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Zusammenfassung

Zusammenfassung:

Im Rahmen dieser Arbeit wurde BB68 als potentes EPO-mimetisches Peptid
identifiziert. Sein Wirkprofil wurde in vitro als monomeres Peptid (BB68), als
homodimeres Peptid (AGEM400) bzw. als ein an Hydroxyethylstarke (HES)
gekoppeltes Multimer (AGEM400-HES) charakterisiert. Der Schwerpunkt der
Analyse wurde auf AGEM400-HES gesetzt, das aus einem HES-Molekil besteht, an
das durchschnittlich finf dimere AGEM400-Peptide multivalent gekoppelt wurden.
Fur alle untersuchten Parameter zeigte AGEM400-HES eine sehr effiziente EPO-
mimetische Wirkung. Es wurde vergleichend die Wirkung von AGEM400-HES und
rekombinantem EPO auf die Proliferation, Apoptose und Differenzierung von
hamatopoetischen Zelllinien untersucht.

AGEMA400-HES induzierte je nach Zelllinie mit gleicher Effizienz wie EPO, die
Proliferation, das Uberleben und die Differenzierung in einer
konzentrationsabhangigen Weise. Versuche mit Primarzellen aus dem Knochenmark
von Mensch bzw. Affen bekraftigten diese Befunde.

Weiterhin ergaben die Untersuchungen zur Rezeptorbindung, dass die Wirkung von
AGEM400-HES spezifisch tUber den EPO-Rezeptor verlauft und EPO-spezifische
Signalwege induziert. In hamatopoetischen Zelllinien wurde gezeigt, dass AGEM400-
HES die Phosphorylierung von STATS5 (JAK/STAT-Signalweg) und ERK1/2
(Ras/Raf-Signalweg) bewirkt.

Antikrper gegen EPO, BB68 und AGEM400 wurden generiert und auf
Kreuzreaktionen untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass EPO und die EPO-
mimetischen Peptide immunologisch divergent sind.

Es wurde ein ELISA entwickelt, mit dessen Hilfe AGEM400 und AGEM400-HES in
Human- und Rattenserum detektiert werden kann. Die Sensitivitat liegt vermutlich in
einem Kklinisch relevanten Konzentrationsbereich. Damit steht bereits ein
Nachweisverfanren von AGEM400 bzw. AGEM400-HES fur folgende
pharmakokinetische und klinische Studien zur Verfigung.

AGEMA400-HES ist ein potenter und vielversprechender Kandidat flr eine neuartige
.EPO-Therapie”, deren Vorteile u.a. in der chemischen Synthese, der
Biodegradierbarkeit des Carriers (HES) und der immunologischen Divergenz liegen.
Letzteres wirde besonders fur Patienten, die AntikGrper gegen das endogene und
rekombinante Protein Erythropoetin wahrend der EPO-Therapie generiert haben,
einen wichtigen Vorteil darstellen.

Ein mimetisches Peptid konnte fir diese Patienten eine alternative
Behandlungsmoglichkeit der Anamie sein.



Summary

Summary:

In this doctoral thesis BB68 was identified as a potent monomeric EPO-mimetic
peptide. One of the main tasks was to characterize the in vitro effects of the
monomeric peptide (BB68), of the homodimeric peptide (AGEM400) and of the
multimeric form AGEM400-HES. The centre of the analysis was focused on
AGEMA400-HES where on the average of five peptide dimers are coupled multivalent
to hydroxyethylstarch (HES).

AGEMA400-HES showed strong EPO-mimetic effects for all investigated parameters.
The effects of AGEM400-HES on proliferation, apoptosis and differentiation of
hematopoietic cells were analysed and compared to the EPO-induced effects.
Dependent on the cell line AGEM400-HES induced proliferation, survival and
differentiation in a dose-dependent manner and with an efficacy which is comparable
to that of EPO.

Experiments with primary cells of bone marrow from human and monkey confirmed
the results.

Further on investigations of the receptor binding showed that AGEM400-HES bound
specifically to the EPO-receptor and induced same signaling pathways as EPO.
AGEM400-HES caused the phosphorylation of STATS5 (JAK/STAT-signaling
pathway) and of ERK1/2 (Ras/Raf-signaling pathway) in hematopoietic cell lines.

After the generation of antibodies against EPO, BB68 and AGEM400 it was analysed
if there were any crossreactions between the different antibodies and antigens. But
no crossreactions could be detected. Both mimetic peptide forms were
immunological completely different from EPO.

A very sensitive ELISA for detecting AGEM400 and AGEM400-HES in human serum
and rat serum respectively was developed. The detectable concentration range
supposable may be in a clinical relevant range and it could be used as a verification
procedure for further pharmacokinetic and clinical studies.

AGEMA400 is a potent and a promising candidate for a novel “EPO-therapy”. The
main advantages are the possibility of a chemical synthesis, the biodegradable
carrier molecule (HES) and the immunological diversity to EPO. The latter is a very
interesting point regarding patients who had developed antibodies against the
endogenous and the recombinant protein EPO during application of EPO. A mimetic
peptide could be an alternative to correct anemia in these patients.

Vi



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Erythropoetin (EPO)

EPO ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von etwa 34 kD. Die
Bezeichnung Erythropoetin kommt aus dem Altgriechischen (erythros = rot; poiein =
machen).

EPO gehdrt zu den Wachstumsfaktoren (Zytokinen) und reguliert als Hormon u.a. die
Bildung von Erythrozyten (ESA= erythropoiesis stimulating agents) [1]. Die EPO-
Synthese ist an eine erniedrigte Sauerstoffsattigung des Blutes (Hypoxie) [2-4]
gekoppelt. Diese entsteht aufgrund von hypoxischem Stress oder von Anamien
entsteht und wird durch den ,Hypoxie-induzierten Faktor* (HIF) aktiviert [5-9]. EPO
wird im Menschen zu 90% von den peritubularen interstitiellen Zellen der Niere
[1,2,8,10,11] und zu etwa 10% in den Hepatozyten der Leber synthetisiert. Dartber
hinaus konnte eine EPO-Synthese auch im Gehirn [12], im Hoden [13], in der Milz
[14] und in maligne transformierten Geweben [15,16] nachgewiesen werden.

EPO wandert von der Niere aus in Milz und Knochenmark und fordert dort die
Synthese, das Uberleben und die Differenzierung von Erythrozyten (roten
Blutkdrperchen) als Antwort auf einen verminderten Sauerstoffgehalt im Blut. Durch
den Anstieg der Erythrozytenzahl bzw. der Hamoglobinkonzentration kann mehr
Sauerstoff aus der Lunge in die Gewebe transportiert und auf die hypoxische
Situation reagiert werden.

Die Wirkung von EPO wird durch den EPO-Rezeptor (EPO/R) vermittelt. Durch die
Bindung von EPO an EPO-Rezeptoren auf der Zelloberflache werden Signalwege
aktiviert, die dazu fuhren, dass pro-apoptotische Prozesse herunterreguliert und im
Gegenzug anti-apoptotische Prozesse hochreguliert werden. Ein funktionaler EPO/R
wurde nicht nur im hamatopoetischen Gewebe gefunden, sondern in vielen
verschiedenen Geweben wie z.B. auf der Oberflache von Endothelzellen [18],
neuronalen Zellen [19,21], Muskelzellen [17], Herzgefal3zellen [20] und Nierenzellen.
Ebenso wurden oftmals funktionsfahige EPO-Rezeptoren auf der Oberflache von
Krebszellen beschrieben [15,22].

Zahlreiche Studien unterstitzen mittlerweile die Tatsache, dass EPO Uber eine
pleiotrope Wirkung verfiigt, die weit Uber seine Funktion als Differenzierungs- und

Uberlebensfaktor ausschlieRlich erythroider Vorlauferzellen hinausgeht [23,29].



Einleitung

1.2 Blut: Zusammensetzung und Funktionen

Blut kann als eine Sonderform des Bindegewebes mit vielféaltigen Aufgaben
betrachtet werden. Es setzt sich fur Frauen und M&nnern mit unterschiedlichen
Volumenanteilen aus dem Blutplasma und dem Hamatokrit (Blutzellen) zusammen.
Der Hamatokrit besteht zu 99% aus Erythrozyten. Die restlichen 1% setzen sich aus
Leuko- (weil3e Blutkdrperchen) und Thrombozyten (Blutplattchen) zusammen.

Zu den Aufgaben des Blutes gehort u.a. der An- bzw. Abtransport von Sauerstoff,
N&hrstoffen, Kohlendioxid und anderen Stoffwechselprodukten. Das Blut ist weiterhin
ein  Transportmedium fur Hormone wund dient dem Korper damit als
Kommunikationsmoglichkeit zur Aufrechterhaltung des gesamten Organismus. Blut
erfallt wichtige Abwehrfunktionen z.B. durch Leukozyten oder Antikorper. Der
Warmehaushalt des Kdrpers wird durch die regulierte Durchblutung von Geweben,
Organen und der Haut gewahrleistet. Ebenso ist die Blutgerinnung durch
Thrombozyten und andere Blutbestandteilen eine wichtige Funktion des Blutes, um

vor Blutverlust zu schitzen.

1.3 Hamatopoese

Die Bildung und Entwicklung der Blutzellen (Hamatopoese) ist in vivo ein sehr
dynamischer und kontrolliert regulierter Prozess. Die Zellen des Blutes entwickeln
sich aus hamatopoetischen Progenitorzellen im Knochenmark. Die Blutbildung findet
beim erwachsenen Menschen hauptsachlich im roten Knochenmark statt.

Die Hamatopoese wird je nach Entwicklungsrichtung der Zellen in Erythropoese
(Bildung roter Blutkorperchen), Leukopoese (Bildung von Abwehrzellen) und
Thrombopoese (Bildung von Thrombozyten) unterteilt.

In einem semisoliden Kulturmedium bilden sich in vitro aus differenzierenden
hamatopoetischen Vorlauferzellen sog. CFUs (Colony Formation Units) als
abgrenzbare Kolonien. Ausgangspunkt dieser Koloniebildung sind die sog. CFU-
GEMM (CFU-Granulozyten/Erythrozyten/Monozyten/Megakaryozyten). Die CFU-
GEMM-Fraktion ist eine heterogene Gruppe aus hdmatopoetischen Vorlauferzellen,
die fur verschiedene Entwicklungsrichtungen gepragt sind. Diese Vorlauferzellen
besitzen noch eine hohe Teilungsfahigkeit, die sie mit zunehmender Differenzierung

verlieren. Die Bildung der verschiedenen Vorlaufer-Zelltypen ist zunachst ein
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stochastischer Prozess. Das weitere Schicksal dieser Zellen wird durch Zytokine
reguliert.

Zytokine sind Wachstumsfaktoren, die spezifisch Proliferation, Differenzierung bzw.
das Uberleben einer Zellgruppe nach Bedarf regulieren konnen. Zu diesen Zytokinen
gehodren neben vielen anderen IL-3, IL-5, GM-CSF, G-CSF, M-CSF und
Erythropoetin (EPO).

Pluripotente
Stammzelle
Lymphatische Myeloide
Stammlzelle Stammzelle
| 1 |
| I |
| | |
| ol |
: : : CFU-Baso CFU-Eo CFU-GEMM
| | | | | |
| - | | I | | [ |
I S I | | CFU-G CFU-M  CFU-Meg BFU-E
| | | ' ' | | |
: EPO
| o | | | | | |
| o | | | | | |
I ) I [ [ | I | CFU-E
| | | | | | | | |
! N ! ! ! | | | B
| u | | | | | | |
: | | l ......................... l ......................... | .......................................... [ .................... T ........

Lymphozyt NK-Zellen B-Lymphozyt basophil er eosinophiler neutrophiler Monozyt / EThrombozyté Erythrozyt

Granulozyt Makrophage :
Leukopo ese Thrombo - Erythro
: poese i poese i

Abb. 1.1: Hamatopoese
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1.4 Erythropoese

Die Erythropoese ist die Bildung und Entwicklung von roten Blutkdrperchen
(Erythrozyten) aus erythroiden Vorlauferzellen im Knochenmark. Nach Kultivierung in
einem semisoliden Medium mit spezifischen Zytokinen differenzieren pluripotente
Vorlauferzellen zum sog. BFU-E-Stadium (burst forming unit-erythroid). Dabei
differenzieren die Zellen zu monopotenten erythroiden Vorlauferzellen.

Innerhalb des Knochenmarks liegen die hamatopoetischen Vorlauferzellen
abgesondert in spezifischen Inseln und eingebettet in einem Netzwerk sinusférmiger
Gefallkanale. Dort wird ihre Entwicklung von  Stromazellen, die
entwicklungsrelevante Zytokine sekretieren, beeinfluRt. Zu den Stromazellen
gehoren Fibroblasten, Makrophagen, dendritische Zellen, T-Zellen und Osteoblasten.
Hamatopoetische Zellen exprimieren auf ihrer Oberflache eine grol3e Anzahl
verschiedener Adhéasionsmolekile, deren Dichte auf der Zelloberflache im Laufe der
Differenzierung deutlich abnimmt. Die Adhasionsmolekile interagieren mit Proteinen
der extrazellularen Matrix und halten die Zellen im Knochenmark.

Die BFU-E-Kolonien (mehr als 200 Zellen/Kolonie) erscheinen in Form mehrerer
gro3er Cluster, deren Rander ausgefranst sind. Ab dem BFU-E-Stadium ist die
Entwicklung dieser Zellen zum Erythrozyten determiniert.

Die BFU-E differenzieren weiter zu CFU-E (colony forming unit-erythroid). Die CFU-E
bilden in vitro kleine einzelne abgegrenzte Kolonien (weniger als 200 Zellen/Kolonie).
Man spricht nun von CFU-E-Kolonien. Die CFU-E-Zellen sind stark EPO-responsiv.
EPO beglnstigt die Proliferation und das Uberleben dieser Zellen.

Im Knochenmark ist der Proerythroblast die erste morphologisch erkennbare
erythroide Zelle. Aus dem Proerythroblasten entwickelt sich tber den Erythroblasten
und den Normoblasten der Retikulozyt. Uber diese Entwicklungsstufen hinweg nimmt
die ZellgroRe kontinuierlich ab, die Zahl der Mitochondrien wird geringer, die
Basophilie des Zytoplasmas nimmt durch den Verlust der Polyribosomen ab,
wahrend die Azidophilie durch beginnende Hamoglobinbildung zunimmt. Die
Teilungsfahigkeit geht mit Erreichen der Differenzierungsstufe des Normoblastens
verloren. Das Chromatin verdichtet sich stark und wird letztlich beim Ubergang vom
Normoblasten zum Retikulozyten ausgestoRen. Der Retikulozyt verlasst das
Knochenmark und reift weiter zum kernlosen, RNA-freien Erythrozyten.

Das folgende Schema stellt die einzelnen Entwicklungsstadien vom CFU-GEMM-

Stadium hamatopoetischer Vorlauferzellen bis zum Erythrozyten graphisch dar.
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Abb. 1.2: Erythropoese (Knochenmark)

Die Entwicklung eines Erythrozyten dauert etwa sieben Tage. Die Lebensdauer von Erythrozyten
wahrt durchschnittlich 120 Tage. Pro Tag werden bis zu 200 Milliarden rote Blutkdrperchen im Korper

produziert.

Retikulozyt

l

Erythrozyt
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1.5 JAK-STAT-Signalweg

EPO-responsive Zellen besitzen einen transmembranen EPO-Rezeptor (EPO/R).
Der humane EPO/R ist ein etwa 60 kD gro3es Membranprotein. Ein EPO-Molekil
bindet in asymmetrischer Weise zwei EPO/R-Molekile, die gemeinsam einen
homodimeren Rezeptorkomplex bilden. Es gibt Hinweise darauf, dass es nach EPO-
Bindung auch zur Bildung eines heteromeren Rezeptorkomplexes, bestehend aus
dem EPO/R und der 3-Untereinheit des IL-3-Rezeptors (CD131) kommen kann [24].
Durch die Liganden-induzierte Konformationsanderung des Rezeptors werden
intrazellulare Signalwege aktiviert, die die Apoptose erythroider Vorlaufer hemmen
und deren Proliferation und Differenzierung férdern. Einer dieser Signalwege ist der
JAK-STAT-Signalweg [33]. Der EPO/R ist Mitglied der Zytokinrezeptor-Superfamilie
ohne intrinsische Tyrosinkinaseaktivitat. Die Kinaseaktivitat wird von JAK2 (Janus
Kinase), einer rezeptorassoziierten Kinase, bereitgestellt. JAK2 bindet konstitutiv an
die zytoplasmatische Rezeptordoméne. Nach Ligandenbindung fuhrt die damit
verbundene Konformationsdnderung der Rezeptormolekille dazu, dass die JAK-
Kinasen nahe genug zusammen kommen, um sich gegenseitig zu phosphorylieren
(Transphosphorylierung). AnschlieRend phosphoryliert JAK2 Tyrosin-Reste am
Rezeptor. Die Phospho-Tyrosine des Rezeptors sind entscheidend fir die
Fortsetzung der Signalkaskade. STAT (signal transducers and activatior of
transcription)-Proteine werden an den phosphorylierten Rezeptor rekrutiert. Diese
Proteine besitzen Src-homology 2 (SH2)-Domaéanen iber die sie an die Phospho-
Tyrosine des Rezeptors binden [34]. Dort werden sie dann selbst von JAK2 an einem
Tyrosin phosphoryliert. An ein Phospho-Tyrosin eines STAT5-Proteins bindet ein
weiteres STAT5-Protein Uber die SH2-Domane. Aufgrund der gegenseitigen
Phospho-Tyrosin-SH2-Domanen-Interaktion zweier STAT-Proteine kommt es zur
Dimerisierung und zur Dissoziation der STAT-Dimere vom Rezeptor [33].
STAT-Dimere zeichnen sich dadurch aus, dass sie das Signal von der Zelloberflache
nicht nur ins Zellinnere weiterleiten, sondern selbst als Transkriptionsfaktoren in den
Zellkern wandern und durch hochaffine Bindung an spezifische DNA-Elemente die
Genexpression direkt regulieren. Die Familie der STAT-Proteine besteht aus sieben
Mitgliedern. Abb. 1.3 zeigt eine schematische Darstellung des JAK-STAT-
Signalweges.
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Abb. 1.3: Aktivierung von STATS uber den JAK-STAT-S  ignalweg.

Nach der asymmetrischen Bindung von EPO an den EPO/R kommt es zur Konformationsanderung
eines dimeren Rezeptor-Molekiils (1). Daraufhin erfolgt die Phosphorylierung des Rezeptors durch
transphosphorylierte JAK2-Kinasen und anschlieRender STATS5-Bindung (II). JAK2-bedingte
Phosphorylierung von STATS5 filhrt zur Dissoziation der STAT5-Molekile von Rezeptor und Bildung
von STAT5-Dimeren (lll), die als Transkriptionsfaktoren in den Zellkern wandern und dort die
Transkription der Zielgene durch Bindung spezifischer Promoterregionen aktivieren (1V).
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DarlUber hinaus induziert ein aktivierter (Liganden-gebundener) EPO/R noch andere
Signalwege z.B. uber die Aktivierung von PI3K (Phospho-Inositol-3-Kinase) oder die
Aktivierung des Ras-Raf-Signalweges. Abb. 1.4 zeigt einen schematischen Auszug
des Ras-Raf-Signalweges und eine mdgliche Aktivierung von sog. MAP-Kinasen
(Mitogen activated Proteinkinases ERK1/2), die u.a. downstream Komponenten
dieses Signalweges sind. Typisch fur diese Art Signalibertragung ist, dass

mindestens drei MAP-Kinasen hintereinander geschaltet sind.

Zellmembran

Zytoplasma

[N, /SRR, AN . Zellkern
Signaltransduktionin ¢ | Blockierung der Apoptose

den Zellkern .
Survival

Abb. 1.4: Aktivierung von ERK1/2 Uiber den Ras-Raf-S ignalweg.

Nach der asymmetrischen Bindung von EPO an den EPO/R kommt es zur Konformationsdnderung
und Aktivierung des EPO/R durch Phosphorylierung. Der Rezeptorphosphorylierung folgt die
Signallbertragung durch eine Phosphorylierungskaskade hintereinander geschalteter Komponenten
des Ras-Raf-Signalweges. Diese Signaliibertragung wirkt sich anti-apoptotisch aus und sichert das
Uberleben (Survival) der Zellen.

Der aktivierte Rezeptor induziert parallel auch andere Signalwege wie den JAK-STAT-Signalweg oder
die Aktivierung der PI3-Kinase.
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1.6 EPO als Therapeutikum

Die klassische Therapie mit EPO wird bei Patienten mit zu geringer
Erythrozytenproduktion (Anédmie) aufgrund von EPO-Mangel durch renale
Insuffizienz [25], chronisch-entzindliche [26] bzw. tumorassoziierte Prozesse, AIDS
[27] oder als Folge von Chemotherapien [28] eingesetzt. Sie verfolgt das Ziel, die
Bildung von Erythrozyten zu initieren bzw. zu unterstitzen. Dadurch kénnen
Bluttransfusionen reduziert oder génzlich umgangen werden. Die Niere ist die
Hauptproduktionsstétte des Hormons EPO. Bei chronischem Nierenversagen kommt
es zu einem progredienten Mangel an EPO. Aber auch eine verkirzte Lebensdauer
der Erythrozyten oder ein gestorter Einbau von Eisen in das Hamoglobin kdnnen
Ursachen fur eine Anamie sein.

In den letzten Jahren wurde EPO aufgrund seiner zytoprotektiven Eigenschaften
auch im Bereich neurologischer (Schlaganfall), neurodegenerativer (Schizophrenie)
und sogar neuropsychologischer (Depressionen) Erkrankungen immer interessanter
[30,31,32]. Klinische Anwendungen von EPO in diesem Bereich sind jedoch noch
nicht voll etabliert.

EPO gehdrt weltweit zu den zehn kommerziell erfolgreichsten Medikamenten. Die
erste Generation der EPO-Préaparate entstand nach der erfolgreichen Klonierung des
EPO-Gens und der rekombinanten Expression von EPO-Varianten in CHO-
(Hamster-Ovarialzelllinie) bzw. in BHK-(Baby-Hamster-Nierenzelllinie) Zellen. Diese
rekombinanten EPO-Varianten unterscheiden sich vom endogenen EPO-Molekiil
durch das Glykosylierungsmuster [36].

EPO wurde in der breiten Offentlichkeit besonders durch seinen Missbrauch im
Bereich des Leistungsports als Dopingmittel bekannt. Die Zunahme des
Blutvolumens nach Applikation von EPO ist mit einem starken Anstieg der
Hamoglobinkonzentration als Folge einer Zunahme der Erythrozytenzahl verbunden.
Dies wiederum steht mit einer erhéhten Sauerstoffaufnahmekapazitat in Verbindung
und wirkt sich leistungssteigernd aus. Der Nachweis von EPO bei Doping-Tests ist
schwierig, da sich das natirliche von dem synthetischen EPO im Test kaum
unterscheidet [37]. AuRerdem wird rekombinantes EPO schnell im Kérper abgebaut.
Dadurch wird ein Nachweis bereits drei Tage nach einer EPO-Gabe schwierig [38].
Bei den derzeitigen Doping-Tests hat man die Wahl zwischen einem indirekten und
einem direkten Nachweisverfahren. Beim indirekten Verfahren werden mittels einer

Blutprobe z.B. Aufféalligkeiten des Hamatokrits bzw. der Erythrozytenkonzentration

9
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bestimmt. Das direkte Verfahren mit Hilfe einer Urin- bzw. Blutprobe macht sich die
Unterschiede im Glykosylierungsmuster zwischen dem natiurlichen und dem
synthetischen EPO zunutze. Durch Anzahl und Verteilung der Zuckerendgruppen
kommt es zu unterschiedlichen Ladungen zwischen nattrlichem und synthetischem
EPO [43,45]. Durch isoelektrische Fokussierung kann das synthetische EPO
schliellich nach Aufbereitung (Mikrofiltration, Ultrazentrifugation) der Urinprobe

nachgewiesen werden.

