losung rigoros gevortext und erneut fur 2-5min erwdrmt. Nach Zentrifugieren
(Tischzentrifuge, 20s) wurde S0O1861 sofort in 37 °C warmen Medium (fir die

Zellkulturversuche) oder DPBS —/— (flr die in-vivo-Versuche) verdinnt.

2.5.5 Zytotoxizitats- und Vitalitatsassay

Die In-vitro-Wirkung von DPan, Dianthin und Panitumumab in Kombination mit SO1861
wurde sowohl als Endpunkt- (MTT-Assay) als auch Echtzeit-Messung (IncuCyte® S3) an der
Zielzelllinie HCT116 und Kontrollzelllinie MDA-MB-453 durchgefihrt.
Hierflr wurde zunéchst gleichermaRen verfahren. Die gewinschte Zellzahl wurde in 100 pL
Medium in je eine Vertiefung einer 96-Well-Zellkulturplatte pipettiert und darin nach Absetzen
der Zellen (15-20 min) in den Inkubator Gberfuhrt. Nach 24 h erfolgte die Zugabe von 80 pL
Medium (£ SO1861) sowie nach weiteren 15 min Inkubationszeit die Zugabe von 20 pL
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DPBS +/+ mit verschiedenen Konzentrationen an zu testendem Protein. Anschlieend wurde
die Platte entweder weiter im Inkubator gehalten oder aber im IncuCyte-Gerat (im Inkubator:
37 °C, 5% CO», 95 % Luftfeuchtigkeit) platziert und (wenn nicht anders angegeben) alle 4 h

ein Bild mit 10-facher VergroRerung aufgenommen.

Um die fur die Zytotoxizitétstests optimale Zellzahl zu bestimmen wurden 0-20 000 HCT116-
bzw. 0-75000 MDA-MB-453-Zellen in 100 pL Medium ausgesédt. Nach 24 h wurde das
Medium auf 200 pL aufgefullt und die Zellviabilitdt via MTT-Assay (fir MDA-MB-453
Zellen) oder IncuCyte-Messung (fir HCT116 Zellen) ausgewertet.

Weiterhin wurde die Toleranzgrenze der Zellen beziglich der SO1861-Konzentration (MTT-
Assay; 0.04, 0.08, 0.16, 0.31, 0.63, 1.25, 2.50, 5.00, 10.00 pg/mL) bestimmt und fur
nachfolgende Experimente die hdchste nicht toxische Konzentration verwendet.

Die Wirksamkeit von DPan (0.03 fM-30 nM), Dianthin (0.003-30 nM) und Panitumumab
(0.003-30 nM) wurde in Kombination mit SO1861 als auch ohne getestet und alle
Konzentrationen jeweils in einer seriellen Verdinnungsreihe hergestellt. Die Messung erfolgte

in 3-4 biologischen sowie 2—3 technischen Replikaten pro Dosis und Zelllinie.

2.5.,6 MTT-Assay
Formazan-Solubilizer: 205 mL Isopropanol, 25 mL 10 % SDS, 20 mL 1 M HCI

Das Prinzip des MTT-Assays beruht auf der Umsetzung des gelben Farbstoffes 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid  von vitalen Zellen zu dem
wasserunldslichem violetten Farbstoff Formazan (2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid), welches
photometrisch detektiert werden kann.

Die MTT-L6sung (30 pL, 5 mg/mL in Milli-Q Wasser, steril filtriert) wurde 48 h nach der
Zugabe des zu testenden Proteins bzw. SO1861 in jede Vertiefung pipettiert und fir 2 h (37 °C)
inkubiert. Der Uberstand wurde vorsichtig entnommen und die entstandenen Formazan-
Kristalle mit 50 uL Formazan-Solubilizer gelést und die Absorption in einem
Mikroplattenphotometer (SpectraMax 340PC) bei A =570nm (Referenz: X =600 nm)

gemessen.
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2.5.7 IncuCyte® S3-Echtzeitmessung

IncuCyte S3 ermoglicht die mikroskopische Echtzeitmessung von Zellen mit verschiedenen
VergroRerungen (4 %, 10 %, 20 x), wobei verschiedene Vorgéange wie
Zellproliferation, -migration und -invasion, Apoptose oder 3D-Sphéroide untersucht werden
konnen.

In dieser Arbeit wurde sowohl die Konfluenz von adhdrenten humanen Tumorzellen als auch
das Verhalten von Tumor-Sphéroiden unter Kombinationsbehandlung untersucht. Die
Auswertung erfolgte mit der zughorigen IncuCyte S3-Software anhand verschiedener

Parameter wie ZellgréRe und -beschaffenheit sowie Signalintensitét (Fluoreszenz-Messung).

2.5.8 3D-Spharoid Assay

2D-Assays, in denen Zellen planar auf einer Platte wachsen, sind einfach zu handhaben und
geben erste Rickschlisse tber die Effektivitat von z. B. Immunotoxinen, stellen jedoch keinen
Vergleich zu realen Wachstumsbedingungen eines Tumors dar. Dies kann in vitro in
sogenannten Spharoid-Assays ermoglicht werden, in denen Tumorzellen in einer
basalmembrandhnlichen Matrix (Corning™ Matrigel™) eingebettet und somit das
dreidimensionale Wachstum ermdglicht wird.

Hierfur wurden die Vertiefungen einer 96-Well-Zellkulturplatte mit 50 uL Matrigel-Medium-
Losung (1:1) beschichtet und fir mindestens 30 min im Inkubator ausgehértet. Daraufhin
wurden 3 000 HCT116-Zellen in 100 uL Medium pro Well ausgesat und fir Bildung von
Spharoiden flr drei Tage inkubiert (Inkubator). Das Uberstandige Medium wurde enthommen
und die Zellen mit 50 pL Matrigel-Medium-Ldsung (1:1) beschichtet. Nach Aushérten dieser
zweiten Matrigel Schicht (30 min, Inkubator) wurde diese erneut mit jeweils 100 pL Medium
bedeckt.

Dabei wurden verschiedene Kombinationen ausgetestet. Zum einen wurde Toxin £ SO1861
(finale Konzentration: 0.3 nM DPan, 1.0 pg/mL SO1861) in die zweite Matrigel-Schicht
eingebettet, in das Deck-Medium gegeben oder beide Mdoglichkeiten kombiniert. Das
Zellwachstum wurde sodann am IncuCyte im 3-Stunden Takt fir 8 Tage mikroskopisch
festgehalten. Die Analyse erfolgte mit der IncuCyte® Multi Spheroids Software, wobei
Spharoide mit einem Durchmesser >1 000 um?2 (Background-Cells Sensitivity: 50) analysiert

wurden.
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2.5.9 Nachweis der Antikdrperabhangigen zellvermittelten Zytotoxizitat

Der Wirkmechanismus der Antikorper-Toxin-Konstrukte beruht nicht nur auf dem
zielgerichteten Transport des Toxins, sondern ebenso auf der Vermittlung der ADCC.
Effektorzellen wie NK-Zellen, Makrophagen oder dendritische Zellen werden dabei von
Antikorpern, die an die Zielzelle gebunden haben, aktiviert und attackieren diese.

Fur den ADCC-Assay wurden mononukleére Zellen des peripheren Blutes (PBMC) wie auch
Monozyten extrahiert und deren Aktivierung durch DPan sowie Panitumumab im
Zellkulturversuch untersucht. Alle Arbeiten, auRer der Blutabnahme, erfolgten unter sterilen
Bedingungen an der Laminar air flow-Werkbank, alle Inkubationsschritte im Inkubator (37 °C,
5 % CO2, 95 % Luftfeuchtigkeit).

Die PBMCs wurden Uber einen Dichtegradienten (Ficoll®) aus 60 mL frischem Vollblut
(Heparin-Rohrchen) nach Angaben des Herstellers isoliert, jedoch abweichend fiir insgesamt
1 h zentrifugiert. Nach mehrmaligem Waschen der PBMCs wurden diese in DPBS —/—
resuspendiert und enthaltende Monozyten mit dem MACS® Isolierungs-Kit nach Angaben des
Herstellers isoliert. Im Anschluss erfolgte die Bestimmung der Zellzahl (Trypan-Blau-Féarbung,
LUNA-FL Dual Fluorescence Cell Counter) sowie der Zusammensetzung aus PBMCs und
Monozyten (Cell-Dyn).

Fur den ADCC-Assay wurden 6000 HCT116-Zellen in 100 uL in einer 96-Well-
Zellkulturplatte ausgesat und nach 24 h 10 pM DPan, Panitumumab, DPBS (Kontrolle) sowie
jeweils 250 nM CytotoxRed (zur Quantifizierung des Zelltodes) zu den Zellen pipettiert (je 6
biologische Replikate) und fiir 1 h inkubiert. Anschlieend erfolgte die Zugabe der PBMCs
(30 x 6 000) und Monozyten (3.8 x 6 000) zusammen mit 100 ng/mL LPS. Vier Tage lang
wurde alle 2 h ein Phasenkontrastbild aufgenommen sowie die Fluoreszenz (Extinktion: 565—
605 nm, Emission: 625-705 nm, 400 ms) gemessen (IncuCyte S3).

Die Auswertung erfolgte mit der IncuCyte-Software ,,Basic Analyzer* (Top-Hat Korrektur:
144 um (Radius), 2 RCU (Threshold); Area: < 2 000 um?; Eccentricity: < 0.85).
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2.6 In-vivo-Methoden

Die Durchfiihrung der In-vivo-Versuche erfolgte im Rahmen des vom ,Landesamt fiir
Gesundheit und Soziales* genehmigten Tierversuchs mit der Kennung G0298/15: ,,Endosomale
Wirkstoff-Freisetzung™. Alle Tiere wurden unter Standardbedingungen (21-24 °C, 40-60 %
Luftfeuchtigkeit) und einem 12 Stunden Tag-Nacht-Zyklus in Plexiglaskafigen,
immundefiziente Mause in IVC-Kafigen, mit Futter und Wasser ad libitum gehalten. Alle
Versuche wurden frithestens nach einer einwochigen Akklimatisierung gestartet. Parameter, die
wihrend der akuten Toxizitdt- und Therapiestudien elementar fiir die Befundung der Tiere

waren, sind in Tab. 2.5 beschrieben.

2.6.1 Akute Toxizitat-Studie an BALB/c

Die Ermittlung der hochsten vertréglichen Dosis ohne schwerwiegende Nebeneffekte
(NOAEL) von DPan + SO1861 sowie Panitumumab wurde in der akuten Toxizitatsstudie an
nicht tumortragenden BALB/c-Méausen nach der Richtlinie 425 der ,,OECD Guidlines for the
testing of chemicals® im Dosisumkehrprinzip durchgefthrt. Der Versuch gilt als beendet, wenn
konsekutiv dreimal die HOochstdosis appliziert wurde, funfmaliger Dosenwechsel erfolgte oder
die hochst zuldssige Tieranzahl von 15 (pro Testsubstanz) erreicht wurde. Die Berechnung der
NOAEL erfolgte tber die Maximum Likelihood Method [159, 160], welche ebenso zur
Bestimmung der letalen Dosis angewandt wird (OECD 425). Die regelméaRige Kontrolle der
Tiere geschah nach erstmaliger Injektion fiir 3 h stiindlich und weiterfuhrend im 24 h Rhythmus
nach denin Tab. 2.5 beschriebenen Parametern. Ein VVersuch galt als beendet, mit gleichzeitiger
Tétung des Tieres, wenn mindestens zwei Symptome der Kategorie B oder ein Symptom der
Kategorie T erreicht wurde. Die Applikation von DPan (5.79-183 pg) und Panitumumab (183—
1 830 pg) erfolgte intravends (i.v.) in die Vena caudalis mediana (V.C.m.) in 100 uL DPBS —
/-, die von SO1861 in 100 pL DPBS —/- subkutan (s.c.) in die Nackenfalte. Fir den Versuch
wurden Tiere im Alter von 8-78 Wochen verwendet. Die Tiere wurden auch bei Abwesenheit
von Symptomen, die zur Beendigung des Versuchs gefiihrt hatten, spétestens an Tag 6 nach

erstmaliger Injektion euthanasiert und Blut sowie Organe entnommen.

2.6.2 Tumorwachstumsrate

Um ein beschwerdefreies Uberleben der Mause im Xenograft—-Modell wihrend der gesamten
Therapiedauer mit 8 Behandlungszyklen (2 Dosen pro Woche) gewahrleisten zu kénnen wurde
zundchst die Tumorwachstumsrate verschiedener Zellzahlen (Tab. 2.6) an weiblichen 12

Wochen alten NMRI nu/nu immundefizienten Mé&usen durchgefiihrt. Eine variierende
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Tumorzellzahl (Tab. 2.6) an HCT116 wurde in 100 upL DMEM (mit 4.5 g/L D-Glucose, ohne
L-Glutamin/Pyruvat) s.c. in die rechte Flanke appliziert. Die Kontrolle der Tiere erfolgte alle
24 h gemal den in Tab. 2.5 beschriebenen Parametern, wobei das Tumorgewicht mittels
nachfolgender Formel bestimmt wurde:
. . 2
; _ Lange X Breite

Tumorvolumen mm?® = >  mit lmm3 =1 mg
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Tab. 2.5: Parameter zur Bestimmung von negativen Effekten fiir die Toxizitats- und Therapiestudie. A:
Geringe Belastung, B: Mittlere Belastung; C: Schwere Belastung, E/D/T: Sofortige T6tung, Body condition BC 1:
Maus ist abgemagert (Skelettstruktur extrem ausgepragt), BC 2: Maus ist unterkonditioniert (Segmentierung der

Wirbelséule erkennbar), AT: Akute Toxizitat, DW: Dosis-Wirkung, KG: Kdrpergewicht, Gew: Gewicht.

Kategorie

Tumorspezifische Symptome subkutaner Tumoren

AT

DW

Tumorldnge < 10 mm, verschiebbar

Tumorlidnge < 10 mm, nicht verschiebbar
Aufgetriebener Leib, Ascites

Tumorlange > 10 mm und < 15 mm, verschiebbar
Tumorlange > 10 mm und < 15 mm, nicht verschiebbar
Tumorlange > 15 mm

Tumorulzeration, Automutilation des Tumors

mmOoO @ W W >

Behandlungsspezifische Symptome

Hautirritationen o. Kratzstellen an Injektionsstelle, Haarverlust < 1 cm?
GroRflachiger Haarverlust > 1cm?

Lokale Entziindung o. Nekrosen an Injektionsstelle

Leicht flache Atmung

Torkeln oder Apathie oder deutlich flache Atmung < 48 h nach Behandlung

4w w4 >

W ww>

Gewicht und Body Condition Scoring

Gewichtsverlust > 10 % (< 15 % des KG), Gew. zunehmend

Gewichtsverlust > 10 % (< 15 % des KG), Gew. gleichbleibend oder abnehmend
Gewichtsverlust > 15 % (< 20 % des KG), Gew. zunehmend

Gewichtsverlust > 15 % (< 20 % des KG), Gew. zunehmend, BC 2
Gewichtsverlust > 15 % (< 20 % des KG), Gew. gleichbleibend oder abnehmend
Gewichtsverlust > 20 % oder BC 1

4444 w>

moOoOww>

Allgemeine Symptome

Struppiges Fell oder Kratzstellen

Verlangsamte Reaktion oder Bewegung oder vermiedene Bewegung
Verminderte Nahrungsaufnahme

Tier isoliert sich

Hautfalten bleiben stehen, Dehydratation

Vorilibergehende kauernde oder gekriimmte Haltung oder Zittern
Eingesunkeneg, triibe Augen oderBlésse an Augen, Ohren, Haut
Motorische Auffalligkeiten (L&hmungserscheinungen)

Oberflachliche Verletzungen

Wiederholte aber nicht stdndig kauernde o. gekrimmte Haltung o. abnormale
Kdorperhaltung

Automutilation der GliedmaRen

Blut an Korperdffnungen oder blutiger Kot

Systemische Infektionen

Standig kauernde oder gekriimmte Haltung oder abnormale Kérperhaltung
Torkeln oder Apathie oder deutlich flache Atmung

Paralyse

Rektumprolaps

Dunkle Verfarbung des Urins

Moribund

4 4 4 4 mwWW>>>>

I e T H R IR B

OO0OWwWwWwW>>>D>

mmmmmmO O O
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2.6.3 Dosis-Wirkungsbeziehung im Xenograft-Modell

Die Dosis-Wirkungsbeziehung von DPan wurde an 20-29 Wochen alten immundefizienten,
weiblichen NMRI nu/nu Mausen durchgefiihrt. Hierfir wurden 2 x 108 HCT116-Zellen in
100 L DMEM (mit 4.5 g/L D-Glucose, ohne L-Glutamin/Pyruvat) s.c. in die rechte Flanke
der Maus gespritzt. Frau Dr. Nicole Niesler unterstltzte bei der Fixierung der Tiere. Basierend
auf den Ergebnissen friherer Arbeiten dieser Arbeitsgruppe wurde folgendes Spritzintervall
gewdhlt [161, 162]: Zunéachst wurden 50 pL DPBS +/— S01861 s.c. in die Nackenfalte gespritzt
nach 1h gefolgt von DPan, Panitumumab oder DPBS (als Negativkontrolle) in 50 pL
DPBS —/-i.v.indie V.c.m. Tab. 2.6 listet die im Studienverlauf verwendeten Dosen, Zellzahlen

und Stdmme auf.

Die Mduse wurden pseudo-randomisiert in die Versuchsgruppen eingeteilt mit dem Ziel einer
gleichen durchschnittlichen Tumorgrofie je Gruppe und einer gleichen Standardabweichung.
Bei einer durchschnittlichen TumorgroRe (pro Gruppe) von 3.4 mm wurde die Behandlung
gestartet und die Dosis zweimal wochentlich mit insgesamt 8 Behandlungen injiziert. Die
Mause wurden 5 Tage nach der letzten Behandlung euthanasiert und Blut, Organe sowie
Tumore entnommen.

Tab. 2.6: Verwendete Dosen, Zellzahlen sowie Mausstamm fiir die akute Toxizitat-Studie, Wachstumsrate
und Dosis-Wirkungsbeziehung

Studie Therapie Zellzahl Dosis 501861 Tumor-  Maus
[ug] [ug] modell [n]
Pan — 183-1 830 — 5
Akute DPan _ 57.87-183 _ Balb/c 9
Toxizitat
DPan/S01861 — 5.79-183 15 9
- 1 x 10° — — 3
Tumorwachs- B 2 % 106 B B Balb/c 4
tumsrate
— 4 x 10° — — 3
PBS/PBS — — 6
o Pan/PBS 2.82 _ Xenograft, 8
Wik 2x10° i
g DPan/PBS 3.30 - uinu 8
DPan/S01861 3.30 15 8
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2.6.4 Histopathologische Untersuchung

Die histopathologische Untersuchung der entnommenen Organe und Tumore erfolgte am
Berliner Referenzzentrum fiir Lymphom- und Hamatopathologie unter der Leitung von Herrn
Prof. Horst Durkop.

Herz, Lunge, Leber, Milz, Niere und Tumor wurden hierfir von mir in Einbettkassetten
uberfuhrt und in 10 % neutral gepuffertem Formalin (4 % Formaldehyd) fixiert. AnschlieRend
wurden diese in Paraffin eingebettet, geschnitten und angeféarbt (Hamatoxylin-Eosin HE). Der
Leberindex als Mal} fiir die Schwere der Schadigung wurde nach Batts und Ludwig [163]
bestimmt. Eine milde Schadigung mit Index 1 steht fiir eine zytoplasmatische Degeneration der
Hepatozyten und einer Nekrose von nicht mehr als vier Einzelzellen pro mm?, eine maRige
Schédigung mit Index 2 steht fur eine hydropische Veranderung von Hepatozyten mit Nekrosen
von nicht mehr als 10 Einzelzellen pro mm?2 wahrend schwere Schadigungen von Grad 3 eine
Nekrose von mehr als 10 Hepatozyten pro mm? bis hin zu einer verlédngerten Nekrose anzeigen.
Die Bestimmung des Expressionslevels von EGFR sowie des Proliferationsmarkers KI-67 im
Innern des Tumors erfolgte mittels immunhistochemischer Anfarbung (anti-EGFR/-Ki-67 1gG,
Titer 1:200) nach Angaben des Herstellers.

2.6.5 Bestimmung der Blutparameter

Die leber- sowie nierenspezifischen Parameter Alaninaminotransferase  (ALT),
Aspartataminotransferase (AST) und Kreatinin wie auch der fir Zellschdden représentative
Wert der Lactatdehydrogenase (LDH) wurden aus Heparin-Plasma der Mause bestimmt
(Cobas 8000, Labor Berlin). Daftr wurde das den Mausen entnommene Blut in Heparin
beschichtete Kivetten tberfiihrt und nach 30 min Inkubation bei 20 °C zentrifugiert (4 000 x g,
20 °C). Das Ulberstehende Plasma wurde entnommen und bis zur weiteren Analyse bei —20 °C
eingefroren. Nach Auftauen der Probe bei Raumtemperatur wurde diese erneut zentrifugiert
(4 000 x g, 15 min, 20 °C), der Uberstand in MikrogefaRe uberfiihrt und analysiert, wobei im
Falle von fir die Messung nicht ausreichend vorhandenem Volumen das Plasma 1:2 oder 1:3

mit isotonischer Kochsalzlsung verdinnt wurde.

2.6.6 Biodistribution und Bildgebung tiber SPECT/CT

Da die Biodistribution des Immunotoxins DPan in vivo bisher nicht bekannt ist, wurde diese
iiber Radionuklidmarkierung mit ®*™Tc am Berlin Experimental Radionuclide Imaging Center
untersucht. Die i.v. Injektion der Radionuklid markierten Proteine sowie die Messung am Single

Photon Emission Computed Tomography/Computer-Tomographiegerat (SPECT/CT,
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nanoSPECT/CTplus, Bioscan/Mediso) wurden von Dr. Nicola Beindorff durchgefuhrt. Hierfur
wurde 22-30 Wochen alten NMRI-nu/nu Mausen 3 x 10° Zellen in 100 uL DMEM (mit 4.5 g/L

D-Glucose, ohne L-Glutamin/Pyruvat) s.c. in die rechte Flanke gespritzt und der Versuch

14 Tage nach der Injektion begonnen. Die Injektion von 100-150 pL **™Tc-markierten Protein

(Tab. 2.7) erfolgte i.v. unter Isofluran-Narkose tiber einen Schwanzvenenkatheter, welcher vor

und nach der Injektion mit 50 uL DPBS gespilt wurde. Ein Ganzkorper-CT sowie -SPECT

unter Isofluran-Narkose wurde 1, 3 sowie 18 h post Injektion aufgenommen und die Tiere nach

der letzten Messung euthanasiert. Daraufhin wurden Tumor, Blut, Herz, Niere, Leber, Milz,

Lunge, Dick- und Dinndarm sowie Muskelgewebe entnommen und am y-Counter (Perkin

Elmer, 1480-11 Wizard 3) auf Reststrahlung [counts/min] untersucht.

Tab. 2.7: Dosen und Radioaktivitat der im SPECT/CT untersuchten Proteine.