1.7 Nebenwirkungen von EPO

Die Anwendung von EPO, die einen Anstieg des Hamatokrits bei gleichzeitiger
Erniedrigung des Plasmavolumens bewirkt [48], birgt jedoch Risiken in sich.
Gehauftes Auftreten von Thrombosen und eine Zunahme von Patienten mit Herz-
Kreislaufversagen stehen im Zusammenhang mit der EPO-Therapie [39].

Als weitere schwerwiegende Nebenwirkung muss erwahnt werden, dass die
Applikation von EPO die Sterblichkeitsrate bei Krebspatienten erhéhen kann [40,42].
Im Mai 2007 wurde von der US-Arzneimittelaufsichtsbehdérde FDA
(http://www.fda.gov/) und ein Jahr spater auch von der Europaischen
Arzneimittelagentur EMEA (http://www.emea.eu.int) eine entsprechende Warnung
ausgesprochen.

Mittlerweile gibt es auch Studien dartber, die belegen, dass die Applikation von EPO
das Wachstum von Tumorzellen beginstigt [53]. Es gibt jedoch auch
Wissenschatftler, die den direkten proliferationsstimulierenden Effekt von EPO auf
Tumorzellen bezweifeln [44].

In den letzten Jahren wurden einige Félle beschrieben, in denen Patienten mit
chronischer Nierenerkrankung (CDK= chronic kidney disease) Antikdrper gegen
EPO-Praparate entwickelt haben. Diese Patienten erkranken an Erythroblastopenie
auch als PRCA (Pure Red Cell Aplasia) bezeichnet. Dabei handelt es sich um eine
fatale und sehr massive Anadmie-Form. Die Antikdrper verhindern nicht nur die
Wirkung des verabreichten EPO-Préaparates, sondern unterbinden ebenso die
Wirkung des endogen produzierten EPOs [59,60]. Die Ursachen dieser
Antikdrperbildung sind bis heute nicht eindeutig geklart. Es kénnten z.B. Hilfsstoffe in
der Formulierung [59] oder eine falsche Lagerungstemperatur des Praparates sein,
die die Antikérperproduktion provozieren.

10
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1.8 EPO-Praparate

Der groRe Erfolg der ersten EPO-Praparate flhrte dazu, dass neue Strategien
verfolgt wurden, um eine verbesserte zweite Generation von EPO-Praparaten zu
generieren. Ein grol3es Bestreben bestand vor allem darin, die Serumhalbwertszeit,
die abhangig vom Verteilungsvolumen und von der Elimination des Wirkstoffes im
Organismus ist, zu verlangern bzw. die Affinitat zum EPO-Rezeptor zu erhéhen [56].
Das Augenmerk wurde auch auf eine vereinfachte Anwendung des Praparates fir
den Patienten gerichtet.

Zur Verbesserung der Aktivitat der rekombinanten EPO-Praparate wurden
verschiedene Wege wie z.B. Strukturmodifikationen des Molekils eingeschlagen.
Modifikationen wie Hyperglykosylierung (Darbepoietin-alpha) [47] oder Kopplung des
EPO-Molekils an ein Polymer wie z.B. Polyethylenglycol (PEG) (z.B. Mircera®)
sollte die Serumhalbwertszeit verlangern und friilhe Degradation bzw. ein schnelles
Ausscheiden Uber die Niere verhindern [49,51]. Haufig ist eine Verbesserung der
Serumhalbwertszeit jedoch mit einer Verschlechterung der Rezeptorbindungsaffinitat
verbunden [47].

Die EPO-Praparate, die derzeit zur Anwendung kommen, basieren alle auf der
rekombinanten Herstellung in CHO- bzw. BHK-Zellen. Auf der Suche nach neuen
EPO-Praparaten mit verbesserten pharmakologischen Eigenschaften wurden EPO-
mimetische Peptide identifiziert [52,55], wovon sich Hematide® als ein an PEG-
gekoppeltes EPO-mimetisches Peptid-Dimer bereits in der klinischen Phase Il des
Arzneimittelzulassungsverfahrens befindet [49,50]. CNTO 530 ist ein rekombinantes
Fusionsprotein, das aus der dimeren Sequenz eines EPO-mimetischen Peptides und
der Sequenz des Fc-Fragments eines humanen IgG-Antikorpers besteht. Die
Kopplung des EPO-Molekils an ein Antikdrperfragment sollte einen Recycling-Effekt
des EPO-Praparates zur Erniedrigung der Dosis bewirken [56,57]. Zurzeit befindet
sich CNTO 530 in der klinischen Phase | [46].

Mittels eines Hochdurchsatz-Screenings von Peptid-Bibliotheken mit zufallig
zusammengestellten, chemisch synthetisierten 20mer Peptidsequenzen wurden
agonistische Peptide, die den EPO-Rezeptor binden und aktivieren, identifiziert. 1996
wurde mit EMP-1 (Erythropoetin Mimetic Peptide-1) ein solches EPO-mimetisches
Peptid erstmals vorgestellt [52]. Die mimetischen Peptide von Hematide® und CNTO
530 basieren auf der Sequenz von EMP-1.

11
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Das Besondere dieser Peptide ist neben ihrer geringen Grol3e, dass sie keinerlei
Sequenzhomologie zum EPO-Molekil aufweisen, aber trotzdem in der Lage sind, an
den EPO-Rezeptor zu binden und den Rezeptor zu stimulieren [54].

Das rekombinante EPO-Moleklil bindet laut Rontgenstrukturanalyse in einer
asymmetrischen Anordnung an den EPO-Rezeptor, wahrend gezeigt werden konnte,
dass EPO-mimetische Peptid-Dimere die beiden Bindungsstellen des EPO/R in
symmetrischer Weise binden [55,61,62]. Abb. 1.5 zeigt eine schematische

Darstellung unterschiedlicher Bindungsarten von EPO bzw. eines EMP-Dimers.

EMP-Dimer
Extrazellulare
Matrix
Membran \ I \ /
Zytoplasma
Kein Aktivierung der Signalkaskade

Signal

Abb. 1.5: Bindung eines EPO-Molekiils bzw. eines EMP  -Dimers an den EPO-Rezeptor

12



Einleitung

1.9 AGEM400-HES: ein EPO-mimetisches Peptid

EPO-mimetische Peptide bieten gegentber den rekombinanten Proteinen zahlreiche
Vorteile und kdnnen eine Moglichkeit zur Entwicklung einer zweiten, verbesserten
Generation von EPO-Praparaten sein. Trotz fehlender Sequenzhomologie sind sie in
der Lage den EPO/R zu aktivieren. Dabei ist es noch unklar, ob die Aktivierung des
Rezeptors durch die Liganden-induzierte Dimerisierung oder durch eine
Konformationsanderung bereits vorhandener Rezeptordimere erfolgt.

Einen grof3en Vorteil bieten diese Peptide bei der Vorbeugung von PRCA bzw. bei
der Behandlung von Patienten mit PRCA. Selbst wenn diese Peptide zu einer
Bildung von Antikérpern fihren wirden, wére das endogene EPO aufgrund der
fehlenden Sequenzhomologie davon nicht betroffen [58].

Ebenso wichtig ist die Tatsache, dass die Herstellung dieser Peptide mit deutlich
geringeren Kosten im Vergleich zum rekombinanten Herstellungsverfahren
verbunden ist. Im Gegensatz zum rekombinanten Herstellungsverfahren ist die
Synthese der Peptide vom ersten Syntheseschritt an komplett kontrollier- und
steuerbar.

Ein Nachteil der Peptide ist ihre kurze Serumhalbwertszeit, da die Peptide schnell
Uber die Niere ausgeschieden werden.

Um die Halbwertszeit zu verbessern, wird ein Makromolekil an die Peptide
gekoppelt. Dies soll das schnelle Ausscheiden Uber die Niere verhindern und dartber
hinaus die Peptid-Struktur stabilisieren. Als Makromolekul wird haufig PEG
(Methoxypolyethylenglycolpolymer), wie z.B. bei Hematide® [68], verwendet. Man
spricht von einer sog. PEGylierung. Es hatte sich auch gezeigt, dass die Kopplung
von Wirkstoffen an Makromolekiile wie PEG, die Antigenitat der Wirkstoff-Proteine
herabsetzt. PEG wird allerdings im Korper nicht abgebaut und ausgeschieden.
Bisher gibt es keine Studien dartber, ob und welche Konsequenzen bei der

Ablagerung von PEG im Kdrper bei langfristiger Gabe entstehen.

Das EPO-mimetisches Peptid BB68 (AplaGen GmbH, Baesweiler) wurde nach
Homodimerisierung oligovalent an ein Makromolekil gekoppelt wurde. Als
Makromolekil wurde die aus Maisstarke generierte Hydroxyethylstarke (HES)
verwendet.

Zunachst wurden aus einem Pool von Gber 200 monomeren 20-mer Peptiden die

Peptide ermittelt, welche im MTS-Assay mit  TF-1-Zellen eine
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proliferationsstimulierende Wirkung zeigten. Von den proliferationsstimulierenden
Peptiden zeigte das Peptid BB68 die grolte Effizienz. BB68 leitet sich wie
Hematide® und CNTO 530 von der EMP-1 Sequenz ab, unterscheidet sich aber u.a.
durch den Austausch von Tryptophan gegen die kinstliche Aminoséure
Naphtylalanin (Nal) an Position 13 und den Austausch der Proline gegen Lysine an
der Position 10 und 17 der EMP-1 Sequenz.

Der Einsatz von Naphtylalanin sollte fiir eine hohere Stabilitat sorgen. Wie
Tryptophan enthalt Naphtylalanin einen aromatischen Heterozyklus. Im Gegensatz
zu Tryptophan enthélt der Heterozyklus von Naphtylalanin keine polare Amino-
Gruppe und erreicht wegen dieser geringeren Polaritat innerhalb des Molekiils eine
hohere Strukturstabilitat.

Zur Optimierung der Wirksamkeit wurde BB68 zu einem bivalenten C-N-verknlpften
linearen Peptid (AGEMA400) dimerisiert und tber eine Disulfidbriicke an den beiden
Cysteinen zyklisiert. AnschlielRend wurden die zyklisierten Peptid-Dimere oligovalent
an das Backbone eines Hydroxyethylstdrke (HES)-Moleklls von etwa 220 kD
gekoppelt. Die Kopplung an HES erfolgte C-terminal.

Dieses Peptid-HES-Konjugat stellt den direkten Vorlaufer des spateren Arzneistoffes
dar. Es besteht aus einem HES-Molekil, an das 4-5 Peptid-Dimere gekoppelt
wurden. Dabei entspricht der Peptid-Anteil am Gesamtmolekil AGEM400-HES
durchschnittlich etwa 10 %.

HES wird in der Medizin schon sehr lange als Plasmaexpander eingesetzt (z.B.
Voluven®). Im Gegensatz zu PEG ist HES metabolisierbar. Ein weiterer Vorteil
gegenuber PEG bieten die verschiedenen HES-Qualitaten, die sich im Hinblick auf
die Molmassen, auf den Verzweigungsgrad und auf den Substitutionsgrad (Anzahl
der Hydroxyethylgruppen) unterscheiden. Dadurch wird der Abbau von HES-
Derivaten im Korper kontrollier- und steuerbar. HES kann wie ein

.pharmakokinetischer Dimmer* eingesetzt werden.
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Die folgende Graphik stellt ein vereinfachtes Schema der Syntheseschritte von
AGEMA400-HES dar:

BB68

GGTYSCGHFGKLT-Nal-VCKKQRG
s--s—? Q

!

AGEM400
GGTYSCHFGKLT-Nal-VCKKQRG «GGTYSCHFGKLT-Nal-VCKKQRG
S-S | L — 5.5 —

EPO-mimetisch
AplaGen Sequenz

\ S

AG EM 400 — Linker — HES

Peptid Carrier (Hydroxyethylstarke)

4

Abb. 1.6: Sequenz- und Strukturoptimierung eines EP  O-mimetischen Peptides.

BB68 ist ein lineares monomeres Peptid mit einem Molekulargewicht von ca. 2.3kD. AGEM400 ist ein
bivalent gekoppeltes, lineares Peptid-Dimer aus BB68-Monomeren und besitzt ein Molekulargewicht
von etwa 4.6kD. AGEM400-HES besteht aus einem HES-Molekil, an das AGEM400-Dimere uber
einen Linker gekoppelt wurden, und besitzt ein mittleres Molekulargewicht von etwa 220kD.
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1.10 Ziel der Arbeit

Vor dem Hintergrund der Entwicklung einer alternativen Generation von EPO-
Praparaten sollte in dieser Arbeit ein neues EPO-mimetisches Peptid identifiziert
werden. Es sollte gezeigt werden, dass es sich bei diesem Peptid nach Modifizierung
(Dimerisierung [AGEM400] bzw. Kopplung an HES [AGEM400-HES]) um einen
potenten EPO/R-Agonisten handelt, der immunologisch divergent zum EPO-Protein
ist.

Die Wirkung und der Wirkmechanismus des mimetischen Peptides sollte in vitro mit
einem breiten Spektrum an zell- und molekularbiologischen Assays analysiert
werden. Es sollte der Einfluss des Peptides auf die Proliferation, die Differenzierung
und die Apoptose hamatopoetischer Vorlauferzellen untersucht werden. Ebenso
sollte die Aktivierung EPO-induzierbarer Signalwege durch das EPO-mimetische
Peptid nachgewiesen werden.

Es sollten Antikdrper gegen ein rekombinantes Erythropoetin und gegen das EPO-
mimetische Peptid generiert werden, um die Annahme einer immunologischen
Divergenz von EPO und dem Peptid zu bestéatigen. Weiterhin sollte auf Basis dieser
Antikdrper ein Sandwich-ELISA als Nachweisverfahren des mimetischen Peptides in
Humanserum flr spatere praklinische und klinische Studien entwickelt werden.

Mit dieser Arbeit sollten die nétigen in vitro Testverfahren als Basis fur alle weiteren

Schritte im Rahmen einer Arzneimittelentwicklung geleistet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Sterile  Werkbank (Laminar Flow; Typ: KR-210; KOJAIR, Vilpulla-Finnland),
Durchflusscytometer (FACSCalibur; BD, Heidelberg-Deutschland), kuhlbare
Tischzentrifuge (Typ: 5415 R; Eppendorf, Hamburg-Deutschland), Thermomixer
(Comfort 1.5 ml; Typ: 5355 08852; Eppendorf, Hamburg-Deutschland), Zentrifuge
(Heraeus; Multifuge 3 S-R; Thermo Fisher Scientific, Dreieich-Deutschland),
Photometer (GENios; Art.-Nr. F129004; TECAN, Crailsheim-Deutschland),
Gelelektrophorese- und Blotting Module (NUPAGE Sytem; Invitrogen, Karlsruhe-
Deutschland), Brutschrank (Typ: 9140-0003; Binder, Tuttlingen-Deutschland),
Stickstoffaufbewahrungsbehalter (LS750; Taylor-Wharton, Husum-Deutschland),
Autoklav (Typ: AMA250; Astell Scientific, England), Reinstwasseranlage (Typ: HP 5
UF; TKA-Lab Reinstwassersystem, Niederelbert-Deutschland), Schuttelplatte
(Titramax 101; Heidolph, Schwabach-Deutschland), Vortex (REAX top; Heidolph,
Schwabach-Deutschland), Stromversorgungsgerat (E835; CONSORT, Turnhout-

Belgien), handelsibliche Mikrowelle

2.1.2 Verbrauchsmaterialien, Reagenzien, Chemikalie n

Serologische Einwegpipetten, Zellkultur-Flaschen, diverse Reaktionsgefalie,
Multititer-Platten und Pipettenspitzen wurden von den Firmen Sarstedt und Greiner
bezogen.
Die verwendeten Chemikalien waren von analytischem Reinheitsgrad und wurden
von den Firmen Sigma; Carl Roth; Gibco, Fluka, Merck und Becton Dickinson
bezogen.

Das EPO-Praparat Erypo®FS2000, das von der JANSSEN-CILAG GmbH vertrieben
wird, wurde als rekombinantes EPO fur die Zellkulturversuche verwendet. Es wurde
gentechnisch aus Ovarialzellen des chinesischen Hamsters (CHO-K1) hergestellt.
0.5 ml dieses Praparates enthalten 2000 I.E. (internationale Einheiten), die 16,8 ug

entsprechen. Dies entspricht einer molaren Konzentration von 980 nM.
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Die Herkunft von Produkten anderer Firmen wurde separat im Methodenteil

angegeben.

2.1.3 Puffer und Losungen

PBS- und HBSS-Puffer: je 10 mM (Sigma)
10x Propidiumiodid(PI)-Stammldsung: 100 pg/ml in PBS

Blocking-Puffer in den FACS-Analysen: 10 mM PBS
5% Humanserum
5% FCS

MACS-Puffer: 10 mM PBS
2 mM EDTA
0.5% BSA

Lysepuffer zur Zellextraktion: 150 mM NacCl
50 mM Tris-HCI
1% TritonX-100
pH 8
In 10 ml Lysepuffer wurden eine Tablette Protease Inhibitor Cocktail (Roche;

Complete, Mini Tablets, #1836153) gelost.

TBST: 10 mM Tris-HCI (pH 7.9)
150 mM NacCl
0.05 % Tween20

Blocking-Puffer (Western Blot Analyse): TBST mit 3% fettfreiem Milchpulver
(Sigma)

MOPS-Puffer (pH 7.0): 200 mM 3(N-Morpholino)-Propansulfonsaure
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA
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2.2 Methoden

2.2.1 lIdentifizierung von AGEM400

Es wurden Peptid-Monomere mit einer Sequenz aus 20 Aminosauren mit Hilfe
computergestutzter Modelling-Programme, die eine theoretisch optimale Bindung der
Peptide an den humanen EPO/R berechnet haben, synthetisch hergestellt. Diese
Peptide sind Sequenzvariantionen eines aus der Literatur bekannten EPO-
mimetischen Peptides (EMP-1). Das Modelling bzw. die Auswahl der EMP-1-
basierten Sequenzvariationen wurde bei der AplaGen GmbH von Herrn Dr. Udo
Haberl durchgefihrt.

Es entstand ein Pool von tber 200 monomeren synthetischen 20-mer Peptiden, die
in einem MTS-Proliferationsassay mit TF-1-Zellen auf eine proliferations-
stimulierende Wirkung getestet wurden.

Von den identifizierten proliferationsstimulierenden Peptidagonisten zeigte das
Peptid BB68, das im Vergleich zu EMP-1 u.a. neben einer prolinfreien Sequenz die
kinstliche Aminosaure Naphtylalanin (Nal) enthalt, die groRte Effizienz. Zur
Optimierung der Wirksamkeit wurde BB68 zu einem bivalenten C-N-verknilpften
linearen Peptid (AGEMA400) dimerisiert und tber eine Disulfidbriicke an den beiden
Cysteinen zyklisiert. AnschlieRend wurden durchschnittlich finf zyklisierte Peptid-
Dimere multivalent an ein Hydroxyethylstarke (HES)-Molekil von etwa 220kD
gekoppelt.

Angestrebt wurde ein durchschnittlicher Peptidanteil von 10% des Gesamtmolekiils.

Der Peptidanteil schwankte chargenbedingt und lag bei 7-12%.

2.2.2 Synthese EPO-mimetischer Peptide (EMP)

Die EPO-mimetischen Peptide wurden intern in der Abteilung fir Peptid-Chemie der

AplaGen GmbH unter Leitung von Dr. Andreas Rybka hergestellt:

Peptidsequenz von AGEM400-HES:

Ac-GGTYSCHFGKLT<1-Nal>VCKKQRG-GGTYSCHFGKLT<1-Nal>VCKKQRG-C-Am-BA -T-HES
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AGEMA400 ist ein lineares Peptid-Homodimer mit BB68 (2.3 kDa) als monomeren
Sequenzbaustein. Der C-Terminus des Dimers wurde um die Aminosdure Cystein
verlangert, um Uber eine SH-Gruppe die Kopplung an aktivierte Hydroxyethylstarke
(HES) zu erméglichen. Die beiden Termini des Molekils wurden N-terminal acetyliert
(Ac) und C-terminal amidiert (Am). Dies wurde zum Schutz vor Exopeptidasen bzw.
zum Ausschluss von unerwiinschten Ladungseffekten vorgenommen. Uber einen
Butylamino-Linker (BA) wurde AGEM400 an HES (220kD), die einen
Verzweigungsgrad von 0.5 besal3, gekoppelt. HES wurde dazu mit dem Reagens
TEMPO oxidiert (T-HES).

2.2.2.1 Synthese des linearen AGEM400-Peptides

AGEMA400 ist ein Peptid, das uber eine bivalente C—N-Dimerisierung aus zwel
monomeren BB68-Peptiden synthetisiert wurde.

Das Peptid AGEM400 wurde in einer GréRenordnung von 0.25 mmol durch
Mikrowellen unterstitzte Festphasen-Synthese in einer automatisierten Liberty-
Einheit (CEM) synthetisiert. Die wachsende Peptidkette wurde an Harz
zusammengesetzt (PAL ChemMatrix Harz; Matrix Innovation). Das Entfernen der N-
terminalen Schutzgruppe Fmoc wurde durch Zugabe von 10 ml Piperidin (25% in
DMF) und 3-minitiger Bestrahlung mit 65 W erreicht. Das Ankoppeln der nachsten
Aminosaure wurde mit einem 5-fachen Uberschuss an Reagenzien (Aminosaure,
Pybop, DIEA) in 10 ml DMF und Bestrahlung mit 40 W fir 5 Minuten erreicht. Alle
Kopplungen wurden mit Hilfe einer Doppel-Kopplungsprozedur, die ein Capping mit
Z-2-CI-OSu (40 Aquivalente und einer Bestrahlung mit 40 W fur 2 Minuten)
beinhaltet, durchgefihrt.

Das Peptid wurde durch Einfuhrung von Ac-Gly-OH als letzten Baustein acetyliert.
Anschliel3end wurde das Peptid mit DCM gewaschen und durch Zugabe von 20 ml
eines sog. Cleavage-Cocktails (94% TFA, 1.0% TIS, 2.5% H,0O, 2.5% DTT)
abgespalten. Die Abspaltung erfolgte Uber drei Stunden bei Raumtemperatur. Das
Peptid wurde in kaltem Ether prazipitiert, in Acetonitril/Wasser (2:1) gelost und sofort

Uber LCMS auf Basis eines Nebula Aufreinigungssystems (Gilson) gereinigt.
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2.2.2.2  Einfihrung der ersten Disulfid-Bindung

Das lineare Peptid wurde mittels des Zyklisierungsreagens AGOX15 nach einem
einfachen Protokoll oxidiert. AGOX15 ist ein Reagens, das die Bildung von
Disulfidbricken beschleunigt. Das Verfahren zur SchlieBung von Disulfidbriicken mit
AGOX wurde von der AplaGen GmbH entwickelt und patentiert. Dieses Reagens
hatte im Vergleich zu anderen Zyklisierungsreagenzien (Sauerstoff, lod) den Vortell,
dass es fur die spatere Aufreinigung nicht entfernt werden musste. Darlber hinaus
fuhrte es zu hoheren Ausbeuten. In einem typischen Experiment wurden 20 mg des
Peptides in 10 ml AGOX15 (Zimmeratmosphare) gelost. Nach 18-24 Stunden bei
Raumtemperatur wurde die Loésung sofort Uber LCMS auf Basis eines Nebula

Aufreinigungssystems (Gilson) gereinigt.

Patente der AplaGen GmbH zum Zyklisierungskonzept m it AGOX
US20090081145A1 PROCESS FOR FORMING DISULPHIDE BRIDGES 2009-03-26
W02008077621A1 METHOD FOR FORMING DISULFIDE BRIDGES 2008-07-03
WO02007076993A1 PROCESS FOR FORMING DISULPHIDE BRIDGES 2007-07-12
EP1966231A1 PROCESS FOR FORMING DISULPHIDE BRIDGES 2008-09-10

2.2.2.3  Einfihrung der zweiten Disulfidbriicke

Das nun monozyklische Peptid (20mg) wurde in 40 ml 80%iger Essigsaure gelost.
Nach Zugabe von 0.512 ml HCI (0.1M) und 3.424 ml lod-Ldsung (50 mM) wurde die
Losung 2.5 Stunden geriihrt. Der Uberschuss von lod wurde solange durch Zugabe
von Ascorbinséure entfernt, bis die Losung wieder farblos wurde. Anschlie3end
wurde die Losung auf ein Volumen von 400 ml mit Wasser verdiunnt und auf eine
C18-SPE-Séaule gegeben. Die Séaule wurde mit 200 ml Wasser gewaschen. Das
Peptid wurde mit 50 ml Acetonitril/Wasser (95:5 Volumenteile) von der Saule eluiert.
Direkt im Anschluss wurde das Roh-Peptid Gber LCMS auf Basis eines Nebula
Aufreinigungssystems (Gilson) gereinigt.