Protein Dosis [ug] Ausgangsaktivitat [MB(Q] Gespritzte Aktivitat [MB(]
D(H)Pan 43.55 255.7 274.5 275.5 12.11 26.33 19.77
DPan(H) 45.67 2404 2752 2625 6.66 15.30 6.06
DPan 49.54 257.9 275.7 274.6 6.80 11.97 5.21
Pan(H) 400 100.18 8.53 7.30 8.78
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3 Ergebnisse
3.1 Sequenzanalyse von Dianthin

Die eindeutige Identifizierung der cDNA von Dianthin war Voraussetzung fur die Expression
von Dianthin. Nach erfolgreicher Plasmidpréparation von pET11d-HisDianthin wurde dieses
mit den Primern Seq.AT1f/AT1r, welche spezifisch an die die cDNA (Dianthin)
umschliefende DNA-Abschnitte im Plasmid binden, sequenziert. Die Sequenzanalyse ergab
eine 99.61 %ige Ubereinstimmung (Abb. 3.1) im Vergleich mit der fiir Dianthin-30 aus

Seql 1  GCGGCCACAGCATACACATTAAATCTCGCAAATCCATCCGCGAGTCAATACTCATCTTTT 60
FEEETETEr ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e
Seq2 1  GCGGCCACAGCATACACATTAAATCTCGCAAATCCATCCGCGAGTCAATACTCATCTTTT 60
Seql 61 CTGGATCAAATCCGAAACAATGTGAGGGATACCAGCCTCATATACGGTGGGACAGACGT- 119
FEEEEErErere e et e et e e et e et e e e e et e e
Seq2 61 CTGGATCAARATCCGAAACAATGTGAGGGATACCAGCCTCATATACGGTGGGACAGACGTA 120
Seql 120 -CGAAGTGATTGGTGCGCCTTCTACTACTGATAAATTCCTTAGACTTAATTTCCAAGGTC 178
I FEEETErErrrr et et e e et et e e et et e e et e et
Seq2 121 GCC--GTGATTGGTGCGCCTTCTACTACTGATAAATTCCTTAGACTTAATTTCCAAGGTC 178
Seql 179 CTCGAGGAACGGTCTCTCTTGGCCTTAGGCGCGAGAACTTATACGTGGTCGCGTATCTTG 238
FEEETETEr e e e et e e e et e e e e e e e e e e e et e e el
Seq2 179 CTCGAGGAACGGTCTCTCTTGGCCTTAGGCGCGAGAACTTATACGTGGTCGCGTATCTTG 238
Seql 239 CAATGGATAACGCAAATGTTAACCGTGCATATTACTTCAAAAACCAAATCACTTCTGCTG 298
FEerrrrererrrrrre et e e e et e e e et e e e et e
Seq2 239 CAATGGATAACGCAAATGTTAACCGTGCATATTACTTCAAAAACCAAATCACTTCTGCTG 298
Seql 299 AGTTAACCGCCCTTTTCCCCGAGGTTGTGGTTGCAAATCAAAAACAATTAGAGTACGGGG 358
FEEEREEErEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e el
Seq2 299 AGTTAACCGCCCTTTTCCCCGAGGTTGTGGTTGCAAATCAAAAACAATTAGAGTACGGGG 358
Seql 359 AAGATTACCAGGCGATAGAAAAGAACGCCAAGATAACAACAGGCGATCAAAGTAGAAAGG 418
FEEETETEr e e et et et e e e e e e e e e e e e e e et e el
Seq2 359 AAGATTACCAGGCGATAGAAAAGAACGCCAAGATAACAACAGGCGATCAAAGTAGAAAGG 418
Seql 419 AACTCGGTTTGGGGATCAATCTACTTATAACGATGATTGATGGAGTGAATAAGAAGGTAC 478
FEEEEErErrrerr et et e e e et e e e e e e e e e e e e el
Seq2 419 AACTCGGTTTGGGGATCAATCTACTTATAACGATGATTGATGGAGTGAATAAGAAGGTAC 478
Seql 479 GTGTAGTCAAAGACGAGGCAAGGTTTTTGTTAATCGCAATTCAAATGACGGCTGAGGCCG 538
FEEETEEEr e et et et e e e e e e e e e e e e e e e e e erend
Seq2 479 GTGTAGTCAAAGACGAGGCAAGGTTTTTGTTAATCGCAATTCAAATGACGGCTGAGGCCG 538
Seql 539 CGCGATTTAGGTACATACAGAACTTGGTTACCAAGAACTTCCCAAACAAGTTCGACTCAG 598
FEEErrrrrererr e et e et e e et et e e et e e e et e e
Seq2 539 CGCGATTTAGGTACATACAGAACTTGGTTACCAAGAACTTCCCAAACAAGTTCGACTCAG 598
Seql 599 AAAATAAGGTTATTCAATTTCAAGTTAGTTGGAGTAAGATTTCTACGGCAATATTTGGGG 658
FEEETEEEr e et e et e e et e e e e e e e e e e e e e el
Seq2 599 AAAATAAGGTTATTCAATTTCAAGTTAGTTGGAGTAAGATTTCTACGGCAATATTTGGGG 658
Seql 659 ATTGCAAAAACGGCGTGTTTAATAAAGATTATGATTTCGGGTTTGGGAAAGTGAGGCAGG 718
FEEETETEr e e et et et e et et e e e e e e e e e e et r e e el
Seq2 659 ATTGCAAAAACGGCGTGTTTAATAAAGATTATGATTTCGGGTTTGGGAAAGTGAGGCAGG 718
Seql 719 CAAAAGACCTTCAAATGGGGCTCCTTAAGTATTTAGGTAGACCGAAG 765

FEEETEEEr et et e e et e e e e e el
Seq2 719 CAAAAGACCTTCAAATGGGGCTCCTTAAGTATTTAGGTAGACCGAAG 765

Abb. 3.1: cDNA-Sequenz von Dianthin. Die nach der Midipraparation vervielfaltigte, mit dem Vorwarts- und
Ruckwartsprimer Seq.ATf1 / Seq.ATrl sequenzierte Dianthin-cDNA (Seg2, griine Schrift) ergab nach Vergleich
mit dem in der Datenbank Basic Local Alignment Search Tool BLAST hinterlegtem Gen fir D. Caryophyllus dia
30 (Sequenz-ID: 59260.1; in der Abbildung Seql) eine 99.61 %ige Ubereinstimmung (Query: 14529), die
Nukleinbasen ohne Ubereinstimmung sind mit rot gekennzeichnet.
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D. Caryophyllus publizierten cDNA. Die festgestellte Abweichung ist bereits bekannt, wobei
es sich hierbei um einen Austausch von GAA (Glutaminsdure E) zu GCC (Alanin A) handelt
[164, 165]. Basierend auf der eindeutigen Identifizierung konnte das préaparierte Plasmid fur
die Herstellung des Proteins Dianthin in dem Expressionsstamm E. coli NiCo21(DE3) genutzt

werden.

3.2 Expression und Reinigung von Dianthin

Neben Dianthin werden von dem Bakterium E. coli auch bakterielle Proteine exprimiert. Da
Dianthin einen His-Tag (Sequenz mit sechs Histidinen) besitzt, kann eine Reinigung der
Proteinlosung via IMAC erfolgen (2.3.2) [166]. Der Bakterienstamm E. coli NiCo21(DE3)
erlaubt zudem einen weiteren Reinigungsschritt Uber Chitin-Affinitatschromatographie.
Hierbei wurden die nativen Gene der Proteine ArnA (82 kDa), SlyD (35 kDa) und Can (32 kDa)
durch kunstliche, zusétzlich die Chitin bindende Domaéne als Fusionsanteil tragende Gene
ersetzt [167]. Abb. 3.2 zeigt die zweistufige affinitatschromatographische Aufreinigung von
Dianthin Gber A) IMAC und B) Chitin in einem SDS-PAGE Gel (12 %) unter reduzierenden
Bedingungen. Die Detektion der Proteinbanden erfolgte mittels Coomassie Brilliantblau-
Farbung. Ein GroRteil der bakteriellen Proteine wurde im ersten Schritt (A) entfernt und zeigt
sich im Séulendurchlauf (FT) sowie der Waschfraktion 1 (W1). Dianthin (roter Kasten,
~30 kDa) und noch verbliebene bakterielle Proteine mit einer Histidin reichen Sequenz (SlyD,
AmA, Can) wurden mit 125 und 500 mM Imidazol (E1, E2) eluiert, wobei Dianthin auch im
Durchlauf und den Waschfraktionen W1-5 zu erkennen war. Fir die anschlieende Chitin-

Affinitatschromatographie (B) wurden die Fraktionen E1/1-2 und E2/1 vereint und gegen

A B C . .
W E1l E2 W Dianthin  Dianthin

[kDa] MPFT 1 2 345121 SD MFT1 2 3 45SD [kpag MNA MNA
116 =—

3 250 == g
66.2 =—— i3 130=— =
0= .
45 m— 55— .
35—
35 m— -
25 - e - 25— W

Abb. 3.2: IMAC (A) und Chitin-Affinitdtschromatographie (B) von Dianthin. Detektion der Proteinbanden
von Dianthin (D, ~30kDa, roter Kasten) nach Aufreinigung dber IMAC (A) und Chitin-
Affinitatschromatographie (B) sowie finales Dianthin (C, ~ 0.5 mg/mL) unter reduzierenden Bedingungen im
Coomassie gefarbten 12 % Polyacrylamid-Gel (A, B, C) sowie Westernblot (C, anti-His(*)). Abkirzungen: M,
unstained Protein MW Marker fur Coomassie Brilliantblau-Farbung (Thermo Scientific), PageRuler Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific); P, Zellpellet nach Zelllyse; FT, Durchlauf; W, Waschfraktionen (20 mM
Imidazol; E, Elutionsfraktionen (E1/2, 125/250 mM Imidazol); S, Saulenmaterial; N, Neu; A, Alt; (*), HRP-
konjugierter Antikorper.
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CBD-Puffer dialysiert. Dianthin wurde erfolgreich als saubere Proteinlésung im Durchlauf (FT)
und den Waschfraktionen W1-2 (roter Kasten) eluiert, dabei verblieben bakterielle Proteine auf
der Chitin-Saule (S).

Die erfolgreiche Expression mit anschliefender Reinigung von Dianthin wurde final in einem
Polyacrylamid-Gel mittels Coomassie Brilliantblau-Farbung und Westernblot mit einem direkt
HRP markierten His-Antikorper verifiziert (Abb. 3.2 C, ~30 kDa). Dianthin konnte

nachfolgend charakterisiert und fir weiterfihrende Versuche modifiziert werden.

3.3 Molekularer Extinktionskoeffizient von Dianthin

Die Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und Cystein bestimmen maligeblich das Absorptions-
verhalten eines Proteins in Losung, folglich ist der molare Extinktionskoeffizient ¢ fiir jedes
Protein spezifisch und von dessen Aminosaurenzusammensetzung abhangig. Die Bestimmung
des molaren Extinktionskoeffizienten & von Dianthin erfolgte wie in 2.4.2 beschrieben. Die
Auftragung der Absorption in Abhédngigkeit von der Konzentration (mol/L) ermdglichte die
Erstellung einer linearen Regression, wobei der Wert der Steigung den Wert fiir € darstellt. Wie

in Abb. 3.3 zu sehen wurde fiir Dianthin ein &€ mit 20 823 Lmol*cm™ bestimmt.

059  _ "
%57 v=0.7019% + 0.03105 Y =20823"X +0.03105
0.4- 0.4
c c
o 2 0.3
- 0.3 3 0.3
o 2]
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< <
0.1 0.1-
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Abb. 3.3: Berechnung des molaren Extinktionskoeffiezienten (¢) von Dianthin. Gemessen wurde die
Absorption in Triplikaten (A =280 nm, NanoDrop® 1000) in Abhéangigkeit von der Dianthinkonzentration (in
mg/mL sowie M =mol/L). Die Steigung der Geraden (lineare Regression, GraphPad Prism8) stellt
£ =20 823 Lmol*cm™ dar.

Grund flr den Versuch war, Modifizierungen von Dianthin mit Molekilen wie Farbstoffen oder
Linkern quantifizieren zu konnen. Bei Kenntnis von € und der gemessenen Absorption kann so
der Modifizierungsgrad, also das Verhaltnis vom modifizierenden Molekdil (Farbstoff, Linker

etc.) zum modifizierten Molekil (Dianthin), Gber die Formel in 2.4.6 bestimmt werden.
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3.4 Modifizierung mit HYNIC und Cy3

Die freien Aminogruppen der Lysine von Dianthin und Panitumumab sind fir die
Modifikationen in Vorbereitung fir die Kopplungsreaktionen besonders essenziell. Dies gilt fur
die Herstellung des eigentlichen Konjugates als auch fir die Radionuklid markierten
Konjugate, wobei die Modifikation mit HYNIC eine Grundvoraussetzung fiir die
Radionuklidmarkierung mit ®™Tc fir folgende In-vivo-Versuche ist. Um sicherzustellen, dass
nach der Derivatisierung mit HYNIC noch freie Aminogruppen fir die Reaktion des SPDP-
Linkers fur die Kopplungsreaktion zur Verfugung standen, wurde Dianthin und Panitumumab
sowie die HYNIC-Analogen D(H) und Pan(H) mit dem Amin reaktiven Farbstoff Cy3 markiert
(Abb. 3.4 A). Die Messung der Absorption bei 550 nm ergab, dass durch die HYNIC-
Modifizierung zwar weniger, aber noch freie Aminogruppen (rosa Balken) vorhanden waren.
So nahm das Verhéltnis von Cy3 / Dianthin um 0.68 (75 %) und Cy3 / Pan um 0.69 (41 %) ab.
Der Nachweis der erfolgreichen HYNIC-Modifizierung erfolgte im 2-sBA-Assay, in welchem
das an das Protein gebundene Hydrazin mit 2-sBA ein spektrophotometrisch bei 350 nm
detektierbares Bis-Arylhydrazon ausbildet (Abb. 2.2). Das Verhéltnis von HYNIC / Dianthin
und HYNIC / Panitumumab war 2.56 bzw. 8.3, dabei erhielt man fiir die Kontrollen (nicht
HYNIC modifizierte Proteine mit 2-sBA) ein Hintergrundsignal von 0.37
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Abb. 3.4: Derivatisierungsgrad von HYNIC und Cy3 modifiziertem Protein. Berechnung von HYNIC und
Cy3 pro Protein erfolgte nach dem Lambert-Beerschen Gesetz (Formel in Abschnitt 2.4.6). Verglichen wurden
Dianthin (D), Panitumumab (Pan), Maleimid geschitztes Panitumumab (Pan-NEM), Pyridylthiol-aktivierte
Proteine (D-/Pan-NEM-SPDP) und Sulfhydryl-aktiviertes Dianthin (D-SH) mit dem jeweiligen HYNIC
derivatisiertem Analogon (B) sowie Dianthin mit D-Cy3 und Panitumumab mit Pan-Cy3 (A). Erfolgreiche
Modifizierung mit HYNIC wurde im 2-sBA-Assay spektrophotometrisch bei 350 nm nachgewiesen; Cy3
modifiziertes Protein besal eine Absorption bei 550 nm (NanoDrop 1 000).
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bzw. 1.13. Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass im Laufe der Kopplungsreaktion die
HYNIC-Funktion in D(H)-SPDP, D(H)-SH und Pan(H)-NEM, Pan(H)-NEM-SPDP weiterhin
zuganglich war (Abb. 3.4 B, Vergleich blauer mit rosa Balken).

3.5 Biokonjugation zur Erzeugung von DPan, D(H)Pan, DPan(H)

Die Konjugation von Dianthin an Panitumumab wurde tiber den bifunktionellen Linker SPDP
ermoglicht. Um eine Kreuzreaktionen von Panitumumab mit sich selbst zu unterbinden wurden
zunachst dessen freie Sulfhydrylgruppen mit NEM (Pan-NEM) blockiert, anschlieRend erfolgte
die Modifizierung mit SPDP (Pan-NEM-SPDP). Das mit SPDP derivatisierte Dianthin (D-
SPDP) konnte nach Reduktion mit DTT zu D-SH nukleophil Pan-NEM-SPDP angreifen,
woraufhin Dianthin und Panitumumab Uber eine Disulfidbriicke verknlpft werden konnten
(DPan). Mit den HYNIC modifizierten Proteinen D(H) und Pan(H) wurde analog verfahren
(D(H)Pan, DPan(H)). Die Reaktionszeit der Kopplung von Dianthin und Panitumumab (DPan)
wurde ausfuhrlich in der Masterarbeit von Lea Sophie Gunther [168] analysiert, nicht aber fur
D(H)Pan und DPan(H). Um eine abweichende Reaktionskinetik ausschlie3en zu kdnnen, wurde
diese im direkten Vergleich zu DPan untersucht. Abb. 3.5 zeigt den Fortschritt der
Kopplungsreaktion von DPan, D(H)Pan und DPan(H) nach 1.5 h, 18 h (A, C, D) und 2 Tagen
(B). Die Detektion der Proteinbanden erfolgte im Polyacrylamidgel (7.5/12 %) tiber Coomassie
Brilliantblau-Farbung sowie mittels Westernblot mit einem direkt HRP markierten Antikorper.
Hier erfolgte die Detektion von Dianthin (Abb. 3.5 C) Uber einen His-Antikorper und die von
Panitumumab Uber einen Human-Antikérper (Abb. 3.5 D), wobei DPan uber beide Antikdrper
detektiert werden konnte. Nach 18 h war anteilsmaRig mehr Konjugat sichtbar als nach 1.5 h
(roter Kasten), vor allem im Bereich héherer Konjugate. Hingegen war nach zwei Tagen
deutlich weniger Konjugat aber dafiir neue Fragmentierungsbanden bei ~50 kDa und <25 kDa
erkennbar (Abb. 3.5 B). Die Bandenintensitat nahm dabei von DPan tiber DPan(H) zu D(H)Pan
ab. Als Kontrollen dienten Dianthin, D-SH (A), D(H)-SH (B), Panitumumab, Pan-NEM-SPDP
(A), Pan(H)-NEM-SPDP (B).

Um Proteinprazipitation zu vermeiden aber dennoch genugend Konjugat pro Kopplung
gewinnen zu kénnen wurde fur D(H)Pan und DPan(H) die Reaktionszeit auf 2 h gesetzt, die fir
DPan verblieb bei 1 h [168].
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Abb. 3.5: Inkubationszeiten der Reaktionsgemische DPan, D(H)Pan, D(H)Pan(H), DPan(H). Dianthin, D(H),
Panitumumab, Pan(H) sowie die Konjugate (rote Box) nach verschiedenen Reaktionszeiten (1.5, 18 h (A), 2 d (B),
20 °C, 800 rpm) wurden in einem zweiphasigen [7.5/12%] SDS-PAGE Gel unter nicht reduzierenden
Bedingungen analysiert und via Coomassie Brilliantblau-Féarbung (A, B) und Westernblot (C: anti-His*, D: anti-
Human*) visualisiert. Dianthin (~ 30 kDa) und Panitumumab (~ 150 kDa) wurden als Kontrollen mitgefuhrt.
Marker: PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific. Abklrzungen: A, Sulfhydryl-aktiviertes
Protein D-SH sowie Pyridylthiol-aktiviertes Protein Pan-NEM-SPDP; B, HYNIC modifiziertes Protein (D(H)-SH,
Pan(H)-NEM-SPDP); *, HRP-konjugierter Antikorper.

Die Reinigung der Konjugate DPan, D(H)Pan und DPan(H) von nicht reagiertem Dianthin,
D(H), Panitumumab und Pan(H) erfolgte in einem Zweistufen-System. Zuerst wurde mittels
Protein A-Affinitdtschromatographie (wie in 2.3.4 beschrieben) Dianthin, welches keine
Affinitat zu Protein A besitzt, entfernt. Panitumumab konnte via IMAC entfernt werden, da
dieses im Gegensatz zu Dianthin keinen His-Tag besitzt und somit keine Affinitdt zum
Séulenmaterial aufweist. Abb. 3.6 zeigt das Ergebnis der Aufreinigung von DPan, D(H)Pan
und DPan(H) uUber Protein A-Affinitatschromatographie (A: SDS-PAGE, Coomassie
Brilliantblau Farbung) und IMAC (B: Westernblot, anti-Human(*)). Beziglich des
Reinigungsschritt Gber Protein A befand sich nicht reagiertes Dianthin im Durchlauf (FT) sowie
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den Waschfraktionen W1-3. Die gleichen Fraktionen enthielten zusétzlich geringe Anteile an
Antikorper und Konjugat. Die das Konjugat (roter Kasten) enthaltenen Elutionsfraktionen E1—
3 wurden gepoolt und mittels IMAC weiter gereinigt. Hier eluierten die Konjugate ab einer
Imidazolkonzentration von 31 mM, hauptsdachlich ab der dritten Fraktion 31/3. In den
Fraktionen, die mit 250 und 500 mM Imidazol eluiert wurden, war anteilsméRig wesentlich
weniger Konjugat sichtbar, da bereits mit 62 nM der Hauptteil an Konjugat eluiert wurde. Im
Durchlauf und den Waschfraktionen W1-5 konnten sowohl freie Antikorper (~200 kDa) als
auch nicht an die Ni-NTA gebundenes Konjugat (>250 kDa) mit absteigender Intensitét
nachgewiesen werden.

Ferner wurde fir Dianthin wie auch Panitumumab untersucht, ob die Modifizierungsschritte
mit HYNIC, NEM, SPDP und die anschlieRende DTT-Reduktion einen Einfluss auf das
Laufverhalten des Proteins hatte. Abb. 3.7 zeigt die Analyse der Kopplungszwischenstufen via
SDS-PAGE (A: 7.5/12 %) und Westernblot (B: anti-His(*) und C: -Human(*)). Fur Dianthin
waren weder im Gel noch im Westernblot Unterschiede in Abh&ngigkeit der Modifikationen
sichtbar (Vergleich Dianthin—D-SPDP—D-SH—D(H)—D(H)-SPDP—D(H)SH). Die Bande
bei ~60 kDa stellt lediglich das Dianthin-Dimer dar. Im Fall von Panitumumab fiihrte die
Modifikation mit HYNIC (Pan(H)) und NEM (Pan-NEM) zu einem leicht verénderten
Laufverhalten im Gel, das sich als eine schmierige Proteinbande manifestierte. Darlber hinaus
wurde bei 100-130 kDa eine deutliche Proteinbande detektiert. Ein Vergleich der Konjugate
DPan—D(H)Pan—DPan(H) (Marker >250 kDa) miteinander zeigte hier keine nennenswerten
Unterschiede.
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Abb. 3.6: Ergebnis der Protein A-Affinitatschromatographie und darauffolgender IMAC-Reinigung der
Konjugate. DPan, D(H)Pan und DPan(H) wurden von freiem Dianthin (~ 30 kDA) via Protein A-Affinitats-
chromatographie (Coomassie Brilliantblau-Farbung) und von Panitumumab (~ 150 kDA) mittels IMAC
(Westernblot, anti-Human(*)) abgetrennt. SDS-PAGE wie in Abb. 3.5 beschrieben. Die Konjugate (>250 kDA,
rote Box) wurden jeweils mit 100 mM Glycin pH 2.9 (Protein A) bzw. einem steigenden Imidazolgradienten 31—
500 mM (IMAC) eluiert. Abklrzungen: FT, Durchlauf; W, Waschfraktionen; E, Elutionsfraktionen; M, PageRuler
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific); (*), HRP-konjugierter Antikorper; Pan, Panitumumab; S,
Saulenmaterial.
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Abb. 3.7: Einzelne Reaktionsschritte der Konjugation. Dargestellt sind die Analysen (wie in Abb. 3.5) mittels
SDS-PAGE (A) und Westernblot (B, anti-His*; C, anti-Human*)) der HYNIC modifizierten (H),
Pyridylthiol/Sylfhydryl aktivierten (-SPDP/-SH), Maleimid geschiutzten (-NEM) Proteine und gereinigte
Konjugate (>250 kDa, rote Box) DPan, D(H)Pan, DPan(H). Abkurzungen: M, PageRuler Prestained Protein
Ladder (Thermo Scientific).
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Die finale Analyse der Konjugate DPan, D(H)Pan und DPan(H) mittels SDS-PAGE (A) und
Westernblot (B) His(*) und C) Human(*)), zu sehen in Abb. 3.8, bestatigte die erfolgreiche
Trennung von nicht gebundenem Dianthin aus den Konjugationsldsungen. Freies Panitumumab
mit ~150 kDa wurde lediglich in Spuren (Marker bei 250 kDa) detektiert. Pro Kopplung

wurden fir alle Konjugate jeweils 200-250 pg gereinigtes Immunotoxin erhalten.
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Abb. 3.8: Finale Analyse von DPan, D(H)Pan, DPan(H). Die erfolgreiche Konjugation und Aufreinigung von
DPan, D(H)Pan und DPan(H) wurde mittels SDS-Page [7.5/12 %] analysiert und mit Coomassie Brilliantblau-
Féarbung (A) sowie Westernblot detektiert. Dianthin (D, ~ 30 kDa) sowie Konjugat wurden mit His(*) (B) und
Panitumumab (~ 150 kDa) sowie Konjugat mit Human(*) (C) detektiert. Dianthin sowie Panitumumab dienten als
Kontrollen.