Insgesamt wurde das 41lmere Peptid dreimal Gber HPLC aufgereinigt. Das per
Mikrowellenpeptidsynthese synthetisierte lineare Peptid AGEM400 wurde nach der
Synthese mittels HPLC-MS an einer C18-Saule (Reprosil) aufgereinigt. Nach
Zyklisierung und erneuter Aufreinigung ergab sich bereits eine Reinheit von Uber

85%. Nach SchlieBung der 2. Disulfidbriicke und erneuter Aufreinigung konnte eine
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Reinheit von Uber 90% erzielt werden. In der nachfolgenden Grafik ist die
Aufreinigung des zweifach zyklisierten Peptides zu sehen, dessen Reinheit aufgrund
des Einsatzes von Mikrowellenpeptidsynthese sowie von 3 Aufreinigungsschritten

per HPLC angesichts der Lange und Komplexitat des Peptides erstaunlich hoch ist.

AG400CECS

00— e = | H

Mirutes

Abb. 2.1: Aufreinigung des bizyklischen AGEM400 mit  tels HPLC-MS an einer C18-Saule
(Reprosil 10-100A) — rote Spur: UV-Signal bei 216 nM, griine Spur: MS-Signalintensitat der korrekten
Masse

2.2.2.4 Entschitzung der endstandigen Cysteine

Die Entschitzung der terminalen tert-butyl-Gruppen wurde unter Verwendung von
HF und Anisol fur 1.25 Stunden von der Firma PolyPeptide Laboratories
durchgefiihrt. Die Reaktion war quantitativ, und das Roh-Peptid wurde ohne weitere

Aufreinigung verwendet.

2.2.2.5 Konjugation an HES (Hydroxyethylstarke)

Zur Konjugation des fertigen bivalenten Peptides mit einer freien Thiol-Gruppe wurde
eine kleine Menge von 10-20% des Peptides in Phosphatpuffer (50 mM Phosphat,
150 mM NacCl, pH 6,5) 1-2 Stunden zur Kopplung an den polymeren Carrier mit
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aktiven Maleimid-Gruppen verwendet. Die Bedingungen wurden dazu optimiert, um
einerseits die Stabilitat der Polymerstruktur, der Maleimid-Gruppen und der Disulfid-
Bricken zu gewahrleisten bzw. um andererseits den quantitativen Umsatz der
Maleimid-Gruppen beobachten zu kénnen. Nach Ultrafiltration betrug der

Massenertrag an gebildetem Konjugat bis zu 95%.

2.2.3 Allgemeine Zellkultur: Medien und Kultivierun g tierischer Zelllinien

Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 37T und 5%i ger CO,-Begasung.

Alle Medien wurden mit Amphotericin B (2.5 pg/ml), Streptomycin (100 pug/ml) und
Penicillin (100 Units/ml) versetzt. Glutamin wurde bereits durch den Hersteller
zugegeben (GibcoGlutamax; Invitrogen).

Alle verwendeten Zelllinien wurden in Suspension kultiviert. Die Zellen wurden alle 2-
3 Tage ausgezahlt, zentrifugiert, mit frischem Medium verdinnt und in neue

Flaschen uberfihrt.

2.2.3.1 Bestimmung der Gesamtzellzahl

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Kammer bestimmt. Dazu wurde der
Mittelwert vier ausgezahlter GroRquadrate gebildet und mit 1x10* multipliziert. Dies
ergibt die Zellkonzentration/ml.

2.2.3.2 Bestimmung der Lebendzellzahl mit Trypanbla u

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurde ein kleines Volumen der Zellen 1:1 mit
einer Trypanblau-Losung gemischt und in der Neubauer-Kammer ausgezahlt (Toni
Lindl, ,Zell- und Gewebekultur®, 5. Auflage, Heidelberg; Berlin: Spektrum, Akad.
Verl., 2002; ISBN 3-8274-1194-7).

2.2.3.3 Auftauen von Zellen

Eingefrorene Zellen wurden im Wasserbad (37C) aufg etaut und anschlieRend in
einen 50 ml Falcon Uberfuhrt. 10 ml Kulturmedium wurde tropfenweise zugegeben.
Zum Entfernen des Einfriermediums wurden die Zellen zweimal mit je 10 ml
Kulturmedium gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen in 10 ml Kulturmedium

resuspendiert und 30 min. bei 37T und 5%iger CO ,-Begasung inkubiert.
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Dann wurden die Zellen zentrifugiert und erneut in 10 ml Kulturmedium
resuspendiert. Nach 4 bis 6 Stunden Inkubation bei 37C und 5% CO , wurde das

Medium erneut gewechselt.

2.2.3.4 Einfrieren von Zellen

Pro Kryoréhrchen wurden 2-4 Millionen Zellen in einem Gesamtvolumen von 1.8 ml
eingefroren. Dazu wurden die Zellen zentrifugiert und in 0.9 ml Kulturmedium
resuspendiert und auf Eis gestellt. In jedes Rohrchen wurde tropfenweise 0.9 ml
zweifaches Einfriermedium (Medium mit 30% FCS, 20% DMSO) zugegeben. Die
Zellen blieben 15 min. auf Eis, wurden dann fir 30 min. bei -20C und anschliel3end
fur mindestens eine Stunde bei -80C gelagert. Die Langzeit-Lagerung der Zellen

erfolgte in flissigem Stickstoff.

2.2.3.5 Responsivitatstest

Die Responsivitat von Zelllinien auf Zytokine nimmt erfahrungsgemald im Verlauf
einer etwa vierwochigen Kultivierung ab und ist dann mit starken Schwankungen im
Interassay-Vergleich verbunden. Aus diesem Grund wurden tiefgefrorene Aliquots
aller Zelllinien routinemaRig alle zwei Wochen in Kultur genommen. Bevor die neuen
Zell-Chargen fiur Versuche verwendet wurden, wurde die EPO-Responsivitat durch

einen MTS-Proliferationsassay bestatigt.

2.2.4 Verwendete Zellen und Zelllinien

2241 TF-1

TF-1-Zellen sind eine nicht-adh&rente humane erythroide Leukamiezelllinie (DSMZ;
ACC 334), die aus dem Knochenmark eines 35-jahrigen Mannes mit Erythroleukamie
isoliert wurde. Die Proliferation von TF-1-Zellen kann durch verschiedene Zytokine
(z.B. GM-CSF, IL-3, EPO) induziert und erhalten werden. Die Zellen wurden in RPMI
1640-Medium mit 20% FCS kultiviert. Dem Medium wurden zusatzlich 33 pM
humanes IL-3 (Peprotech) zugesetzt. Die Zellen wurden alle 2-3 Tage in frischem
Medium mit einer Dichte von 2-3x10° Zellen/ml ausgesét.

TF-1 ist die Zelllinie, die von der Europaischen Pharmakopde zur Untersuchung der
EPO-Aktivitdt empfohlen wird.
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2242 UT-7/EPO

UT-7/EPO ist eine Sub-Zelllinie, die aus UT-7 etabliert wurde. Diese Zellen wachsen
ausschlief3lich in Abh&ngigkeit von EPO. Die Zellen wurden in DMEM mit 10% FCS
inkl. 0.1 nM EPO kultiviert und alle 2-3 Tage mit einer Dichte von 2-3x10° Zellen/ml
ausgesat.

UT-7 ist eine humane Leukamiezelllinie, die in Abhangigkeit von IL-3, GM-CSF oder
EPO wéachst. UT-7 Zellen haben eine deutlich héhere Anzahl von EPO-Rezeptoren
als TF-1.

Die UT-7/EPO-Zellen wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Wolfgang

Jelkmann (Institut fr Physiologie, Universitat zu Lubeck) zur Verfiigung gestellt.

2243 MO7e

MO7e (M-07e) ist eine humane akut megakaryoblastische Leukamiezelllinie, die in
Abhangigkeit von GM-CSF bzw. IL-3 wachst (DSMZ; ACC104).

Die Zellen wurden in RPMI 1640-Medium mit 20% FCS inkl. 10 ng/ml hIL-3
(Peprotech) kultiviert und alle 2-3 Tage mit einer Zelldichte von 4-6x10° Zellen/ml in

frischem Medium ausgesat.

2.24.4 SupTl

SupTl (Sup-T1) ist eine humane CD4-positive lymphoblastische Leukamiezelllinie
(DSMZ; ACC 140). Die Zellen wurden in RPMI 1640-Medium mit 10% FCS kultiviert
und alle 2-3 Tage mit einer Zelldichte von 1-2x10° Zellen/ml in frischem Medium

ausgesat.

2.2.4.5 Mononukleére Zellen (MNC)

Humane MNC wurden von der Firma StemCell Technologies (ABM0OO7F) bezogen.
Von der Firma Covance (Munster) wurden Knochenmarkspraparationen von

Cynomolgus- bzw. Pavian-Affen bezogen. Die MNC wurden mittels Ficoll-

Dichtegradienten isoliert.
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2.2.5 Ficoll Dichtegradienten: Separation mononukle  arer Zellen aus
Knochenmark

1-3 ml Proben der Knochenmarkspréparationen wurden in 20 ml HBSS
resuspendiert, zentrifugiert und in 20 ml PBS aufgenommen. Gro3ere Gewebestlicke
wurden entfernt. Die Zellsuspension wurde durch einen Pre-Separation Filter
(Miltenyi) von Zellaggregaten befreit. AnschlieBend wurde die Zellsuspension
vorsichtig auf 20 ml Ficoll pipettiert. Danach erfolgte eine 15-minitige Zentrifugation
mit 1500 rpm und langsamer Abbremsung, bei der die MNC von den restlichen
Zellen des Knochenmarks isoliert wurden: Erythrozyten und Granulozyten haben
eine hohere Dichte als die anderen Zellen aus diesem Zellpool und sedimentieren
auf dem Boden des Zentrifugenréhrchens, wahrend die MNC mit einer niedrigeren
Dichte an der Grenze PBS/Ficoll eine weil3e Interphase bilden. Die Interphase wurde
vorsichtig abgenommen, zu einem gleichen Volumen HBSS pipettiert und zweimal
mit 20 ml HBSS durch Absaugen und vierminutiger Zentrifugation mit 1500 rpm
gewaschen. Das Pellet wurde in 50 ml HBSS resuspendiert. Die Lebendzellzahl

wurde mit Trypanblau-Farbung in der Neubauer-Kammer bestimmt.

2.2.6 Proliferationsnachweis mittels MTS-Assay

Der MTS-Assay (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay;
Promega) beruht auf der Reduktion des Tetrazoliumsalzes MTS (3-[4.5-
dimethylthiazol-2-yl]-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfonphenyl)-2H-tetrazolium)
durch Dehydrogenasen (Mitochondrien). Dies geschieht unter Bildung eines
Formazan-Farbstoffs. Photometrisch kann die Farbstoffbildung bei 490 nm
(Referenzfilter 620 nm) quantifiziert werden. Sie korreliert nach Abzug des
Leerwertes direkt mit der Zahl metabolisch aktiver Zellen in der Kultur.

Humane TF-1- und UT-7/EPO-Zellen wurden Uber drei Tage mit verschiedenen
EPO- bzw. Peptid-Konzentrationen in 96-Well-Zellkulturplatten inkubiert.

Um die Responsivitat von UT-7/EPO- und TF-1-Zellen auf EPO bzw. auf die
mimetischen Peptide in MTS-Assays zu erhdéhen, wurde zwei Tage vor
Versuchsbeginn von den normalen Kulturbedingungen abgewichen: TF-1- und UT-
7/IEPO-Zellen wurden in RPMI-Medium mit nur 5% FCS ohne Zugabe IL-3 oder EPO
(TF-1) oder in DMEM mit 10% FCS ohne EPO-Zugabe (UT-7/EPO) kultiviert. Auch

wahrend des Assays wurden bei TF-1 nur 5% FCS eingesetzt.
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Folgendes Pipettierschema wurde bei einer 96-Well-Platte verwendet:

Die Verdunnungsreihe verlief maanderformig von 1 bis 17 als Vierfach-
Bestimmungen pro Verdinnung. Das Well mit der Position 18 enthielt als ,Nullwert"
nur Zellen ohne Testsubstanz. Reihe A und Reihe H wurden mit 200 ul destilliertem
Wasser aufgefiillt. Die Verdiinnungen wurden in der Platte in doppelter Konzentration
pipettiert, da durch die spéatere Zugabe des Zellvolumens noch eine 1:2-Verdinnung
hinzu kam. Dabei dienten die Spalten 1; 5 und 9 als Verdinnungspools, in denen die
Verdinnungen hergestellt wurden. In alle Wells der Spalten 1; 5 und 9, auf3er in das
Well 1, wurden 200 pl Medium vorgelegt. Die héchste Konzentration (Well 1) wurde
in einem Volumen von 292 ul in das Well pipettiert. Aus Well 1 wurde mit einem
Transfervolumen von 92 pul die Verdinnungsreihe bis Well 17 fortgefuhrt. Fur die
Vierfach-Bestimmung jeder Verdinnungsstufe wurden nun 3x 50 pl aus den Wells
der Spalten 1; 5 bzw. 9 in die drei Wells jeweils rechts davon pipettiert. Anschlie3end
wurden 1.0-1.5x10* Zellen in einem Volumen von 50 ul in jedes Well zugegeben. Die
Zellen wurden drei Tage im Brutschrank Kkultiviert. Die Proliferation wurde
colorimetrisch mittels MTS-Assay nach Angaben des Herstellers bestimmt. Fir die
Auswertung wurden die Mittelwerte bestimmt. Aufgrund von Pipettierungenauigkeiten
wurden dabei nur die Werte der drei Wells rechts neben den Wells der Spalten 1; 5

und 9 verwendet.

‘ 1 2 3 4 ‘ 5 6 7 8 ‘ 9 10 | 11 | 12

A
A | |

B 1 1 1 1 2 2 2 2 3 3 3 3
C 4 4 4 4 5 5 5 5 6 6 6
D 7 7 7 7 8 8 8 8 9 9 9 9
E 10 10 10 10 11 11 11 11 12 12 12 12
F 13 13 13 13 14 14 14 14 15 15 15 15
G 16 16 16 16 17 17 17 17 18 18 18 18
H
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2.2.7 Durchflusszytometrie: FACS-Analyse

Die Messung mit einem Durchflusszytometer beruht darauf, dass die Zellen durch
eine Kapillare in einem Flissigkeitsstrom einzeln einen Laserstrahl passieren. Dabei
kbnnen verschiedene physikalische Eigenschaften der Zelle wie relative
PartikelgroRe, relative Granularitat (interne  Komplexizitdt) oder relative
Fluoreszenzintensitat gemessen werden. Das Durchflusszytometer basiert auf einem
optisch-elektronisch gekoppelten System, das ermittelt, wie eine Zelle (Partikel)
einfallendes Licht streut und Fluoreszenzen emittiert. Die Lichtsignale werden durch
optische Detektoren erfasst. AnschlieRend werden die Lichtsignale zuerst in
elektronische und dann in digitale Signale umgewandelt.

Das Vorwartsstreulicht (FSC=Forward scatter) entsteht durch Beugung des Lichts
und wird als Parameter fur die ZellgroRe verwendet. Das Seitwartsstreulicht
(SSC=Side Scatter) entsteht durch Brechung des Lichts und wird als Parameter fir
GroRe und Struktur (Granularitat) des Partikels verwendet. Durch diese beiden
Parameter allein kann eine heterogene Zellpopulation in ihre einzelnen Untergruppen
aufgetrennt werden.

Darliber hinaus kénnen Oberflachenmarker der Zellen mit spezifischen Antikorpern,
die mit Fluoreszenzfarbstoffen wie z.B. FITC (FL-1-Kanal) oder PE (FL-2-Kanal)
gelabelt sind, markiert werden. Die Durchflusszytometrie wurde in dieser Arbeit zur
Untersuchung von Oberflachenantigenen (CD=Cluster of Differentiation) und
Apoptosemarkern eingesetzt.

Bei allen durchflusszytometrischen Bestimmungen wurde zum Ausschluss toter
Zellen gleichzeitig eine Farbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid (PI)
durchgefihrt. Pl ist ein Nukleinsaureinterkalator und kann nur durch perforierte
Membranen in die Zelle eindringen. Intakte lebende Zellen sind fur Pl impermeabel.

Das Probenvolumen wurde vor der Messung um 400 pl PBS inkl. 10pug/ml PI erhéht.

2.2.8 Detektion des EPO-Rezeptors (EPO/R) und des | L-3-Rezeptors (CD131)
auf der Oberflache verschiedener Zelllinien

Die Zelllinien UT-7/EPO, TF-1, MO7e und SupT1 wurden mit einem FITC-markierten
anti-hEPO/R Antikorper (R&D, FAB307F) bzw. mit einem PE-markierten anti-CD131
Antikdrper (NatuTec, eBioscience 12-1319-71) inkubiert. Vor der Farbung der Zellen
mit dem jeweiligen Antikérper wurden UT-7/EPO- (10% FCS im Medium) und TF-1-
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Zellen (5% FCS im Medium) 48 Stunden bzw. M0O7e-Zellen (20% FCS im Medium)
72 Stunden ohne Zytokin kultiviert. SupT1-Zellen wachsen Zytokin-unabhangig und
wurden direkt mit entsprechender Zellzahl aus der regularen Kultur entnommen.

Die anschlieRende FACS-Analyse sollte Aufschluss Uber die relative Anzahl beider
Rezeptoren auf den Oberflachen der verschiedenen Zelllinien geben. Fir die
Farbung wurden 20000-50000 Zellen verwendet. In einem Ansatz wurden die Zellen
mit anti-EPO/R-FITC und anti-CD131-PE gleichzeitig gefarbt, und in einem zweiten
Ansatz wurden die Zellen zur Negativkontrolle mit murinem IgG1-FITC (Sigma,
F6397) und gleichzeitig mit murinem 1gG2-PE (Sigma, P4810) gefarbt. Die Zellen
wurden in 20 pl der jeweiligen Antikorper-Loésung suspendiert und 30 min. bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschliel3end wurde zu jedem Ansatz 500 pl
MACS-Puffer zugegeben. Die Proben wurden zentrifugiert (4 min., 4600 rpm), die
Uberstande abgesaugt und die Zellen in 400 ul PBS-Puffer inkl. Pl resuspendiert und
in FACS-R06hrchen tberfuhrt.

Die Antikoérper wurden nach folgendem Schema in Blocking-Puffer verdinnt:

Farbeldsung
 anti-EPO/R-FITC 1:3

* anti-CD131-PE 1.6

Kontrollfarbeldsung
* IgG1-FITC 1:20
* 1gG2a-PE 1:10

2.2.9 Untersuchung apoptotischer Prozesse

Vor Versuchsbeginn wurden TF-1-Zellen mit 7x10°> Zellen/ml 48 Stunden in

Kulturmedium, das nur 5% FCS und kein IL-3 enthielt, vorinkubiert.

Die Zellen wurden anschliel3end drei Tage mit verschiedenen Konzentrationen von
EPO bzw. der Peptide bei 37 und 5% CO ,-Begasung kultiviert.
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2.2.9.1 Nachweis von Annexin V

Eines der Merkmale friiher Apoptose ist die Translokation von Phosphatidylserin
(PS) von der Membraninnenseite zur Membranaul3enseite. Annexin V bindet
hochaffin an PS und kann durch Markierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff nach
Bindung an die Zelle durchflusszytometrisch detektiert werden. Der Nachweis wurde
mit dem Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit | (Cat.No.: 556547; BD
Pharmingen™) nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

2.2.9.2 Nachweis aktiver Caspasen

Die Apoptose ist ein mehrstufiger Prozess, der von einer Aktivierungskaskade von
Caspasen begleitet wird, die auf verschiedenen Ebenen der Apoptose in einer
bestimmten Reihenfolge am Zugrundegehen der Zellen beteiligt sind. Die Caspasen-
3, -7 und -8 gehotren zu den Caspasen, die zu Beginn der Apoptose aktiviert werden.
Der Nachweis aktiver Caspase-3 und -7 bzw. Caspase-8 basiert auf Fluorochromen
Inhibitoren von Caspasen (FLICA). Die Inhibitoren sind zellpermeabel und nicht
zytotoxisch. Das FLICA-Reagens bindet an reaktive Cystein-Reste aktiver Caspasen
und produziert eine griine Fluoreszenz. Eine weitere Aktivierung der Caspase wird
durch die irreversible Bindung der Caspasen unterbunden. Ungebundenes FLICA
Reagens diffundiert aus der Zelle und wird weggewaschen. Das verbleibende
Fluoreszenz-Signal dient als direkter Messwert der Menge aktivierter Caspasen-3, -7
oder -8 zum Zeitpunkt der Zugabe des Inhibitors. Die Detektion erfolgte
durchflusszytometrisch.

Der Versuch wurde nach dem Protokoll des Herstellers (Vybrant® FAM Caspase-8
Assay Kit (V35119), Vybrant® FAM Caspase-3, -7 Assay Kit (V35118); Molecular
Probes) durchgefihrt.

2.2.10 Differenzierungsnachweise

2.2.10.1 Nachweis der CD34-Abnahme bei TF-1-Zellen

Humane TF-1-Zellen exprimieren an ihrer Oberflache den Marker CD34, der
charakteristisch  fir h&matopoetische Vorlauferzellen ist. CD34 ist ein
Oberflachenprotein, das mit fortschreitender Differenzierung nicht mehr von den

Zellen exprimiert wird und dauerhaft an der Oberflache verloren geht.
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Vergleichend zum rekombinanten EPO wurde der Einfluss von AGEM400 bzw.
AGEMA400-HES auf die Differenzierung von TF-1-Zellen durch den Verlust von CD34
nachgewiesen.

In 24-Well-Platten wurden Verdinnungsreihen der Testsubstanzen angesetzt,
sodass in jedem Well 250 pl jeder Verdinnungsstufe vorlagen. Die hoéchsten
Konzentrationen jeder Verdinnungsreihe wurden in doppelter Konzentration
angesetzt, da durch die spatere Zugabe von 250 ul Zellvolumen noch eine 1:2
Verdinnung der gelésten Testsubstanzen hinzukam. Die Zellkonzentration betrug
2x10° Zellen/ml. Insgesamt wurden die Zellen sechs Tage bei 37 und 5% CO ,-
Begasung inkubiert. Nach 2-3 Tagen erhielten die Zellen zuséatzlich 500 pl frisches
Medium inkl. Testsubstanz in der entsprechenden Verdinnungsstufe. EPO wurde mit
sieben serial aufeinanderfolgenden 1:3.2 verdinnten Konzentrationen eingesetzt.
AGEM400 und AGEM400-HES wurden mit acht verschiedenen serial verdinnten
1:3.2 Konzentrationen verwendet. In der Negativkontrolle wurden Zellen ohne
Testsubstanz kultiviert.

Der Nachweis von CD34 an der Zelloberflache erfolgte mit einem FITC-markierten
anti-CD34 Antikdrper (Miltenyi Biotec, #130-081-001). Gleichzeitig wurden die Zellen
mit einem PE-markierten anti-CD133 Antikérper (Miltenyi Biotec, #130-080-901)
gefarbt. CD133 ist ein Oberflachenmarker von Vorlauferzellen, der auf der
Oberflache von TF-1-Zellen nicht mehr vorkommt. Die Farbung mit anti-CD133-PE
diente als Negativkontrolle zur Kontrolle von unspezifischen Bindungen.

Fur die Immunfarbung wurden 20000 Zellen jeder Verdinnungsstufe in 1.5 ml
Eppendorf-ReaktionsgefaRen zentrifugiert (4 min., 4600 rpm) und in 20 ul
Farbelbsung resuspendiert.

Die Verdinnung der Antikérper erfolgte im Blocking Puffer fir FACS-Analysen. Zur
Kontrolle unspezifischer Bindungen der Antikdrper wurden die Zellen in einem
Parallelansatz gleichzeitig mit den Antikdrpern IgG1-FITC bzw. IgG2a-PE inkubiert.
Die Proben wurden fir 30 min. im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliel3end wurde zu jedem Ansatz 500 ul MACS-Puffer zugegeben. Die Proben
wurden zentrifugiert (4 min. 4600 rpm), die Uberstande abgesaugt und die Zellen in
400 pl MACS-Puffer inkl. PI resuspendiert und in FACS-Rohrchen tberfuhrt.

Die Antikérper wurden nach folgendem Schema in Blocking Puffer (10 mM PBS, 5 %

Humanserum, 5% FCS) verdinnt:
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Farbeldsung
¢ anti-CD34-FITC 1:20 verdiinnt

« anti-CD133-PE 1:20 verdiinnt

Kontrollfarbeldsung
* IgG1-FITC 1:20 verdinnt
* 1gG2a-PE 1:10 verdunnt

2.2.10.2 CFU-(Colony-Formation-Unit-) Assay

Dieser Assay beschreibt eine semisolide Zellkultur von mononuklearen Zellen in
Methylcellulose, die aus Blut bzw. Knochenmark isoliert wurden. Dabei kommt es zur
Koloniebildung aus verschiedenen hamatopoetischen Zelltypen.

Der CFU-Assay ist ein Kolonietest, bei dem der Einfluss von EPO und den Peptiden
auf die Differenzierung und Proliferation hamatopoetischer Progenitorzellen (CD34"-
Zellen) aus dem Knochenmark verschiedener Spezies (Mensch, Cynomolgus)
untersucht wurde.

In dieser Arbeit wurde insbesondere die Bildung erythroider Kolonien (CFU-E, BFU-
E) in Abhangigkeit von EPO bzw. den EPO-mimetischen Peptiden untersucht. Die
gebildeten Kolonien wurden mikroskopisch bewertet und ausgezahlt.

Dartber hinaus fand man wei3e Kolonien der Zelltypen CFU-M (Colony Forming
Unit-Macrophage), CFU-G (Colony Forming Unit-Granulocyte), CFU-GM (Colony
Forming Unit-Granulocyte/ Macrophage) und CFU-GEMM (Colony Forming Unit-
Granulocyte/ Erythroblasts/ Macrophage/ Megakaryocytes), aus denen weitere
hamatopoetische Zelltypen ausdifferenzieren kénnen. Die nachfolgenden Aufnahmen

zeigen exemplarisch verschiedende Kolonietypen in Methylcellulose.
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BFU-E Cluster BFU-E Cluster mit CFU-GM-Kolonien

CFU-E CFU-GM Cluster

Abb. 2.2: Digitalaufnahmen verschiedener Kolonietyp en (CFU-Assay)

Differenzierung humaner Knochenmarkzellen nach Kultivierung mit AGEM400-HES. Die Aufnahmen
wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop DFC420 von Leica mit einem 4x-Objektiv gemacht.

Die Methylcellulose (MethoCult™GF H), die einen Cocktail humaner Zytokine
enthielt, wurde von der Firma Cellsystems bezogen.

Fur humane Knochenmarkzellen wurde MethoCult™GF H4535 (inkl. hSCF, hGM-
CSF, hIL-3, hIL-6, hG-CSF) verwendet. Fir Knochenmarkzellen aus Affen wurde
alternativ MethoCult™GF H4534 (inkl. hSCF, hGM-CSF, hIL-3) eingesetzt.

Von EPO und den Peptiden wurden Verdunnungsreihen in IMDM-Medium mit 2%
FCS hergestellt. Dem Medium wurde zuséatzlich noch Amphotericin B (25 pg/ml) und
Penicillin/Streptamycin (1000 Units/ml) zugesetzt. Die Konzentrationen aller
zugegebenen Substanzen wurden in je 22-fach héherer Konzentration angesetzt, da
durch das Vereinen der Substanz-Verdinnungen mit dem Zellvolumen und der
Methylcellulose eine entsprechend 22-fache Ruckverdinnung erfolgte. 1.4 ml
Methylcellulose-Portionen wurden mit 70 pul jeder Verdinnungsstufe der
Testsubstanzen durch vortexen vermischt. Die Rohrchen wurden 10 min. stehen
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gelassen, damit die entstandenen Luftblasen entweichen konnten. Wahrenddessen
wurden die Knochenmarkzellen aufgetaut, mit Medium gewaschen und die
Lebendzellzahl mit Trypanblaufarbung bestimmt. Die Zellen wurden mit
entsprechender Dichte (Human: 6x10° Zellen/ml; Affe: 8x10° Zellen/ml) in IMDM-
Medium mit 2% FCS verdinnt. 70 pl Zellsuspension wurden in jede Methylcellulose-
Probe pipettiert. Die Proben wurden erneut gevortext und wieder 10 min. zum
Entweichen der Luftblasen stehen gelassen. Im Anschluss wurde von den insgesamt
1.54 ml einer jeden Probe so viel Volumen wie mdoglich ohne Entstehung von
Luftblasen mit einer Spritze aufgezogen (19-gauge Nadeln). Davon wurden 1.1 ml
jeder Probe in je einem Well einer 6-Wellplatte pipettiert und durch Schwenken der
Platte verteilt. Die humanen Zellen wurden 12 Tage und die Affenzellen

(Cynomolgus) wurden 10 Tage im Brutschrank inkubiert.

2.2.10.3 Nachweis von CD36 und GlycophorinA (CD235a )

CD36 und GylcophorinA (CD235a) sind Oberflachenantigene von Erythrozyten.
GlycophorinA ist ein integrales Membranprotein. GlycophorinA wird auf der
Oberflache erythroider Zellen exprimiert, sobald sie zu morphologisch erkennbaren
erythroiden Vorlauferzellen differenziert sind. Dies ist kurz nach dem CFU-E-Stadium
erreicht. Ab diesem Stadium ist GlycophorinA in allen weiteren
Differenzierungsstadien bis hin zum reifen Erythrozyten auf der Oberflache der
Zellen nachweisbar. Die Funktion von Glycophorin A ist bis heute nicht vollstandig
geklart.

CD36 kommt auf verschiedenen Zelltypen wie z.B. Erythrozyten, Thrombozyten,
Monozyten oder Megakaryozyten vor und ist ebenfalls ein integrales
Membranprotein. Es wird in Erythrozyten ab dem Differenzierungsstadium des
Erythroblasten auf der Oberflache der Zellen exprimiert. Fir CD36 wurden fur die
einzelnen Zelltypen verschiedene Funktionen beschrieben, aber konnten zum
grof3ten Teil noch nicht eindeutig verifiziert werden.

Im Rahmen dieser Untersuchung dienten CD36 und GlycophorinA zum Nachweis
der Differenzierung humaner Knochenmarkzellen (MNC) unter dem Einfluss von
AGEM400 und AGEM400-HES. Zu Versuchsbeginn waren die eingesetzten Zellen
noch undifferenziert und lediglich fir einen bestimmten Zelltyp gepragt. Zu diesem
Zeitpunkt wurden die beiden Oberflachenantigene CD36 und GlycophorinA noch

nicht exprimiert.
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Die Knochenmarkzellen wurden 13 Tage mit 1:10 verdinnten Konzentrationen im
Bereich von 30 ng/ml bis 0.003 ng/ml fur EPO bzw. 20 ng/ml bis 0.002 ng/ml fur
AGEMA400-HES in Methylcellulose kultiviert. Die Methylcellulose wurde anschlie3end
verflissigt und CD36 bzw. GlycophorinA mit Fluoreszenz-markierten Antikérpern in
einer semiquantitativen Messung durchflusszytometrisch bestimmt. Die detektierten
CD36"- bzw. GlycophorinA*-Zellen wurden in Relation zu einer konstanten Anzahl
gleichzeitig gemessener Kalibrier-Beads gesetzt. Der Nachweis erfolgte mit
fluoreszent-markierten anti-CD36 (Fitzgerald Industries, #RDI-M1613clb) bzw. anti-
GlycophorinA  (Fitzgerald Industries, #RDI-CBL409PE) Antikdrpern  und
duchflusszytometrischer Detektion im Anschluss an einen CFU-Assay.

Da Methylcellulose ein semisolides Medium ist, wurde es vor der Bestimmung
verflissigt. Dazu wurden 3 ml mit 10% FCS in jedes Well gegeben, und die Platten
wurden ca. 2 Stunden bei 4C bis zur Verflissigung des Mediums gelagert. Das
verflissigte Medium wurde in Falcons Uberfthrt, und es wurden weitere 4 ml RPMI
mit 10 % FCS zugegeben. Die Proben wurden zentrifugiert (4 min., 1500 rpm) und in
500 pl MACS-Puffer resuspendiert und erneut zentrifugiert (4 min., 1500 rpm). Die
Pellets wurden jeweils in 400 pul MACS-Puffer resuspendiert und zu je 200 pl
Portionen auf zwei 1.5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal3e aufgeteilt und in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert (4 min., 3500 rpm). Ein Pellet wurde mit 20 pl
Farbeldsung | zur Detektion von CD36 und GlycophorinA resuspendiert. Das andere
Pellet wurde mit 20 pl Farbelosung Il zur Kontrolle unspezifischer Bindungen
(Negativkontrolle) resuspendiert. Die Antikdrper wurden in den Farbelbésungen | und
Il nach dem angegebenen Schema in Blocking-Puffer verdinnt. QuantiBrite®-Beads
wurden nach Herstellerangaben zur Bestimmung der relativen Anzahl positiver
Zellen bei jeder Einzelmessung mitgefthrt. Die Proben wurden 30 min. im Dunkeln
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end wurden 400 ul PBS inkl. Propidiumiodid
(PI; 10 pg/ml) zu jeder Probe gegeben und durchflusszytometrisch bestimmt.

Farbelésung |
* Anti-CD36-FITC  1:10 verdinnt
* Anti-CD235a-PE  1:10 verdunnt
Farbeldsung Il
 IgG1-FITC 1:20 verdunnt
* IgG2a-PE 1:10 verdinnt
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2.2.10.4 Herstellung von Zellextrakten aus Methylce llulose-Kulturen zur

Hamoglobinbestimmung

Die durch AGEM400 bzw. AGEM400-HES induzierte Hamoglobin-Bildung wurde in
Affenzellen vergleichend zu EPO untersucht. Im Laufe der Entwicklung erythroider
Zellen kommt es in den letzten Differenzierungsstufen zur Bildung von Hamoglobin.
Die Detektion von Hamoglobin wurde alternativ zum Nachweis der Differenzierung
erythroider Affenzellen durchgefuhrt. Bei den Affenzellen bot sich dieses Verfahren
als besserer Nachweis der erythroiden Differenzierung an. CD34, CD36 und
Glycophorin A wurde bei den humanen Zellen durch Antikdrper detektiert, die nur
humane Epitope spezifisch erkennen und binden. Die Verwendung dieser Antikdrper
zum Nachweis der drei genannten Oberflachenantigene auf Affenzellen fuhrte zu
starken unspezifischen Signalen.

Die Hamoglobinbestimmung erfolgte im Anschluss an einen CFU-Assay.

Dazu wurde die Methylcellulose in jedem Well zunéchst verflissigt (vgl. Nachweis
von CD36/CD235a) und in Falcons uUberfluhrt.

Anschlieend wurden die Zellen in einer Tischzentrifuge 4 min. bei 1500 rpm
zentrifugiert. Die Pellets wurden in 1 ml kalten MACS-Puffer resuspendiert und in 1.5
ml Eppis Gberfuhrt. Die Proben wurden nochmals 5 min. bei 4000 rpm und 4T
zentrifugiert und dann in 500 pl kaltem MACS-Puffer resuspendiert. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt wurden die Pellets in 100 pl PBS/1% TritonX-100 zur
Lyse resuspendiert, gevortext und im Anschluss 10 min. auf Eis inkubiert. Die Lysate
wurden dann in einer Tischzentrifuge bei maximaler Geschwindigkeit und 4C 15
min. zentrifugiert.

Der zellfreie Uberstand wurde abgenommen und fir die Hamoglobinbestimmung

verwendet.

2.2.10.5 Hamoglobin-Bestimmung nach Luftig (1977)

Die Hamoglobinbestimmung nach Luftig et al. basiert auf der Benzidin-Peroxidase-
Reaktion. Eine in Essigsaure gesittigte Benzidin-Losung wird in Gegenwart von
Wasserstoffperoxid zur Probe gegeben. Dabei wird Sauerstoff vom
Wasserstoffperoxid auf Benzidin durch die Hamgruppen des Hamoglobins

Ubertragen. Es kommt zu einem Farbumschlag von blaugriin auf rot. Die Intensitat
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der Rotfarbung korreliert mit der Menge an Hamoglobin und kann colorimetrisch
bestimmt werden.

Die Zellextrakte wurden in Falcons utberfihrt und mit 200 pl einer 1%igen Benzidin-
Losung in 90%iger Essigsaure gemischt. Durch Zugabe von 200 pl einer frisch
hergestellten 1%igen Wasserstoffperoxid-Losung kam es zunachst zu einer
blaugriinen Farbung. Die Proben wurden fir 15 min. bei Raumtemperatur inkubiert.
Wahrend dieser Zeit kam es zu einem Farbumschlag nach rot. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 2 ml 10%iger Essigsaure gestoppt. 200 pl jeder Probe wurden in
je ein Well einer 96-Well-Multititerplatte transferiert und im Photometer bei einer
Langenwelle von 492 nm innerhalb von 30 min. gemessen.

Um die Hamoglobinkonzentration in den Proben bestimmen zu kdénnen, wurde eine
Verdinnungsreihe von humanem Hamoglobin (Sigma, H7379) bei der Bestimmung
und Messung mitgefuhrt: Fur die hochste Konzentration der Standardkurve (Probe 1)
wurden 0.58 mg in 250 pl PBS/1% TritonX-100 gel6st. Von dieser Probe ausgehend
wurden die Standard-Proben 3-9 in einer 1:2-Verdiunnungsreihe hergestellt. Fir
Probe 2 wurden 0.41 mg in 250 pl PBS/1% TritonX-100 separat gelost. Die folgende

Tabelle zeigt die daraus resultierenden Hamoglobinmengen pro Standard-Probe.

Probe | Humanes Fur die Benzidin-Farbung wurden 25 pl jeder
Hamoglobin (ug)

53 Standardprobe verwendet.

41

29

14.5

7.3

3.6

1.8

0.9

©| O Nl O O | W| N|

0.5
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o
o
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2.2.11 Untersuchungen zur Rezeptorbindung

2.2.11.1 Kompetitionsassay mit einem l6slichen EPO/ R (sEPO/R) in TF-1 und
UT-7/EPO

Zur Untersuchung der spezifischen Bindung der Peptide an den EPO-Rezeptor
wurden mit TF-1- und UT-7/EPO-Zellen MTS-Assays, bei dem der endogene EPO-
Rezeptor durch Zugabe eines l6slichen EPO-Rezeptors (Sigma, sEPO/R; E0643)
kompetiert werden sollte, durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen 3 Tage mit
verschiedenen EPO-, IL-3- bzw. Peptid-Konzentrationen in Anwesenheit von 2 pg/ml
SEPO/R oder ohne sEPO/R kultiviert. Die Kompetition ist durch die Abnahme der
Proliferation bzw. der Abnahme metabolisch aktiver Zellen nachweisbar, da der
SEPO/R die Testsubstanzen bei einer Kompetition abfangt, und diese den
membranstandigen EPO-Rezeptor nicht mehr binden und aktivieren kdnnen.

IL-3 wurde mit 3 ng/ml, EPO und AGEM400-HES wurden jeweils mit 10 ng/ml in der
hdchsten Konzentration eingesetzt. Von der hdchsten Konzentration ausgehend
folgten fur alle Substanzen vier 1:3.2-Verdinnungen. Der funfte Wert entsprach der
Kontrolle ohne Testsubstanz.

2.2.11.2 Qualitative Bestimmung des Antagonismus zw  ischen

transmembranem (endogenem) und I6slichem EPO/R

Der Kompetitionsassay wurde wie oben angegeben in UT-7/EPO mit acht weiteren
Konzentrationen des loslichen EPO/R durchgefiihrt. Als Kontrollen wurden fiir jede
EPO-Konzentrationsreine der Nullwert (Zellen ohne EPO) bzw. eine EPO-

Konzentrationsreihe ohne Antagonist (SEPO/R) mitgefihrt.

2.2.11.3 Radioliganden-Bindungsassay

Dieser Assay wurde bei MDS Pharma (Hamburg, Deutschland) durchgefuhrt. 40 pM
125 markiertes rhEPO (R&D Systems) wurden an einen lslichen EPO/R (in NSO-
Zellen exprimiert; R&D Systems), der Uber ein Fc-Fragment an SPA-Beads
(Scintillation Proximity Assay) gekoppelt war, in Kalium-Puffer (pH 7.4) aufgebunden.
AnschlieBend wurden verschiedene Konzentrationen von EPO bzw. AGEM400 und
AGEMA400-HES als Kompetitoren zugegeben. Die nachfolgende Tabelle gibt die

eingesetzten Konzentrationen der Testsubstanzen an:
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EPO AGEM400 AGEM400-HES
ng/ml ng/ml ng/ml
100 460 220
34 140 70
10 46 22
3.4 14 7
4.6 2.2
0.7

Bei einem Kontrollansatz wurden Zellen ohne Testsubstanz kultiviert.

Die Inhibierung der Bindung des radioaktiven EPO wurde prozentual in Relation zur
Konzentration des jeweiligen Kompetitors gesetzt. Durch Bestimmung der
Kompetitor-Konzentration bei halbmaximaler Inhibierung wurden die IC50-Werte

ermittelt.

2.2.12 Untersuchungen zur Signaltransduktion

Die Aktivierung (Phosphorylierung) von STATS5 bzw. von ERK1/2 wurde nach
Stimulation von UT-7/EPO-Zellen mit EPO bzw. mit den Peptiden mittels
spezifischen Antikérpern in der Western Blot Analyse untersucht. Konstitutiv
exprimiertes STATS bzw. ERK1/2 wurden als Kontrollen parallel detektiert.

UT-7/EPO wurden 48 Stunden vor der Stimulation mit EPO bzw. den Peptiden in
DMEM-Medium mit 10% FCS ohne Zytokin kultiviert. Die Zellen wurden mit 1x10°
Zellen/ml in Medium mit verschiedenen EPO- oder Peptid-Konzentrationen in 50 ml
Falcons uberfuhrt und bei 37C und 5%-iger CO »-Begasung Uuber definierte

Zeitraume hinweg stimuliert.

2.2.12.1 Aktivierung von STATS

Zunachst wurde Uber eine 30-minltige Stimulation mit einer serial 1:10 verdinnten

funfstufigen Konzentrationsreihe von jeder Substanz jeweils der
Konzentrationsbereich bestimmt, der mindestens eingesetzt werden musste, um ein
maximales Signal hervorzurufen. EPO wurde mit 340 ng/ml, AGEM400 mit 2200
ng/ml und AGEM400-HES mit 460 ng/ml in der héchsten Dosis eingesetzt. Nachdem

die niedrigste Konzentration zur Erreichung des maximalen Effektes bestimmt war,
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wurden die Zellen mit dieser Konzentration tUber 0.5; 1; 2; 4 und 24 Stunden bei 37C
und 5%-iger CO,-Begasung stimuliert.

2.2.12.2 Aktivierung von ERK1/2

Die Zellen wurden Uber 0.5, 4 und 24 Stunden mit 3.4 ng/ml EPO oder 10 ng/ml
AGEMA400-HES bei 37C und 5%-iger CO »-Begasung stimuliert.

2.2.12.3 Herstellung von Zellextrakten

Die Stimulationen wurden durch Uberfiihrung von 1 ml des Stimulationsansatzes in
ein 1.5 ml Reaktionsgefal und Zentrifugation (4600 rpm, 4 min.) beendet. Die Zellen
wurden in 1 ml kaltem PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert (4600 rpm, 4 min,
4<C.). Alle weiteren Schritte erfolgten zum Schutz vor enzymatischem Proteinabbau
auf Eis. Die Pellets wurden in 100 pl Lysepuffer resuspendiert und fiir 30 min. auf Eis
inkubiert. AnschlieRend wurden die lysierten Zellen kurz gevortext und zur
Entfernung von unléslichen Zellbestandteilen fir 15 min. bei 13000 rpm und 4T in
einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, in neue 1.5

ml Reaktionsgefalie Gberfuhrt und bei -20TC gelagert.

2.2.12.4 Diskontinuierliche SDS-PAGE

Diskontinuierliche SDS-PAGE (Polyacrylamidgelelektrophorese) wurde mit dem
NuPAGE®-System von Invitrogen mit allen dazugehoérigen Reagenzien, Puffern und
Apparaturen nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

Die Proben wurden fur die SDS-Gelelektrophorese nach folgendem Schema
hergestellt:

5 ul Lysat

3.75 ul  4x Ladepuffer

0.15ul 1 MDTT-L6sung

6.1 ul dest. H,O

Volumen: 15 ul

Die Anséatze wurden 5 min. lang bei 99T erhitzt und anschlielend auf das Gel

aufgetragen. Fur die Elektrophorese wurde MOPS-Puffer verwendet. Zur
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Auftrennung der Proben im Gel wurde eine konstante Spannung von 170 V angelegt.
Kurz bevor die Lauffront des Ladepuffers das untere Gelende erreichte, wurde der
Gellauf beendet.

Als GrolRenstandard wurde SeebluePlus2 (Invitrogen) verwendet.

2.2.12.5 Coomassie-Farbung

Die Farbung mit Coomassie diente der Visualisierung von Proteinbanden in
Polyacrylamid-Gelen. Dazu wurde eine Coomassie-Losung hergestellt, in der die
Gele mindestens 1 Stunde eingelegt wurden. AnschlieBend wurden die Gele zur
Entfarbung mit destilliertem Wasser gespult und in destilliertem Wasser bis zur
Entfarbung in der Mikrowelle bei 800 Watt fur 2 min. erhitzt. Dabei wurde das Wasser
nach jedem Erhitzen gewechselt.

Fur die Geltrocknung wurde das DryEase® Mini-Gel Trocknungssystem von

Invitrogen nach Angaben des Herstellers verwendet.

Coomassie-LOsung
0.2% Coomassie Blue R250 (Sigma) in 50% Methanol mit 10% Essigsaure

2.2.12.6 Western Blotting

Western Blotting erfolgte mit PVDF-Membranen (Perbio) und wurde mit dem
NuPAGE®-System von Invitrogen inkl. aller dazugehoriger Reagenzien und
Apparaturen nach Angaben des Herstellers duchgefihrt.

Die Blotting Dauer betrug 1.5 Stunden bei konstanten 25 V.