In Vorbereitung auf die Zellkultur- und In-vivo-Versuche wurden die Konjugate im nachsten
Schritt beziglich ihrer molekularen Masse, enzymatischen Aktivitat und ihres Bindungs-

verhaltens an das Zielmolekil EGFR untersucht.
3.6 Charakterisierung von DPan, D(H)Pan und DPan(H)

3.6.1 Molekulare Masse der Immunotoxine

Ein wesentliches Charakteristikum von ADCs ist deren Verhaltnis von Wirkstoff zu Antikorper
(DAR). So hangen Pharmakokinetik, Wirksamkeit und Toxizitat effektiv mit diesem
zusammen. Die molekulare Masse von DPan, D(H)Pan und DPan(H) wurde mittels MALDI-
TOF-MS (ber die Dried Droplet-Methode analysiert. Zusétzlich kann hier eine Abschétzung
des DARs erfolgen. Abb. 3.9 zeigt exemplarisch das Spektrum einer Kopplung von DPan (A),
D(H)Pan (B) und DPan(H) (C), in welchem die Intensitit in Abh&ngigkeit von Masse zur
Ladung (m/z) dargestellt ist. Je nach Kopplung variierte die molekulare Masse der Konjugate
(roter Pfeil) zwischen 179 201-181 633 (DPan), 179 515-181 810 (D(H)Pan) und 180 962—
181 089 g/mol (DPan(H)), was einem DAR von ~1 entspricht. Besonders muss hier betont
werden, dass der theoretische Wert fiir DAR pro Kopplung kaum schwankte. Wie bereits zuvor
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Abb. 3.9: Bestimmung der molekularen Masse via MALDI-TOF-MS. Die in Milli-Q Wasser entsalzten
Konjugate DPan, D(H)Pan und DPan(H) wurden 1:1 mit der Matrix Super-2,5-DHB auf den Tréger aufgetragen
(1 pL). Die Messung (Dried-Droplet-Methode) erfolgte im linear positive ion (LP)-Modus. Das Spektrum ist
exemplarisch fiir eine Kopplungsreaktion. Die Massen fiir DPan, D(H)Pan, DPan(H) (roter Pfeil) variierten je nach
Kopplung zwischen 179 201-181 633, 179 515-181 810, 180 962-181 089 g/mol. Weiterhin gezeigt ist freies Pan
(gruner Pfeil) und zweifach geladenes Konjugat (gelber Pfeil).

beschrieben (3.5) wurde auch hier freies Panitumumab bei 150 360-151 384 g/mol (gruner
Pfeil) detektiert. Ferner konnte den Massen bei 91 192 (DPan), 90 649 (D(H)Pan) und
91 234 g/mol (DPan(H)) das jeweils zweifach geladene Konjugat zugeordnet werden.

3.6.2 Enzymatische Aktivitat

Fir die spatere Testung der Eingangshypothese in Zellkultur und In-vivo-Versuchen musste
zunédchst die enzymatische Funktion von Dianthin innerhalb der verschiedenen
Kopplungsprodukte nachgewiesen werden. Die enzymatische Aktivitat der Konjugate erfolgte
dabei mittels eines Testverfahrens, das die Freisetzung von Adenin misst. Entscheidend war,
ob nach der Kopplung an Panitumumab die enzymatische Funktion von Dianthin weiterhin
vorhanden oder gegebenenfalls durch die Kopplung beeintrachtigt war. Fir DPan, D(H)Pan

und DPan(H) wurde eine Aktivitat von 153.5, 158.6 und 141.0 pmoladenin/pmolprotein/h bestimmt
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(Tab. 3.1). Im Vergleich zu Dianthin mit 316.2 pmoladenin/pmolprotein/n bedeutet dies eine
ungefahre Aktivitatshalbierung auf 48.5, 50.1 und 44.6 %. Ebenso wurde untersucht, ob die
Modifikation von Dianthin mit HYNIC einen Aktivitatsverlust bedeutete. D(H) besal eine
Aktivitat von 273.1 pmoladenin/pmolprotein/n und war somit um 13.6 % vermindert verglichen zu
unmodifiziertem Dianthin. Panitumumab und BSA als Negativkontrollen fiihrten zu einem
Hintergrundsignal von 1.3 und 9.4 pmoladenin/pmolprotein/h (0.4 und 3.0 %).

Tab. 3.1: Enzymatische Aktivitat der Konjugate. Die N-Glykosidaseaktivitit von DPan, D(H)Pan und DPan(H)
wurde in einem Adenine Release Assay durch Messung des von Dianthin aus Heringssperma-DNA abgespaltenen

Adenins bestimmt. Positivkontrolle: Dianthin (100 %); Negativkontrolle: Panitumumab und bovines
Serumalbumin BSA.

Protein [pmol adenin/pmolprotein/h] [96]
Dianthin 316.2 100.0
D(H) 273.1 86.4
DPan 153.5 48.5
D(H)Pan 158.6 50.1
DPan(H) 141.0 44.6
Pan 1.3 0.4
BSA 9.4 3.0

3.6.3 Bindungsaffinitat zu EGFR

Wie erldutert muss die enzymatische Aktivitat von Dianthin im Konjugat erhalten bleiben. Fir
Panitumumab ist es dagegen von elementarer Bedeutung, weiterhin die Fahigkeit zu besitzen,
an den  Oberflachenrezeptor EGFR  binden zu  koénnen.  Mithilfe  der
Oberflachenresonanzspektroskopie wurde die Bindungsaffinitat von Panitumumab, DPan,
D(H)Pan, DPan(H) und Dianthin an ein rekombinant hergestelltes, humanes EGFR-Fc Chimera
Protein bestimmt. Abb. 3.10 zeigt die Sensogramme als Anderung der RU in Abhangigkeit von
der Zeit. Plateauspriinge in der Kurve stellen die Stufenweise Anpassung der Analyten-
Konzentration dar. Jeder Analyt wurde zweimal in direkt aufeinanderfolgenden Messungen
analysiert, separiert von je einem Regenerations- und Waschlauf (PBS-EP) (durchgezogene
Linie). Die Anpassungskurve (Fit) der beiden Messungen ist als gestrichelte Linie markiert und
der Kp als Mittelwert der Einzelwerte (Fit 1 und Fit 2) angegeben. Fir Panitumumab wurde

eine Dissoziationskonstante Kp von 3.32 x 1071° M bestimmt, welche sich im Rahmen der in
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der Literatur angegebenen Werte von 0.5-3.4 x 1071° M [169-171] befand. Fir DPan, D(H)Pan
und DPan(H) wurde ein Kp von 1.5, 2.9 bzw. 2.14 x 107° M bestimmt.

Lauf 1 Fit 1 — Lauf2 - Fit 2
Pan DPan
307K, =3.32 x 10-°M 07 K,=15x10°M
= k,=2.62%0.009 x 10°M's™" = k,=1.92%0.012 x 10°M-"s""
x, | ki=464£0.023 x10"s" Z  |k,=294+0031x105s"
ﬂ 20' ‘9 20 -1 ."'
.E A _E &
) = .
@ © A
w w y/
§ 104 5 10+ )
g g1 At
0- T T T 1 0+ T T T 1
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
Time [s] Time [s]
D(H)Pan DPan(H)
309 K,=2.9 x 10-°M 07 K,=2.17 x 10-°M
= k,=1.79£0.01 x 10°M™"s™ = k,=2.14£0.018 x 10°M"s™"
i k,=5.19+0.028 x 1055 4 k,=4.64+0.045 x 10°s~"
n 20 @ 201
i =
o =]
§ 10 g 10 S
2] g
3 8
[vd o
O'EF! — T T 1 0 i T T T 1
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
Time [s] Time [s]
Dianthin
30 -
=)
b
.ﬂ 20 9
z
-]
?
S 10 1
@
¢ |
N I T e
0 500 1000 1500 2000
Time [s]

Abb. 3.10: Bindungsaffinitat von Panitumumab, DPan, D(H)Pan, DPan(H) zu EGFR. Das rekombinante,
humane EGFR-Fc Chimera Protein wurde mit einer RU von 300-500 auf einen CM5-Chip (GE Healthcare)
immobilisiert und die Bindungsaffinitt von Dianthin, Panitumumab, DPan, D(H)Pan, DPan(H) in einem single
cycle kinetic-Verfahren nach Langmuir, Bindungsverhalten 1:1, bestimmt. Die Messung erfolgte als Duplikat mit
einer hdchsten Proteinkonzentration von 50 nM. Die Kp-Werte (Dissoziationskonstanten) von Panitumumab,
DPan, D(H)Pan und DPan(H) waren annéhernd gleich und lagen im Bereich von 1.5-3.32x10-%° M. Fiir Dianthin
konnte keine Kinetik bestimmt werden, da es erwartungsgemal nicht an EGFR bindet.
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Die Konjugation mit Dianthin fuhrte somit zu keinem Affinitatsverlust, auch beeinflusste die
Modifikation mit HYNIC das Bindungsverhalten nicht. Ebenfalls wurde untersucht, ob
Dianthin allein eine Bindungsaffinitit zu EGFR aufweist. Dafur wurden Kkeinerlei
Anhaltspunkte gefunden und eine Bestimmung der Dissoziationskonstante konnte
entsprechend nicht erfolgen.

Somit konnte gezeigt werden, dass gereinigtes DPan mit einer DAR von ~1 sowohl
enzymatisch aktiv ist als auch spezifisch an den Oberflachenrezeptor EGFR bindet. Basierend
auf der positiven Charakterisierung konnte nun mit ersten Wirksamkeits-Untersuchungen in

vitro begonnen werden.

3.7 In-vitro-Versuche

Nachdem das Immunotoxin DPan erfolgreich hergestellt und auf dessen enzymatische Aktivitat
sowie Bindungsaffinitat untersucht wurde, war im Folgenden von groRem Interesse, ob diese
Funktionen auf Zellkulturversuche adaptiert werden kénnen. Da Panitumumab mit einer hohen
Bindungsaffinitdt an den Oberflachenrezeptor EGFR bindet [169], sollte die In-vitro-
Wirksamkeit von DPan an EGFR uberexprimierenden Zellen untersucht werden. Hierflr wurde
als Zielzelllinie HCT116 ausgesucht. Als Kontroll- und Nichtzielzelllinie diente MDA-MB-
453, welche nur in dulRerst geringen Mengen EGFR exprimiert [172]. Wie eingangs erwéhnt
(1.6) bedingt die endosomale / lysosomale Degradierung von ADCs und Wirkstoffen im
Allgemeinen einen grofien Wirksamkeitsverlust. Aufgrund dessen wurde hier der Effekt des
Saponins SO1861 als EEE untersucht. Zunachst wurde eine Kontamination der Zellen mit
Mykoplasmen ausgeschlossen, da diese das Zellwachstum negativ beeinflussen kénnen und
somit zu einer Ergebnisverfélschung fiihren wirden. Der PCR-basierte Test beruht auf der
Vervielfaltigung des Mycoplasma orale Gens aus dem Zelltiberstand der zu untersuchenden
Zelllinie. Abb. 3.11 zeigt das Agarosegel mit den aufgetragenen PCR-Reaktionsansatzen. Die

MDA-MB
HCT116 -453

k] M1 23 - + 123- +

3000—
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Abb. 3.11: Ausschluss einer Mykoplasmenkontamination von HCT116- und MDA-MB-453-Zellen. Standard-
Agarosegel (1.5 %) mit angefarbten DNA-Banden. Positivkontrolle (+) zeigt eine Bande bei ~250 kb, welche
weder bei der Negativprobe (-) noch bei den HCT116- und MDA-MB-453-Proben 1-3 detektiert wurde. M, Marker
GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific).
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Positivkontrolle zeigt eine DNA-Bande bei ~250 kb, diese wurde weder in den getesteten
HCT116- noch in den MDA-MB-453-Zellanséatzen detektiert. Als Negativkontrolle fungierte
das jeweilige Medium der Zellen.

Sodann konnte wie in 2.5.5 beschrieben mit der Optimierung der Zellzahl fur die folgenden
Assays begonnen und die Eigentoxizitdt von SO1861 auf die beiden Zelllinien untersucht
werden. Ersteres wurde bereits hinlanglich in der Masterarbeit von Lea Sophie Ginther [168]
durchgefuhrt und in dieser Arbeit einmalig flr vier biologische Replikate wiederholt. Abb. 3.12
zeigt die Absorption der MDA-MB-453 Zellen (linkes Diagramm) in Abhangigkeit von der
Zellzahl, sowie die Konfluenz der verschiedenen Zellzahlen an HCT116 in Abhdngigkeit von
der Zeit (rechtes Diagramm). Die MDA-MB-453 Zellen befanden sich bis zur hchsten Zellzahl
stets im (logarithmischen) Wachstumsbereich, wobei ab 40 000 Zellen eine Verminderung
einzusetzen schien. Bei den HCT116-Zellen wurde mit der niedrigsten Zellzahl nach 150 h
sowie mit der hochsten Zellzahl nach ~40 h ein Wachstumsplateau erreicht. Um sicherzustellen,
dass das Zellwachstum fruhestens am Ende des MTT-Versuchs (Tag 4, 96h) ein
Wachstumsplateau erreicht, sich die Zellen jedoch idealerweise noch in der Wachstumsphase
befinden, wurde fiir weiterfiihrende Versuche mit einer Zellzahl von 30 000 fir MDA-MB-453
und 3 000 fir HCT116 gearbeitet.

Als EEE soll SO1861 die endosomale Freisetzung des Immunotoxins in das Cytoplasma
bewerkstelligen, nicht aber einen eigenen toxischen Effekt auf die Zelle ausiiben. Deswegen

wurde zundchst die maximale nicht toxische Konzentration von SO1861 in einem MTT-Assay
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Abb. 3.12: Zellzahloptimierung fur Vitalitats-Assays. Vier biologische Replikate an verschiedenen Zellzahlen
von HCT116- (1 000-20 000) und MDA-MB-453-Zellen (3 000-75 000) in je 100 pL Zellmedium wurden in eine
96-Well-Zellkulturplatte ausgesat und die Proliferation fir 170h am IncuCyte mikroskopisch
(10 x VergroRerung) detektiert (HCT116-Zellen) oder im MTT-Assay nach 48 h die Absorption bestimmt (MA-
MB-453-Zellen). Dargestellt ist der Mittelwert + Standardfehler.
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bestimmt (Abb. 3.13). Dargestellt ist die Vitalitat [%] in Abhdngigkeit von der Konzentration.
Im Fall der HCT116-Zellen wurde beginnend bei 1 pg/mL SO1861 ein zytotoxischer Effekt
beobachtet, bei den MDA-MB-453-Zellen dagegen erst bei 2.5 ug/mL. Darauf aufbauend
wurde fur alle nachfolgenden Experimente eine SO1861 Konzentration von 1 pg/mL
(gestrichelte Linie in Abb. 3.13) festgelegt, welche unterhalb der lytischen Konzentration von
SO1861 lag [146, 147].
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Abb. 3.13: Maximale, nicht toxische Konzentration von SO1861. HCT116- (3 000/Well) und MDA-MB-453-
Zellen (30 0000/Well) wurden in 100 uL Zellmedium ausgesat (96-Well Zellkulturplatte) und die
konzentrationsabhéngige Vitalitat [%] in einem MTT-Assay bestimmt. SO1861-Konzentrationsbereich: 0.04—
10 pug/mL. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von drei unabhdngigen Messungen dreier
biologischer Replikate.

3.7.1 Untersuchung der Zytotoxizitat von DPan

Die zytotoxische Wirkung des zielgerichteten Immunotoxins DPan sowie dessen
Ausgangsproteine Dianthin und Panitumumab wurde an den EGFR uUberexprimierenden
HCT116 Zellen in Kombination mit SO1861 sowie ohne getestet vergleichend an der
Nichtzielzelle MDA-MB-453. Der Vergleich diente als Uberpriifung der selektiven und
Rezeptor spezifischen Wirkung von DPan. Abb. 3.14 zeigt die Dosis-Wirkungskurve der
Messung am IncuCyte sowie des MTT-Assays. Die mittlere effektive Konzentration (ECso)
wurde dabei Uber einen Vier-Parameter Fit bestimmt (bottom =0 % und top = 100 %, IncuCyte
Software) (Tab. 3.2).

Die Messung am IncuCyte erlaubt das Beobachten des Zellwachstums in Echtzeit. Aufgrund
der einfacheren Darstellung wurde hier die konzentrationsabhangige Konfluenz zu einem
festgelegten Zeitpunkt dargestellt (HCT116: Tag 6; MDA-MB-453: Tag 7) und der zeitliche
Verlauf nur exemplarisch fir DPan + SO1861 mit 0.003 nM an HCT116 und MDA-MB-453-
Zellen gezeigt (Abb. 3.14 A und B). Beginnend mit der Darstellung des zeitlichen Verlaufs
wird hier veranschaulicht, dass DPan mit einer Konzentration von 0.003 nM keinen

wachstumsverminderten Effekt weder auf die Ziel- noch die Nichtzielzellen hatte und beide
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Zelllinien ein Wachstumsplateau nach 96 h (A: HCT116) und 130 h (B: MDA-MB-453)
erreichten. Hingegen fuhrte die Kombination mit SO1861 bei HCT116-Zellen zu einem
selektiven Zielzellsterben, wobei die Konfluenz nicht tiber 10 % anstieg. Die Nichtzielzelllinie
blieb unaffektiert und zeigte einen unveranderten Wachstumsverlauf. Bei Betrachtung der
dosisabhéngigen Wachstumsverlaufe der HCT116- und MDA-MB-453-Zellen wurde ohne
SO1861 weder fir freies Dianthin noch fir Panitumumab im untersuchten
Konzentrationsbereich von 0.003-30 nM ein zytotoxischer Effekt beobachtet (Abb. 3.14 C-
F). DPan hingegen fiihrte ab 10 nM zu einem leichten Zellsterben der Zielzellen (C und E),
nicht jedoch der Nichtzielzellen (D und F). In Kombination mit SO1861 hingegen konnte der
zytotoxische Effekt auf die Zielzellen enorm um mehr als das 270 000fache gesteigert und der
ECso-Wert von 60.2 nM auf 0.00022 nM reduziert werden. Auf der Nichtzielzelllinie hingegen
bewirkte SO1861 eine vergleichsweise geringe Verstarkung von 1 890fach, was in einem ECso-
Wert von rund 3 500 nM resultiert. Somit ergab sich durch den Einsatz von SO1861 ein
145facher Spezifitdtsgewinn von Ziel- zu Nichtzelllinie (Tab. 3.2). Die Kombination
Dianthin / SO1861 fiihrte bei beiden Linien zu einem Zellsterben, wobei der Effekt auf die
Zielzelle intensiver war, mit einem niedrigeren ECso-Wert von 0.25 nM im Vergleich zu 17 nM
fur die Nichtzielzelle. Bei Betrachtung der Dosis-Wirkungskurven von mit DPan / SO1861 und
Dianthin / SO1861 behandelten MDA-MB-453-Zellen fiel ein simultaner Verlauf auf. Die
Konjugation von Dianthin an Panitumumab bewirkte hier keine Zytotoxizitatsverstakung.
Bezlglich Panitumumab konnte mit SO1861 keine Zytotoxizitat erreicht werden. Der
Vergleich der Dosis-Wirkungskurven verdeutlicht hier eindrucksvoll, dass die Konjugation
eine selektive, Rezeptor abhdngige Aufnahme von Dianthin bewirkte und so bereits das
zytotoxische Potential von Dianthin verbesserte. In Kombination mit dem EEE SO1861 konnte
dies wiederum signifikant (p <0.05) verstarkt werden. Zusammenfassend, die
Kombinationstherapie mit DPan/S01861 fiihrte zu einem deutlich verminderten
Zellwachstum und war spezifisch fur die Zielzelllinie HCT116. Die Kombinationsbehandlung
DPan/S01861 an den HCT116-Zellen unterschied sich dabei signifikant (p <0.05) zu
Dianthin / SO1861 und Pan/SO1861. Fur die Nichtzielzelllinie MDA-MB-453 unterschied
sich signifikant (p < 0.05) nur die Behandlung mit DPan / SO1861 zu Pan / SO1861. Die hier
detektierten zytotoxischen Effekte wurden im Wesentlichen durch eine unspezifische Wirkung
von Dianthin mit SO1861 als EEE hervorgerufen. Die als verlésslich einzustufenden fir
DPan / SO1861(HCT116) und Dianthin/S01861 (HCT116, MDA-MB-453) berechneten
ECso-Werte sind in Tab. 3.2 dargestellt.
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Abb. 3.14 Zytotoxizitat von DPan an Ziel- und Nichtzielzellen. Dargestellt sind die Dosis-Wirkungskurven
verschiedener Konzentrationen von Dianthin, Panitumumab (beide 3 pM-30 nM) und DPan (0.3 fM—30 nM)
+S01861 (1 pg/mL) an HCT116 (Ziel)- und MDA-MB-453 (Nichtziel)-Zellen. HCT116- und MDA-MB-453-
Zellen (3 000, 30 000/Well) wurden in 100 pL ausgesat (96-Well Zellkulturplatte) und nach Zugabe von Protein
sowie SO1861 im IncuCyte-Gerét platziert und alle 4 h vier Bilder/Well aufgenommen (10 x VergréRerung) oder
ein MTT-Assay durchgefiihrt. Die zeitabh&ngige Konfluenz ist exemplarisch fur beide Zellen unter Behandlung
mit DPan (A-B, 0.003 nM) dargestellt. VVerbliebene Diagramme (C-F) zeigen die konzentrationsabh&ngige
Konfluenz an Tag 6 (HCT116) bzw. 7 (MDA-MB-453). HCT116_IncuCyte: drei unabhéngige Experimente
biologischer Triplikate; MDA-MB-453_IncuCyte: ein Experiment mit biologischen Triplikaten; HCT116/MDA-
MB-453_MTT: zwei unabhangige Experimente mit biologischen Triplikaten.
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Tab. 3.2: Verstarkungsfaktor (VF) und Spezifitatsgewinn (SG) der Kombinationsbehandlung mit SO1861.
Die ECso-Werte mit zugehorigem BestimmtheitsmaR R2? wurden Uber einen Vier-Parameter-Fit per IncuCyte-
Software (bottom =0 %, top = 100 %) oder mit GraphPad Prism8 (MTT-Assay, bottom =0 %, top = 100 %)
bestimmt. Das Verhéltnis der ECso-Werte in Anwesenheit von SO1861 (1 pg/mL) und Abwesenheit ergeben VF,
wobei SG aus dem Verhaltnis von VFz (Zielzelle, HCT1167) zu VVFy (Nichtzielzelle, MDA-MB-453%) berechnet
wurde. Der Signifikanzwert p wurde aus den Mittelwerten (technischer oder biologischer Replikate) der ECso-
Werte tber den Mann-Whitney-Test (GraphPad Prism8) erstellt. Signifikant (p < 0.05) unterschieden sich DPan
zu DPan/S01861 sowie Dianthin zu D/SO1861 der per IncuCyte erstellten ECso-Werte. Zellabhéngige Vergleiche
ergaben einen signifikanten (p <0.05) Unterschied von DPan/SO1861 zu D/SO1861 (HCT-Zellen) und
DPan/SO1861 zu Pan/SO1861 (HCT116- und MDA-MB-453-Zellen). Die Behandlung von Ziel- sowie
Nichtzielzelle mit DPan/SO1861 unterschied sich signifikant (p < 0.05). R? ist als Mittelwert mit Standardfehler
SEM gezeigt. —: konnte nicht bestimmt werden.

HCT116 MDA-MB-453
ECso [NM] ECso [NM]

Behandlung VFz VEn | SG
R2 (+SEM) R2 (+SEM)

SO1861 - n ~ "

Dianthin-| 1000102 0.2527 | 3957664 | 3000000 17 | 177866 | 22
0.45 0.98 0.62
(0.23) (0.00) 0.00 (0.06)

D-MTT 47570 03106 | 153170 — 20 | =
0.06 0.65 0.62
(0.04) (0.24) o (0.04)

Pan-1 1000085 2000010 1 3000000 3000000 | 1 1
0.39 0.32
016 020 0.00 0.00

Pan-MTT — — — 1216000 334900 4 | —

0.30 0.09

- - (0.00) (0.01)

DPan-| 60.2 000022 | 273636 | 3000000 1587 | 1890 |145
0.84 0.97 0.17 0.47
(0.09) (0.01) (0.10) (0.02)

DPan-MTT 66 0.00006 |11000000| — 188 — | =
0.58 0.83 0.19
(0.00) (0.04) B (0.23) B

IncuCyte: Drei unabhangige Experimente von biologischen Triplikaten; MTT: Zwei unabhdngige
Experimente mit biologischen Triplikaten.
IncuCyte: Drei biologische Replikate; MTT: Zwei unabh&ngige Experimente mit biologischen

Triplikaten.
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Die fir die In-vivo-Versuche erforderliche In-vitro-Aktivitat des Immunotoxins DPan konnte
erfolgreich untersucht werden und zeigte eine hohe zellspezifische Zytotoxizitat.
Weiterfihrend wurde untersucht, ob dieser Effekt auch bei Sphéroiden eintritt, welche

nochmals ndher an In-vivo-Wachstumsbedingungen anknupfen.

3.7.2 HCT116-Sphéaroide unter Kombinationsbehandlung mit DPan / SO1861

Um den realen Wachstumsbedingungen eines Tumors nahe zu kommen, wurden HCT116-
Zellen in eine Basalmembran ahnliche Matrix eingebettet und so das dreidimensionale
Wachstum ermdglicht. Getestet wurde die Kombination von 0.3 nM DPan, welches in
vorherigen Versuchen bei dieser Konzentration keinen zytotoxischen Effekt zeigte (3.7.1), in
Kombination mit 1.0 pg/mL SO1861 sowie ohne als auch eine unbehandelte Kontrolle. Abb.
3.15 A zeigt exemplarisch eins von vier aufgenommen Bildern pro Well am Tag des
Behandlungsstarts (0 d) und —endes (8 d). Sehr deutlich ist hier der Wachstumsunterschied
zwischen Kombinationsbehandlung, Kontrolle und Einzelbehandlung zu sehen. Mit der

A Kontrolle 1)DPan/SO1861 2)DPan/S01861
i T ) A SO ! L

e Kontrolle
ns 1) DPan/S0O1861
¥ 4+ 2)DPan/SO1861

* *
* *
X v 3) DPan/S0O1861
= DPan

0| 1 1 1 1

0 50 100 150 200

Zeit [h]

Abb. 3.15: Spharoidwachstum von HCT116-Zellen unter Kombinationstherapie. Abgebildet ist exemplarisch
eines von vier Phasenkontrastbildern (A) pro Well (10 x Vergréerung) an Tag 0 (Behandlungsstart) und Tag 8
nach Behandlung von zwischen Matrigel eingebetteten HCT116-Zellen (3 000 Zellen/Well) mit DPan (0.3 nM)
und SO1861 (1.0 pg/mL) in der zweiten Matrigel-Schicht (1), im Deckmedium (2) oder als Kombination in
beidem (3). Das rechte Bild zeigt eine Behandlung mit DPan ohne SO1861, wobei die Kontrolle unbehandelte
Sphéroide bei gleichen Konditionen zeigt. Im Diagramm (B) ist das zeitabhangige Spharoidwachstum [um?]
(Mittelwerte mit Standardfehler) dargestelit.
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Kombinationsbehandlung DPan / SO1861 wurde das Zellwachstum deutlich eingeschrankt.
Dabei machte es keinen Unterschied ob sich DPan / SO1861 in der zweiten Matrigel-Schicht
(1), im Deckmedium (2) oder aber in beidem (3) befand. Die Sphéroide unter
Kontrollbedingungen bzw. nur DPan-Behandlung zeigten ein stetiges Wachstum und
unterschieden sich kaum. Das Verhalten wird durch die Darstellung des zeitaufgelosten
Spharoidwachstums [um?] in Abb. 3.15 B bestétigt. Dieser Versuch verdeutlicht nochmals die
Effektivitat der Kombinationsbehandlung des Immunotoxins DPan mit SO1861, welches nicht
nur in planaren Zellkulturexperimenten die gewiinschte zytotoxische Wirkung zeigt, sondern

auch in dreidimensionalen Zell-Assays unter realitdtsndheren Wachstumsbedingungen.

3.7.3 Antikorper abhéangige zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC)

Wie in der Einleitung beschrieben (1.3) Ubernehmen Antikorper als Bestandteil eines
Immunotoxins insbesondere zwei wesentliche Hauptfunktionen, zum einen den zielgerichteten
Transport des Toxins und zum anderen die Aktivierung des Immunsystems. Besonders wichtig
ist, dass diese Funktionen nach chemischer Kopplung beider Komponenten erhalten bleiben.
Wie bereits erfolgreich bewiesen, war die Bindungsaffinitat zu EGFR unvermindert (3.6.3) und
ein deutlich zytotoxisches Potential nachweisbar (3.7.1). Panitumumab als IgG2 Antikorper
vermag keine oder nur sehr stark abgeschwéchte ADCC uber NK-Zellen zu vermitteln, zeigt
jedoch vermehrte ADCC Uber Monozyten und neutrophile Granulozyten [173]. Daher war es
ein Teilziel dieser Arbeit zu zeigen, ob das ADC DPan ahnlich zu Panitumumab eine ADCC
ausldsen kann, oder ob die Fahigkeit des Antikdrpers aufgrund der Kopplung an Dianthin
verloren geht. Hierbei wurde die ADCC mit aus Vollblut gewonnenen PMBC und Monozyten
untersucht. Da Monozyten an sich erstmal keine direkte Funktion austiben, wurden diese mit
einer nichttoxischen Konzentration an LPS (100 ng/mL) zu proinflammatorischen Monozyten
stimuliert [174, 175]. Abb. 3.16 zeigt die Behandlung von HCT116-Zellen mit
unterschiedlichen Kombinationen einer nichttoxischen Konzentration von DPan (10 pM) und
Panitumumab (10 pM) zusammen mit PBMCs oder Monozyten. Die Mikroskopie-Bilder (Abb.
3.16 A) zeigten deutlich, dass sowohl Panitumumab (rechts) als auch DPan (Mitte) eine ADCC
in PBMC (oben) und Monozyten (unten) ausldsten und zu einem stark verminderten
Zellwachstum fiihrten. Kontrollen, welche mit den Effektorzellen, jedoch ohne Antikorper bzw.
Konjugat behandelt wurden, zeigten dagegen kein vermindertes Wachstum. Lediglich ein leicht
morphologischer Effekt in der Kombination Monozyten/LPS war anhand der Zellform
abzulesen. Der Effekt durch PBMC fiel dabei etwas starker aus. Neben der qualitativen

Beurteilung tber Phasenkontrastbilder wurde das Zellsterben zusétzlich fluorometrisch mit
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Abb. 3.16: Antikdrperabhéngige zellvermittelte Zytotoxizitat von DPan und Panitumumab. Aus Vollblut
gewonnene PBMCs und Monozyten (mit 100 ng/mL LPS) wurden zu HCT116-Zellen im Verhaltnis 30:1 bzw.
3.8:1 gegeben, welche zuvor mit DPan (10 pM) oder Panitumumab (10 pM) und CytotoxRed (250 nm) inkubiert
wurden. Alle 2 h erfolgte die Aufhahme eines Phasenkontrastbildes (A, 10xVergroRerung) sowie der Fluoreszenz
(B und C, 612 nm) am IncuCyte. Gezeigt ist exemplarisch fiir jede Gruppe ein Bild an Tag 3. Die Diagramme (B
und C) zeigen den zeitlichen Verlauf des Fluoreszenzsignals (Total Red Object Integrated Intensity
RCUxumz2/Image), welches proportional dem Zelltod ist. Als Kontrolle wurden HCT116-Zellen mit PBMCs bzw.
Monozyten / LPS behandelt. Das Signifikanzniveau p wurde tber den Kruskal-Wallis-Test (one-tailed) bestimmt
(GraphPad Prism). Hier unterscheidet sich der Effekt von DPan und Panitumumab signifikant (p < 0.0001, ****)
zur Kontrolle, wobei kein signifikanter Unterschied zwischen der Behandlung mit DPan und Panitumumab
besteht.

Cytotox Red quantifiziert (Abb. 3.16 B und C). Dieser hoch sensitive Cyanin-Farbstoff,
welcher in Zellen mit gestorter Plasmamembranintegritét eintreten kann, bindet an DNA was
eine 100-1 000fache Fluoreszenzverstarkung bewirkt. Sowohl PBMC / Pan und PBMC / DPan
fihrten zu einem signifikanten (B, p <0.0001, ****) Signalanstieg der Fluoreszenz
(RCUxpum?/image) im Vergleich zur Kontrolle. Dabei unterschied sich das Signal von DPan
zu Panitumumab nicht signifikant. Die Signalunterschiede von Monozyten / DPan und

Monozyten / Panitumumab zur Kontrolle Monozyten / LPS war deutlich geringer aber dennoch
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statistisch signifikant (C, p <0.0001, ****). Das Signal der Kontrolle / Monozyten erscheint
hoch, ist im Vergleich zur Kontrolle / PBMC aber gering. Dass das Signal insgesamt bei der
Monozyten-Gruppe niedriger ausfallt vermag auch hier an der deutlich geringeren Anzahl an
Monozyten im Vergleich zu PBMCs liegen. Somit wurde das Immunotoxin DPan erfolgreich
bezuglich seiner enzymatischen Aktivitat sowie Bindungsaffinitdt zum Zielrezeptor evaluiert
und intensiv in Kombination mit SO1861 beziiglich seiner Zytotoxizitét in vitro untersucht. Das
hervorragende zytotoxische Potential von DPan sollte nun auch in vivo im Xenograft-Modell

nachgewiesen werden.
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3.8 In-vivo-Studien

3.8.1 Akute Toxizitat

Die akute Toxizitdt von DPan in Kombination mit SO1861 sowie ohne als auch von
Panitumumab wurde an immunkompetenten BALB/c-Mausen nach der OECD-Richtlinie 425
durchgefuhrt und die NOAEL entsprechend der Richtlinie berechnet. Dies war mal3geblich fir
alle weiteren Tierversuche, um in einem nichttoxischen Dosisbereich arbeiten zu kénnen.

Fur DPan betrug die aus den experimentellen Daten rechnerisch ermittelte NOAEL 117 ug;
diese war in Kombination mit SO1861 und einem Wert von 126 g nicht wesentlich veréndert.
Panitumumab hingegen wurde bis zur hochst festgelegten Dosis von 1830 ug sehr gut
vertragen, sodass hier eine NOAEL nicht erreicht wurde. Die hochste Dosis mit 183 g von
DPan als auch DPan / SO1861 flihrte zu einem starken Gewichtsverlust (Abb. 3.17), struppigen
Fell sowie einer verlangsamten Bewegung. Teilweise nahmen die Tiere zusatzlich eine
gekrimmte Haltung ein, die Augen wirkten fahl und eingefallen. Die Gabe von 57.87 pg
DPan + SO1861 bewirkte zwar ebenfalls einen Gewichtsverlust, jedoch ohne weiterreichende
Symptome was damit nach den vorgeschriebenen Paramatern (Tab. 2.5) nicht als
schwerwiegend einzustufen war. Ferner war bei manchen mit DPan behandelten Mdusen (57.87

und 183 ug) ein vermehrter Tranenfluss der Augen, &hnlich einer Entziindung, zu bemerken.

Gewichtsverlust

O

O DPan/PBS
o DPan/S01861

o ]
S A
= 5 ﬁ) i A Pan/PBS
JEH —

-5 I I I I
57.87 183 578.8 1830

[ug]

Abb. 3.17: Prozentualer Gewichtsverlust am Finaltag der akuten Toxizitatsstudie. Dargestellt ist der
Gewichtsverlust [%] von behandelten Tieren, die an Tag 1 und 4 DPan = SO1861 beziehungsweise Panitumumab
erhielten. Die Gabe von DPan + SO1861 mit 183 pg erfolgte aufgrund zu hoher Toxizitat hier nur einmalig.
Gezeigt sind die Einzelwerte mit Mittelwert und Standardfehler, wobei jeder Einzelwert gleichbedeutend mit einer
Maus ist.
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Medikamente werden in S&ugetieren in Abhdnhigkeit ihres Ursprungs und der Grole
hauptsachlich Uber die Niere ausgeschieden oder die Leber abgebaut und ausgeschieden. VVon
Interesse war also hier, ob DPan konzentrationsabhangig einen Einfluss auf die
leberspezifischen Parameter ALT und AST sowie den Nierenparameter Kreatinin ausubt.
Ebenso wurde das LDH-Level bestimmt, dessen Nachweis im Blutplasma oder —serum auf eine
Zellschadigung  hinweist. Abb. 3.18 =zeigt den dosisabhdngingen Vergleich mit
Gruppenzugehorigkeit. Da die Kreatininwerte aller Tiere <0.17 mg/dL betrugen und im
beziehunsgweise unterhalb des Referenzbereiches (Tierlieferant: 0.52 + 0.06 mg/dL [176])
lagen, wurden diese nicht graphisch dargestellt. Die Behandlung mit Panitumumab zeigte fir
alle Dosen (183-1 830 ug) den geringsten Wert (LDH: 170-144 U/L, ALT: 16-10 U/L; AST:
68-74 U/L) und war jeweils konform mit dem vom Tierlieferant bekannten Daten (ALT:
74 £ 52 UI/L; AST: 233 + 124 UI/L; LDH unbekannnt [176]). Vergleiche von Blutparametern,
welche in unterschiedlichen Laboren und Geréten betimmt wurden, kénnen zwar quantitativ
nicht miteinander verglichen werden, ein Plausibilitatsvergleich darf allerdings gezogen
werden. Bei der Behandlung mit DPan und DPan / SO1861 kam es zu einer breiten Streuung
der Messwerte, weswegen hier jeweils der Median dagestellt wurde. Eine Verfalschung der
Messwerte kann vor allem durch Hamolyse bei der Blutentnahme und Folgebehandlung des
Blutes hevorgerufen werden, was teils zu erhéhten Werten fiihrt und die breite Streuung
erklaren konnte. Dennoch ist hier ein dosisabhangier Trend zu sehen, wobei alle Werte flr

LDH, ALT sowie AST im Vergleich zu denen von Panitumumab deutlich erhéht waren, mit
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Abb. 3.18: Blutparameter in der Studie zur akuten Toxizitat. Aus Heparinplasma wurde fur jede Maus der
Gruppen Panitumumab, DPan, DPan/SO1861 (n = 5, 9, 9) die Kreatinin-, LDH-, ALT- und AST-Werte bestimmt
(Cobas 8000, Labor Berlin) und als scatter dot plot mit Median dargestellt. Kreatinin war fiir alle Tiere
< 0.17 mg/dL. Es konnten keine statistischen Signifikanzen ermittelt werden. (Mann-Whitney Test, one-tailed,
GraphPad Prism8).
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hochstem Median fir DPan bei einer Dosis von 183 ug (LDH: 1591 U/L; ALT: 472 U/L;
AST: 1168 U/L). Die Mediane von DPan und DPan / SO1861 bei einer Dosis von 57.87 g
(LDH: 378-399 U/L; ALT: 138-113 U/L; AST: 372-255 U/L) unterschieden sich kaum. Ein
nichtgepaarter und nichtparametrischer Vergleich (Mann-Whitney Test, one-tailed, GraphPad
Prism8) der dosisabhangigen sowie gruppeninternen Parameter zeigte keinen signifikanten
Unterschied. Ein Vergleich mit Panitumumab konnte aufgrund der geringen Datenmenge nicht
durchgefuhrt werden. Wie bereits erwéhnt ist dennoch ein deutlicher Unterschied im Diagramm
zu sehen. Neben der Bestimmung der Blutparameter wurde ebenfalls das Gewebe der
entsprechenden Organe auf pathologische Verédnderungen untersucht und Uber HE-Farbung
(Abb. 3.19) nach Batts und Ludwig ausgewertet (2.6.4). Dabei korrelierten die gemessenen
erhdohten Werte der Blutparameter, verursacht durch die Behandlung mit DPan und
DPan / SO1861, mit der histopathologischen Auswertung (Tab. 3.3). Die Organe Niere, Milz,
und Herz zeigten auch bei der hochsten Dosis keine Verdnderungen. Die erkennbaren Schéden
der Lunge waren nachweislich postmortaler Natur (vermutlich als Folge der Inhalation des

Abb. 3.19 Histopathologische Auswertung der Leber in der Studie zur akuten Toxizitat. Dargestellt sind
mit HE angefarbte Leberschnitte von behandelten Tieren, welche 1 830 pg Panitumumab (A), 57.87 ug DPan
(B) und 183 g DPan / SO1861(C) injiziert bekamen. Einzelzellnekrosen sind beispielhaft mit schmalem Pfeil
gekennzeichnet. Der mit breitem Pfeil markierte, schwarz umrandete Bereich zeigt ein granulozytéres Infiltrat.
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Betdubungsmittels) und wurden nicht in Bezug zu der Behandlung gesetzt. MaRige bis schwere
Leberschéaden (Abb. 3.19) wurden nach der Behandlung mit DPan und DPan/S01861
festgestellt, vor allem nach Gabe der Hochstdosis von 183 g (Abb. 3.19 C). Bei einer Dosis

von 57.87 g war ein Leberindex von 1 und 2 (Abb. 3.19 B) bestimmbar mit vereinzeltem

granulozytdren Infiltrat. Panitumumab flihrte auch bei der hochsten Dosis von 1 830 ug

lediglich zu einem milden Schaden (Abb. 3.24 A).

Tab. 3.3: Histopathologische Auswertung der Organe nach HE-Farbung. Leberindex: 1 milde, 2 méRige, 3
schwere Schadigung [163]; Milz: R rote Pulpa dominant, aktiviert; W weiRe Pulpa dominant, aktiviert; —: Kein

Material zur Verfligung.

Leber Index Niere Milz Lunge Herz Dosis [ug]
1 R | Postmortaler Schaden | regelhaft 183
1 — regelhaft regelhaft 578.7
Pan/PBS 1 regelhaft W | Postmortaler Schaden — 1830
1 R regelhaft regelhaft 1830
1 W | Postmortaler Schaden | regelhaft 1830
2 R regelhaft regelhaft 57.87
2 R regelhaft regelhaft 183
1 R regelhaft regelhaft 57.87
1 R regelhaft — 57.87
DPan/PRS 1 regelhaft R | Postmortaler Schaden | regelhaft 183
2 w regelhaft regelhaft 57.87
2 R regelhaft regelhaft 57.87
2 R regelhaft regelhaft 183
2 W | Postmortaler Schaden | regelhaft 183
2 R regelhaft regelhaft 183
1 R regelhaft regelhaft 5.79
1 R regelhaft regelhaft 57.87
1 R regelhaft — 18.30
1 R regelhaft regelhaft 57.87
2 R | Postmortaler Schaden | regelhaft 183
DPan/S01861 regelhaft
2 w regelhaft regelhaft 57.87
3 R regelhaft regelhaft 183
3 R | Postmortaler Schaden | regelhaft 57.87
1 R regelhaft regelhaft 183
2 R | Postmortaler Schaden | regelhaft 57.87
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3.8.2 Tumorwachstumsrate

Zur Bestimmung der fur die Therapiedauer optimalen HCT116 Zellzahl zur Induktion eines
experimentellen Tumorwachstums wurden immunsuppressiven NMRI nu/nu Mausen (n = 3, 4,
3) 1, 2 und 4 x 10° Zellen s.c. in die rechte Flanke gespritzt. Das Tumorwachstum wurde fir
61 Tage beobachtet und die Mduse nach den in Tab. 2.5 beschriebenen Parameter untersucht.
Abb. 3.20 zeigt das zeitliche Tumorwachstum dargestellt als Tumorgewicht. Die hochste
Zellzahl flihrte schneller zu einem messbaren Tumorwachstum, allerdings mussten die Tiere
entsprechend friher euthanasiert werden. Tumoren der Gruppe 1 x 10° und 2 x 10° zeigten
anfangs ein ahnliches Wachstum, wobei die Kurve mit der niedrigsten Zellzahl im zeitlichen
Verlauf flacher anstieg.
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Abb. 3.20: Tumorwachstumsrate in Abhangigkeit von der Zellkonzentration. Verschiedene Konzentrationen
(1/2/4x%10° Zellen/100 pL) an HCT116-Zellen wurden s.c. in die Flanke immundefizienter NMRI nu/nu-
Méusen gespritzt und das Tumorwachstum flir 61 Tage beobachtet. Tiere mit der héchsten Zellzahl mussten
aufgrund der Abbruchkriterien friiher aus dem Versuch genommen werden.

Da die avisierte Therapie mit acht Dosen vier Wochen dauert galt es zu gewahrleisten, dass
Tiere aufgrund der TumorgroRe oder des dadurch eingeschréankten Wohlbefindens nicht
vorzeitig aus dem Versuch genommen werden miissen. Weiterhin musste aber auch das
Wachstum eines deutlich messbaren Tumors gewahrleitet sein. Aufgrund dessen wurde fir die

Therapie eine Zellzahl von 2 x 10° Zellen gewahlt.
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3.8.3 Dosis-Wirkungsbeziehung der Kombinationstherapie DPan/S0O1861

Der antitumorale Effekt von DPan in Kombination mit SO1861 sowie DPan und Panitumumab
als Vergleichstherapie wurde an tumortragenden NMRI nu/nu Méausen untersucht. Dafiir wurde
SO1861 (15 pg) in 50 pL DPBS —/- s.c. in die Nackenfalte und 1 h spater Konjugat (3.3 pg)
oder Panitumumab (2.82 pg) i.v. in die Schwanzvene gespritzt. Die fur die Therapie benutzte
Dosis von DPan und Panitumumab lag dabei weit unterhalb der zuvor in der Studie zur akuten
Toxizitdt bestimmten NOAEL und die Tiere zeigten keine Symptome aufgrund der
Behandlung. Lediglich eine leichte Verhadrtung sowie blau-weil3liche Verfarbung im Bereich
der SO1861-Injektionsstelle war bei funf Tieren zu beobachten, welche im Verlauf der Therapie
und vor jeder erneuten Applikation wieder abnahm. Bei einer mit DPan behandelten Maus kam

es zu einer blauen Verfarbung um den Tumor (siehe Abb. 3.21).

B[ e

Abb. 3.21: Verfarbung um den Tumorbereich einer mit DPan behandelten Maus. Das Bild zeigt eine i.v. mit
3.3 ug DPan behandelte Maus mit einer deutlichen blaugriinen Verfarbung des Tumorareals ab der siebten Dosis.

Abb. 3.22 zeigt das Tumorgewicht wéhrend der 38 Tage andauernden Therapie, mit Therapie-
start an Tag 9 bei einem durchschnittlichen Tumordurchmesser von 3.4 mm, da hier der Tumor
gut tastbar war. Keine der drei Behandlungsformen fiihrte eine Tumorregression herbei.
Panitumumab / PBS schrankte das Tumorwachstum am meisten ein, gefolgt von der
Kombinationstherapie DPan/ SO1861 und DPan/PBS. Verglichen mit der Kontrollgruppe
PBS /PBS war das Wachstum von allen Therapiegruppen signifikant vermindert, ebenso
verlangsamte SO1861 das Tumorwachstum zusétzlich signifikant.

Untersuchungen der Blutparameter Kreatinin, LDH und ALT zeigten keine signifikante
Variabilitdt zwischen den Gruppen (Abb. 3.23). Lediglich fur AST war ein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen DPan/S01861 zu DPan und DPan zu Panitumumab

kalkulierbar, in der graphischen Abbildung jedoch wenig bemerkbar.

76



-o- DPan/S01861

@ | = DPan/PBS
% 24 -« Pan/PBS lv ~
s | = PBS/PBS
& ' % .
2 1- i3
> ¢ :I
|— *

by et ]

0 10 20 30 40
Tag

Abb. 3.22: Dosis-Wirkungsbeziehung der Kombinationstherapie. Dargestellt ist die Therapie abhangige
Tumorwachstumsrate der mit DPan (3.3 pg) + S01861 (15 pg) behandelten Tiere im Vergleich zu den
Kontrolltieren behandelt mit Panitumumab (2.82 pg) oder PBS. Therapiert wurde mit 8 Dosen (zwei/Woche) als
i.v. Injektion in die Schwanzvene (DPan, Pan, PBS) und subkutane Bolusapplikation in die Nackenfalte (SO1861,
PBS). Das Tumorgewicht wurde nach der Formel in 2.6.2 berechnet. Messpunkte von aus dem Versuch
ausgeschiedenen Tieren wurden extrapoliert (nichtlineare Regression-Exponential growth equation, GraphPad
Prism8) und mit in die Erstellung des Mittelwertes mit Standardfehler einbezogen. Der Vergleich aller
Behandlungen zur Kontrollgruppe PBS/PBS ergab einen statistisch signifikanten Unterschied (***, p < 0.0002;
*, p <0.05, Wilcoxon Test, one-tailed, GraphPad Prism). Die Tumorwachstumsrate wurde am stérksten von
Pan/PBS > DPan/SO1861 > DPan/PBS > PBS/PBS beeinflusst.