2.2.12.7 Immunodetektion von STAT5, Phospho-STAT5, ERK1/2 und P-ERK1/2

aus Zellextrakten

Die PVDF-Membranen wurden zur Rehydratisierung 30 Sekunden in Methanol
geschwenkt und mit destilliertem Wasser abgesplilt. Alle weiteren Inkubationsschritte
erfolgten unter leichtem Schutteln bei Raumtemperatur. Die Membranen wurden 5
min. in TBST aquilibriert und dann fir eine Stunde mit Blocking-Puffer blockiert.
Anschliel3end wurde der Blocking-Puffer abgekippt, und die Membranen wurden mit

dem in Blocking-Puffer verdiinnten Primarantikdrper eine Stunde inkubiert. Danach
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wurden die Membranen zweimal mit TBST gespult und darauffolgend dreimal 5 min.
mit TBST gewaschen. Die Membranen wurden fir den zweiten Blockierungsschritt
mit Blocking-Puffer Gberschichtet und fir eine weitere Stunde inkubiert. Der Blocking-
Puffer wurde entfernt und durch den in Blocking-Puffer verdinnten HRP-markierten
Sekundarantikdrper ersetzt und eine Stunde inkubiert. Im Anschluss wurden die
Membranen zweimal mit TBST gespult und darauffolgend viermal 5 min. mit TBST
gewaschen. AnschlieRend wurden die Membranen noch einmal mit TBS gespilt und
einmal 5 min. mit TBS gewaschen. Vor der Zugabe des HRP-Substrates (Amersham;
ECL Advance Western Blotting Detection Kit) wurde Uberschissiger Puffer Gber die
Langskanten der Membranen mit Krepp-Papier abgezogen. Pro Membran wurde
1 ml einer 1:1-Mischung der beiden Komponenten des chemilumineszenten HRP-
Substrates verteilt und fiir etwa eine Minute inkubiert. Uberschiissiges Substrat
wurde Uber die Langskanten der Membranen mit Krepp-Papier abgezogen. Die
Membranen wurden in durchsichtige Folien verpackt und zur Belichtung eines
Rontgenfilms (Amersham; ECL Hyperfilm) in einer Filmkassette fixiert. Die Signale
wurden durch Eintauchen der Filme in Entwicklerlosung (# 515 8621; Kodak) fur
2 min. und anschlie3ender Spulung mit Wasser und Einlegen der Filme in eine
Fixierlosung (Rontgenfixierbad AL4; # 507 1071; Kodak) fur 1 min. visualisiert.

In der folgenden Tabelle sind die Verdinnungen der Antikbrper angegeben:

Primarantikorper Verdinnung Sekundéarantikorper | Verdinnung
Primarantikorper Sekundarantikorper

Anti-STAT5 1:5000 Anti-rabbit-lgG-HRP 1:10000
(Cell Signaling #9352) (GE Healthcare #ECL

NA934V)
Anti-Phospho-STAT5 1:10000 Anti-mouse-lgG-HRP 1:30000
(Cell Signaling #9356) (DAKO #P0260)
Anti-ERK1/2 1:25000 Anti-rabbit-IlgG-HRP 1:10000
(Cell Signaling #9102) (GE Healthcare #ECL

NA934V)
Anti-Phospho-ERK1/2 1:10000 Anti-mouse-1gG-HRP 1:30000
(Cell Signaling #9106) (DAKO #P0260)
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2.2.13 Immunologische Untersuchungen

2.2.13.1 Eurogentec: Immunisierung von Kaninchen

Die Immunisierung von Kaninchen mit EPO bzw. den EPO-mimetischen Peptiden
BB68 und AGEM400 wurde von der Firma Eurogentec (Seraing, Belgien)
durchgefiihrt. Verwendet wurden 10-12 Wochen alte New-Zealand White SPF
Kaninchen (AS-RABB-IT/T).

Die Peptide wurden vor der Immunisierung von Eurogentec an KLH (Keyhole-limpet
hemocyanin) gekoppelt.

Pro Peptid wurden zwei Versuchstiere und ein Kontroll-Kaninchen, das nur mit KLH
immunisiert wurde, verwendet.

Das folgende Schema zeigt den Ablauf der Immunisierung:

Tag 0 14 28 38 56 66 87
Injektion | 1. 2. 3. 4.
Blutung | praimmun klein grofl3 final

Die Blutentnahme zur Gewinnung des Antiserums wurde dem Volumen nach in
kleine, groRe und finale Blutung unterschieden. Zur Bestimmung des optimalen
Zeitpunktes der finalen Blutung wurden die Antikdrper gegen EPO, Peptid bzw. KLH
bei Eurogentec mittels ELISA bestimmt. Die Antikorper-Titer gegen KLH waren

immer 100-fach hoher als gegen EPO bzw. die Peptide.

Blutung Volumen
klein 2-3 ml

grof3 20-25 ml
final 50-60 ml

Es wurden die Antiseren SA4893 (anti-EPO), SA5047 (anti-BB68) und SA5048 (anti-
AGEM400) gewonnen.
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2.2.13.2 Immunodetektion von Erypo® und EMPs mit An  tiseren

Mittels Western Blot Analyse wurde untersucht, ob die Antiseren spezifisch nur mit
den entsprechenden Antigenen reagieren oder auch miteinander kreuzreagieren.
1.68 ng EPO und je 750 ng BB68 bzw. AGEM400 wurden uber ein SDS-
Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieend auf eine PVDF-
Membran geblottet. Die Immunodetektion erfolgte mit den gleichen Puffern,
Reagenzien und nach der gleichen Prozedur wie unter 2.2.12.7 beschrieben. Die
Membranen wurden mit den Antiseren SA4893 (anti-EPO), SA5047 (anti-BB68) bzw.
SA5048 (anti-AGEM400), die 1:200 in Blocking-Puffer verdinnt wurden, inkubiert.
Die Detektion erfolgte chemilumineszent durch einen HRP-markierten anti-
Kaninchen-1gG Antikorper (Amersham, #NA934).

2.2.13.3 Charles River: Immunisierung von Schafen

Zum Nachweis von AGEM400 bzw. AGEM400-HES aus verschiedenen
Verdinnungsmedien wurde ein ELISA mit einem Schaf-anti-AGEM400 Antikérper
entwickelt.

Die Immunisierung von zwei Schafen mit AGEM400-KLH wurde bei Charles River
(Sulzfeld, Deutschland) durchgefuhrt. Finale Blutungen wurden nach dem 3. Boost
(=wiederholte Injektion von AGEM400-KLH) durchgefuhrt. Das anti-AGEM400
Antiserum wurde zur Aufreinigung der gebildeten anti-AGEM400 Antikérper Uber
eine AGEM400-Affinitatssaule gegeben.
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2.2.13.4 Sandwich-ELISA:  Konzentrationsbestimmung v on EMPs in

verschiedenen Verdunnungsmedien

Alle Schritte fanden bei Raumtemperatur auf einer Schiittelplatte (300 rpm) statt. Das
Wechseln der Losungen in den Wells wurde durch mehrmaliges kraftiges Ausklopfen
der Platten auf stark saugende Papiertiicher durchgefihrt.

Jede Verdiunnungsstufe wurde zur Bestimmung des arithmetischen Mittelwertes und
der Standardabweichung in Triplikaten angesetzt.

96-Well-Platten (Greiner, Bio-One 655161) wurden kurz mit 100 pl PBS (Sigma)
aquilibriert und anschlieend mit in 100 pul PBS verdinntem affinitatsgereinigten
Schaf-anti-AGEM400 Antikorper (5 pg/ml) als Erstantikorper fur eine Stunde
gecoated.

Im Anschluss wurden die Wells dreimal mit jeweils 100 ul PBS gewaschen. Die Wells
wurden dann mit 50 pl verschiedener Konzentrationen von AGEM400 bzw.
AGEMA400-HES in unterschiedlichen Verdinnungsmedien wie Rattenserum,
Humanserum, RPMI/10% FCS, PBS/1% BSA bzw. Lysepuffer/1% BSA beflllt. Von
den Peptiden wurden in jedem Verdinnungsmedium folgende Konzentrationen
(ng/ml) eingesetzt: 20.00/ 15.00/ 10.00/ 7.50/ 5.00/ 3.75/ 2.50/ 1.88/ 1.25/ 0.94/ 0.63/
0.47/ 0.31/0.23/ 0.16/ 0.00.

Nach einer Stunde Inkubation wurden die Wells durch kréftiges Ausschlagen und
Ausklopfen der Platten entleert. Danach wurden die Wells dreimal mit jeweils 100 pl
PBS gewaschen, um im Anschluss fur eine weitere Stunde mit je 200 pl Blocking-
Puffer 1 (PBS inkl. 2% Magermilchpulver) wieder befillt zu werden.

Nach Entfernen des Blocking Puffers 1 wurden 100 pl PBS mit Kaninchen-anti-
AGEMA400 Antiserum (SA5048), das 1:1000 in PBS verdunnt wurde, in jedes Well
gegeben. Die Ansatze wurden fir eine weitere Stunde inkubiert. Gleichzeitig wurde
der Detektionsantikorper Esel-anti-Kaninchen IgG-HRP Antiképer (GE Healthcare,
#NA9340) in Blocking-Puffer 2 (Blocking Puffer 1 + 10% Humanserum) 1:1000
verdunnt und fur 45 min. bei Raumtemperatur vorinkubiert.

Die Wells wurden nach Ablauf der Inkubationszeit wieder durch starkes Ausklopfen
entleert, dreimal mit 100 pul PBS gewaschen und mit 100 ul des vorinkubierten
Detektionsantikorpers beflllt und eine weitere Stunde inkubiert. Nach Entfernen des
Detektionsantikorpers wurden die Wells erneut dreimal mit 100 pl PBS gewaschen.
Die Detektion erfolgte durch Zugabe von 100 pl des HRP-Substrates TMB (ready-to-
use-L6sung; sdt GbR, Baesweiler)/Well. Die Umsetzung von TMB durch HRP wird
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durch eine im Photometer bei 450 nm (Referenzfilter 620 nm) detektierbare
Gelbfarbung der Losungen nach Zugabe von 100 pl Stoplosung (1IN HCI-L6sung)
begleitet. Die Inkubation mit TMB erfolgte fir 10 bis 30 min.

Zur Quantifizierung von AGEM400 wurde eine Kalibrierkurve mitgefihrt: Fir die
Kalibrierkurve wurden zunéchst 1 mg/ml AGEM400 oder AGEM400-HES in PBS inkl.
MgCl, (¢6H20; 0.1 g/l) und BSA (0.1% [w/v]) flr zwei Stunden unter Schitteln geldst.
Anschliel3end wurden Verdinnungen der Peptide in dem Verdinnungsmedium, das
im ELISA verwendet werden soll, hergestellt. Dabei wurde auf einen Spitzenwechsel
der Pipette nach jedem Verdinnungsschritt geachtet, um eine unspezifische Bindung
an die Oberflache der Pipettenspitze und damit verbundene
Konzentrationsschwankungen zu verhindern. Fir AGEM400 wurden Verdiinnungen
in einem Konzentrationsbereich von 1 ng/Well bis 0.05 ng/Well eingesetzt. Fur
AGEM400-HES wurde ein Konzentrationsbereich von 10 ng/Well bis 0.5 ng/Well
gewahlt.

2.2.14 Auswertung und Prasentation der Daten

Die Konzentrationsangaben von AGEM400-HES bezieht sich auf die
Peptidkonzentration  (ng/ml) des Multimers. Bei der Berechnung der
Peptidkonzentration des AGEM400-HES Molekils wurde von einem Peptid-Anteil
von 10% des Gesamtmoleklls ausgegangen. Die Dosis-Wirkungsbestimmungen
wurden in Dreifach-Bestimmungen durchgefiuhrt.

Die Messwerte sind als Mittelwerte + Standardabweichung vom Mittelwert
angegeben. Alle Daten, die ohne Angabe einer Standardabweichung gezeigt
werden, stellen reprasentative Ergebnisse dar, die in mehrfachen, voneinander
unabhangigen (mind. drei) Wiederholungen des Experimentes vergleichbar bestatigt
wurden.

Zwei Schragstriche auf einer x-Achse mit logarithmischer Skalierung einer Graphik
deuten an, dass dort die angezeigte Skalierung unterbrochen wird, um einen Nullwert

einzuflgen
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2.2.14.1 Dosis-Wirkungskurven

Die Daten der verschiedenen Dosis-Wirkungsversuchen wurden mit Hilfe des
Statistik-Programms Graph Pad Prism 4 graphisch dargestellt und statistisch
ausgewertet.

Fur die Darstellung der Daten in einer sigmoidalen Dosis-Wirkungskurve wurden die
Mittelwerte der Dreifach-Bestimmungen logarithmiert (x—logx) und anschlielend
linear normalisiert. Bei der linearen Normalisierung wurde der niedrigste Wert als
null % und der héchste Wert als 100% fir jede Datenreihe definiert. Alle dazwischen
liegenden Werte verteilen sich entsprechend prozentual. Die sigmoidale Dosis-
Wirkungskurve wurde durch nicht-lineare Regression nach folgender Gleichung mit
drei Parametern ermittelt:

Top-Bottom
Y= Bottom + WX

Y : Messwert (%)

Bottom - niedrigster Messwert (%)

Top-Bottom : hdochster Messwert (%)

LogeC50 : dekadischer Logarithmus der EC50

X : dekadischer Logarithmus der Konzentration (ng/ml)

Aus der sigmoidalen Dosis-Wirkungskurve wurden die effektiven Konzentrationen
EC10, EC50 und EC90 bestimmt. Die EC50-Konzentration wird als die Agonisten-
Konzentration definiert, die einen halbmaximalen Effekt auslést. Die EC50 wurde
durch das Programm Graph Pad Prism bei der Berechnung der nicht-linearen
Regression der Daten kalkuliert und mit dem 95% Konfidenzintervall (95 % ClI=
Confidence Interval) angegeben.

Das 95% CI stellt eine Anndherung eines aktuellen Messwertes an den wahren Wert
her, da der wahre Wert nur durch unendlich viele Messungen erhalten werden
konnte. Der wahre Wert liegt statistisch mit 95%iger Wahrscheinlichkeit im Bereich

des Konfidenzintervalls.
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Bei den effektiven Konzentrationen EC10 und EC90 handelt es sich um
Konzentrationen, die einen 10%igen bzw. einen 90%igen Effekt des Maximaleffektes
bewirken. Die EC10 wurde zur Untersuchung bzw. zum Vergleich des
Wirkungseintritts verwendet. Die EC90 wurde zur Analyse des Erreichens des
maximalen Wirkplateaus herangezogen. EC10 und EC90 wurden mit Hilfe der EC50-
Konzentration nach folgender Gleichung berechnet:

ECF = [ F/ (100-F)] *"'x EC50

F: Effekt (%)

H: HillSlope (Steigung der Kurve; Bei einer sigmoidalen Standard-Dosis-Wirkungskurve gilt:
H=1)

EC10=0.11 x EC50
EC90=9 x EC50

Als Mal3 fur die Varianz der abhangigen Variable y und zur Bewertung der Glte der
Regression wurde der korrigierte Determinationskoeffizient R? durch Graph Pad
Prism kalkuliert. R? gibt Werte zwischen 0 und 1 (0% -100%) an und beschreibt den
Abstand der Werte von der Regressionskurve bzw. den Abstand der Werte von der
horizontalen Gerade der Mittelwerte aller y-Werte.

2.2.14.2 Signal-Rausch-Verhaltnisse

Die Signal-Rausch-Verhéaltnisse wurden mit MS Excel bestimmt. Dazu wurden die
absoluten OD-Mittelwerte, die sich unmittelbar im Bereich der zuvor ermittelten
EC10-, EC50- und EC90-Konzentrationen befanden, als x-faches Signal des
Kontrollwertes berechnet. Der OD-Mittelwert des Kontrollansatzes wurde dabei als 1

definiert.

2.2.14.3 Bestimmung der intrinsischen Agonisten-Akt Ivitat a

Die intrinsische Aktivitat eines Vollagonistens, der den maximalen Effekt auslost, ist
mit a=1 definiert. Die intrinsische Aktivitat eines Partialagonisten, der nicht den
maximal mdglichen Effekt bewirkt, liegt zwischen der eines Vollagonistens und der
eines Antagonistens (a=0). Fur EPO, AGEM400, AGEM400-HES und Aranesp®
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wurden die intrinsischen Aktivitdten nach folgender Formel mit den maximal

erreichten OD-Mittelwerten jeder Substanz berechnet:
a = Emaxp | Emaxt

Emaxp: maximaler Effekt des Partialagonistens

Emaxf. maximaler Effekt des Vollagonistens

2.2.14.4 FACS-Analysen

Die gesuchte Zellpopulation wurde zunachst Uber die FSC- und SSC-Signale
selektioniert. Die Signale, die durch Zelldebris verursacht wurden, wurden von der
Population durch sog. Gating der gesuchten Zellpopulation ausgeschlossen.
Desweiteren wurde die Zellpopulation von den Signalen toter Zellen abgegrenzt.
Diese selektionierte Zellpopulation wurde Uber Fluoreszenzsignale in den
Fluoreszenzkanalen FL-1 (Detektionskanal fur FITC-Signale) und FL-2
(Detektionskanal fur PE-Signale) weiter nach FITC- bzw. PE-positiv gefarbten Zellen
und ungefarbten Zellen aufgetrennt. Da pro Messung 5000-10000 Partikel (Zellen)
gemessen wurden, wurde eine reprasentative Populationsgrof3e gewahrleistet. Die
positiv detektierten Zellen wurden prozentual auf die selektionierte Gesamtpopulation
bezogen. Alternativ kann man die relative Anzahl FITC-positiver Zellen durch die
Differenz des Quotienten aus den FITC-positiv gefarbten Zellen mit sog. QuantiBrite-
Beads® (BD Biosciences) und dem Quotienten aus dem FITC-Signal der
Negativkontrolle und dem Signal der QuantiBrite-Beads® berechnen. Die folgende

Gleichung stellt den Zusammenhang dar:

Relative Anzahl
FITC-positiver = CDxy"-FITC-Signal _ Cdxy-FITC-Signal

Zellen
QuantiBrite®  QuantiBrite®

Die QuantiBrite®-Beads sind mit PE markiert und werden in konstanter Anzahl
zugegeben. Sie wurden nach Herstellerangaben bei jeder Einzelmessung mitgefihrt,

wenn die relative Anzahl positiver Zellen ermittelt werden sollte.
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2.2.145 CFU-Assays

Fur die Auswertung wurden die gebildeten roten Kolonien (erythroide Zellen) jeder
Verdunnungsstufe mikroskopisch ausgezéhlt. Die roten Kolonien wurden weiterhin
nach GrolRe der Zell-Cluster in BFU-E (Burst Forming Unit-Erythroid) und CFU-E
(Colony Forming Unit-Erythroid) unterteilt:

BFU-E: > 200 rote Zellen/ Kolonie

CFU-E: < 200 rote Zellen/ Kolonie

Die ausgezadhlten Kolonien wurden graphisch gegen die eingesetzte
Substanzkonzentration mit Graph Pad Prism veranschaulicht.

Anschliel3end wurde die Differenzierung der mononuklearen Zellen zu erythroiden
Kolonien (BFU-E und CFU-E) prozentual zur eingesetzten Gesamtzellpopulation mit
Hilfe von MS Excel berechnet und graphisch dargestellt. Beim Ansatz mit
Knochenmarskzellen aus Cynomolgus wurde fir jede Verdinnungsstufe von EPO
bzw. AGEM400-HES 40000 Zellen eingesetzt. Von den humanen

Knochenmarkzellen wurden fur jede Probe 30000 Zellen verwendet.

2.2.14.6 Schild Plot Analyse: UT-7/EPO-Zellen

Zum Nachweis der Art des gezeigten Antagonismus wurde eine Schild-Plot-Analyse
durchgeftihrt. Fir den Schild-Plot wurden alle EC50-Werte Uber Dosis-
Wirkungskurven mittels nicht-linearer Regression mit Graph Pad Prism ermittelt und
graphisch dargestellt.

Fur jede Antagonisten-Konzentration wurden folgende Verhéltnisse berechnet:

r = EC50 + Antagonist / EC50 ohne Antagonist

Diese Verhéltnisse wurden fir eine lineare Regression als log(r-1) gegen die molare
Konzentration des Antagonisten (SEPO/R) aufgetragen. Eine Steigung einer
Regressionsgeraden von eins im Schild-Plot weist auf einen kompetitiven
Antagonismus hin. Der Schnittpunkt mit der x-Achse ist der sog. pA,-Wert, der im
Falle einer Steigung der Regressionsgeraden von eins dem Wert der
Affinitatskonstanten des Antagonisten entspricht. In der Regel wird unter einem

Antagonisten ein Ligand verstanden, der den Agonisten vom Rezeptor verdrangt,
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ohne eine Wirkung durch die Rezeptorbindung auszulésen. Der pA,-Wert ist ein Mal3
fur die pharmakologische Wirkpotenz eines Antagonisten.

Desweiteren wurden die berechneten Verhéltnisse r = EC50 + Antagonist / EC50
ohne Antagonist als prozentuale Effizienzverluste gegen die Konzentration von
SEPO/R (ug/ml) dargestellt. Die EC50, die bei der EPO-Konzentrationsreihe ohne
Zugabe des loslichen EPO/R ermittelt wurde, wurde als 1% definiert. Der
Zusammenhang zwischen Effizienzverlust durch Kompetition mit einem Antagonisten

wurde mit einer Regressionsgeraden verdeutlicht.

2.2.14.7 ELISA: untere Nachweisgrenze
Als untere Nachweisgrenze zur Detektion von AGEM400 bzw. AGEM400-HES in

verschiedenen Verdinnungsmedien wurde eine Extinktion definiert, die nach Abzug
des Leerwertes Uber der Extinktion des Leerwertes zuzuglich zweifacher

Standardabweichung lag.
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3 Ergebnisse

Erythropoetin ist ein Schlisselfaktor im Hinblick auf das Zellverhalten
hamatopoetischer Vorlauferzellen.

Vergleichend zu einem rekombinanten EPO (Erypo®) wurde der Einfluss von
AGEM400-HES auf die Proliferation, Differenzierung und  Apoptose

hamatopoetischer Vorlauferzellen in in vitro Testsystemen untersucht.

3.1 Gelelektrophoretische Analysen von AGEM400-HES
Das Monomer BB68 und das Dimer AGEM400 lieRen sich mittels SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese grof3enspezifisch auftrennen und anschlieBend mit
Coomassie anfarben. Abb. 3.1 zeigt die Bande von BB68 knapp oberhalb der 3 kD-
Markerbande bzw. die Bande von AGEM400 knapp unterhalb der 6 kD-Markerbande.
AGEM400-HES konnte mittels SDS-Gelelektrophorese nicht nach der Molmasse
aufgetrennt werden. In Abb. 3.2 erkennt man bei der Probe von AGEM400-HES nur
eine schwache Coomassie-Farbung direkt unterhalb der Geltasche.

Fur die Auftrennung von AGEM400-HES in einem SDS-Polyacrylamidgel ist das
HES-Molekil offensichtlich zu grof3 und ausladend bzw. der Peptid-Anteil in Bezug
auf das Gesamtmolekul zu gering, um mit SDS eine ausreichend negative Ladung zu

erreichen.
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kD

AGEM400
BB68

Abb. 3.1: SDS-Gelelektrophorese von BB68 und AGEM40 0
Gelelektrophoretische Auftrennung von je 750 ng BB68 bzw. AGEM400 in einem 10%igen SDS-
Bis/Tris-Polyacrylamidgel mit anschlieBender Anfarbung der Peptide mit Coomassie Brilliant Blue

G250. Die Proben wurden vor der Beladung des Gels mit DTT reduziert und 5 min. bei 99T erhitzt.
Als Proteinstandard wurde SeebluePlus2 (Invitrogen) verwendet.

AGEM400-HES

AGEM400

Abb. 3.2: SDS-Gelelektrophorese von AGEM400 und AGE  M400-HES

Gelelektrophoretische Auftrennung von je 750 ng AGEM400 bzw. AGEM400-HES in einem 10%igen
SDS Bis/Tris-Polyacrylamidgel mit anschlieRender Farbung der Peptide mit Coomassie. Die Proben
wurden vor dem Auftrag auf das Gel mit DTT reduziert und 5 min. bei 99T erhitzt. Als
Proteinstandard wurde SeebluePlus2 (Invitrogen) verwendet.
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3.2 EPO/R und CD131 auf der Oberflache hamatopoetis cher Zelllinien

Zur Uberprifung der relativen EPO/R- bzw. CD131-Konzentration auf den
Zelloberflachen und zur naheren Charakterisierung der myeloiden Zelllinien
UT-7/EPO, TF-1 und MO7e bzw. der lymphoiden Zelllinie SupT1 wurden die Zellen
mit anti-EPO/R-FITC bzw. anti-CD131-PE markiert und anschlieend im FACS
analysiert.