Die Werte fir ALT und AST lagen zudem im vom Tierlieferanten bestimmten
Parameterbereich (ALT: 60 £ 11 U/L; AST: 161 + 60; Kreatinin: 0.63 + 0.05 mg/dL) [176] und
wiesen keinerlei Erhéhung auf. Histologische Untersuchungen fihrten zu keinem
pathologischen Befund. Auch Niere und Herz entsprachen der Regel. Die Leber war in den

Gruppen PBS / PBS, Pan / PBS und DPan / SO1861 nur bei einer von sechs bzw. acht Mé&usen

als maRig geschadigt zu klassifizieren (Tab. 3.4). Dabei war die wei3e Pulpa der Milz vermehrt
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Abb. 3.23: Blutparameter der Dosis-Wirkungsbeziehung. Darstellung wie in Abb. 3.18, der Vergleich
zwischen den Gruppen erfolgte Gber den nicht gepaarten und nichtparametrischen Kruskal-Wallis-Test (one-
tailed, GraphPad Prism) basierend auf den Mittelwerten. Statistisch signifikant unterschieden sich nur die Gruppen
DPan/S01861 vs DPan/PBS (*, p < 0.05) und DPan/PBS vs Pan/PBS (**, p < 0.002) des Parameters AST.
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in den Gruppen PBS /PBS und DPan/PBS dominant aktiviert, aulerdem teilweise in den
Gruppen Pan/PBS und DPan/SO1861. Die Tumoren wurden nach HE-Féarbung auf deren
nekrotischen Anteil untersucht. So korreliert ein hoher nekrotischer Anteil mit einem
therapeutischen Effekt. Die histologische Untersuchung ergab dabei einen erhdhten Anteil in
den Therapiegruppen DPan/S01861, DPan/PBS und Pan/PBS im Vergleich zur
Kontrollgruppe PBS/PBS (Tab. 3.4). Dabei waren jeweils zwei Tumore der Gruppen

DPan / PBS und Pan/PBS nur noch als narbige Fibrose ohne mikroskopisch detektierbare

Nekrosen
100
*
80 f 1
Y A A A e DPan/S0O1861
. 60~ T = DPan/PBS
s =[x
40- vy 4 Pan/PBS
aal - v PBS/PBS
20+ [ | | =
[ ] | vy
0

Abb. 3.24: Nekrosen der Tumoren. Prozentualer Anteil an Nekrosen im Tumor nach HE-Férbung. Ein
signifikant hoherer Anteil an Nekrosen war in der Gruppe Pan/PBS im Vergleich zur Kontrollgruppe zu erkennen.
DPan/SO1861 und DPan/PBS fiihrten ebenfalls zu einem hoheren Nekroseanteil, jedoch ohne nachweisbare
Signifikanz. Die Bestimmung des Signifikanzniveaus erfolgte tiber den Mann-Whitney Test (*, p < 0.05, one-
tailed, GraphPad Prism).

Tumorzellen erkennbar. Ebenfalls wurden Tumore mit hohem und niedrigem nekrotischen
Anteil auf deren Ki-67- (Proliferationsmarker) und EGFR-Expressionslevel untersucht (Tab.
3.4 und Abb. 3.25). Ki-67 ist bei Krebserkrankungen vermehrt nachzuweisen und dient als
wichtiges Mal zur Prognoseeinschétzung. So war hier von Interesse, ob die Behandlung mit
DPan und Panitumumab einen Einfluss auf das Expressionslevel hatte. Dabei wurde bei allen

Tumoren ein fur solide Tumore hoher Ki-67-Wert (> 50 %) festgestellt.
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Tab. 3.4 Histologische Auswertung der Organe und Tumore jeder Maus/Gruppe. Die Anfarbung erfolgte mit
HE sowie immunhistochemisch mit anti-EGF und anti-Ki-67-1gG. Leberindex: 1 milde, 2 maRige, 3 schwere
Schadigung [163]; Milz: R rote Pulpa dominant, aktiviert; W weiRe Pulpa dominant, aktiviert. Niere, Lunge und
Herz waren bei allen Tieren regelhaft. X: narbige Fibrose, keine Tumorzellen nachweisbar. Die
immunhistochemische Anfarbung mit anti-EGF und anti-Ki-67-1gG erfolgte bei Tumoren mit einem sehr hohen

oder niedrigen nekrotischen Anteil als auch bei sehr groRen oder kleinen Tumordurchmessern. —: keine Daten
erhoben.
II': g ee): Milz Tumorc[jrl:]l;::]?messer Nekrosen [%6] Ki [%Z}N x E[Co;/OF]R
2 R 12 25 — _
1 w 12 40 — _
PBS/PBS 1 W 13 30 60 90
1 w 11 40 60 80
! R 9 10 50 50
- - 4 10 — —
1 R 15 50 70 50
L w 9 30 70 90
1 R 10 70 _ _
1 R 7 70 — -
Pan/PBS 1 R X - B B
2 W 7 30 — —
1 R X — — -
L R 5 70 80 70
1 w X
! w 7 10 60 90
! w 8 40 60 60
! w 14 50 50 40
DPan/PBS 1 R 7 20 - -
1 R X — — _
1 w 9 30 _ _
L W 15 20 70 80
1 W 13 40 — -
L R 20 70 70 70
2 w 9 30 _ _
DPan/SO1861 . R 12 30 60 70
1 R 8 30 _ _
1 R 8 30 _ _
L R 4 70 80 40
L R 13 10 70 90
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Abb. 3.25 HE- (A/B) sowie immunhistochemische (C—H) Farbung der Leber und Tumoren in der Studie
zur Dosis-Wirkungsbeziehung. Exemplarisch ist ein Ausschnitt der Leber (20 x VergroRerung) mit Index von 1
(A) und 2 (B) gezeigt. Schwarze Pfeile kennzeichnen ein granulozytéres Infiltrat mit einzelnen nekrotischen
Hepatozyten. (C) zeigt ein hohes Expressionslevel von EGFR (90 %), (D) ein niedriges mit 40 %. (E) und (F)
zeigen ein niedriges und hohes Expressionslevel von Ki-67 mit 50 bzw. 80 %. Der nekrotische Anteil ist in (G)
und (H) mit 10 und 70 % gezeigt. Eine intensive rot-violett Farbung (C—H, 10 x VergrofRerung) korreliert mit
einem hohen Anteil an Nekrosen, Ki-67 und EGFR. (B/D/F/H) stammt von einem mit DPan / PBS behandelten
Tier, (A/C/E/G) von einem Tier der Kontrollgruppe PBS / PBS.

T PP

80



Das niedrigste EGFR-Expressionslevel hingegen mit 40 % wurde in den Therapiegruppen
DPan /SO1861 und DPan/PBS detektiert. Wie in Abb. 3.26 zu sehen, war ein reziproker
Zusammenhang zwischen Tumornekrose und EGFR-Level vor allem bei den mit DPan
therapierten Gruppen zu erkennen. So wiesen Tumore mit dem hochsten nekrotischen Anteil
die geringste EGFR-Expression auf. Ebenso war ein proportionaler Aufwartstrend von Ki-67
zu Nekrosen zu beobachten. Darlber hinaus zeigte der Vergleich zwischen Tumordurchmesser,

Nekrosen, Ki-67- und EGFR-Expression keine weiteren Korrelationen.
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Abb. 3.26: Vergleich histopathologisch ermittelter Parameter der Dosis-Wirkungsbeziehung. Der
prozentuale Anteil von Ki-67 (Proliferationsmarker), EGFR und Nekrosen der Tumoren wurde iber HE- sowie
immunhistochemischer Farbung (anti-EGFR und anti-Ki-67 Antikdrper) visuell bestimmt. Dargestellt sind die
Vergleiche von Tumordurchmesser, EGFR [%], Ki-67 [%] und Nekrosen [%] aller Behandlungsgruppen
zueinander, basierend auf der Annahme einer maglichen Korrelation. Aufgrund der verschiedenen Behandlungen
koénnten die Zusammenhange beeinflusst worden sein und zu einem Mischergebnis fiihren. Einen Trend des
umgekehrt proportionalen Zusammenhangs wurde bei EGFR vs. Nekrosen sichtbar. Die gestrichelten Linien
zeigen das Konfidenzintervall mit 95 % an.

Entgegen der Erwartung wurde mit der Kombinationstherapie DPan / SO1861 aber auch mit
dem therapeutischen Antikdrper Panitumumab keine Tumorregression erreicht. Zwar wurde
das Tumorwachstum im Vergleich zu der Kontrollgruppe verlangsamt, war aber auch hier nicht
so effizient wie die Behandlung mit Panitumumab. In friheren Arbeiten wurde Dianthin als
chiméres Toxin D-EGF, welches ebenfalls EGFR-exprimierende Zellen adressiert, in
Kombination mit SO18161 an tumortragenden Mausen untersucht und konnte erfolgreich die
Tumorreduktion bewerkstelligen. Der Gedanke lag also nahe, die zielrichtende Funktion EGF
gegen einen Antikorper auszutauschen [177, 178]. Jedoch erfolgte in dieser Arbeit die Gabe
des ITs i.v. im Gegensatz zu der damaligen Injektion des chiméren Toxins in Tumorndhe. Dies

kdnnte basierend auf einer veranderten Pharmakokinetik den abweichenden Behandlungserfolg
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erklaren. Die Kinetik der SO1861-Behandlung wurde bereits eingehend studiert und ergab eine
maximale Konzentration im Tumor 1 h post Injektion [161]. K&me es nun zu einem wesentlich
zeitverzogerten Eintreffen von SO1861 und IT im Tumor, ware die Effektivitat deutlich
herabgesetzt. Basierend darauf wurde zur besseren Einschatzung der Verteilung des ITs im
Kdorper und Tumor dieses radionuklidmarkiert an tumortragenden Mé&usen im SPECT/CT

untersucht.

3.8.4 Biodistribution von °"T¢ markiertem DPan

Die Markierung von DPan mit *™Tc erfolgte Uber den HYNIC-Linker, wofir vor der
Konjugation entweder Dianthin oder Panitumumab mit diesem derivatisiert wurde. Dies hatte
zum Zweck, eine mogliche Abspaltung von Dianthin aus dem Konjugat im Blutkreislauf
nachverfolgen zu kénnen. In diesem Fall wiirde Dianthin nicht mehr zielgerichtet transportiert,
sondern nur unspezifisch vom Tumor aufgenommen werden. D(H)Pan, DPan(H) und Pan(H)
wurden mit einer radiochemischen Reinheit von 63, 77 und 93 % markiert. Da DPan, welches
urspriinglich als Negativkontrolle fiir die Radionuklidmarkierung diente, ebenfalls eine
unspezifische Bindung mit ®®™Tc einging, wurde auch dieses in vivo mit einer radiochemischen
Reinheit von 56 % untersucht. Die Applikation der Radionuklid markierten Proteine erfolgte
I.v. in die Schwanzvene gefolgt von einem Ganzk6rper-SPECT/CT 1, 3 und 18 post Injektion.
Die Bildgebung wurde fir jedes Protein an drei Tieren unabhangig voneinander bestimmt. Abb.
3.27 zeigt in der coronalen, sagittalen und transversalen Ansicht die Verteilung von DPan(H)
nach 1, 3 und 18 h. Der Tumor (roter Pfeil) konnte erfolgreich im SPECT/CT dargestellt
werden. Dabei schien das Signal nach 3 h die hdchste Intensitat zu besitzen. Eine Strahlung mit
der insgesamt hdchsten Intensitat ging vermehrt aus der Leber und Milz aus, welche von 1 h
nach 3 h zu- und nach 18 h wieder abnahm.

Im Vergleich zu DPan(H) ging von D(H)Pan im Tumor ein deutlich schwécheres Signal aus
und ist hier fur den 3 h Scan gezeigt (Abb. 3.28). Auch hier war die hdchste Intensitdt in den
Organen Leber und Milz zu detektieren. Pan(H) war etwas weniger in den Organen zu
detektieren und die hochste Intensitat im Tumor sah man auch hier nach 3 h. Von DPan ohne
HYNIC-Linker ging im Tumor kaum eine Strahlung aus und die Ergebnisse sind deshalb hier
nicht gezeigt. Die Darstellung eines Signals wére nicht deutlich von den Umgebungssignalen
zu trennen gewesen. Die Bildgebung im SPECT/CT zieht den zeitlichen Zerfall von **™Tc nicht
mit in Betracht. Um eine detaillierte Aussage Uber die Verteilung der Proteine im Korper treffen

zu konnen, wurden von den Volumes Of Interests (VOI) eine Hottest-voxel-Analyse
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durchgefuhrt. Dies ermoglichte die Ermittlung der zerfallskorrigierten gespritzten Aktivitat [%]
pro mL zu jedem Zeitpunkt (Abb. 3.29 und Tab. 3.5).
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Abb. 3.27: Bildgebung von *™Tc-markiertem DPan(H) im SPECT/CT. Coronale, sagittale und transversale
Ansicht einer von drei M&usen, welcher DPan(H) mit einer Aktivitdt von 15.30 MBq i.v. in die Schwanzvene
injiziert und nach 1, 3, 18 h ein SPECT/CT (uberlagerte Darstellung) aufgenommen wurde. Tumore sind jeweils
mit rotem Pfeil gekennzeichnet, der 3 h-Scan zeigt das intensivste Signal im Tumorbereich. L: Links; R: Rechts;
K: Kopf; S: Schwanz. Signalintensitat: hell = stark (high), dunkel = schwach (low).
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Abb. 3.28 Bildgebung von *®™Tc-markiertem D(H)Pan (1) und Pan(H) (2). Coronale, sagittale und transversale
Ansicht 3 h nach i.v. Injektion von 26.33 MBqg D(H)Pan (1) bzw. 7.30 MBq Pan(H). Tumore sind jeweils mit
rotem Pfeil gekennzeichnet. Abkiirzungen wie in Abb. 3.27.

Deutlich zu erkennen ist hier, dass fir alle Proteine die Tumoraufnahme nach 18 h am hochsten
war, mit dem intensivsten radioaktiven Signal fur Pan(H). Dieses befand sich zum Grof3teil im
Herzen gefolgt von Leber und Milz, wobei die Radioaktivitét in allen Organen mit der Zeit
abnahm. DPan(H) war grof3teils in der Leber und Milz zu detektieren, wobei die Radioaktivitat
zeitlich nur wenig schwankte. Das niedrigere Signal im Herzen nahm hingegen zeitlich ab.
D(H)Pan akkumulierte stark in der Leber mit gleichbleibendem Signal. Wesentlich geringer

war dessen Aufnahme in der Milz und im Herzen, wobei die Intensitat nur bei letzterem
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abnahm. DPan war mit der hochsten Radioaktivitét in der Leber (gleichbleibend), gefolgt von

Milz (zunehmend) und Herz (abnehmend) zu finden. Die im Herzen gemessene Radioaktivitat

stellt hier vor allem den Blut-Pool dar.

80~
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D(H)Pan
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Abb. 3.29: Aktivitatsverlauf von DPan(H), D(H)Pan, DPan und Pan(H) im SPECT/CT. Dargestellt ist die
prozentuale gespritzte Aktivitat (Injected Activity 1A) pro Volumen (%lA/mL) in Tumor, Leber, Milz und Herz
nach 1, 3 und 18 h. Berechnet wurde diese unter Beriicksichtigung des radiochemischen Zerfalls von ™ Tc mittels
der Hottest-voxel-Analyse, wobei die VOI Uber die Software m-mod manuell erstellt wurde. Die hdochste
Radioaktivitat wurde in Leber, Milz und Herz (représentiert den Blut-Pool) gemessen, die Intensitat des Signals
nahm im Tumor im zeitlichen Verlauf zu und war bei 18 h an stérksten. Signifikanzen wurden Uber den 2way
Anova nach Tukey bestimmt (**, p < 0.002; *, p < 0.05, GraphPad Prism).

Tab. 3.5: Radioaktivitaten [%1A/mL] der *®*"Tc markierten Proteine DPan(H), D(H)Pan, DPan und Pan(H)
nach Hottest-voxel-Analyse der VOIs.

Tumor Leber Milz Herz
Zeit [h] 1 3 18 1 3 18 1 3 18 1 3 18
DPan(H) 191 288 6.02 22.6 2059 20.48 | 20.43 15.77 15.89 | 1145 951 6.93
+036 +074 +199| £5.17 +440 +4.89 |+£3.80 £3.85 +£4.05(+0.92 +0.78 +0.56
D(H)Pan 206 291 931 | 32.78 335 33.12 | 10.67 9.9 10.84|12.39 875 3.99
+058 +0.19 +6.85| £8.63 +10.02 +7.67 |+1.22 +2.01 +2.03|+6.34 +3.99 +0.65
DPan 2.86 47 7.68 | 38.03 38.98 3542 [19.08 20.3 2585 | 534 494 487
+152 +193 +158|+10.23 +1390 +1051|+4.73 +650 +5.23(+1.32 +1.03 +2.53
Pan(H) 5.28 43 1035 | 25.21 19.83 14.27 |13.65 1211 9.19 |26.12 18.98 17.25
+438 +056 +183| £2.76 +144 +1.05 |+223 +1.62 +095(+1.80 +1.43 +4.89
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Da die Berechnung der Intensitat von der markierten VOI abhéngt und diese teilweise schwer
exakt von der Umgebung abzugrenzen war, wurde die Radioaktivitat der Organe und Tumore
nach 18 h am y-Counter gemessen (Abb. 3.30 und Tab. 3.6). Dieses Gerat ist wesentlich
sensitiver und wird zur eigentlichen Bestimmung der Biodistribution verwendet. Auch hier war
Pan(H) von allen Proteinen am starksten im Tumor zu finden, gefolgt von DPan(H), D(H)Pan
und DPan, wobei es keinen signifikanten Unterschied von D(H)Pan zu DPan gab. Das gleiche
Schema spiegelte die Verteilung im Blut wieder. Pan(H) war auch hier vorwiegend im Blut
nachweisbar, wobei DPan(H), D(H)Pan und DPan vermehrt in Leber und Milz akkumulierten.
Die Radioaktivitat fiir DPan war in der Leber und Milz im Vergleich zu den anderen Proteinen
am hochsten. D(H)Pan zeigte im Gruppenvergleich in der Niere die hochste Radioaktivitat. Im
Dinn- und Dickdarm war diese fur die Proteine gering, mit dem héchsten Wert fur Pan(H). Die
Messung des Muskels erfolgte gemal der Annahme, dass hier eine besonders niedrige bis keine
Aktivitadt zu vermuten war. Eine hohe Aktivitat hatte hier fir eine besonders unspezifische
Aufnahme des radiomarkierten Proteins gesprochen. Wie erwartet waren die messbaren
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Abb. 3.30: Biodistribution von DPan(H), D(H)Pan, DPan und Pan(H). Nach dem 18 h Scan wurde die
Radioaktivitat von Organen und Tumoren im y-Counter gemessen und als zerfallskorrigierte gespritzte Aktivitat
1A [%] pro g dargestellt. Im Tumor und Blut zeigte Pan(H) die hochste Radioaktivitat gefolgt von DPan(H),
D(H)Pan und DPan. Die von den Proteinen ausgehende Radioaktivtét in Leber und Milz zeigte einen genau
umgekehrten Intensitatenverlauf. Das Signifikanzniveau wurde uber die 2way Anova Analyse nach Tukey’s
(****, p < 0.0001; **, p < 0.002; *, p < 0.05, Graph Pad Prism) bestimmt
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Radioaktivitaten niedrig, wobei auch hier die hochste Aktivitat von Pan(H) ausging, welches

sich damit signifikant von D(H)Pan, DPan(H) und DPan unterschied.

Tab. 3.6: Biodistribution von DPan, D(H)Pan, DPan(H) und Pan(H). Zerfallskorrigierte Radioaktivitat
[%IA/G] von ®™Tc¢ nach 18 h post Injektion in den Tumoren und Organen. Die Messung erfolgte am y-Counter.

DPan(H) D(H)Pan DPan Pan(H)

Tumor 2.82 +0.47 0.95+0.10 0.63£0.20 6.75 +£0.36
Lunge 1.25+0.03 0.70 £ 0.26 0.64 £ 0.08 -

Blut 2.76 £0.70 1.10+0.05 0.79£0.36 11.11+£0.88
Nieren 2.44 £ 0.33 441 +0.44 1.70 £ 0.87 3.58 £ 0.40
Leber 9.74 £1.32 16.51 + 5.07 18.42 £ 7.17 6.08 £ 0.64
Milz 12.59 £ 2.45 11.14 £ 3.04 14.93 £4.02 5.14 £0.58
Dinndarm 0.53 £ 0.04 0.35+0.03 0.37+0.11 1.59+£0.23
Dickdarm 0.44 +0.03 0.26 + 0.06 0.28 £ 0.09 0.90£0.12
Muskel 0.10£0.04 0.08 £0.01 0.06 £0.03 0.66 £ 0.01

Der Vergleich der gemessenen und errechneten Radioaktivitaten {iber den y-Counter und das

SPECT/CT zeigt tendenziell Ahnlichkeiten, mit Blick auf die Tumorverteilung besteht jedoch

eine Diskrepanz und kann zu Fehleinschéatzungen der eigentlichen Verteilung des Antikdrpers,

des Konjugates sowie der HYNIC modifizierten Konjugate flihren. Zusammen betrachtet kann

gesagt werden, dass DPan als auch Panitumumab nach 18 h fiir den betrachteten Zeitraum das

hochste radioaktive Signal im Tumor besaRen, wobei von Panitumumab das hochste ausging.
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4 Diskussion

4.1 Aufbau des Antikorper-Toxin-Konjugates DPan

Dianthin als Typ I RIP ist aufgrund seiner N-Glykosidaseaktivitét, welche ein besonders hohes
zytotoxisches Potential darstellt, pradestiniert fiir den Aufbau von zielgerichteten Toxinen, im
Speziellen Antikorper-Wirkstoff-Konjugaten. Es zeichnet sich bezuglich Lagerzeit und
Temperatureinfluss durch eine hohe Stabilitdt aus. So wurde Uber Zirkulardichroismus-
Spektroskopie gezeigt, dass es erst ab 60 °C zu einer irreversiblen Strukturverédnderung
einhergehend mit der Denaturierung des Proteins kommt [123]. Ebenso kann Dianthin mit einer
besonders hohen Reinheit und Ausbeute (Abb. 3.2), welche in dieser Arbeit bis zu 13 mg pro
2 L Expressionsansatz war, in einem einfachen Expressionssystem hergestellt werden [179].
Zusatzlich gilt Dianthin im Gegensatz zu Saporin, welches bereits Gegenstand aktueller
Forschung in der Herstellung von ADCs ist [180], als weniger immunogen [125]. Da Dianthin
tiber keine zellbindende Doméne verflgt besitzt es eine unspezifisch wirkende Toxizitat. Uber
die Konjugation oder Fusionierung an diverse zielgerichtete Funktionalitaten wie Antikorper
kann aber eine (beliebige) zielgerichtete Zellaufnahme und Wirkung erzeugt werden, was im
Gegensatz mit Typ Il RIPs nicht méglich ist.

Panitumumab, als vollstandig humanisierter IgG2-Antikorper, besitzt aufgrund seiner Herkunft
im Vergleich zu chimédren Antikérpern wie Cetuximab und Trastuzumab ein besonders
vermindertes immunogenes Potential [181] und wird in vivo bis hin zu hohen Dosen besonders
gut vertragen (3.8.1) [182]. Mit EGFR als Antigen, welches in einer Vielzahl von Krebsarten
uberexprimiert ist, stellt Panitumumab als zielbindende Funktion einen guten Partner fur den
Aufbau von ADCs dar.

Die Herstellung der Konjugate erfolgte in dieser Arbeit ber einen spaltbaren SPDP-Linker,
welcher Dianthin tber eine Disulfidbriicke an Panitumumab bindet (2.3.11). SPDP ist bereits
etabliert und stellt eine einfache Kopplungsmethode mit geringem Arbeitsaufwand dar. Ein
besonderer Vorteil dieses Linkers ist, dass die Abspaltung des Toxins vom Antikorper erst im
Cytosol durch Glutathion, welches im in solchem in weitaus htheren Mengen vorhanden ist als
im Blutplasma (1-10 mM vs. 2-20 pM [71]), geschieht und neben einer notwendigen
Plasmastabilitat die freientfaltete Wirkung des Toxins gewéhrleistet. Ferner ist Glutathion im
Zytosol von Krebszellen im Vergleich zu normalen Zellen wesentlich erhoht [183], ebenso wie
Proteindisulfidisomerasen, welche ebenfalls eine Abspaltung bewirken kénnen [184]. Die
Modifizierung der Proteine mit SPDP erfolgt tber die freien Aminogruppen der Lysine (Abb.

1.3). Dies vereinfacht die Kopplungsreaktion, da diese Gruppen vermehrt in Proteinen zu finden
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sind. Gleichzeitig birgt dies jedoch den Nachteil einer nicht selektiven Konjugation, da hier
keine Steuerung fir eine zielgerichtete Auswahl der Lysine im Protein mdglich ist und somit
heterogene und quervernetzte Produkte entstehen. Um trotzdem mdoglichst einheitliche und
reproduzierbare Kopplungsprodukte erhalten zu kdnnen, wurde in der von mir betreuten
Masterarbeit von Lea Sophie Gunther [168] das Kopplungsprotokoll zugunsten einer geringen
Prézipitation der Konjugate und gleichbleibender DAR optimiert. Die Modifizierung freier
Thiolgruppen des Antikorpers mit NEM unterdriicken zusatzlich eine inter- und
intramolekulare Kreuzreaktion, da Thiole die Uber Lysine eingefiihrte SPDP-Funktion
angreifen und Disulfidbriicken zwischen Antikorper-Molekulen ausbilden kénnen. So konnte
nach einer zweistufigen Aufreinigung Konjugat mit einer durchschnittlichen molekularen
Masse von 181 kDa mit einer DAR von ~ 1:1 erhalten werden, welches zudem bei einer 4 °C-
Lagerung mit einer Konzentration unter 0.5 mg/mL kaum Prazipitation Gber einen Verlauf von
mehreren Monaten und somit eine sehr gute Stabilitat zeigte. Jedoch war es nicht mdglich,
freies Panitumumab Uber IMAC vollstandig von dem Konjugat zu trennen (Abb. 3.6), was
bereits in sehr frihen Arbeiten fur die Reinigung von Immunotoxinen via IMAC beschrieben
wurde [185]. Eine Begrundung hierflr kdnnte sein, dass Panitumumab ebenfalls Histidin reiche
Doménen enthalt, welche eine ausreichende Affinitdt zu Ni-NTA besitzen, um bei héheren
Konzentrationen in substanzieller Menge daran zu binden. Eine alternative Methode zur
Abtrennung der Konjugate von freiem Dianthin und Panitumumab stellt die
Kationenaustauschchromatographie dar. Hierbei erfolgt die Trennung der Proteine nach ihrem
isoelektrischen Punkt, indem sie abh&ngig von der durch den pH-Wert des Laufpuffers
erzeugten Ladung mit der negativ geladenen stationdren Phase interagieren. Der pl-Wert gibt
an, bei welchem pH-Wert das Protein nach auen hin neutral wirkt. So hat laut theoretischer
Berechnung (ExXPASy ProtParam tool) Dianthin einen pl-Wert von 9.48, Panitumumab von
6.73 und DPan (DAR 1:1) von 7.96. In dem pH-Bereich 6.73-7.96 sollte DPan, wie auch
Dianthin, theoretisch positiv geladen sein und an die stationdre Phase der Sdule binden
wohingegen Panitumumab keine Bindung zeigen und im Durchlauf auswaschbar sein sollte
(Dianthin  sei hier zu vernachlassigen, da dieses vorher (ber Protein A-
Affinitatschromatographie entfernt wurde). Da der theoretische pH-Bereich aber gering ist
(Ap = 1.23) konnte man eine nicht 100 %ige Trennung von DPan und Panitumumab erwarten.
So waren erste Versuche, dieses Trennverfahren zu etablieren, erfolglos und fiihrten zu keiner
Trennung von DPan und Panitumumab. Eine Optimierung beztglich geeigneter Puffer und
Systembedingungen  erfordern im  Vergleich zu der bisher durchgefiihrten

Affinitatschromatographie einen wesentlich héheren Zeitaufwand und koénnen eine ideale

90



Trennung von Konjugat und Antikorper nicht garantieren. Diesbezuglich veroffentlichte
Boylan et al. 2013, dass die elektrostatischen Eigenschaften sowohl vom DAR der ADCs
abhangen als auch von der Kopplungsposition im Antikorper [186].

Die einfach zu handhabende Kopplung tber einen spaltbaren SPDP-Linker generiert somit
nicht nur heterogene Konjugate, in welchen Dianthin tber unterschiedliche Amine (Abb. 1.3)
an den Antikorper gebunden ist, sondern auRerdem unterschiedliche Eigenschaften bezlglich
Ladung, Stabilitdt und Pharmakokinetik. Eine Mdéglichkeit das Problem der Heterogenitat zu
umgehen bietet das neue Konzept der Affinitatspeptid-vermittelten regiodivergenten
Funktionalisierung (AJICAP) von nativen Antikorpern nach Yamada et al. [187]. Uber ein T7-
Phage Display System wurde hier eine Peptidsequenz bestehend aus 17 Aminosduren
identifiziert, welche eine selektive Affinitat zu dem Fc-Teil des 1gG1-Antikorpers besitzt.
Basierend auf dem Abstand des Affinitatspeptids zu dem néchstgelegenen Lysin des
Antikorpers in der schweren Kette wurde ein Linker mit eben diesem Abstand designt, welcher
eine aminreaktive NHS-Funktion besitzt. Die Peptidsequenz mit hoher Fc-Affinitat und
spezifischer Linkerlange ermdglicht somit die rdumliche Nahe und einhergehend
regiodivergente Reaktion des Lysins mit dem NHS-Ester des Linkers. Nachfolgend konnte
unter milden Reaktionsbedingungen mit TCEP das Peptid abgespalten werden und ermdglichte
der so generierten Thiolgruppe an spezifischer Position des Antikorpers die Modifikation mit
SMCC derivatisiertem MMAE. Dabei war diese Methode nicht nur auf Antikdrper des Typs
IgG1 beschréankt, sondern funktionierte auch fir die Subtypen IgG2, zu welchem Panitumumab
gehort, und IgG4. Ferner konnten Matsuda et al. diese Methode fur die Herstellung von
Trastuzumab-AJICAP™-MMAE im Gramm-Malstab benutzen und unterstreicht deren
Effektivitat nicht nur im Labormalistab, sondern auch mit Hinblick auf die pharmazeutische
Industrie [188]. Eine weitere Moglichkeit der ortspezifischen Funktionalisierung wurde zur
Generierung sogenannter Thiomab™-ADCs benutzt[189-191]. Junutula et al. fihrten 2008
uber Genmodifikation erstmals Cystein-Reste selektiv in der leichten und schweren Kette des
Fc-Teils von Trastuzumab ein, wobei die schwere Kette zu 100 % mit Biotin Uber einen
Maleimid-Linker modifiziert werden konnte, die der leichten Kette nur zu 25-50 %. Dieses
Konzept wurde erfolgreich fur die Generierung eines anti-Mucin Thiomab™-ADCs
angewandt, in welchem MMAE (ber einen proteaselabilen Linker an die Cysteine in Position
HC-A114C (Kabat Nummerierung) angebracht war. Die einheitliche Stochiometrie des
Thiomab™-ADCs fuhrte im Vergleich zu einem analogen ADC zu einem verbesserten

therapeutischen Index in vivo.
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Weiterhin koénnen durch partielle Reduktion mit DTT oder TCEP intermolekulare
Disulfidbriicken zu Cysteinen reduziert und hier spezifisch modifiziert werden [192]. Zwar
kommt es auch hier zu einer geringen Heterogenitat [77], welche im Vergleich zu der
Modifizierung Uber die Lysine dennoch wesentlich geringer ist. Adcetris® (Brentuximab
Vedotin), ein mit MMAE modifizierter anti-CD 30 Antikorper, fand so 2011 seine erfolgreiche
Zulassung zur Behandlung des Hodgkin-Lymphoms.

Glykosylierte Antikorper konnen ebenfalls Uber deren Zuckerseitenkette, welche sich an
Position N297 der Cx2-Doméne des Fc-Teils befinden, ortsspezifisch modifiziert werden.
Bereits seit 1975 werden Diole der Glykane mit Periodat zu Aldehyden oxidiert, welche
anschlieBend die Reaktion mit einem Hydrazid modifiziertem Protein oder anderem Molekil
erlauben [193-195]. Allerdings muss hier insbesondere die In-vivo-Stabilitat der
Hydrazonbindung untersucht werden, welche leicht hydrolysiert werden kann, sodass
gegebenenfalls eine Reduzierung mit Cyanoborhydrid ratsam ist. Li et al. [196] beschrieben
die Einflhrung einer Azid modifizierten Sialinsdure Uber das Enzym Sialyltransferase
ST6Gall. Die 1,3-dipolare Cycloaddition (Klick-Reaktion) des Azid modifizierten anti-CD22-
Antikorpers mit dem Alkin modifizierten Doxorubicin ermdglichte die Generierung eines
homogenen ADCs. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass keine genetische Modifizierung
notwendig und dieses System somit einfach zu handhaben ist. Bioorthogonale
Funktionalisierungen mit sogenannten Klickfunktionen wie Aziden oder Alkinen lassen sich
mittels nicht natlrlicher Aminosduren in Proteine einfiihren. Dies geschieht mit einem
tRNA / Aminoacyl-tRNA Synthetase Paares fur die entsprechende Aminoséure tber das
Amber-/ Opal- / Ochre-Stopp Codon [197, 198]. Fur den spezifischen Einbau einer
nichtnatirlichen Aminosaure in einen Antikdrper, welches zuvor einer genetischen
Modifizierung bedarf, kann dies sehr kompliziert werden. Wesentlich einfacher kann dies im
Fall von Dianthin bewerkstelligt werden. So besitzt Dianthin vier Methionine, von welchen drei
uber zielgerichtete Mutagenese entfernt und somit der ortspezifische / selektive Einbau der
analogen Aminoséure Azidohomoalanin (Klick-Funktion) ermdglicht werden kann. In unserer
Arbeitsgruppe konnte dies bereits erfolgreich durchgefiihrt werden (Daten nicht veroffentlicht).
Sato et al. inkorporierten ortspezifisch in einem zellfreien Expressionssystem p-Azidomethyl-
L-Phenylalanin in Trastuzumab und generierten in einer Klick-Reaktion mit DBCO-
modifiziertem MMAF ein hochspezifisches ADC, welches in vitro eine hohes zytotoxisches
Potential zeigte [199]. Der Vorteil eines solchen Expressionssystems ist die Mdglichkeit, auch
flr z. B. Bakterien toxische Proteine zu exprimieren. Nachteilig jedoch sind die hohen Kosten

dieses Expressionssystems als auch die Produktion im industriellen Malstab [200]. Der Aufbau
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des Systems im Mikrotiter-Ansatz erlaubt hingegen das simultane Austesten verschiedener
Reaktionsparamter. Die Einflhrung von Selenocystein in einen Antikorper hingegen erwies
sich als besonders einfach, da hauptséchlich C-terminale Cystein codierende Positionen zur
Inkorporation beitrugen und keine vorherige genetische Modifikation nétig war [201]. Der
niedrige pKa-Wert von 5.5 ermdglichte dabei einen selektiven nukleophilen Angriff von
Selenocystein  an  Maleimid-Linker  unter leicht sauren  Bedingungen  ohne
Konkurrenzreaktionen von Lysinen oder Cysteinen, welche unter diesen Bedingungen nicht
reaktiv sind [202, 203].

Die ortsspezifische Modifikation eines Antikdrpers mithilfe der mikrobiellen Transglutaminase
stellt eine weitere Mdglichkeit zur Generierung homogener ADCs dar. Hierbei wird
enzymatisch ein primares Amin beinhaltendes Molekul an Glutamin, welches an Position Q295
des Fc-Teils befindlich ist, unter Ausbildung einer Amidbindung gekoppelt. Dies ermdglicht
entweder den direkten Einbau der toxischen Fracht oder beispielweise den Einbau einer Azid-
Klickfunktion, welche mit Alkin modifizierten Molekilen reagieren kann. So generierten
Dennler et al. 2014 Trastuzumab-MMAE mit einem definierten DAR von 2 und hervorragender
In-vitro-Toxizitdt [204]. Jisoo et al. hingegen erzeugten 2018 in einer Peptide-Directed Photo-
cross-linking (PEDIP) Reaktion tber ein Fc-bindendes Peptid sowie einer photoreaktiven
nichtproteinogenen Aminosdure Trastuzumab-PE24, dessen zytotoxisches Potential ebenfalls
positiv in vitro evaluiert wurde [205]. Trotzdem diese Methoden und Linker ein selektiveres
ADC generieren kénnen, wurde in dieser Arbeit die Konjugation tber die Lysine und den
SPDP-Linker vollzogen, da so erzeugtes und sehr stabiles DPan in friheren Arbeiten eine
hervorragende Zytotoxizitat bewies [123] und mit einer erheblichen Zeitersparnis verbunden
war. Da genetisch modifiziertes Klick-Dianthin aber bereits in unserer Arbeitsgruppe
vorhanden ist, wéren fortflihrende Arbeiten an diesem zur Erzeugung eines Klick-ADCs unter
Gewabhrleistung der Homogenitat von besonderem Interesse. Ebenso existiert bereits ein
genetisch modifiziertes Dianthin, welches an einer definierten Position ein Cystein (Cys-
Dianthin) tragt und bereits fur den Aufbau eines ADCs verwendet wird. Interessant wére hier
deren Vergleich zu dem in dieser Arbeit hergestelltem DPan bezlglich A) der
Expressionsausbeute des Dianthins, B) der Kopplungsausbeute des homogenen ADCs und C)
deren enzymatischer Aktivitat sowie Zytotoxizitat. Bezuglich A) konnte bereits gezeigt werden,
dass diese fur Klick-Dianthin als auch Cys-Dianthin erheblich reduziert war (Daten nicht

verOffentlicht).
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4.2 Charakterisierung von DPan

Die Plasmainstabilitdt und korrelierende unspezifische Zytotoxizitat von Mylotarg® zeigt, wie
wichtig neben der Plasmastabilitét ein genau definiertes DAR besonders mit Blick auf In-vivo-
Versuche sowie die Anwendung im Menschen ist [88, 89, 91] um ungewollte toxische
Nebeneffekte zu kontrollieren. Je hoher das DAR desto toxischer auch das ADC, ebenso aber
unter Umstanden auch dessen therapeutische Effizienz. Das DAR wurde in der hier
vorliegenden Arbeit Uber MALDI-TOF-MS bestimmt. Dabei konnte erfolgreich gezeigt
werden, dass aufgrund der gewdhlten Reaktionsbedingungen DPan eine durchschnittliche
molekulare Masse von ~181 kDa besal3, welches einem DAR von ~1:1 entspricht (Abb. 3.9).
Zwar waren im Polyacrylamidgel und Westernblot drei dominante Konjugatbanden zu sehen
(oberhalb 250 kDa, Abb. 3.8), welche vermutlich ein DAR von 1:1, 2:1 und 3:1 darstellen, aber
das mehrmalige Wiederholen der Konjugation zeigte ein gleichbleibendes DAR und bestatigt
die Effizienz der Reaktionsbedingungen als auch des SPDP-Linkers. Von Interesse waére hier,
an welche Lysine SPDP sowohl in Dianthin als auch Panitumumab bindet. Dieses kann
untersucht werden, indem die SPDP modifizierten Proteine nach einer SDS-PAGE einem
Trypsin-in-Gel-Verdau unterzogen werden. Trypsin spaltet selektiv nach den Aminoséuren
Lysin, Arginin und auch modifiziertem Cystein und generiert so Peptidsequenzen, welche via
MALDI-TOF-MS analysiert werden kénnen [206]. Der Vergleich zu den nicht modifizierten
Proteinen ermdglicht es, die in der Kopplungsreaktion involvierten Lysine zu identifizieren.

Neben der Einheitlichkeit des ADCs ist es ebenso besonders wichtig, dass die toxische Funktion
des Dianthins auch nach Kopplung des Antikorpers gewahrleistet ist. Nicht konjugiertes
Dianthin besal eine enzymatische Aktivitat mit 312.2 pmoladenin/pmolprotein/h, Wohingegen das
von DPan anndhernd um die Halfte auf 153.3 pmoladenin/pmolprotein/h reduziert war, wobei eine
zusétzliche Modifizierung mit HYNIC kaum einen Einfluss ausubte. Hierbei ist zu vermuten,
dass an Dianthin gekoppeltes Panitumumab mit einer GroRe von 144.3 kDa ein sterisches
Hindernis bedeutet und aufgrund der strukturellen Verdnderung Dianthin seine enzymatische
Aktivitét nicht vollstandig entfalten kann. Wie in Abb. 1.3 zu sehen befinden sich Lysine in
unmittelbarer Nahe des katalytischen Zentrums und so ware es nicht verwunderlich, wenn eine
Konjugation Uber diese zu einer Abschirmung des katalytischen Zentrums fiihren kdnnte.
Ebenso ist bekannt, dass bereits geringfligige strukturelle Veranderungen in der Proteinsequenz
und somit der Proteinkonformation, was nach einer derartigen Modifikation wahrscheinlich
erscheint, zu wesentlich verénderten Eigenschaften fuhren kénnen [207]. Gilabert-Oriol et al.
fanden 2013 in Arbeiten mit Dianthin-EGF und dem Analogon Saporin-EGF heraus, dass nur

aulerst geringe strukturelle Veranderungen in der Peptidsequenz zu einem
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Expressionsunterschied fuhrten, wobei Dianthin-EGF mit einer doppelt so hohen Ausbeute
exprimiert werden konnte [124]. Weiterhin war die enzymatische Aktivitat von Dianthin-EGF
zu Dianthin vermindert und der Vergleich von letzterem mit Saporin zeigte dies ebenso. Eine
Erklarung hierfir kann sein, dass die im katalytischen Zentrum liegenden Aminosauren Tyr73,
Tyrl21, Glul77 sowie Argl80 bei Dianthin zu einer unterschiedlichen Konformation als bei
Saporin  fihren. Weiterhin gibt es malgebliche Unterschiede bezuglich des
Oberflachenpotentials. Dianthin zeigt in der Kkatalytischen Tasche eine negatives, in ihrer
Umgebung aber ein positives Potential, wohingegen Saporin negativ in der Umgebung des
katalytischen Zentrums ist. Hierbei kann davon ausgegangen werden, dass der Oxacarbenium-
dhnliche Ubergangszustand, welcher durch Protonierung des N3-Atoms durch Arg180 entsteht,
infolge des negativen Potentials von Saporin besser stabilisiert wird und somit zu einer
verbesserten katalytischen Aktivitdt von Saporin im Vergleich zu Dianthin fihrt [127, 208,
209]. In der 2000 veroffentlichten Arbeit von Barbieri et al. fuhrte die Konjugation von sowohl
Dianthin als auch Saporin an den Ber-H2 anti-CD30 IgG1-Antikorper ebenfalls zu einer
Halbierung der enzymatischen Aktivitat [210]. Um zu Uberprifen, ob die enzymatische
Aktivitdit von Dianthin durch Abspaltung von Panitumumab reversibel wiederhergestellt
werden kann, kénnte das Konjugat mit DTT behandelt und das so freie Dianthin erneut auf
dessen N-Glykosidaseaktivitat untersucht werden [210].

Panitumumab als vollstandig humanisierter 1gG2-Antikérper adressiert EGFR und wird zur
Behandlung des metastasierenden kolorektalen Karzinoms (RAS-Wildtyp) sowohl in Form der
Monotherapie als auch in Kombination mit dem Chemotherapeutikum FOLFOX oder FOLFIRI
eingesetzt [173]. Nach Bindung an die extrazelluldare Doméne 111 des EGF-Rezeptors kommt
es Uber Rezeptor vermittelte Endozytose zur Internalisierung des Antikdrper-Rezeptor-
Komplexes gefolgt von dem Recycling zur Zelloberfliche oder der Degradierung in
Lysosomen. Die Hauptaufgabe von Panitumumab als Funktion in einem Immunotoxin aber ist
der zielgerichtete Transport des Toxins hin zum Wirkort, der Tumorzelle.

Nachdem bereits die enzymatische Aktivitat der Konjugate erfolgreich nachgewiesen werden
konnte, war fur meine Arbeit maligeblich entscheidend, ob die Affinitat von Panitumumab zum
EGFR trotz Konjugation des Antikdrpers an Dianthin weiterhin von Bestand war. Aufgrund
der durchgefuhrten Kopplungsmethoden, nédmlich Uber nichtspezifische Lysine, war es
durchaus vorstellbar, dass Dianthin an den antigenbindenden Fab-Bereich koppelt und somit
die Bindung des Antikorpers an den Oberflichenrezeptor unterbindet. Uber
Oberflachenplasmonenresonanz-Spektroskopie wurde hier erstmals die Bindungsaffinitat von
DPan, D(H)Pan, DPan(H) und Dianthin an das rekombinant, humane EGFR-Fc Chimera
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Protein untersucht und mit dem Bindungsverhalten von Panitumumab verglichen (3.6.3).
Hierbei war deutlich zu erkennen, dass die Bindungsaffinitat weder von DPan, noch der
HYNIC-modifizierten Konjugate D(H)Pan und DPan(H), an EGFR vermindert war und im
Bereich von Kp = 1.5-3.3 x 101 M lag (Abb. 3.10). Dies deckte sich hervorragend mit den in
der Literatur fir Panitumumab genannten Werten von 0.5-3.4 x 10°M [169-171] und
unterstutzte die These, DPan als erfolgreiches Immunotoxin etablieren zu wollen.

Kontrar hierzu publizierte Zhou et al. 2012, dass Affinitaten unterhalb Kp = 10-100 x 1071° M
nicht zu einer verbesserten guantitativen Tumorakkumulation fihren und sogar die Effektivitat
des Tumor-Targetings verschlechtern kénnte [211]. Begriindet sei dies mit einer vermehrten
Zellaufnahme sowie Degradierung bei zu hoher Bindungsaffinitat. Weiterhin, nach Rudnick et
al. [212], verschob sich die Distribution des Antikorpers mit steigender Antigen-Affinitat hin
zu einer perivaskuldaren Verteilung sowie einem erhohten Katabolismus sowie Antikorper-
Degradierung, welches zu einem Herabsetzen der Tumorpenetration fiihrte, einhergehend mit
einem verschlechterten therapeutischen Nutzen. Basierend hierauf sollte vor Kreierung eines
Antikorpers oder Antikorper-Konstruktes zwingend darauf geachtet werden und mit in das
Design einflieBen, fur welche spezifische Anwendung, perivaskuldre Verteilung oder
grindliche Tumorpenetration, dieser benutzt werden soll. Flr das in dieser Arbeit verwendete
ADC DPan war vor allem die erfolgreiche Tumoraufnahme und -penetrierung entscheidend, da

Dianthin seine Wirkung im Zytosol entfaltet.