Die Konzentration der beiden Rezeptoren auf der Oberflache variierte je nach
Zelllinie (vgl. Abb. 3.3). UT-7/EPO-Zellen zeigten eine vergleichsweise hohe Anzahl
von EPO/R. CD131 konnte mit dieser Methode nicht auf der Oberflache von
UT-7/EPO nachgewiesen werden. Auf der Oberflache von TF-1-Zellen wurde der
EPO/R ebenfalls nachgewiesen, allerdings in geringerer Anzahl als auf UT-7/EPO-
Zellen. Die Detektion von CD131 zeigte im Vergleich der untersuchten Zelllinien die
starkste Expression auf der Oberflache von TF-1-Zellen. Bei der Zelllinie MO7e wurde
CD131, aber kein EPO/R detektiert. Auf der Oberflache der lymphoiden Zelllinie
SupT1 konnte weder EPO/R noch CD131 nachgewiesen werden.
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erflache verschiedener Zelllinien.

Die Zelllinien UT-7/EPO, TF-1, SupT1 und M07e wurden mit anti-EPO/R-FITC bzw. anti-CD131-PE
(jeweils ausgefillte Kurven) bzw. zur Kontrolle der Antikbrperspezifitdt mit den murinen Antikdrpern
IgG1-FITC bzw. 1gG2-PE (helle Kurven) geféarbt und durchflusszytometrisch bestimmt. Die Ergebnisse
jeder Farbung wurden im Histogramm und mit einem Overlay zur Kontrollfarbung dargestellt.
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3.3 Responsivitat von UT-7/EPO und TF-1-Zellenin Z  ytokin-Assays

Die Responsivitdt von UT-7/EPO-Zellen auf verschiedene Zytokine wurde mittels
MTS-Proliferationssay Uberprift. UT-7/EPO-Zellen zeigten in einer gleichmaligen
Dosis-Wirkungsbeziehung die Zunahme metabolisch aktiver Zellen nach Kultivierung
mit EPO. Die Zytokine TPO, humanes IL-2 (hIL-2), hIL3, hG-CSF und hGM-CSF

bewirkten in UT-7/EPO-Zellen keine Zunahme metabolisch aktiver Zellen (vgl. Abb.
3.4).

- EPO

0.8+ TPO
——hlL-2
——hiL-3

064 ¥ hG-csF
—¥—hGM-CSF

0OD492nm/620nm

1.0x10* o
1.0x10° o
1.0x102 o
1.0x10 o
1.0x10° <
1.0x10? <
1.0x102 «
1.0x10° «
1.0x104 -

Konzentration (ng/ml)

Abb. 3.4: UT-7/EPO; MTS-Assay: Responsivitat auf Zytokine

Die Zellen wurden drei Tage in Dreifach-Bestimmungen mit verschiedenen Konzentrationen von EPO,
TPO, hIL-2, hIL-3, hG-CSF bzw. mit hGM-CSF kultiviert. AnschlieRend wurde die relative Anzahl
metabolisch aktiver Zellen colorimetrisch als Zunahme der OD bei 492 nm (Referenzfilter; 620 nm)

bestimmt. Die Mittelwerte der Dreifach-Bestimmungen wurden gegen die Konzentration aufgetragen
und durch eine Punkt-zu-Punkt-Kurve miteinander verbunden.
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TF-1 reagierte auf die Zytokine EPO, hIL-3 und hGM-CSF mit einer gleichmafigen
Zunahme metabolisch aktiver Zellen in Abh&ngigkeit von der steigenden Zytokin-
Konzentration. In Abb. 3.5 kann man erkennen, dass TF-1-Zellen eine sehr starke
Responsivitdt auf GM-CSF und IL-3 und eine vergleichsweise schwachere aber
dennoch ausgepragte Reaktion auf EPO zeigten. Die Zellen reagierten auch
schwach auf TPO mit einer Zunahme der Zellzahl bei steigender Konzentration.
Allerdings wurden mit TPO die niedrigsten Effekte erreicht.
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Abb. 3.5: TF-1; MTS-Assay: Responsivitat auf Zytokine

Die Zellen wurden drei Tage mit verschiedenen Konzentrationen von EPO, TPO, hiIL-3 bzw. mit hGM-
CSF kultiviert. AnschlieBend wurde die relative Anzahl metabolisch aktiver Zellen colorimetrisch als
Zunahme der OD bei 492 nm (ReferenZfilter; 620 nm) bestimmt. Die Mittelwerte der Dreifach-

Bestimmungen wurden gegen die Konzentration aufgetragen und durch eine Punkt-zu-Punkt-Kurve
miteinander verbunden.
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3.4 MTS-Proliferationsassays mit den Zelllinien TF- 1 und UT-7/EPO

3.4.1 TF-1-Zellen

Die Kultivierung von TF-1-Zellen mit EPO, Aranesp®, AGEM400 bzw. AGEM400-
HES bewirkte bei steigenden Konzentrationen aller getesteten Substanzen eine
Dosis-abhangige Zunahme metabolisch aktiver Zellen bis zur Erreichung eines
maximalen Wirkplateaus. Aranesp® wurde in TF-1-Zellen exemplarisch fir ein
weiteres Erythropoese-stimulierendes- Agens untersucht.

Abb. 3.6 stellt diese Dosis-Wirkungsbeziehungen graphisch als absolute OD-Werte
gegen die Substanzkonzentration dar. Es wurde ein partieller Agonismus der
Substanzen Aranesp® und AGEM400 beobachtet. Aranesp® und AGEM400 I6sten in
TF-1-Zellen niedrigere maximale Effekte als AGEM400-HES und EPO aus.
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Abb. 3.6: TF-1; MTS-Assay: Dosis-Wirkungsprofil

TF-1-Zellen wurden drei Tage mit verschiedenen Konzentrationen von EPO (-m-), Aranesp® (-o-),
AGEM400 (-A-) bzw. von AGEM400-HES (-¥-) kultiviert. Die Zunahme metabolisch aktiver Zellen
wurde mittels MTS-Assay photometrisch als Zunahme der optischen Dichte (OD) bei 490 nm
(ReferenZfilter: 620 nm) in Dreifach-Bestimmungen ermittelt. Zur Darstellung der Absolutwerte wurden
die Mittelwerte berechnet und gegen die dazugehérige Konzentration aufgetragen. Die Datenpunkte
wurden durch eine Punkt-zu-Punkt-Kurve miteinander verbunden.
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AGEMA400-HES zeigte auf die Proliferation von TF-1-Zellen die starkste Wirkung und
wurde innerhalb dieses Assays als Vollagonist (a=1) definiert. Tab. 3.1 gibt fur jede
Testsubstanz die intrinsische Agonisten-Aktivitat durch das Verhaltnis des maximalen
Effektes des Partialagonisten (Emax-p) und des maximalen Effektes des Vollagonisten
(Emaxf) an. EPO wirkte mit einer intrinsischen Aktivitat von 0.95 vergleichbar mit
AGEMA400-HES vollagonistisch. Der Partialagonismus der beiden anderen
Testsubstanzen zeigte sich uber die intrinsischen Aktivitaten von 0.82 fiir Aranesp®
bzw. 0.70 fir AGEM400.

Tabelle 3.1: Berechnung der intrinsischen Agonisten -Aktivitat

Fur die Berechnung der intrinsischen Aktivitat a wurden die Verhaltnisse zwischen dem maximalen
absoluten Effekt (OD-Wert) jeder einzelnen Substanz und dem gesamtmaximalen absoluten Effekt in
TF-1-Zellen ermittelt. Die intrinsische Aktivitdt eines Partialagonisten liegt im Bereich zwischen 1
(Vollagonist) und 0 (Antagonist). In Klammern ist der entsprechende maximale OD-Mittelwert
angegeben.

Substanz a
EPO 0.95
Aranesp © 0.82
AGEM400 0.70
AGEM400-HES | 1
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Abb. 3.7 zeigt die Dosis-Wirkungsbeziehung der linear normalisierten Werte gegen
die logarithmierte Konzentration nach nicht-linearer Regression. Durch die lineare
Normalisierung der Absolutwerte sind partialagonistische Effekte nicht mehr
erkennbar. Diese Dosis-Wirkungskurven wurden zur Ermittlung der effektiven
Konzentrationen EC10, EC50 und EC90 herangezogen.
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Abb. 3.7: TF-1; MTS-Assay: nicht-lineare Regression

Die absoluten OD-Mittelwerte, die bei verschiedenen Konzentrationen von EPO (-m-), Aranesp® (-o-),
AGEM400 (-A-) bzw. AGEM400-HES (-¥-) ermittelt wurden, wurden linear von 0% bis 100%
normalisiert. Anschlieend wurden die normalisierten Effekte gegen die logarithmierte Konzentration
aufgetragen. Durch nicht-lineare Regression wurde eine Dosis-Wirkungskurve an die Datenpunkte

approximiert und dadurch die Berechnung der effektiven Konzentration EC10, EC50 und EC90
ermoglicht (vgl. Tab. 3.2).
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Die OD-Werte, die bei den fur TF-1 ermittelten EC10-, EC50- und EC-90-
Konzentrationen gemessen wurden, wurden in Abb. 3.8 auf den Kontrollansatz
(unstimulierte Zellen) normiert. In dieser Abb. ist die Induktion der Proliferation durch
EPO und AGEM400-HES im Vergleich zum Kontrollwert im maximalen
Konzentrationbereich deutlich erkennbar. Der Partialagonismus von Aranesp® und
AGEMA400 &aulRRerte sich bei dieser Darstellungsweise jeweils in einer etwa 1.4-fach
niedrigeren Signalstarke im Bereich der EC90-Konzentration.
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W EC90 2,661 1,913 1,974 2,835

Abb. 3.8: TF-1; MTS-Assay: normierte Werte

Zur Bestimmung der Signalstarke wurde das Signal-Rausch-Verhdltnis fur die effektive Konzentration
EC10, EC50 bzw. EC90 wie folgt berechnet: OD-Signal(EC10, 50 bzw. 90)/OD-Signal(Kontrolle). Bei der
Kontrolle wurden die Zellen ohne Substanz kultiviert. Dabei entspricht das OD-Signal der
Negativkontrolle dem einfachen Signal und die kalkulierten Verhaltnisse der untersuchten Substanzen
zur Negativkontrolle wurden als x-faches Signal dargestellt.
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3.4.2 UT-7/EPO-Zellen

EPO, AGEM400 und AGEMA400-HES bewirkten auch in UT-7/EPO-Zellen einen
Dosis-abhangigen Anstieg metabolisch aktiver Zellen. Ein Partialagonismus wurde

fur keine Testsubstanz beobachtet (vgl. Abb. 3.9). Alle drei Substanzen bewirkten
gleich starke maximale Effekte.
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Abb. 3.9: UT-7/EPO; MTS-Assay: Dosis-Wirkungsprofil

UT-7/EPO-Zellen wurden drei Tage mit verschiedenen Konzentrationen von EPO (-m-),
AGEMA400 (- A-) bzw. von AGEM400-HES (-¥-) kultiviert. Die Zunahme metabolisch aktiver Zellen
wurde mittels MTS-Assay photometrisch als Zunahme der optischen Dichte (OD) bei 490 nm
(ReferenZfilter: 620 nm) in Dreifach-Bestimmungen ermittelt. Zur Darstellung der Absolutwerte wurden

die Mittelwerte berechnet und gegen die dazugehérige Konzentration aufgetragen. Die Datenpunkte
wurden durch eine Punkt-zu-Punkt-Kurve miteinander verbunden.
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Abb. 3.10 zeigt die Dosis-Wirkungsbeziehung der linear normalisierten Effekte der
Testsubstanzen in UT-7/EPO-Zellen nach nicht-linearer Regression. Fir alle

Testsubstanzen wurden die effektiven Konzentrationen EC10, EC50 und EC90
ermittelt.
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Abb. 3.10: UT-7/EPO; MTS-Assay: nicht-lineare Regre ssion

Die absoluten OD-Mittelwerte, die bei verschiedenen Konzentrationen von EPO (-m-), AGEM400 (- A-)
bzw. AGEM400-HES (-V¥-) ermittelt wurden, wurden linear von 0% bis 100% normalisiert.
AnschlieRend wurden die normalisierten Effekte gegen die logarithmierte Konzentration aufgetragen.
Durch nicht-lineare Regression wurde eine Dosis-Wirkungskurve an die Datenpunkte approximiert und

dadurch die Berechnung der effektiven Konzentration EC10, EC50 und EC90 ermdbglicht (vgl. Tab.
3.2).
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Auch in UT-7/EPO ist eine Induktion der Proliferation durch EPO, AGEM400 oder
AGEMA400-HES im Vergleich zu den unstimulierten Zellen deutlich nachweisbar. Die
bei der Berechnung der Signal-Rausch-Verhéaltnisse ermittelten Signalstarken waren
fur alle Substanzen in den betrachteten Konzentrationsbereichen vergleichbar (vgl.
Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: UT-7/EPO; MTS-Assay: normierte Werte

Zur Bestimmung der Signalstéarke wurde das Signal-Rausch-Verhaltnis fur die effektiven Konzentration
EC10, EC50 bzw. EC90 OD-Signal(Ec10, 50 bzw. 90)/OD-Signal(Kontrolle) berechnet. Bei der Kontrolle
wurden die Zellen ohne Substanz kultiviert. Dabei entspricht das OD-Signal der Negativkontrolle dem
einfachen Signal und die kalkulierten Verhaltnisse der untersuchten Substanzen zur Negativkontrolle
wurden als x-faches Signal dargestellt.
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Tab. 3.2 listet die EC10-, EC50- und EC90-Konzentrationen nach nicht-linearer
Regression auf, die fur alle Testsubstanzen in den MTS-Assays mit TF-1 und UT-
7/EPO ermittelt wurden.

UT-7/EPO zeigte eine starkere Responsivitat als TF-1 auf alle Testsubstanzen. In
TF-1 zeigte AGEM400 insgesamt eine erniedrigte Effizienz im Vergleich zu EPO,
Aranesp® und AGEM400-HES. Dagegen zeigte EPO, AGEM400 und AGEM400-
HES in UT-7/EPO uber alle Konzentrationsbereiche hinweg vergleichbare Effekte.

Tabelle 3.2: Vergleich der Effekte von AGEM400-HES  in TF-1 und UT-7/EPO

Die Approximation einer Dosis-Wirkungskurve mittels nicht-linearer Regression linear normalisierter
Werte in Abhangigkeit von der logarithmierten Substanzkonzentration ermdglichte eine Berechnung
der effektiven EC50-Konzentration.

Die effektive halbmaximale Konzentration EC50 und das 95% Konfidenzintervall (95% CI) wurden
vom Statistikprogramm Graph Pad Prism berechnet. Aus der programmermittelten EC50 konnten
sukzessiv die effektiven Konzentrationen EC10 und EC90 berechnet werden.

Substanz EC10 EC50 EC90
ng/mi ng/mi ng/mi
(95%CI)

EPO

TF-1 0.135 1.23 11.07
(0.88-1.17)

Aranesp ®

TF-1 0.097 0.88 7.92
(0.64-1.22)

AGEM400

TF-1 0.336 3.06 27.54
(2.18-4.29)

AGEM400-

HES 0.07 0.65 5.85

TF-1 (0.49-0.87)

EPO

UT-7/EPO 0.045 0.412 3.708
(0.32-0.54)

AGEM400

UT-7/EPO 0.059 0.535 4.815
(0.39-0.73)

AGEM400-

HES 0.016 0.145 1.305

UT-7/EPO (0.1-0.21)
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3.4.3 Interassay-Vergleich der EC50-Werte bzw. der relativen Effizienz

Tabelle 3.3 zeigt vergleichend die Mittelwerte aller EC50-Werte von EPO, AGEM400
und AGEM400-HES, die aus mehreren unabhangigen MTS-Assays mit den
humanen Zelllinien TF-1 und UT-7/EPO ermittelt wurden. UT-7/EPO war die
sensitivere Zelllinie fur die Testsubstanzen. Alle Substanzen erreichten in UT-7/EPO
die niedrigsten EC50-Werte.

In beiden Zelllinien erzielte AGEM400 im Vergleich zu den anderen Testsubstanzen
die geringsten Effekte. In UT-7/EPO lag die EC50 von AGEM400 im Gegensatz zur
EC50 von AGEM400 in TF-1 noch in der gleichen Grél3enordnung wie die EC50 von
EPO und AGEM400-HES. AGEM400-HES zeigte in den untersuchten Zelllinien eine

mit EPO vergleichbare Effizienz.

Tabelle 3.3: MTS-Interassay-Vergleich: EC50-Werte
X gibt den Mittelwert der EC50-Konzentrationen aus n unabhéngigen Experimenten an. SD gibt die
Standardabweichung an.

Substanz EC50 TF-1 (ng/ml) EC50 uT-7/EPO (ng/ml)
X SD | n X SD n
ng/ml ng/ml
EPO

0.87 | 053 | 66 0.53 0.35 20

AGEMA400
2.65 112 | 54 0.7 0.3 18

AGEMA400-HES
0.66 | 0.23 | 15 0.45 0.31 27
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3.5 Apoptose

TF-1-Zellen werden apoptotisch, wenn ihnen IL-3 oder EPO uber mehrere Tage
entzogen wird. EPO hat auf hAmatopoetische Vorlauferzellen eine anti-apoptotische
Wirkung. Es sollte untersucht werden, ob AGEM400 bzw. AGEM400-HES ebenfalls
apoptotische Prozesse inhibieren kénnen.

Um direkte und unmittelbare Effekte zu bestimmen, wurden frihe Apoptose-Marker
wie aktivierte Caspasen bzw. die Bindung von Annexin V an Phosphatidylserin (PS)
zur Detektion frih-apoptotischer Vorgéange herangezogen.

Die Zellen wurden Uber drei Tage mit verschiedenen Konzentrationen von EPO,
AGEM400 und AGEM400-HES kultiviert. Parallel wurde die entsprechende Anzahl
toter Zellen mit Propidiumiodid detektiert.

3.5.1 Aktivierung von Caspase-3, -7 und -8 in TF-1- Zellen

AGEM400 und AGEM400-HES waren wie EPO in der Lage die Induktion der
Apoptose durch Aktivierung der Caspasen-3, -7 und -8 zu unterbinden. Abb. 3.12
zeigt eine gleichméaiige Abnahme aktiver Caspasen bei steigenden Konzentrationen
von EPO, AGEM400 und AGEM400-HES.

Abb. 3.13 zeigt den Zusammenhang zwischen der Substanzkonzentration und der
Aktivierung der untersuchten Caspasen in TF-1-Zellen nach nicht-linearer
Regression mittels einer Dosis-Wirkungskurve. EPO und AGEM400-HES zeigten bei
der Hemmung der Caspasen-3, -7 und -8 eine vergleichbare
konzentrationsabhangige Effizienz. Bei allen drei untersuchten Caspasen lagen die
IC50-Konzentrationen, die zur halbmaximalen Hemmung bendétigt wurden, von EPO
und AGEM400-HES in einem Bereich von etwa 0.2 ng/ml (vgl. Tab. 3.4). Die
Effektivitat von AGEM400 war im Vergleich dazu deutlich niedriger. Um die
Aktivierung der Caspasen-3 und -7 halbmaximal zu hemmen, war eine AGEM400-
Konzentration nétig, die mit 38.89 ng/ml 195-fach Gber der IC50-Konzentration von
EPO bzw. AGEM400-HES lag. Zur halbmaximalen Hemmung der Aktivierung von
Caspase-8 durch AGEM400 war eine Konzentration von 122.01 ng/ml notig.
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Abb. 3.12: TF-1; FACS-Analyse: Inhibierung von Casp  asen
Die prozentualen Anteile an Caspase-positiven Zellen wurden fiir die Caspasen-3, -7 (Abb. A) bzw. fur

die Caspase-8 (Abb. B) in Abhangigkeit von der Konzentration von EPO (-m-), AGEM400 (-A-) bzw.
AGEMA400-HES (- ¥ -) mittels FACS-Analyse ermittelt.

Die Datenpunkte jeder Konzentrationsreihe wurden durch eine Punkt-zu-Punkt-Kurve miteinander
verbunden.
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Abb. 3.13: TF-1; Inhibierung von Caspasen: nicht-li  neare Regression

Die aus der FACS-Analyse ermittelten prozentualen Anteile Caspase-positiver Zellen (vgl. Abb. 3.12)
wurden linear normalisiert und gegen die logarithmierte Konzentration von EPO (-m-), AGEM400 (-A-)
bzw. AGEM400-HES (-V¥-) aufgetragen. Durch nicht-lineare Regression wurde eine Dosis-
Wirkungskurve zu jeder Konzentrationsreihe ermittelt. In Abb. A sind die Dosis-Wirkungskurven der
Testsubstanzen fur die Inhibition der Caspasen-3 und -7 dargestellt. Abb. B zeigt die Dosis-
Wirkungskurven der Testsubstanzen fir die Inhibition der Caspase-8.
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Tabelle 3.4: FACS-Analyse: Inhibierung von Caspasen in TF-1-Zellen

Mittels nicht-linearer Regression in Form einer Dosis-Wirkungskurve wurden die EC50-Werte fir die
Testsubstanzen ermittelt. Das 95%-Konfidenzintervall (95% CI) und der Korrigierte
Determinationskoeffizient (Rz) wurden vom Statistikprogramm Graph Pad Prism berechnet.

TF-1 Caspase-3, -7 Caspase-8
Substanz EC50 | 95%CI R° | EC50 95%Cl R?
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
EPO
0.168 0.08-0.35 |0.99 | 0.206 0.053-0.81 | 0.99
AGEM400

38.89 | 25.45-59.43 | 0.99 | 122.01 | 32.35-460.6 | 0.99

AGEM400-HES
0.231 0.05-1.15 0.98 | 0.327 0.035-3.05 | 0.94

3.5.2 Annexin V-Nachweis friih apoptotischer Zellen

Phosphatidylserin (PS) wird im frih-apoptotischen Prozess als Zeichen des
Integritatsverlustes der Zellmembran von der Innenseite auf die Aul3enseite der
Membran transloziert und kann durch die hochaffine Bindung von Annexin V-FITC an
PS in der FACS-Analyse detektiert werden.

Mit steigenden Konzentrationen von AGEM400 bzw. AGEM400-HES wurde eine
Dosis-abhangige Abnahme der Annexin V-Bindung nachgewiesen (vgl. Abb. 3.14 (A)
und (B)). Tab. 3.5 zeigt die IC50-Werte der Dosis-Wirkungskurven der
Testsubstanzen. EPO zeigte mit einer IC50 von 0.17 ng/ml in TF-1-Zellen die
hochste Effizienz. AGEM400 erzielte eine 43-fach und AGEM400-HES eine 13-fach
niedrigere Effizienz als EPO.
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Abb. 3.14: Annexin V: Inhibition apoptotischer Proz esse in TF-1

Der prozentuale Anteil Annexin V-positiver Zellen wurde bei der FACS-Analyse unter Ausschluss
bereits toter Zellen ermittelt und graphisch gegen die Konzentration von EPO (-m-), AGEM400 (-A-)
bzw. AGEM400-HES (-V¥-) aufgetragen. Die Datenpunkte wurden durch eine Punkt-zu-Punkt-Kurve
miteinander verbunden (vgl. Abb. (A)). Es wurden anschlieBend Dosis-Wirkungskurven durch nicht-
lineare Regression der von 0% bis 100% linear normalisierten prozentualen Anteile Annexin V-
positiver Zellen gegen die logarithmierte Konzentration ermittelt (vgl. Abb. (B)).

A: Konzentrationsabhéangige Abnahme Annexin V-positiver Zellen

B: Dosis-Wirkungverhéltnis nach nicht-linearer Regression
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Tabelle 3.5: Annexin V: Inhibition apoptotischer Pr  ozesse in TF-1

Mittels nicht-linearer Regression in Form einer sigmoidalen Dosis-Wirkungskurve wurden die IC50-
Werte als vergleichbares Mal3 fir die Effektivitdt der Testsubstanzen ermittelt. Das 95%-
Konfidenzintervall (95% CI) und der korrigierte Determinationskoeffizient (R wurden vom
Statistikprogramm Graph Pad Prism berechnet.

Substanz IC50 | 95%CI | R®
ng/ml ng/ml
EPO 0.167 | 0.03-1.04 | 0.98
TF-1
AGEMA400 7.151 | 0.18-292.6 | 0.87
TF-1
AGEM400-HES | 2.211 | 0.13-37.52 | 0.91
TF-1
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3.5.3 Detektion toter Zellen mit Propidiumiodidfarb ~ ung

Abb. 3.15 zeigt die Dosis-abhéngige Abnahme toter TF-1-Zellen in Korrelation zur
Zunahme metabolisch aktiver Zellen. Mit diesem Assay wurde gezeigt, dass die
durch EPO-, AGEM400- oder AGEM400-HES-induzierte Zunahme metabolisch
aktiver Zellen nicht nur auf Proliferation, sondern auch das Uberleben der Zellen in
Abhangigkeit von der Konzentration von EPO, AGEM400 bzw. AGEM400-HES
basiert. EPO zeigte die hochste und AGEM400 die niedrigste Effizienz.
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Abb. 3.15: Detektion toter Zellen mit Propidiumiodi  d

Propidiumiodid (PI) ist ein DNA-Interkalationsfarbstoff, der nur Membranen toter Zellen passiert und
dort mittels FACS-Analyse detektierbar ist. Der prozentuale Anteil Pl-positiver Zellen (linke y-Achse)
wurde bei der FACS-Analyse ermittelt und gegen die Konzentration von EPO (-m-), AGEM400 (-A-)
bzw. AGEM400-HES (-V¥-) aufgetragen. Zusatzlich wurden die Wachstumskurven aus den MTS-
Proliferationsassays in die Graphik eingefugt (rechte y-Achse). Die Datenpunkte sind jeweils durch
eine Punkt-zu-Punkt-Kurve miteinander verbunden.
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3.6 Differenzierung

3.6.1 CD-34 Verlustin TF-1-Zellen

CD34 ist ein charakteristischer = Oberflaichenmarker = hamatopoetischer
Progenitorzellen, der im Verlauf der weiteren Differenzierung nicht mehr auf der
Zelloberflache exprimiert wird. AGEM400 und AGEM400-HES bewirkten eine Dosis-
abhangige Abnahme von CD34 auf der Oberflache von TF-1.

Abb. 3.16 zeigt die Abnahme von CD34 in Abhangigkeit von der Konzentration der
Testsubstanzen und stellt dies als prozentuale Zunahme CD34-negativer—Zellen dar.
Hinsichtlich der Effektstarke von AGEM400 und AGEM400-HES wurde im Vergleich
zu EPO ein Partialagonismus beobachtet. Die Effekte von AGEM400 und AGEM400-
HES sind niedriger als die Effekte, die durch EPO bewirkt wurden. Bei der
Betrachtung der Signal-Rausch-Verhéltnisse (vgl. Abb. 3.17) wurde der
Partialagonismus beider Substanzen bereits im Bereich der EC50-Konzentration
sichtbar und verstarkte sich im maximalen Signalbereich.

124

—=EPO
| —=2—AcEM400
—¥— AGEM400-HES

CD34-negative Zellen (%)

1.0x10°% 4
1.0x1072 S
1.0x101 S
1.0x10° S
1.0x101 S
1.0x102 4
1.0x10% S
1.0x104 -

Konzentration (ng/ml)

Abb. 3.16: CD34-Verlust auf TF-1-Zellen

CD34 ist ein Oberflachenmarker hadmatopoetischer Vorlauferzellen, der im Zuge der Differenzierung
an der Zelloberflache dauerhaft verlorengeht. Der Verlust von CD34 kann folglich als
Differenzierungsmarker eingesetzt werden.

Der prozentuale Anteil CD34-negativer Zellen wurde mittels FACS-Analyse detektiert und gegen die
Konzentration von EPO (-m-), AGEM400 (-A-) bzw. AGEM400-HES (-V¥-) aufgetragen. Die
Datenpunkte wurden jeweils durch eine Punkt-zu-Punkt-Kurve miteinander verbunden.
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Abb. 3.17: TF-1; CD34-Verlust: normierte Werte

Zur Bestimmung des Signal-Rausch-Verhéltnisses des CD34-Verlustes an der Oberflache von TF-1-
Zellen wurde fur alle Testsubstanzen der prozentuale Anteil CD34-negativer Zellen im Bereich der
effektiven Konzentration EC10, EC50 bzw. EC90 durch den prozentualen Anteil CD34-negativer
Zellen in der Negativkontrolle, bei denen die Zellen ohne Substanz kultiviert wurden, dividiert. Dabei
entspricht der prozentuale Anteil CD34-negativer Zellen in der Negativkontrolle dem 1-fachen Signal
und die kalkulierten Verhaltnisse zwischen Testsubstanzen und Negativkontrolle wurden
entsprechend als x-faches Signal des Kontrollwertes angegeben.
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Abb. 3.18 zeigt die linear normalisierten  Dosis-Wirkungskurven der
konzentrationsabhangigen Zunahme CD34-negativer Zellen.

EPO zeigte mit einer EC50 von 0.144 ng/ml die hochste Effektivitat in diesem Assay.
Die EC50 von AGEMA400-HES lag bei 0.223 ng/ml und war mit der von EPO
vergleichbar und 23-fach niedriger als die EC50-Konzentration von AGEM400 (vgl.
Tab. 3.6).
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Abb. 3.18: TF-1; CD34-Verlust: nicht-lineare Regres  sion
Es wurde fur alle Testsubstanzen eine Dosis-Wirkungskurve durch nicht-lineare Regression der von

0% bis 100% linear normalisierten prozentualen Anteile CD34-negativer Zellen gegen die
logarithmierte Konzentration ermittelt.

Tabelle 3.6: EC50-Werte (TF-1, CD34-Verlust)

Mittels nicht-linearer Regression in Form einer sigmoidalen Dosis-Wirkungskurve wurden die EC50-
Werte als vergleichbares Mal3 fur die Effektivitit der Testsubstanzen ermittelt. Das 95%-
Konfidenzintervall (95% CI) und der Kkorrigierte Determinationskoeffizient (RZ) wurden vom
Statistikprogramm Graph Pad Prism berechnet. Die effektiven Konzentrationen EC10 und EC90
wurden sukzessiv berechnet.

Substanz EC50 95%Cl R* EC10 EC90
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml

EPO 0.144 0.08-2.67 0.98 0.016 1.296

TF-1

AGEM400 5.15 2.75-9.65 0.98 0.567 46.35

TF-1

AGEM400-HES 0.223 0.13-0.38 0.98 0.024 2.007

TF-1
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3.6.2 CFU-Assays

Der CFU-Assay (Colony Formation Unit-Assay) wurde als Testsystem zur Evaluation
der Wirkung von AGEM400-HES im Vergleich zu EPO auf die Differenzierung
hamatopoetischer Vorlauferzellen (CD34"-Zellen) zu erythroiden Kolonien (BFU-E)
verwendet.

In mononuklearen Zellen aus humanem Knochenmark bzw. aus dem Knochenmark
von Cynomolgus- bewirkte AGEM400-HES eine konzentrationsabhéngige
Ausbildung erythroider Kolonien (vgl. Abb. 3.19). AGEM400-HES zeigte bei der
Differenzierung der Knochenmarkzellen zu erythroiden Kolonien (BFU-E) in beiden
Spezies einen halbmaximalen bei 10 ng/ml. Dieser lag etwa 10-fach unter dem
halbmaximalen Effekt, der durch EPO induziert wurde.

Abb. 3.20 zeigt die prozentualen Anteile gebildeter erythroider Kolonien aus
Knochenmarkzellen der untersuchten Spezies bezogen auf die zu Beginn des
Versuches eingesetzte Gesamtzahl mononukleéarer Zellen.

Die Zunahme erythroider Kolonien erfolgte fur EPO in beiden Spezies bis zu einer
Konzentration von etwa 11 ng/ml. Mit 0.21% der eingesetzten Gesamtzahl
mononukleérer Zellen bewirkte EPO einen maximalen Effekt. Eine 10-fach niedrigere
Konzentration fihrte im humanen System zu einer sehr deutlichen Abnahme
erythroider Kolonien. AGEM400-HES induzierte im humanen System mit 0.17% der
Ausgangszellzahl eine maximale Bildung erythroider Kolonien in einem
Konzentrationsbereich von etwa 450 ng/ml. In Knochenmarkzellen aus Cynomolgus
fuhrte AGEM400-HES in einem gréf3eren Konzentrationsbereich von etwa 45 — 450
ng/ml zu einem maximalen Effekt von etwa 0.1% erythroider Kolonien bezogen auf

die Ausgangszellzahl.
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Abb. 3.19: CFU-Assay; Differenzierung von Knochenma  rkzellen (Mensch, Cynomolgus)

Zur Auswertung der Bildung erythroider Kolonien wurden die gebildeten groRen roten Kolonien als
BFU-E (—) und die kleinen roten Kolonien als CFU-E (--) pro Well mikroskopisch ausgezahlt. Die
ausgezahlten Kolonien/Well wurden gegen die dazugehoérige Konzentration aufgetragen und jeweils
durch eine Punkt-zu-Punkt-Kurve miteinander verbunden.

(A): CFU-Assay; humane Knochenmarkzellen

Humane Knochenmarkzellen wurden 12 Tage mit verschiedenen Konzentrationen von EPO (-m-) oder
AGEMA400-HES (- ¥-) in 6-Well-Platten kultiviert.

(B): CFU-Assay; Knochenmarkzellen aus Cynomolgus

Mononukleare Zellen aus dem Knochenmark von Cynomolgus-Affen wurden 10 Tage mit
verschiedenen Konzentrationen von EPO (-m-) und AGEM400-HES (- ¥-) in Methylcellulose in 6-Well-
Platten kultiviert.
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Abb. 3.20: Prozentuale erythroide Differenzierungv ~ on Knochenmarkzellen im CFU-Assay

Die Anteile erythroider Kolonien wurden prozentual bezogen auf die im CFU-Assay eingesetzte
Gesamtzellzahl an humanen (vgl. Abb. A) bzw. an Knochenmarkzellen von Cynomolgus (vgl. Abb. B)
berechnet. Fir die Berechnung der prozentualen Anteile erythroider Kolonien wurden BFU-E und
CFU-E zusammen betrachtet.
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3.6.3 CD36/GlycophorinA (CD235a)

CD36 und GlycophorinA sind Oberflachenantigene, die im Laufe der Differenzierung
von humanen Knochenmarkzellen auf der Oberflache exprimiert werden. Abb. 3.21
zeigt die Ergebnisse der FACS-Analyse zur Detektion dieser beiden
Differenzierungsmarker auf humanen Knochenmarkzellen. EPO und AGEM400-HES
bewirkten mit jeweils steigender Konzentration eine deutliche und gleichmaRige
Zunahme beider Marker auf der Zelloberflache.

Die Zunahme der beiden Marker durch EPO begann ab einem Konzentrationsbereich
von 0.01 ng/ml und erreichte ein Plateau im Bereich von 1 ng/ml. Mit AGEM400-HES
wurde eine nahezu lineare Zunahme der beiden Marker an der Zelloberflache ab
einer Konzentration von 0.01 ng/ml bis zu einer Konzentration von 10 ng/ml

beobachtet.
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Abb. 3.21: CD36 und GlycophorinA auf der Oberflache humaner MNCs aus Knochenmark

Nach 12-tagiger Kultivierung humaner Knochenmarkzellen mit verschiedenen Konzentrationen von
EPO (-m-) und AGEM400-HES (-V¥-) in 6-Well-Platten wurden die Oberflachenmarker CD36 (—) und
GlycophorinA (--) durchflusszytometrisch bestimmt.
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3.6.4 Nachweis der Hamoglobinbildung in Affenzellen

Eine Kultivierung von Knochenmarkzellen aus Cynomolgus und Pavian in
Methylcellulose mit Konzentrationsreihen von EPO bzw. AGEM400-HES induzierte
eine Dosis-abhéngige Entwicklung makroskopisch erkennbarer roter Kolonien. Zur
Quantifizierung und zum Nachweis, dass EPO und AGEM400-HES terminale
Differenzierung der untersuchten Knochenmarkzellen induzieren, wurde der
Hamoglobingehalt biochemisch bestimmt. EPO bewirkte in den Affenzellen eine
starkere Hamoglobinbildung als AGEM400-HES. Die Hamoglobinkonzentration, die
mit Cynomolgus-Knochenmarkzellen mit einer EPO-Konzentration oberhalb von 1
ng/ml und mit Pavian-Zellen mit einer EPO-Konzentration oberhalb von 0.1 ng/ml
ermittelt werden konnte, war jeweils etwa doppelt so hoch als die
Hamoglobinkonzentration, die mit  AGEM400-HES im vergleichbaren
Konzentrationsbereich erreicht wurde (vgl. Abb. 3.22 und Tabelle. 3.7).

Tabelle 3.7: Hadmoglobinwerte erythroider Zellen aus Cynomolgus und Pavian

Die Tabelle zeigt die Hamoglobinwerte (Hb), die wahrend der Erythropoese von Knochenmarkzellen
aus Cynomolgus bzw. aus Pavian in einer 1.1 ml Methylcellulosekultur im 6-Well-Format in Gegenwart
verschiedener EPO- oder AGEM400-HES-Konzentrationen gebildet wurden.

EPO Hb EPO Hb
ng/ml pg/1.1 mi ng/ml pg/1.1 mi
Cynomolgus Pavian
54.4 5.6 34 7.1
8,7 8,2 3.4 7.9
1.4 6,0 0.34 3.7
0.2 2.7 0.034 1.3
0.04 3.8 0.0034 1.5
AGEM400- Hb AGEM400- Hb
HES pg/1.1 ml HES ug/1.1 ml
ng/ml Cynomolgus ng/ml Pavian
35.5 7 22.2 6,0
5.7 4.1 2.22 3.2
0.9 3.6 0.222 1.6
0.1 3.0 0.022 0.9
0.02 2.3 0.002 1.9
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Abb. 3.22: Erythropoese von Knochenmarkzellen (MNC) aus Cynomolgus und Pavian

Die Hamoglobin-Werte beziehen sich auf den Inhalt einer 1.1 ml Methylcellulosekultur von
Knochenmarkzellen im 6-Well-Format nach 10-tdgiger Inkubation mit Konzentrationsreihen von

AGEM400-HES bzw. EPO.
(A): Knochenmarkzellen aus Cynomolgus
(B): Knochenmarkzellen aus Pavian
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3.7 Untersuchungen zur Rezeptorbindung

3.7.1 Kompetitionsassays

In den hamatopoetischen Zelllinien TF-1 und UT-7/EPO konnte nachgewiesen
werden, dass AGEM400-HES spezifisch an den EPO/R bindet. Die Ko-Kultivierung
der Zellen mit einem l6slichen EPO/R (sEPO/R) und verschiedenen Konzentrationen
von EPO oder AGEMA400-HES, bewirkte in beiden Zelllinien die Inhibierung der
proliferationsstimulierenden  Effekte von EPO bzw. AGEM400-HES. Der
stimulatorische Effekt von IL-3 auf die Proliferation von TF-1-Zellen wurde durch
SEPO/R dagegen nicht gehemmt (vgl. Abb. 3.23). AGEM400-HES zeigte eine mit
EPO vergleichbare Effizienz.

Dartberhinaus wurde die Bindung von AGEM400 und AGEM400-HES an den
EPO/R in einem Radioliganden-Bindungs-Experiment bestétigt. Abb. 3.24 zeigt eine
gleichméfige konzentrationsabhangige Verdrdngung eines radioaktiv markierten
rekombinanten EPOs von einem immobilisierten EPO/R durch EPO, AGEM400 bzw.
AGEM400-HES. EPO zeigte mit einer durchschnittlichen IC50 von 9.69 ng/ml den
starksten kompetitiven Effekt. AGEM400 und AGEMA400-HES zeigten jeweils
vergleichbare Effekte. Fir AGEM400 lag die IC50 1.9-fach und fur AGEM400-HES
1.4-fach hoher als die IC50-Konzentration von EPO (vgl. Tab. 3.8).
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Abb. 3.23: Bindung von AGEM400-HES an den EPO/Rvon  TF-1 und UT-7/EPO

Ein léslicher EPO/R (sEPO/R) kompetierte den membranstandigen EPO/R und fing die Liganden EPO
oder AGEM400-HES ab. Eine Inhibierung des proliferationsstimulierenden Effekts von EPO bzw.
AGEMA400-HES auf die Zellen spiegelte die spezifische Rezeptorbindung der beiden Substanzen
wider. Die proliferationsstimulierende Wirkung von IL-3 in TF-1-Zellen wurde nicht beeinflusst.

Die Zellen wurden in Dreifach-Bestimmungen drei Tage mit verschiedenen Konzentrationen von EPO
ohne sEPO/R (-m-) oder mit 2 pg/ml seEPO/R (-o-) oder mit verschiedenen Konzentrationen von
AGEMA400-HES ohne sEPO/R (-¢-) oder mit 2ug/ml sEPO/R (-0-) bzw. mit IL-3 ohne (-e-) und mit 2
png/ml sEPO/R (-o-) kultiviert. AnschlieBend wurde der Umsatz eines Farbreagenz durch metabolisch
aktive Zellen photometrisch bestimmt. Aus den OD-Werten der Einzelbestimmungen wurden die
Mittelwerte berechnet und gegen die Konzentration aufgetragen. Die Datenpunkte jeder
Konzentrationsreihe wurden durch eine Punkt-zu-Punkt-Kurve miteinander verbunden.

84



Ergebnisse

-&- EPO
—&— AGEM400
=¥— AGEM400-HES

[EnY

o

o
1

Abnahme der 125I—rhEPO—Bindung (%)

Abb. 3.24: Radioliganden-Bindungsassay

Konzentration (ng/ml)

Konzentrationsabhéngige Verdrangung eines 25|_markierten rhEPO von einem immobilisierten EPO/R
durch EPO (-m-), AGEM400 (- A-) bzw. AGEM400-HES (-V¥-)

Tabelle 3.8: Radioliganden-Bindungs-Assay; IC50-Wer

Angegeben sind die IC50-Werte mit Standardabweichung (SD) und Anzahl der Einzel-Bestimmungen
pro Konzentration (n), die bei der halbmaximalen Verdrangung eines radioaktiv-markierten rhEPO
vom EPO/R durch EPO, AGEM400 und AGEM400-HES als Abnahme der Bindung des radioaktiven
EPOs an einen immobilisierten EPO/R ermittelt wurden. Die Werte, die in der IC50-Spalte in
Klammern angegeben sind, geben relative IC-50-Werte an, bei denen der IC-50-Wert von EPO als 1
definiert wurde. Die anderen Werte wurden darauf als x-facher Effekt bezogen.

IC50

Substanz (ng/ml) SD n
9.69

rhEPO (1x) 1.43 4
17.99

AGEM400 (1.9%) 3.73 3
13.52

AGEM400-HES (1.4x) 0.63 3
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Zur weiteren Untersuchung der Spezifitat der fir EPO und AGEM400-HES gezeigten
Kompetition wurden UT-7/EPO mit verschiedenen Konzentrationen von EPO und
gleichzeitiger Zugabe eines l6slichen EPO/R kultiviert. Dies wurde fir jeweils neun
verschiedene Konzentrationen des l6slichen EPO/R wiederholt. Als Referenz diente
die Kultivierung der Zellen mit verschiedenen EPO Konzentrationen ohne Zugabe
des loslichen EPO/R (vgl. Abb. 3.25).

Der l6sliche EPO/R antagonisierte den membranstandigen EPO/R und bewirkte in
UT-7/EPO-Zellen eine konzentrationsabhéngige Zunahme der EC50 von EPO. In
Abb. 3.25 erkennt man diesen Effizienzverlust aufgrund der Dosis-abhangigen
Kompetition durch den l6slichen EPO/R an der Rechtsverschiebung der Dosis-
Wirkungskurven mit zunehmender Konzentration des loslichen EPO/R. Die
ermittelten EC50-Konzentrationen (vgl. Tab. 3.9) wurden fur eine Schild-Plot-Analyse
herangezogen (vgl. Abb. 3.26), um die Qualtitdt des Antagonismus zu Uberprufen.

Da die Steigung der Regressionsgeraden im Schild-Plot nahe an eins ist, wurde ein
kompetitiver Antagonismus bestatigt. Bei dem eingesetzten Antagonisten handelt es
sich nicht um einen Liganden, sondern ebenfalls um einen Rezeptor. Dies kénnte der
Grund sein, dass die Steigung nicht gleich eins, sondern nur 0.9 betrug.

Mit Hilfe linearer Regression wurde der Zusammenhang zwischen Effizienzverlust

und antagonistischer Rezeptorkonzentration in Abb. 3.27 graphisch verdeutlicht.
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Abb. 3.25: UT-7/EPO, MTS-Assay: Kompetition des mem  branstandigen EPO/R

UT-7/EPO-Zellen wurden mit einer 1:5-Verdiinnungsreihe von EPO im Konzentrationsbereich von 20
nM bis 2x10™* nM und jeweils 9 verschiedenen Konzentrationen eines loslichen EPO/R (SEPO/R) bzw.
ohne Zugabe des sEPO/R (Kontrollansatz) drei Tage als Dreifach-Bestimmungen kultiviert. Die
Zunahme metabolisch aktiver Zellen wurde photometrisch im Rahmen eines MTS-Assays detektiert.
Im Anschluss wurden die Dosis-Wirkungskurven und die EC50-Werte mittels nicht-linearer Regression
ermittelt.

Tabelle 3.9: EC-50-Werte: kompetitive Abnahme der P roliferation in UT-7/EPO
Aufgelistet sind die EC50-Werte (Abb. 3.29) mit der entsprechenden zugehérigen
Antagonistenkonzentration (SEPO/R).

Antagonist EC50
ug/ml nM
0 0.0062
0.0009 0.0064
0.0028 0.0069
0.009 0.0067
0.028 0.0066
0.09 0.0132
0.28 0.0107
0.9 0.0507
2.8 0.1355
9 0.5468
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Abb. 3.26: UT-7/EPO, Schild-Plot-Analyse: kompetiti  ver Antagonismus

r gibt die Verhdltnisse zwischen den aus den Dosis-Wirkungskurven ermittelten EC50-
Konzentrationen und der EC50-Konzentration des Kontrollansatzes an. Eine Steigung von 1
kennzeichnet einen kompetitiven Antagonismus. Der pA,-Wert gibt die antagonistische Potenz an und
stimmt bei einer Steigung von 1 mit der Affinitdtskonstanten Ky des Antagonisten tberein.

8751  UT-7/EPO ‘

Effizienzverlust (%)

Konzentration SEPO/R (ug/ml)

Abb. 3.27: UT-7/EPO, lineare Regression: Abnahme EP  O-induzierter Proliferation durch
kompetitiven Antagonisten

Die EC50-Werte, die fur jede sEPO/R-Konzentration ermittelt wurden, wurden in Bezug zur EC50-
Konzentration gesetzt, die bei der Dosis-Wirkungsbeziehung durch EPO ohne Antagonist erreicht
wurde. Die berechneten Verhaltnisse wurden anschliel3end als prozentuale Effizienzverluste gegen
die Konzentration des ldslichen EPO/R aufgetragen. Eine lineare Regressionsgerade stellt den
Zusammenhang zwischen Effizienz und Antagonistenkonzentration graphisch dar.
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3.8 Aktivierung von STAT5 und ERK1/2 in UT-7/EPO

AGEM400 und AGEMA400-HES aktivierten wie EPO Komponenten erythroider
Signalwege wie z.B. die Phosphorylierung von STAT5 (JAK/STAT-Signalweg) oder
die Phosphorylierung von ERK1/2 (Ras-Raf-Signalweg).

Nach Stimulation von UT-7/EPO Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von
EPO, AGEM400 bzw. AGEM400-HES und anschlieRender Western Blot Analyse der
Zellextrakte konnte eine konzentrationsabhdngige Phosphorylierung von STATS5
nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.28). Die Signalstarken, die durch AGEM400 bzw.
AGEMA400-HES erreicht wurden, waren gleich stark und nur minimal schwacher als

die Signale, die mit entsprechenden EPO-Konzentrationen erreicht wurden.