4.3 Bewertung des zytotoxischen Potentials von DPan in Kombination mit SO1861

Die Uber Panitumumab vermittelte Antigenspezifitat ermdglicht den zielgerichteten Transport
von Dianthin zum Wirkort in der Tumorzelle, wobei die Zellaufnahme Uber Rezeptor
vermittelte Endozytose erfolgt [70]. Wirksamkeit limitierende Faktoren sind hier —wie generell
bei Immunkonjugaten mit zytosolisch wirkenden Effektorsubstanzen — der endosomale und
lysosomale Abbau sowie das Recycling zurlick zur Zelloberflache. Um der lysosomalen
Degradierung entgegen zu wirken sind verschiedene Methoden bekannt, wie eingangs
beschrieben (1.6). In dieser Arbeit wurde der EE mit dem triterpenoiden Saponin SO1861
ermoglicht. In friheren Arbeiten der Arbeitsgruppen Fuchs und Melzig wurde beschrieben,
dass die durch das Saponin ausgeldste Freilassung in das Zytosol zum einen pH-Wert abhéngig
ist und erst im Zuge der naturlichen endosomalen / lysosomalen Reifung ermdoglicht wird, und
zum anderen von der Proteinsequenz des Toxins abhangt [152, 213]. Die Uberlegung war daher,
ob die kombinatorische Wirkung von Dianthin und SO1861 durch die Kopplung an eine
zielgerichtete Funktion (Panitumumab) als eine Art Plattformtechnologie fungieren kann, in
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welcher lediglich die zielgerichtete Funktion ausgetauscht wird. Die Konjugation von Dianthin
an Panitumumab resultierte in einer deutlichen Verschiebung der Dosis-Wirkungskurven hin
zu niedrigeren Konzentrationen, welche wesentlich durch die Kombination mit SO1861
verstarkt werden konnte (Abb. 3.14) sowie im Vergleich mit der Nichtzielzelle zu einem
enormen 145-fachen Spezifitdtsgewinn fiihrte (Tab. 3.2). Dabei zeigte Panitumumab im
getesteten Konzentrationsbereich keine Zytotoxizitat und verdeutlichte somit, dass die toxische
Funktionalitat Gber Dianthin / SO1861 vermittelt wird. Zur besseren Abschatzung der Toxizitat
wurde die Konzentration berechnet, bei welcher das Zellwachstum um 50 % vermindert war
(Tab. 3.2). Die Berechnung der ECso-Werte erfolgte Uber einen Vier-Parameter-Fit, bei
welchem die obere und untere Grenze auf 100 % beziehungsweise 0 % gesetzt wurde. Die obere
Grenze mit 100 % konnte basierend der Annahme gewéhlt werden, dass bei zunehmender und
unendlicher Verdinnung des Toxins sich die Vitalitat der Zellen denen der unbehandelten
Kontrolle annahert. Die untere Grenze mit 0 % wurde basierend auf friheren Versuchen
angenommen, da ein vollstandiges Zellsterben bei der Behandlung mit Dianthin, DPan und
Panitumumab bei der Zielzelle HCT116 zu erwarten war, wenn auch teilweise erst bei hdheren
Konzentrationen [123, 171, 214]. Bezuglich der Nichtzielzelle MDA-MB-453 wurde auch hier
die untere Grenze auf 0 % gesetzt, gemal der Annahme, dass Dianthin unspezifisch Uber
Pinozytose von der Zelle aufgenommen und dessen zytotoxischer Effekt zellunspezifisch von
S01861 verstarkt wird, sodass auch dort bei entsprechend hoher Konzentration vollstandiges
Zellsterben erfolgt [155]. Dies gilt Gbertragend fur DPan, wobei hier fast ausschliellich das
zytotoxische Potential von Dianthin zum Tragen kommt. Der von Panitumumab ausgeldste
Effekt sollte hingegen gering sein, da EGFR nur in &uferst geringen Mengen von den MDA-
MB-453-Zellen exprimiert wird [172] und somit Panitumumab konzentrationsabhangig und
vermehrt unspezifisch tiber Pinozytose von der Zelle aufgenommen werden sollte.

Vergleichend zeigten die per MTT-Assay oder IncuCyte-Messung erhaltenen Dosis-
Wirkungskurven von Dianthin, Panitumumab und DPan + SO1861 tendenziell einen dhnlichen
sigmoidalen Verlauf, wobei die Berechnung der ECso-Werte deutliche Unterschiede ergab. Im
Fall von Panitumumab, welches weder auf Ziel- noch auf Nichtzielzelle sowie in Kombination
mit SO1861 Zytotoxizitét zeigte, sind alle berechneten ECso-Werte, gerade mit Blick auf das
schlechte Bestimmtheitsmal} R?, nicht realistisch und streng mathematischer Natur. Je ndher R?
am Wert 1 liegt, desto besser ist die Glte der Regression und somit auch der Messwerte. Die
fur Dianthin berechneten Werte beider Messverfahren (MTT und IncuCyte) decken sich fir die
Kombination mit SO1861 gut, wobei flr die Werte ohne SO1861 analoges zu Panitumumab

gilt. Erstaunlicherweise kam es zu einem betrachtlichen Unterschied in den Messverfahren bei
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der Berechnung der ECso-Werte fur DPan um eine Zehnerpotenz bei beiden Zelllinien. Eine
mogliche Erklarung hierfir kann sein, dass nur minimal verdnderte Messwerte bei einem
schlechten R2 einen groRen Einfluss auf den Verlauf der Regressionskurve haben kénnen und
folglich auch auf davon berechnete Werte. Bei genauer Betrachtung der MDA-MB-453-
Kurvenverldufe (beider Messverfahren) fir Dianthin in Kombination mit SO1861 fallt auf, dass
ab einer Konzentration von 0.1 nM ein Plateau &hnlicher Kurvenverlauf zu erkennen ist (Abb.
3.14). Ein solcher Verlauf kann h&ufig bei zu Resistenz ausbildenden Zellen beobachtet werden,
jedoch gilt MDA-MB-453 nicht als solche [215]. Aber angenommen man wirde hier eine
Resistenz berucksichtigen, dann durfte die untere Grenze nicht auf 0 % gesetzt werden, da kein
100 %iges Zellsterben zu erwarten ist. Dies wirde wiederum zu einem verénderten und im
vorliegenden Fall wesentlich niedrigeren ECso-Wert flihren, welcher nur die Konzentration
angibt, bei der das Wachstum von nicht resistenten Zellen um 50 % vermindert ist. Ein direkter
Vergleich mit der Dianthin behandelten Zielzelllinie wére daher womdglich nicht
aussagekraftig. Dass der unspezifische toxische Effekt von Dianthin / SO1861 auf die Zielzelle
intensiver war als fur die Nichtzielzelle kann durch das unterschiedliche Proliferationsverhalten
der Zelllinien erklart werden. So haben HCT116-Zellen eine Verdopplungsrate von 25-40 h
[216], wohingegen diese fir MDA-MB-453-Zellen bei 50-60 h liegt [217]. Bei einer hoheren
Proliferationsrate konnte auch von einer vermehrten Pinozytose sowie erhohter Proteinsynthese
ausgegangen werden, was aufgrund des Wirkungsmechanismus von Dianthin mit einer hdheren
Zytotoxizitét korreliert [218].

Was hier jedoch sehr deutlich gezeigt werden konnte ist, dass DPan Antigen spezifisch
internalisiert wird und in Kombination mit SO1861 als EEE mit Hinblick auf die folgenden In-

vivo-Versuche ein aufRerordentlich zytotoxisches Potential beweist.

4.4 DPan vermittelte Rekrutierung von Effektorzellen der Immunantwort

Der Einsatz von Antikorpern als Krebstherapeutikum dient nicht nur der Blockierung der
Oberflachenrezeptoren sowie Inhibierung von Signalkaskaden, sondern auch in der
Rekrutierung von Effektorzellen des Immunsystem, um so einen zusatzlichen zytotoxischen
Effekt hervorzurufen (1.3). Die ADCC wird dabei hauptsachlich durch Aktivierung von NK-
Zellen, aber auch Monozyten / Makrophagen, dendritischen Zellen sowie Granulozyten
ausgelost, indem flr jede Zellart ein spezifischer Fcy-Rezeptor den Fc-Teil des Antikdrpers
adressiert. Dabei bindet Panitumumab als 19G2-Antikérper vorwiegend an FcyRIla, welcher
sich im hohen MaR auf der Zelloberflache von Monozyten und Makrophagen befindet [219-
221]. FcyRIIL, vorwiegend auf NK-Zellen befindlich, bindet an 1gG1-Antikorper wie
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Cetuximab oder Zalutumumab [211]. Monozyten und Makrophagen sind die Hauptbestandteile
des angeborenen Immunsystems und eliminieren Pathogene Uber Phagozytose sowie
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und spielen eine Rolle in der Vermittlung der
T-Zell-Immunantwort [222]. Die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen kann tber
verschiedene Wege erfolgen, wobei hier durch Stimulation mit LPS Makrophagen des
proinflammatorischen  Phenotyps M1 generiert wurden. Diese sind beféhigt,
proinflammatorische Zytokine wie TNFa, IL-1p, IL-6 oder IL-12 zu produzieren [222, 223].
Die von Panitumumab ausgeloste ADCC, gerade im Vergleich zu dem IgG1-Antikorper
Cetuximab, gilt als vermindert [220] und somit war fiir diese Arbeit entscheidend, ob die
Konjugation von Dianthin an Panitumumab nicht zusétzlich das Potential der ADCC
hinabsetzt. Dies konnte nicht bestétigt werden. So wurde hier erstmals gezeigt, dass das
Immunotoxin DPan in einer nichttoxischen Konzentration effektiv das Zellsterben durch
Rekrutierung von Monozyten ermdglichte, vergleichbar zu dem durch Panitumumab
hervorgerufenen Effekt (Abb. 3.16). Eine Monozytenbindung wurde somit nicht beeinflusst,
was in einem verminderten zytotoxischen Effekt resultiert hatte. Vielmehr noch wurde die
ADCC von DPan und Panitumumab unter Verwendung aller mononukleéren Zellen PBMC
(Lymphozyten wie NK-, B- und T-Zellen als auch Monozyten) erheblich verstarkt. Da
Panitumumab wie bereits erwéhnt nicht oder nur kaum zur Aktivierung von NK-Zellen beitragt
[219], kann hier davon ausgegangen werden, dass Uber Panitumumab aktivierte
Monozyten / Makrophagen durch Ausschittung von IL-12 und IL-18 aber auch direkten
Zellkontakt NK-Zellen aktivieren und diese wiederum zytotoxisches / antitumorales IFN-y
sekretieren, welches im weiteren Verlauf zur Aktivierung von Makrophagen beitrégt [224-226].
So konnte fir Cetuximab beschrieben werden, dass eine Aktivierung der NK-Zellen zur
Rekrutierung von dendritischen und T-Zellen fuhrt und somit einen ADCC verstarkenden
Effekt hervorruft [227]. Dieser Mechanismus ist auch flr Panitumumab denkbar. Was hier nicht
untersucht wurde ist, ob Dianthin oder auch SO1861 fiir sich genommen einen Effekt auf die
Effektorzellen haben. Dies sollte fortfihrend untersucht werden, um einen Effekt dieser auf die
ADCC ausschliel3en zu kdnnen.

Die mittels LPS induzierte Reifung von Monozyten zu Makrophagen hingegen fiihrte ohne
Antikorper zu keinem Zellsterben was nochmals verdeutlicht, dass die antitumorale Wirkung
der Monozyten / Makrophagen Panitumumab vermittelt und somit spezifisch ist. Zwar war der
uber Monozyten im Vergleich zu PBMC getriggerte Effekt deutlich vermindert, sichtbar durch
ein wesentlich geringeres Fluoreszenzsignal in Abb. 3.16, jedoch war das Verhéltnis von

Effektor- zu Zielzelle fur die Monozyten 3.8:1 und somit wesentlich geringer als das der
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PBMCs (30:1). Zudem fehlt hier der von Monozyten / Makrophagen in NK-Zellen ausgeldste
zusétzliche zytotoxische Effekt. Eine antitumorale Wirkung wird hier hauptséchlich durch
Ausschittung von proteolytischem Granzym B erreicht [228]. Schneider-Merck et al.
verwendeten zur Untersuchung der Gber Panitumumab ausgeldsten ADCC ein Monozyten-zu
Zielzellverhaltnis von 40:1 [219]. Eine Generierung von Monozyten in der fiir dieses Verhaltnis
erforderlichen Menge konnte in dieser Arbeit nicht ermdglicht werden. Trotzdem wird
verdeutlicht, dass Panitumumab ein erhebliches Potential als 1gG2-Antikérper in der
Krebstherapie besitzt, auch wenn Cetuximab als Uberlegen bezilglich seiner direkten
Rekrutierung von NK-Zellen gilt. Zusétzlich kann Panitumumab zur Behandlung von Patienten
mit einer Einzelpunktmutation in der Ektodoméne von EGFR, welche somit eine Resistenz
gegenuber Cetuximab ausbilden, erfolgreich angewandt werden [170]. Ein weiterer VVorteil von
Panitumumab ist, dass er als vollstdandig humaner Antikérper ein geringeres immunogenes
Potential besitzt als der chimare Antikérper Cetuximab. Jedoch bleibt Panitumumab aufgrund
seines 1gG2-1sotyps dadurch im Kontrast die Fahigkeit verwehrt das Komplementsystem zu
aktivieren [229].

Von Interesse wére hier, ob Patienten unter Behandlung mit Panitumumab durch eine leichte
Administration von LPS daraus einen zusétzlichen, antitumoralen Nutzen schopfen kdnnten,
ohne aber ihr Immunsystem zu sehr zu belasten.

Tumorassoziierte Makrophagen des Typs 2 hingegen wirken sich nachteilig auf einen
Behandlungserfolg aus, da sie durch Expression von Wachstumsfaktoren wie VEGF, EGF und
TGF-p aktiv das Tumorwachstum unterstiitzen. Gleichzeitig produzieren sie immunsuppressive
Molekiile und unterstiitzen so regulatorische T-Zellen [230]. Diesbeziiglich beschreiben Li et
al. in ihrer 2017 publizierten Arbeit, dass tumorassoziierte Makrophagen in vitro die
antitumorale Wirkung unterstutzen kdnnen [231], wobei In-vivo-Arbeiten diesbezliglich noch

ausstehen.

4.5 Untersuchung der In-vivo-Wirksamkeit und Biodistribution von DPan im
Xenograft-Modell

Bisher existieren nur acht zugelassenen ADCs (Tab. 1.1) und Uber 60 befinden sich in

klinischen Phasen [71]. Weiterfihrende Untersuchungen dieser potenziellen Krebstherapeutika

sind von groBem Interesse, da viele Krebsarten spezifische Antigene wie den

Oberflachenrezeptor EGFR in erhohtem Male prasentieren, welche von einer Vielzahl von

Antikorpern adressiert werden konnen. Wie bereits in vielen Arbeiten publiziert besitzen

Antikorper eine besonders hohe In-vivo-Toleranz [232, 233] und so konnte auch in dieser Arbeit
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keine NOAEL, also die maximale Dosis bei der keine adversen Effekte auftreten, fur
Panitumumab ermittelt werden (3.8.1). Die in der Klinik eingesetzte Dosis von Panitumumab
betragt 6 mg/kg Korpergewicht und fur eine 30 g schwere Maus wirde dies eine Dosis von
180 pg bedeuten. Die NOAEL flr DPan + SO1861 liegt mit 117-126 pg unterhalb der beim
Menschen eingesetzten korpergewichtsabhangigen Dosis und die fir die Dosis-
Wirkungsbeziehung verwendeten Dosen von 2.82 pg (Panitumumab) und 3.30 ug (DPan)
lagen somit weit unterhalb der NOAEL (in der Maus bestimmt), aber auch der therapeutischen
Dosis (eingesetzt im Menschen). Vergleichend mussten Glatt et al. eine Dosis von 10100 mg/kg
an Panitumumab und des ADCs Panitumumab-Docetaxel (~200 pg pro Injektion und Maus)
im Xenograft-Modell anwenden, um eine Tumorregression zu erhalten [171]. Somit waren
zwar die in dieser Arbeit eingesetzten Dosen besonders sicher und zeigten keine pathologischen
Veranderungen der Leber oder Niere, welche aktiv am Metabolismus und Exkretion von
Wirkstoffen beteiligt sind, noch Zellschaden an (Tab. 3.4 und Abb. 3.25). Jedoch konnte auch
keine Tumorregression, wohl aber ein verlangsamtes Tumorwachstum erreicht werden (Abb.
3.22). Besonders interessant war hierbei, dass DPan sowohl in Kombination mit SO1861 als
auch ohne nicht zu einem ahnlich verlangsamten Tumorwachstum fuhrte wie Panitumumab.
Ziel dieser Arbeit war es, durch Erzeugung eines ADCs aus Panitumumab und Dianthin eine
deutlich verbesserte antitumorale Wirkung zu erzielen, welche durch den EEE SO1861
nochmals um ein wesentliches hatte verstarkt werden sollen. Worin liegen hier also die Griinde
flr einen nicht vergleichbaren therapeutischen Nutzen? Eine Mdglichkeit kénnte die durch
Dianthinkonjugation veranderte Bindungsaffinitdt von Panitumumab an EGFR sein. Jedoch
konnte im In-vitro-Versuch ganz klar gezeigt werden, dass diese im Vergleich zu Panitumumab
unverandert war (Abb. 3.10). Unter In-vivo-Bedingungen konnte diese nochmals verandert
sein, eine komplett gegenlaufige Bindungsaffinitét ist jedoch unwahrscheinlich. Ein weiterer
Faktor kdnnte die durch den Antikorper ausgeloste ADCC sein, welche fiir Panitumumab zwar
gering ausféllt aber dennoch einen positiven Effekt auf die therapeutische Wirkung haben kann.
Overdijk et al. konnten zeigen, dass humane 1gG2-Antikorper an den murinen FcyRIIb und
FcyRIII Rezeptor binden und so durch Rekrutierung von murinen NK-Zellen ADCC auslésen
[234]. Der hier verwendete Mausstamm ist zwar B-Zell repressiviert, gleichzeitig aber im
Besitz von T- sowie NK-Zellen und Makrophagen. Demzufolge sollte auch hier eine ADCC
mdoglich sein. Passend dazu wurde im In-vitro-Experiment zuvor ebenfalls ganz deutlich
gezeigt, dass DPan ebenso wie Panitumumab in der Lage ist, eine ADCC auszuldsen und so
einem effektiven Zellsterben beizutragen (Abb. 3.16).
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In friiheren Arbeiten dieser Gruppe wurde flr das chimare Toxin Dianthin-EGF in Kombination
mit SO1861 ein hervorragender antitumoraler Effekt mit fast vollstandiger Tumorregression
erreicht [177, 178]. Der durch SO1861 vermittelte Verstarkereffekt lieR dabei vermuten, dass
die toxische Einheit Dianthin / SO1861 auch auf weitere Molekiile, wie Antikorper, Ubertragen
werden kann, um so A) einen besseren therapeutischen Erfolg zu erreichen und B) eine
Plattform-Technologie zu errichten, in welcher lediglich die Transportfunktion ausgetauscht
werden muss und somit eine Vielzahl von Krankheiten zu adressieren (und nicht nur Tumore).
Aufbauend auf den vorangegangenen Ergebnissen wurde in dieser Arbeit eine zu Dianthin-EGF
aquimolare Dosis verwendet und die Applikationsart, namlich erst die s.c. Applikation von
S0O1861 und nach einstundiger Inkubation die Injektion von DPan, ubertragen. Die Injektion
von DPan erfolgte hier jedoch im Gegensatz zu den vorherigen Arbeiten i.v. in die
Schwanzvene. Eine s.c. Applikation in Tumornahe sowie intraperitoneale Injektion sind mit
Hinblick auf die Anwendung im Menschen nicht praktikabel und realititsfern. Somit ergeben
sich hieraus genau zwei sehr wesentliche Unterschiede, die zu einem verdnderten
Behandlungserfolg fiihren kdnnen. Zum einen ist DPan als ADC mit einer molekularen Masse
von ~181 kDa wesentlich groRRer als Dianthin-EGF mit 36 kDa, zum anderen erfolgte dessen
Injektion i.v. Diese Parameter indes resultieren in einer stark abweichenden Pharmakokinetik
und sollten erkléren, wieso die Kombinationstherapie DPan / SO1861 nicht den gleichen Erfolg
erzielte wie D-EGF/S01861 [178]. Bachran et al. konnten zeigen, dass die flr den
Behandlungserfolg entscheidende Konzentration von Saponin im Tumor nach 60 min post
Injektion am hochsten war [161] und die Kombination von 0.35pg chiméren Toxin in
Kombination mit 15 pg Saponin einen hohen therapeutischen Effekt austibte [162]. So war hier
zu vermuten, dass aufgrund der KonjugatgroRe und Applikationsart eine Gewahrleitung des
gleichzeitigen Vorhandenseins von DPan und SO1861 im Tumor nicht mehr gegeben war.
Pharmakokinetische Untersuchungen von %™Tc markierten DPan und Panitumumab zeigten
deutlich, dass die Aufnahme in den Tumor nach 18 h post Injektion am héchsten war und
unterstreichen somit die These, dass SO1861 und DPan nur vermindert zum gleichen Zeitpunkt
im Tumor vorliegen (Abb. 3.29). Die zeitlich verdnderte Aufnahme in den Tumor erklart
allerdings nicht, wieso DPan nicht den gleichen Effekt zeigte wie Panitumumab. Ein moglicher
Grund hierfur vermag die durch Konjugation an Dianthin hervorgerufene und zu Panitumumab
verdanderte Biodistribution sein. Die Daten der am y-Counter durchgefiihrten
Biodistributionsstudie zeigten deutlich, dass Panitumumab nicht nur zu einem wesentlich
hoheren Anteil im Tumor akkumulierte, sondern auch im Blutkreislauf (Abb. 3.30)

Radionuklidmarkiertes DPan hingegen war anteilméafig weniger im Blut vorhanden, dafur aber
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verstéarkt in Leber und Milz (Tab. 3.6). Die Biodistribution héngt dabei stark von der Ladung,
Form, Hydrophobitat und Grolie der Molekiile ab. Wenn der pl des Proteins um nur eine Einheit
verandert wird, kann dies bereits zu einer abweichenden Gewebeaufnahme und Kinetik fihren.
Dabei resultiert die Zunahme der Netto-Positivladung in einer verbesserten Gewebeaufnahme
und blood clearance und umgekehrt verringert eine Netto-Negativladung die Gewebeaufnahme
und flhrt zu einer langeren Blutzirkulation [235]. Panitumumab mit einem pl von 6.8 [236]
miusste dem zufolge unter physiologischen Bedingungen (pH 7.4) leicht negativ geladen sein.
Das erklart auch, wieso die Radioaktivitét fir Panitumumab im Blut wesentlich héher war und
fir die Konjugate geringer. Umgekehrt erklart diese Tatsache auch, wieso DPan vermehrt in
der Leber und Milz zu finden waren, da sie mit einem pl um die 7.96 neutral bis leicht positiv
geladen sein sollten und somit besser an Zellmembranen, welche eine negative Ladung haben,
binden. Vor allem darf hier nicht vergessen werden, dass sowohl Linker, SPDP wie HYNIC,
als auch Dianthin einen wesentlichen Einfluss auf die Ladung und Faltung der Konjugate hat,
welche bis dato noch nicht untersucht wurde. Es ist bekannt, dass monoklonale Antikorper
vermehrt in Herz, Lunge, Leber, Milz und Niere akkumulieren [237], vor allem induziert durch
eine sehr gute Durchblutung derselbigen. Weiterhin wird angenommen, dass Antikorper
vermehrt in diskontinuierlichen Kapillarendothelien, so wie sie in der Leber und Milz zu finden
sind, akkumulieren [238]. Bereits in friihen Arbeiten von Stirpe und Blakey konnte gezeigt
werden, dass Saporin tragende Immunotoxine vermehrt in der Leber verbleiben, wobei Saporin
zudem eine hohe hepatische Toxizitét zeigte [239, 240]. Aufgrund der Homologie von Saporin
und Dianthin kann eine &hnliche Biodistribution erwartet werden. Wawrzynczak et al.
verglichen Immunotoxine, welche unterschiedliche Ribosomen inaktivierende Proteine trugen,
miteinander und fanden heraus, dass die Blutzirkulation des ITs abhéngig von dem Toxin war
[241]. Dabei erfolgte die Konjugation des RIPs an den Antikorper Uber einen Disulfidlinker
und l&sst darauf schlieRen, dass eine langere Zirkulation im Blutkreislauf mit der vom Toxin
abhangigen sterischen Abschirmung der Disulfidbricke zusammenhdngt und eine
Konkurrenzreaktion mit frei zirkulierendem Glutathion vermindert ist [241].

Weiterhin ist unklar, ob die Funktionen der Milz, ndmlich die Blutzellmauserung (rote Pulpa)
sowie immunologische Uberwachung (weiRe Pulpa) des Blutes, in direktem Zusammenhang
mit der hohen DPan-Akkumulation stehen. So war die weil3e Pulpa der Milz vermehrt in den
Gruppen PBS/PBS und DPan/PBS dominant aktiviert und nur teilweise in den Gruppen
Pan / PBS und DPan/SO1861. Da es sich hier um immundefiziente Mause handelt, welche
keine T-Zellen aber B-Zellen besitzen, kann hier davon ausgegangen werden, dass die

Aktivierung der weillen Pulpa nicht mit der Behandlung im kausalen Zusammenhang steht.
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Vielmehr ist davon auszugehen, dass die Injektion von korperfremden Substanzen per se eine
Immunatwort, wenn auch eine geringe, hervorruft, die wiederum vermehrt Gber die B-Zellen
erfolgen muss.

Die verschlechterte Tumorpenetration von DPan im Vergleich zu Panitumumab kann wie folgt
erklart werden. BlutgefaRe des Tumors gelten zwar als besonders durchléssig und sollten somit
insbesondere grofleren Molekilen einen Durchtritt erlauben, jedoch fiihren solch schlecht
geformte Gefale auch zu einer Verdichtung der extrazellularen Matrix und erhohen so den
interstitiellen Flussigkeitsdruck innerhalb der Tumore. Dieser wiederum wirkt dem
Konvektionsfluss entgegen und hindert somit groRere Molekiule starker an der
Tumorpenetration [242]. Wittrup et al. vertffentlichten diesbeziiglich 2012 einen
mathematischen Zusammenhang bezlglich der Tumoraufnahme von zielgerichteten
Therapeutika in Abhangigkeit von ihrer Bindungsaffinitat und molekularen Grof3e [243, 244].
So berechneten sie fur Konstrukte mit einer molekularen Masse von 10-100 kDa eine
besonders schlechte Tumoraufnahme. Ein ebenfalls zu betrachtender Faktor ist die
Bindungsaffinitat an den neonatalen Fc-Rezeptor (FcRn), welcher in der Leber exprimiert wird
[245]. Dieser ist hauptverantwortlich fir das Recycling von IgG-Antikérpern aus den
Endosomen hin zur Zelloberflache. Dabei tragen hdmatopoetische Zellen wie Monozyten,
Makrophagen und Dendritische Zellen, welche maB3geblich FcRn exprimieren, signifikant zu
einer verlangerten Halbwertszeit der IgG-Antikorper bei [246]. Die Bindung von 1gG an FcRn,
welche tber Endozytose von der Zelle aufgenommen werden, ist abhangig vom pH-Wert, und
unter physiologischen Bedingungen (pH 7.4) erfolgt keine Bindung. Erst unter leicht sauren
Bedingungen, wie im Zuge der endosomalen / lysosomalen Reifung (6.0-6.5), entgeht der
Antikdrper durch Bindung an FcRn dessen lysosomaler Degradierung und wird nach
Ricktransport zur Zelloberflache der extrazellularen Flissigkeit zugefihrt [247-249].
Panitumumab besitzt aufgrund seines humanen IgG-Gerdsts eine hohe Affinitdt zu FcRn
resultierend in einer In-vivo-Halbwertszeit von durchschnittlich 7.5 Tagen, Cetuximab als
chimérer 1IgG-Antikorper hingegen nur eine HWZ von 4.19 Tagen [173]. Eine zu Panitumumab
verschlechterte Affinitdt von DPan zu FcRn wirde in einer vermehrten lysosomalen
Degradierung und folglich in einer verminderten Blutzirkulation resultieren. So konnte gezeigt
werden, dass eine verminderte FcRn-Bindungsaffinitdt von 1gG modifizierten Varianten zu
einer erhdhten Leberakkumulierung fiihrte [250, 251]. Ob dieser Sachverhalt wiederum den
therapeutischen Erfolg schmalert sei jedoch dahingestellt, denn fir die Wirkung von DPan

essenziell ist die Freisetzung von Dianthin in das Zytosol.
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Die Kopplung von Dianthin an Panitumumab erfolgte Uber einen SPDP-Linker unter
Ausbildung einer Disulfidbriicke und sollte nach erfolgreicher Internalisierung von DPan die
Abspaltung von Dianthin im Zytosol gewahrleisten. Jedoch ist bekannt, dass solche
Disulfidbriicken auch schon im Blutplasma durch Glutathion, Cystein und auch Serumalbumin
gespalten werden konnen [252]. Dabei stellen I1gGs und Serumalbumin mit 80-90 % den
hochsten Anteil der Proteine im Plasma dar. Um genau dies fir DPan beurteilen zu kdnnen
wurde eine spezifische Radionuklidmarkierung mit ®°™Tc tber Dianthin (D(H)Pan) und
Panitumumab (DPan(H)) vorgenommen (3.8.4). Eine fur D(H)Pan im Vergleich zu DPan(H)
als auch Pan(H) erhohte Radioaktivitat in der Niere bestatigte die Vermutung, dass die
Abspaltung von Dianthin bereits im Blutplasma erfolgte, wenn auch zu einem geringen Teil
(Abb. 3.30). Dies stimmt wiederum mit der fur Saporin erstellten Biodistribution Gberein und
erscheint sehr plausibel mit Bezug auf die Homologie beider 30 kDa grofien Proteine [239].
Die fur DPan(H) und Pan(H) gemessene Radioaktivitdt in der Niere kann auf eine
proteolytische Degradierung des Antikorpers zuriick zu flhren sein, woraufhin die leichte wie
vermutlich auch schwere Kette mit ~25 und ~55 kDa ebenfalls renal ausgeschieden werden
[158]. Urspringlich diente HYNIC freies DPan als Negativkontrolle fur die
Radionuklidmarkierung mit **™Tc. Jedoch konnte hier eine unspezifische Bindung von *™Tc
festgestellt werden was uns zu der Annahme fiihrte, die Biodistribution von DPan auch ohne
einen speziellen Bindungspartner fiir " Tc untersuchen zu kénnen. Reduziertes *™Tc kann mit
Elektronendonoren wie Carbonyl-, Hydroxyl-, Amin- und Sulfhydrylgruppen Chelate
ausbilden und wirde hier eine unspezifische Bindung erkléren, da diese vor allem in Proteinen
zu einer Vielzahl vorhanden sind. Ferner kann ein [*MTc(CO)s]*-Komplex iiber Histidine
chelatisiert werden, welche vor allem in Dianthin aufgrund des His-Tags vorhanden sind [253].
Ein solcher Komplex entsteht jedoch durch Reduzierung von Natriumpertechnetat mit
Natriumborhydrid und steht damit im Gegensatz zu der in dieser Arbeit via Zinnchlorid
vermittelten Reduktion.

Um einer vorzeitigen Spaltung der Disulfidbriicke entgegen zu wirken fuihrten Sadowsky et al.
sterisch abschirmende Methylgruppen in direkter N&he der Disulfidbriicke ein [254]. Dabei
héngt die Effizienz der Abschirmung sowie Gewahrleistung der Plasmastabilitat stark von der
Auswahl der sterischen Gruppe ab und kann in vivo auch zu einer verschlechterten Effizienz
des ADCs fiihren [83, 255, 256]. Ebenso spielt die Lange des Linkers eine wesentliche Rolle
[101]. Alternativ kann ein nichtspaltbarer Linker wie SMCC verwendet werden, wobei erst im
Lysosom durch Proteasen wie Cathepsin B das ADC gespalten wird. Das 2013 von der FDA

zugelassene ADC Trastuzumab-Emtansin (Kadcyla®) zur Behandlung des metastasierenden
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Brustkarzinoms wurde ber solch einen Linker hergestellt. Jedoch gewéhrt auch dieser Linker
keine vollstdndige Plasmastabilitat. Ein h&ufig beschriebenes Problem stellt hier eine Retro-
Michael Reaktion sowie konkurrierende Thiol-Austauschreaktion mit dem im Blut im hohen
MaR vorhandenem Serumalbumin (bis zu 40 mg/mL) dar.[257, 258]. So wurden verschiedene
Ansatze gewahlt, um dieses Problem zu umgehen. Tumey et al. stabilisierten durch Hydrolyse,
welche die Ringdffnung des Succinimid-Rings bewirkte, das ADC und erzielten so eine
verbesserte  Stabilitdit und Wirksamkeit [259]. Kasper et al. synthetisierten
Ethinylphosphonamide und benutzten diese zur Generierung von Hydrolyse unempfindlichen
Trastuzumab-Emtansin. Auch hier wurde die Stabilitat enorm verbessert und erzeugte einen
sehr guten therapeutischen Effekt in vivo [260, 261].

IgG-Antikorper zeichnen sich durch eine hohe Bindungsaffinitat und -spezifitdt sowie
Plasmastabilitat [56] aus und kénnen ebenfalls zusatzliche zytotoxische Mechanismen wie die
ADCC oder CDC auslosen [57, 60]. Aufgrund ihrer relativ guten Vertréglichkeit kénnen
besonders hohe Dosen eingesetzt werden, um eine gute Wirkung zu erreichen [181, 182]. Wenn
jedoch der Antikdrper zusatzlich mit einem Toxin modifiziert wird, welches besonders toxisch
jedoch unspezifisch wirkt, tbertragt sich dessen zytotoxisches Potential und verhindert eine
hohe Dosierung. Ebenfalls resultiert dies haufig in einer verminderten Tumorpenetration und
einer hohen systemischen Akkumulierung sowie langsamen blood clearance [71, 262]. Es stellt
sich somit die Frage, ob 1gGs tatséchlich in der Tumortherapie, besonders aber im Aufbau von
ADCs als geeignet angesehen werden kdnnen. Wie bereits erortert besitzen sie neben dem
zielgerichteten Transport des Toxins zum Wirkort den Vorteil der Auslésung von
immunologischen Prozessen wie ADCC und CDC. Doch ist die Auslésung der ADCC als
vermindert und nicht als eigentlicher toxischer Mechanismus anzusehen [263]. Womdglich
stellen kleinere Molekile, welche ebenfalls beféhigt sind, das Antigen anzusteuern und die
toxische Fracht dorthin zu schleusen, eine bessere Option dar und kdnnten Problematiken wie
die groRenabhangige, schlechte Tumorpenetration umgehen [264].

In den letzten Jahren wurde deswegen der Fokus auf die Entwicklung eben solcher Molekiile
gelegt, wobei sich diese in zwei Kategorien einteilen lassen. Zum einen in die der
Antikorperfragmente und zum anderen in synthetisch produzierte Molekile. Zu ersteren
gehdren ScFv-Fragmente, Diabodies, Small Immunoproteins, Fab-Fragmente und Einzel-
domaénenantikorper. ScFv-Fragmente, bestehend aus der leichten und schweren Kette der
variablen Antikorperregion und einer Grolle von ~30kDa, gelten als besonders
erfolgsversprechend und wurden bereits erfolgreich als Transportmittel fir verschiedene

Wirkstoffe untersucht [265]. So wurde 2018 Moxetumumab Pasudotox (Lumoxiti™), ein mit
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Pseudomonas Exotoxin PE38 fusioniertes anti-CD22-ScFv-Fragment, erfolgreich zur
Behandlung der Haarzellenleukamie zugelassen [265]. Ein anti-CD-30-Diabody-MMAE fiihrte
im Vergleich zu seinem IgG1-Analogon zu einer besseren Akkumulation von MMAE im
Tumor, aber auch in den Organen wie Leber und Niere [266]. Affibodies, DARPins (designed
ankyrin repeat proteins), Centyrine und Knottin sind wesentlich kleinere (7-18 kDa),
synthetisch hergestellte Molekiile, die durch Protein-Engineering an Zielmolekdle binden. Der
Vorteil hierbei ist, neben der geringen GroRe, die einfache Herstellung und Variabilitat
bezuglich des Zielmolekuls. Sokolova et al. konnten in vitro und in vivo erfolgreich die
antitumorale Wirkung eines mit Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A fusioniertem anti-
HER2-DARPIns nachweisen [267].

So ist die letzten Endes die Auswahl eines geeigneten Toxintransporters sowie Linkers
keinesfalls trivial und Faktoren wie die Pharmakokinetik, In-vivo-Stabilitat und -Vertraglich-
keit sowie Tumorpenetration mussen genaustens untersucht und angepasst werden.
Zusammenfassend, in dieser Arbeit konnte ein in Kombination mit dem EEE SO1861 &uf3erst
toxisches ADC, DPan, hergestellt werden, welches selektiv Tumorzellen mit EGFR-
Uberexpression adressiert. Die intensive Charakterisierung des Konjugates DPan zeigte, dass
die Konjugation mit der konstanten Generierung eines DARs von ~1 reproduzierbar war und
auBerdem nicht zu einem Verlust der enzymatischen Aktivitat von Dianthin innerhalb des
Konjugates fuhrte. Ebenso wurde die Bindungsaffinitat von Panitumumab zu EGFR durch die
Konjugation nicht beeinflusst und war anndhernd gleich zu nicht konjugiertem Panitumumab.
Gerade im Vergleich zum Ausgangsantikérper Panitumumab bestach DPan in vitro vor allem
in Kombination mit SO1861 mit einer besonders hohen antitumoralen Effizienz. Diese konnte
ebenso in 3D-Versuchen an Sphéaroiden nachgewiesen werden. Vielmehr noch war
Panitumumab trotz Kopplung an Dianthin weiterhin in der Lage, eine ADCC auszuldsen und
somit einen zusatzlichen antitumoralen Effekt auszuiiben. Erstmals wurde hier die NOAEL von
DPan an nichttumortragenden Mausen bestimmt und es war mdglich, in vivo an tumortragenden

Mausen den antitumoralen Effekt von DPan in Kombination mit SO1861 zu verbessern.
4.6 Ausblick

Basierend auf den in dieser Arbeit erhaltenen grundlegenden Erkentnisse sollte in zukinftigen
Arbeiten versucht werden, die antitumorale In-Vivo-Wirkung von DPan zu verbessern. Dies
kann entweder durch einen abweichenden Aufbau des ADCs geschehen, indem verschiedene
Linker oder aber auch Antikdrperfragmente eingesetzt werden oder aber durch eine

Dosisanpassung, da die hier eingesetzte Dosis weit unterhalb der NOAEL lag. Ebenso sollte
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die Untersuchung der Plasmastabilitat ex vivo durchgefihrt werden um darauf reagierend eine
gegebenenfalls notwendige Stabilitatsanpassung des Konjugates vornehmen zu konnen.
Aufgrund der hohen Akkumulierung von DPan in Leber und Milz sollte versucht werden,
Einfluss auf die Biodistribution zu nehmen, um eine bessere Plasmaprasenz und vor allem
Tumorpenetration zu erreichen. Ferner wurde nicht untersucht, wie i.v. gespritztes
Dianthin + SO1861 und Panitumumab / SO1861 wirkt. Dies sollte ebenso untersucht werden.
Da die GroRe des ADCs mitunter verantwortlich fr die schlechte Tumorpenetration ist, konnte
versucht werden, den Dianthin/SO1861-Plattformcharakter auf kleinere Konstrukte zu
Ubertragen. Die Kombinationstherapie DPan/S0O1861 konnte im Patienten aufgrund der
voneinander getrennten Biodistribution der beiden Komponenten schwer steuerbar sein.
Demzufolge ware es hier erstrebenswert, ein Einkomponentensystem aufzubauen, in welchem
das ADC DPan und der EEE SO1861 fusioniert vorliegen und somit eine gemeinsame und

besser steuerbare Biodistribution besitzen.
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5 Zusammenfassung

Die stets ansteigende Zahl an Krebserkrankungen mit einhergehendem tdédlichem Verlauf
erfordert die stetige Weiter- und Neuentwicklung von entsprechenden Therapien, welche
Tumorspezifisch agieren mussen. VVor allem schwerwiegende Nebeneffekte, die haufig bei den
gangigen Radio- und Chemotherapien auftreten, gilt es zu minimieren. Der Aufbau von
Antikorper-Wirkstoff-Konjugaten (ADC) vereint hier das zielgerichtete Wirken durch den
Antikdrper mit der Toxizitat der Wirkstoffkomponente und so sind bereits acht dieser ADCs
durch die Food and Drug Administration zugelassen worden. In dieser Arbeit wurde deswegen
ein ADC aus Panitumumab, einem vollstdindig humanen 1gG2-Antikérper mit geringem
immunogenem Potential, und Dianthin, einem hoch toxischen pflanzlichen und enzymatisch
wirkenden Protein, reproduzierbar mit einem Wirkstoff-zu-Antikorper-Verhaltnis (DAR) von
~1 und einer molekularen Masse von ~180 kDa erzeugt. Dabei wurde die Bindungsaffinitat von
Dianthin-Panitumumab (DPan) zum Zielrezeptor EGFR, welcher vorwiegend von Krebszellen
in einem UbermaR exprimiert wird, unvermindert gegeniiber Panitumumab mit einem Kp-Wert
von 1.5 x 101 M bestimmt. Die enzymatische Aktivitit von DPan im Vergleich zu Dianthin
war aufgrund der Kopplung um ~50 % von 312.2 auf 153.3 pmol adenin/pmolprotein/n vermindert,
jedoch bewies das ADC DPan in vitro ein enormes selektives und zielzellspezifisch
zytotoxisches Potential, wobei in Kombination mit dem glykosylierten Triterpenoid SO1861
als Endosomal Escape Enhancer eine bemerkenswerte mittlere Effektivitait wvon
0.00022 / 0.00006 nM  (IncuCyte-Echtzeitmessung / MTT-Assay) erreicht wurde. Das
zytotoxische Potential der Kombinationsbehandlung konnte weiterfihrend in einem 3D-
Spharoid-Versuch unter realitdtsnahen Tumorbedingungen nachgewiesen werden. Ebenso
konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass DPan weiterhin und vergleichbar zu
Panitumumab in der Lage ist, die Antikérperabhéngige zellvermittelte Zytotoxizitdt (ADCC)
uber PBMCs und Monozyten auszulésen, um somit einen additiven antitumoralen Effekt zu
erzeugen. Das in vitro hervorragend zytotoxisch wirkende ADC DPan zeigte dagegen in vivo
an tumortragenden Mé&usen eine im Vergleich zu Panitumumab leicht verminderte antitumorale
Wirkung, wobei in Kombination mit SO1861 die Wirkung signifikant gesteigert wurde. Die
eingesetzte Dosis mit 3.3 ug lag dabei weit unter der hochst vertraglichen Dosis ohne
schwerwiegende Nebeneffekte mit 126 pug, sodass hier in zukilnftigen Untersuchungen
durchaus eine Dosiserhohung maoglich ist, da hier auch mit einer &quimolaren Dosis an
Panitumumab keine Tumorregression bewirkt wurde. Untersuchungen der Biodistribution von

Radionuklid (*®*™Tc) markierten DPan und Panitumumab zeigten indes eine unterschiedliche
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Kinetik. Beide Proteine zeigten beziiglich der Konzentration im Tumor erst am Ende des
untersuchten Zeitraums von 18 h die hochste Konzentration , wobei Panitumumab dominierend
im Tumor akkumulierte. Die allgemeine Biodistribution im Korper betrachtend zeigte
Panitumumab eine vermehrte Plasmaprésenz im Blut-Pool, wohingegen DPan stark in der
Leber und Milz akkumulierte. Ferner konnte gezeigt werden, dass Dianthin bereits im
Blutplasma geringfiigig aus dem ADC abgespalten wird, vermutlich weil hier ein spaltbarer
SPDP-Linker verwendet wurde. Da DPan in Kombination mit SO1861 aber in vitro ein
hervorragendes antitumorales Potential zeigte, welches in vivo nicht ganzlich zum Tragen kam,
sollte trotzdem in zukiinftigen Arbeiten an der Optimierung der In-vivo-Effizienz von DPan
gearbeitet werden. So konnten andere Linker verwendet werden, welche eine bessere
Plasmastabilitat gewahrleisten. Da die Tumorpenetration mafgeblich durch die GroRe des
Konjugates als auch dessen physikalischer Eigenschaften beeinflusst wird und somit
unterschiedlich zu Panitumumab war, bestiinde die Mdoglichkeit im Aufbau Kkleinerer
Konjugate, die ebenfalls zielzellspezifisch agieren und Dianthin zum Wirkort transportieren.
So muss hier in Betracht gezogen werden, ob antikérperspezifische Eigenschaften wie die
Vermittlung der ADCC weniger wichtig sind als die erfolgreiche und groRenabhéngige
Tumorpenetration.

In dieser Arbeit wurde sehr gut verdeutlicht, dass der Sprung von einer &duRerst erfolgreichen
In-vitro-Anwendung eines ADCs hin zu einem erfolgreich in vivo wirkenden Wirkstoff nicht
trivial ist und dass Faktoren wie die richtige Wahl des Linkers, die Gewadhrleistung der
Plasmastabilitat aber auch der guten Tumorpenetration sowie Effektorfunktionen wie die
Vermittlung der ADCC signifikant fiir den Behandlungserfolg sind.
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6 Conclusion

The constantly increasing number of cancers with a fatal outcome requires the constant further
and new development of appropriate therapies, which must act in a tumour-specific manner.
Above all, serious side effects, which frequently occur with the usual radio and chemotherapies,
must be minimized. The development of antibody-drug conjugates (ADCs) combines the
targeted action of the antibody with the toxicity of the drug component, and eight of these ADCs
have already been approved by the Food and Drug Administration. In this work, an ADC was
therefore generated from Panitumumab, a fully human IgG2 antibody with low immunogenic
potential, and Dianthin, a highly toxic plant and enzymatically active protein, reproducibly with
a drug to antibody ratio (DAR) of ~1 and a molecular mass of ~180 kDa. The binding affinity
of Dianthin-Panitumumab (DPan) to the target receptor EGFR, which is predominantly
expressed in excess by cancer cells, was determined undiminished compared to Panitumumab
with a Kp value of 1.5 x 102 M. The enzymatic activity of DPan compared to Dianthin was
reduced by ~50 % from 312.2 to 153.3 pmoladenin/pPmMolprotein/n due to coupling. But still the
ADC DPan demonstrated an enormous selective and target cell specific cytotoxic potential in
vitro. In combination with the glycosylated triterpenoid SO1861 as endosomal escape enhancer
a remarkable mean effectiveness of 0.00022 / 0.00006 nM (IncuCyte real-time measurement /
MTT assay) was achieved. The cytotoxic potential of the combination treatment was further
demonstrated in a 3D-spheroid experiment under realistic tumor conditions. In this work it
could also be shown for the first time that DPan is still able to induce antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity (ADCC) via PBMCs and monocytes in a manner comparable to
Panitumumab, thus producing an additive anti-tumour effect. In contrast, the ADC DPan, which
has an excellent cytotoxic effect in vitro, showed a slightly reduced antitumor effect in vivo in
tumor-bearing mice compared to Panitumumab, whereas in combination with SO1861 the
effect was significantly increased. The applied dose of 3.3 ug was far below the highest
tolerated dose without serious side effects of 126 g, so that a dose increase is possible in future
studies, since even an equimolar dose of Panitumumab did not cause tumour regression.
Investigations of the biodistribution of radionuclide (**™Tc) labelled DPan and Panitumumab
showed different kinetics. Both proteins showed the highest concentration in the tumor only at
the end of the investigated period of 18 h, with Panitumumab accumulating predominantly in
the tumor. Regarding the general biodistribution in the body, Panitumumab showed an
increased plasma presence in the blood pool, whereas DPan accumulated strongly in the liver

and spleen. Furthermore, it could be shown that Dianthin is already slightly cleaved from ADC
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in the blood plasma, presumably because a cleavable SPDP linker was used here. However,
since DPan in combination with SO1861 showed an excellent antitumour potential in vitro,
which did not fully materialize in vivo, future work should nevertheless focus on optimizing the
in vivo efficiency of DPan. Thus, other linkers could be used which provide better plasma
stability. The tumor penetration is significantly influenced by the size of the conjugate as well
as its physical properties and was therefore different from Panitumumab. To transport Dianthin
to the site of action it is possible to construct smaller conjugates that also act target cell
specifically. Thus, it must be considered here whether antibody-specific properties such as the
mediation of ADCC are less important than successful and size-dependent tumor penetration.

However, what was very well illustrated in this work is that the leap from an extremely
successful in vitro application of an ADC to a successful in vivo agent is not trivial and that
factors such as the correct choice of the linker, the guarantee of plasma stability but also of
good tumor penetration as well as effector functions such as the mediation of ADCC are

significant for the success of treatment.
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