EPO AGEM400 AGEM400-HES
[ng/ml] 340 34 34 0.34 0.034 O 460 46 4.6 0.46 0.046 O 2200 220 22 22 022
PSTATS oneme — bt AR T —

STAT5 —— ———————— TS

Abb. 3.28: Western Blot Analyse: Aktivierung von ST ~ AT5in UT-7/EPO

UT-7/EPO-Zellen wurden 30 min. mit verschiedenen Konzentrationen der drei Testsubstanzen bzw.
ohne Testsubstanz (O) bei 37T stimuliert. Im Anschluss wurden die Zell en lysiert und die Zellextrakte
fur die Western Blot Analyse zum Nachweis von Phospho-STAT5 (P-STATS) bzw. STATS5 verwendet.
Nach der Immunfarbung der Blotmembranen war das konstitutive STAT5-Signal und die
konzentrationsabhangigen P-STAT5-Signale bei etwa 90 kD erkennbar. Die Signale von P-STAT5
nahmen ab Konzentrationsbereich der Testsubstanzen von 1x10° bis 1x10™ ng/ml kontinuierlich ab.
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Ein maximales P-STAT5-Signal wurde durch Stimulation mit EPO, AGEM400 oder
AGEM400-HES mit Konzentrationen im Bereich von 3.4 bzw. 4.5 ng/ml bereits
innerhalb von 30 min. erreicht. Nach zwei Stunden konstanter Stimulation der Zellen
mit EPO, AGEM400 (400) oder AGEM400-HES (400-HES) war das Signal deutlich
abgeschwacht und nach 24 Stunden konstanter Stimulation kaum noch detektierbar
(vgl. Abb. 3.29).

[h]

O 05 1 2 4 24 0.5 1 2 4 24 0.5 1 2 4 24

P-STAT5

STATS - - — S S — D — —

EPO - + o+ + + o+ - - - - - - - - - -
400 - - - - - - + + + + + - - - - -
400-HES - - - - - - - - - - - + + + + +

Abb. 3.29: Western Blot Analyse: Aktivierungsdauer von STATS5 in UT-7/EPO

UT-7/EPO-Zellen, die zuvor 48h ohne EPO kultiviert wurden, wurden konstant tiber 0.5; 1; 2; 4 und 24
Stunden (h) mit 3.4 ng/ml EPO, 4.5 ng/ml AGEM400 (400) oder 4.5 ng/ml AGEM400-HES (400-
HES) maximal stimuliert. Als Negativkontrolle erhielten die Zellen Medium ohne Testsubstanz (O).
Anschlieend erfolgte der Nachweis von Phospho-STATS (P-STAT5) bzw. STAT5 mittels Western
Blot Analyse. Nach der Immunféarbung der Blotmembranen war das konstitutive STAT5-Signal und die
konzentrationsabhangigen P-STAT5-Signale bei etwa 90 kD detektierbar.

Beim Nachweis der Phosphorylierung von MAP-Kinasen ERK1/2 (p44/42 MAPK)
zeigte sich im Western Blot die charakteristische Doppelbande von 42 bzw. 44 kD.
EPO (E) und AGEM400-HES (H) bewirkten eine vergleichbar starke
Phosphorylierung von ERK1/2 (P-ERK1/2) innerhalb von 30 min. Nach vier Stunden
war das P-ERK-Signal nach Stimulation mit EPO oder AGEM400-HES jeweils nur
noch sehr schwach detektierbar (vgl. Abb. 3.30).

0.5h 4h 24h

(0] E H (0] E H (0] E H

3 ¥ P31

Abb. 3.30: Western Blot Analyse: Aktivierungsdauer von ERK1/2 in UT-7/EPO

UT-7/EPO-Zellen, die zuvor 48 Stunden ohne EPO kultiviert wurden, wurden konstant tber 0.5; 4 und
24 Stunden mit 3.4 ng/ml EPO (E) bzw. 10 ng/ml AGEM400-HES (H) stimuliert. Als Negativkontrolle
erhielten die Zellen Medium ohne Testsubstanz (O).

P-ERK1/2

ERK1/2
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3.9 Immunologische Untersuchungen

Nach Immunisierung von Kaninchen mit EPO, mit dem Peptidmonomer BB68 oder
mit AGEM400 wurden die entsprechenden Antiseren gewonnen. Mittels Western Blot
Analyse wurde gezeigt, dass weder die Peptide mit dem anti-EPO Antiserum SA4893
noch EPO mit den beiden anti-Peptid Antiseren SA5047 (anti-BB68) bzw. SA5048
(anti-AGEM400) nachgewiesen werden konnten. Alle Substanzen wurden hingegen

spezifisch mit ihrem zugehdorigen Antiserum detektiert (vgl. Abb. 3.31).

SA48594 SAL047 SAL048
E BB 400 E RA 400 E A3 400
kO 49- | |

a8-

26 -

17-

14-

Fi-

3- }

Abb. 3.31: Western Blot Analyse: immunologische Divergenz zwischen EPO und EPO-

mimetischen Peptiden

EPO, BB68 und AGEM400 wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf PVDF-Membranen geblottet
und anschlieBend mit den zugehdrigen Antiseren inkubiert. Die Antikorper, die an EPO oder die
Peptide gebunden hatten, wurden Uber einen HRP-markierten anti-rabbit Antikérper und
Chemilumineszenz detektiert und zeigten das erwartete Molekulargewicht (kD).

Anti-EPO Antikdrper aus dem Kaninchen Antiserum (SA4893/anti-EPO) reagierten nur mit EPO (E),
aber nicht mit den EMPs BB68 (68) oder AGEM400 (400). Umgekehrt reagierten anti-BB68 Antikdrper
(SA5047/anti-BB68) bzw. anti-AGEM400 Antikérper (SA5048/anti-AGEM400) aus den jeweiligen
Kaninchen Antisera nur mit den EMPs, aber nicht mit EPO.

3.9.1 Nachweis von Kreuzreaktionen zwischen anti-EP ~ O-Antikdrpern und
EPO-mimetischen Peptiden

Ein Proliferationsassay mit TF-1-Zellen zeigte, dass die proliferationsstimulierende
Wirkung von AGEM400 bzw. AGEM400-HES nicht durch anti-EPO-Antikorper aus
dem Serum des mit EPO immunisierten Kaninchens (anti-EPO Antiserum) blockiert
wurde (vgl. Abb. 3.32(A)). Eine Inkubation der Zellen mit EPO und dem anti-EPO
Antiserum hemmte dagegen den Effekt von EPO auf die Proliferation bzw. das
Uberleben der TF-1-Zellen (vgl. Abb. 3.32(B)).
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Abb. 3.32: TF-1, MTS-Assay: immunologische Divergen  z zwischen EPO und AGEM400-HES
TF-1-Zellen wurden in Dreifach-Bestimmungen mit verschiedenen Konzentrationen von EPO (Abb. A)
oder AGEM400-HES (Abb. B) ohne Zusatz eines Serums (-m-), in Gegenwart des Praimmunserums
4893 (-o-) bzw. in Gegenwart des anti-EPO Antiserums SA4893 (- A-) kultiviert. Anschlieend wurde
die Umsetzung eines Farbreagenz durch metabolisch aktive Zellen photometrisch durch
Absorptionsmessung bei 492 nm (Referenzfilter 620 nm) bestimmt. Die OD-Mittelwerte wurden mit
Standardabweichung gegen die Konzentration aufgetragen und durch eine Punkt-zu-Punkt-Kurve
miteinander verbunden.
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3.10 ELISA:; Nachweis von AGEM400 und AGEM400-HES in  verschiedenen

Verdinnungsmedien

Mit Hilfe eines bei der Firma Charles River generierten anti-AGEM400 Antikorpers
konnte ein sensitiver Sandwich-ELISA mit einer Nachweisgrenze deutlich unterhalb
von 1 ng/ml von AGEM400 bzw. AGEM400-HES, etabliert werden (vgl. Abb 3.33).

In Tabelle 3.10 sind die ermittelten OD-Werte fir die Verdinnungen von AGEM400
bzw. AGEM400-HES in verschiedenen Verdinnungsmedien fur Konzentrationen bis

5 ng/ml aufgefihrt.

Tabelle 3.10: ELISA: Detektion von AGEM400 und AGEM  400-HES

Aufgelistet sind die Mittelwerte (Mean) der photometrisch bestimmten Extinktionen (OD450 nm) mit
zugehdriger Standardabweichung (SD), die fur verschiedene Konzentrationen von AGEM400 bzw.
AGEMA400-HES in unterschiedlichen Verdinnungsmedien ermittlet wurden. Die Nachweise erfolgten
in Triplikaten.

AGEM400 Rattenserum Humanserum RPMI/10% FCS  FBS/BSA Lysepuffer/ BSA
ng per ml Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
5,00 0,99 0,07 0,96 0,13 0,87 0,03 1,20 0,08 0,44 0,03
3,75 0,71 0,05 0,64 0,03 0,64 0,06 0,88 0,02 0,44 0,01
2,50 0,61 0,02 0,47 0,02 0,50 0,03 0,80 0,10 0,37 0,04
1,88 0,53 0,02 0,40 0,05 0,37 0,01 0,67 0,08 0,35 0,03
1,25 0,42 0,02 0,35 0,03 0,34 0,03 0,49 0,04 0,33 0,03
0,94 0,30 0,01 0,25 0,03 0,38 0,03 0,40 0,02 0,31 0,02
0,63 0,28 0,02 0,21 0,01 0,28 0,01 0,32 0,03 0,30 0,02
0,47 0,26 0,02 0,19 0,01 0,28 0,03 0,32 0,02 0,29 0,02
0,31 0,25 0,02 0,24 0,06 0,27 0,05 0,29 0,05 0,32 0,03
0,23 0,21 0,03 0,15 0,01 0,22 0,00 0,24 0,04 0,31 0,02
0,16 0,20 0,01 0,16 0,00 0,23 0,01 0,23 0,01 0,29 0,01
0,00 0,17 0,01 0,14 0,02 0,21 0,01 0,20 0,00 0,28 0,01
AGEM400-HES Rattenserum Humanserum RPMI/10% FCS  BBS /BSA Lysepuffer/BSA
ng per ml Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
5,00 1,75 0,09 1,12 0,17 1,59 0,33 1,30 0,30 1,00 0,15
3,75 1,57 0,19 0,88 0,06 1,16 0,12 1,52 0,07 0,77 0,13
2,50 1,25 0,11 0,69 0,07 0,87 0,10 1,09 0,10 0,64 0,06
1,88 1,07 0,11 0,50 0,04 0,78 0,09 0,77 0,09 0,45 0,03
1,25 0,76 0,05 0,33 0,03 0,62 0,04 0,76 0,07 0,41 0,07
0,94 0,60 0,01 0,30 0,03 0,45 0,06 0,65 0,09 0,34 0,04
0,63 0,43 0,04 0,22 0,00 0,36 0,04 0,44 0,06 0,28 0,01
0,47 0,36 0,04 0,19 0,02 0,28 0,02 0,26 0,03 0,23 0,02
0,31 0,28 0,01 0,15 0,01 0,25 0,01 0,26 0,02 0,28 0,03
0,23 0,25 0,03 0,14 0,01 0,22 0,03 0,26 0,01 0,22 0,03
0,16 0,23 0,02 0,12 0,00 0,19 0,04 0,19 0,02 0,20 0,01
0,00 0,14 0,01 0,09 0,01 0,12 0,01 0,11 0,01 0,17 0,03
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Abb. 3.33: ELISA: Detektion von AGEM400 und AGEM400 -HES

AGEM400 (Abb. A) und AGEM400-HES (Abb. B) wurden mit veschiedenen Konzentrationen in
Rattenserum (-e-), Humanserum (-A-), RPMI/10% FCS (-¥-), PBS/1% BSA (-¢-) oder in
Lysepuffer/1% BSA (-m-) verdiinnt und anschlie3end Uber einen Erstantikérper Schaf-anti-AGEM400
an die Plattenoberfliche gebunden. Die Detektion erfolgte colorimetrisch durch Messung der
optischen Dichte (OD) bei 492 nm (Referenzfilter 620 nm) nach Bindung eines dritten HRP-markierten
Detektionsantikdrpers an den Zweitantikorper aus einem Kaninchen-anti-AGEM400 Antiserum.
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4 Diskussion

Das monomere Peptid BB68 unterscheidet sich von der aus der Literatur bekannten
EMP-1-Sequenz [52] durch den Austausch der Aminosauren Prol0, Trpl3 und
Prol7 [63]. Bisher wurde angenommen, dass es sich bei diesen drei Positionen
hinsichtlich der EPO-mimetischen Wirkung um den kritischen Kern von EMP-1
handelt. In dieser Arbeit konnte diese Annahme widerlegt werden. BB68 zeigte in
den hier betrachteten Testsystemen eindeutige EPO-mimetische Eigenschaften.
Durch Dimerisierung von BB68 und Kopplung an ein HES-Molekil (AGEM400-HES)
wurden je nach Zelllinie Effizienzen erreicht, die mit denen von EPO vergleichbar
waren. AGEMA400-HES aktivierte die erythroide Entwicklung h&matopoetischer
Vorlauferzellen durch Induktion der Proliferation und Differenzierung. AufRerdem
konnte gezeigt werden, dass AGEM400-HES das Uberleben hamatopoetischer
Vorlauferzellen unterstitzt und Apoptose inhibiert. Die Bindung an den EPO/R ist
eine erste Voraussetzung, um diese Effekte zu erzielen, und konnte fir AGEM400-
HES spezifisch gezeigt werden. Der Wirkmechanismus von AGEM400-HES scheint
auf Basis bisheriger Untersuchungen mit dem Mechanismus von EPO

Ubereinzustimmen [68,75].

Die Kopplung von Wirkstoffen an Carrier-Molekule ist eine géangige Methode zur
Erhohung der molekularen Masse, was in vivo mit einer verlangerten Halbwertszeit
einhergeht. Bei den Carrier-Molekulen handelt es sich um Makromolekiile, durch die
der Arzneistoff an hydrodynamischer GroRe gewinnt, was neben der Stabilisierung
des Wirkstoffs auch zu einer verbesserten Loslichkeit fuhrt. AGEM400 wurde
oligovalent an Hydroxyethylstarke (HES) gekoppelt. Durchschnittlich wurden funf
AGEM400-Dimere an ein HES-Molekll gebunden. Die Kopplung an HES bewirkte in
TF-1 eine interessante Effizienzsteigerung von AGEMA400. Die Effizienz (EC50) von
AGEMA400-HES lag in TF-1-Zellen je nach Assay-System 1.6x bis 4x hoher als die
von AGEMA400. Dieser Partialagonismus von AGEM400 in TF-1-Zellen steht
maoglicherweise im Zusammenhang mit dem aberranten EPO-Rezeptor, der in TF-1-
Zellen exprimiert wird [76]. Dabei handelt es sich um einen C-terminal trunkierten
EPO-Rezeptor, der fir eine gestorte STAT5-Aktivierung verantwortlich ist [77].

Offensichtlich bewirkt die Bindung von EPO an den trunkierten Rezeptor starkere
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Effekte als die Bindung von AGEM400. AGEM400-HES hingegen zeigte hingegen
Effekte, die hinsichtlich der Wirkstarke mit denen von EPO vergleichbar waren. Eine
multivalente Kopplung von AGEM400 an HES kénnte zu einer lokalen
Konzentrationserhéhung an der Zelloberflache und damit im Vergleich zu AGEM400
zu einer starkeren Aktivierung der EPO-Rezeptoren fuhren. Die verstarkte
Aktivierung des Rezeptors durch eine durch Multimerisierung herbeigefihrte
Konzentrationsernbhung beruht vermutlich darauf, dass die Dissoziation des Peptid-
Dimers vom EPO/R nur kurzfristig und schnell gefolgt von einer neuen Bindung eines
an HES-gekoppelten Peptid-Dimers an den EPO/R ist. In diesem Zusammenhang
kann man die hohere Aktivitat von AGEMA400-HES als Supravalenz- oder
Multivalenzeffekt bezeichnen [64]. Dieser Effekt wurde in allen Testsystemen mit TF-
1-Zellen beobachtet. Denkbar ware auch eine Verstarkung der Aktivitat durch die
gleichzeitige Bindung mehrerer Peptid-Dimere eines HES-Molekils an EPO-
Rezeptoren. Hierbei wird ein weiterer Vorteil der Verwendung von HES gegentiber
der von PEG als Carrier-Molekul deutlich. Mit PEG kdnnte ein solcher signifikanter
Multivalenzeffekt nicht erreicht werden, da ein Wirkstoff an PEG nicht oligovalent
gekoppelt werden kann. Die linearen Polymerketten von PEG kénnen jeweils nur an
den Termini derivatisiert werden. Interessanterweise fuhrt eine Kopplung eines EPO-
mimetischen Peptid-Dimers an PEG (Hematide®) zu einer 5-fachen Abnahme der
Rezeptor-Bindungsaffinitat, sowie zu einer geringeren in vitro Effizienz verglichen mit
dem Peptid-Dimer allein [68].

Eine mogliche Erklarung fur die geringere Aktivitat von AGEM400 im Vergleich zu
AGEM400-HES in TF-1-Zellen wird z.B. durch die Annahme des Supravalenzeffektes
geliefert. Als weitere Ursache, die zu einer niedrigeren Effizienz von AGEM400
beitragen kénnte, kdnnten verschiedene Bindungsarten von Peptid-Dimeren an die
Rezeptormolekile bzw. an die Rezeptorkomplexe sein. Abb. 4.1 zeigt Moglichkeiten
mit denen AGEM400-Dimere an den EPO/R binden konnten. Es ist bekannt, dass die
asymmetrische Bindung eines EPO-Proteins eine andere Konformation des
Rezeptorkomplexes (intermolekulare Winkelungen) als die symmetrische Bindung
eines vergleichsweise sehr kleinen Peptid-Dimers bewirkt. Vor diesem Hintergrund
konnte die niedrigere Aktivitdit von AGEM400 verglichen mit der Aktivitat von
AGEMA400-HES dadurch erklart werden, dass ein EPO/R von zwei verschiedenen
Dimeren gleichzeitig gebunden wird, wund dies zu einer inaktiven

Rezeptorkonformation fuhrt. Bei AGEM400-HES ware eine solche blockierende
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Bindung aufgrund der raumlichen Entfernung der gekoppelten Peptid-Dimere nicht

maoglich.
AGEM400
extrazellular ; : :
transmembran
zytoplasmatisch
'\ EPO/R- /\ /
Molekule

OFF

Abb. 4.1: Modell: Bindungsarten von AGEM400-Peptide  n an den EPO/R

In UT-7/EPO wurde ein Partialagonismus von AGEM400 bzw. ein Multivalenzeffekt
von AGEM400-HES nicht beobachtet. Dies hadngt vermutlich damit zusammen, dass
in UT-7/EPO-Zellen im Gegensatz zu TF-1-Zellen ein voll funktionsfahiger EPO/R
verstarkt exprimiert wird, der sich weder quantitativ noch qualitativ limitierend auf die
Wirkstarke von AGEM400 auswirkt.

PEG wird vom Organismus nicht degradiert und ausgeschieden und akkumuliert im
Korper. Derzeit gibt es keine Langzeitstudien dariber, welche Auswirkungen diese
Akkumulation mit sich fihrt. Aufgrund seiner Biodegradierbarkeit, die durch eine
schnelle Plasma Clearance gekennzeichnet ist, wird HES in der Medizin bereits seit
langem als Plasma Expander eingesetzt. Bei der Verwendung von HES als Plasma
Expander wird es in hohen taglichen Dosen im zweistelligen Gramm-Bereich
appliziert. Unter diesen Umstanden wurde von einer Anreicherung von
hochsubstituiertem (stark verzweigtem) HES in verschiedenen Organen berichtet
[66,67]. Eine wiederholte Gabe von HES in diesen hohen Konzentrationen kann u.a.

zu einer gestorten Nierenfunktion, zu hamostatischen Problemen oder zu Juckreiz
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fuhren [65]. Eine Akkumulation von HES mit niedriger Substitutionsrate wurde nicht
beobachtet. Die Applikation von niedrigsubstituiertem HES wird im Allgemeinen auch
nach wiederholter Gabe gut vertragen [65,71,72,73].

Es muss beachtet werden, dass sich die Nebenwirkungen von HES in
pharmakokinetischen bzw. toxikologischen Studien an Ratten, Schweinen und
Menschen in einem Konzentrationsbereich von 0.5-1.0 g/kg Kdrpergewicht zeigten.
Fur AGEM400-HES wird zur Bekampfung einer Andmie eine 1000-fach niedrigere
effektive Dosis, die deutlich unter 1 mg/kg Kérpergewicht liegt, erwartet. Aus diesem
Grund kann davon ausgegangen werden, dass die HES-Komponente des
AGEMA400-Konjugates in den Konzentrationsbereichen, die zur Behandlung einer
Anamie notig waren, keine Nebenwirkungen verursachen wird.

HES ist in verschiedenen Qualitaten, die sich neben dem Molekulargewicht auch im
Grad der Hydroxyethylierung unterscheiden, erhéltlich. Der enzymatische Abbau von
HES durch Amylasen im Blut und anschlie3ender Filterung der Fragmente in der
Niere ist vor allem abhangig vom Grad der Hydroxyethylierung. Somit ist es im
Gegensatz zu PEG mdglich, die Halbwertszeit bzw. die Dosierung Uber den
Wirkstofftrager durch Verwendung unterschiedlicher HES-Qualitaten zu justieren
[65].

Es konnte gezeigt werden, dass AGEM400-HES bezogen auf die eingesetzte
Peptidkonzentration (ng/ml) verglichen mit EPO oder mit Aranesp® in den
verschiedenen in vitro Testsystemen &aquipotente Effekte erzielte. In den
Proliferationsassays zeigte AGEM400-HES in humanen TF-1 bzw. UT-7/EPO
durchschnittliche EC50-Werte von 140 pM bzw. 100 pM. Diese Werte liegen unter
denen, die fir Hematide® (Affymax) publiziert wurden. Hier wurden durchschnittliche
EC50-Werte von 900 pM bzw. 460 pM erreicht [68]. In einem kurzlich veroffentlichten
Patent von Affymax wurde mit dem angegebenen effizientesten ,Peptid-1" in murinen
mit dem humanen EPO/R transfizierten BA/F3-Zellen eine EC50 von 165 pM erzielt
[74]. Dies ist eine Annaherung an die EC50 von AGEM400-HES. Ob die Effizienz
dieses Peptides wirklich mit der Effizienz von AGEM400-HES vergleichbar ist, bleibt
fraglich, da das verwendete murine und EPO/R-Uberexprimierende Zellsystem nicht
mit den in dieser Arbeit verwendeten humanen Zelllinien TF-1 und UT-7/EPO

vergleichbar ist. Es ist anzunehmen, dass humane hamatopoetische Zelllinien im
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Vergleich zu einer transfizierten Mauszelllinie einen aussagekréftigeren
Prognosewert hinsichtlich der Ubertragung auf die in vivo Situation liefern.

Ein anderes EMP-1-basiertes ESA ist CNTO 530. Dabei handelt es sich um ein
homodimeres Fusionsprotein, dessen monomerer Baustein aus einer Antikérper Fc-
Domane, einem Linker und einem anschlieRenden EMP-1-Peptid besteht. In einem
Proliferationsassay mit UT-7/EPO zeigte CNTO 530 mit einer EC50 von 100 pM eine
vergleichbare Effizienz wie AGEM400-HES [75].

Hinsichtlich der Wirkstarke von AGEM400-HES in murinen Systemen muss
bericksichtigt werden, dass AGEM400 Uber Dimerisierung bzw. Konjugation an HES
fur den humanen EPO/R optimiert wurde. Moglicherweise fihrt dies zu einer
geringeren Affinitat fir den murinen EPO/R. In Tierversuchen mit Mausen und Ratten
kénnte AGEM400-HES zusatzlich durch Kompetition mit dem endogenen murinen
EPO an Wirkstarke verlieren. Eine potentielle niedrige Wirkstarke von AGEM400-
HES in Mausen oder Ratten muss kritisch bewertet und nicht als Vorhersage fiur die
Wirkstarke im humanen System betrachtet werden.

In klonogenen Assays mit mononukledren Zellen aus dem Knochenmark von Mensch
bzw. von Cynomolgus- und Pavian-Affen wurde jeweils vergleichbar bestétigt, dass
AGEM400-HES die Proliferation bzw. das Uberleben myeloider Vorlauferzellen und
deren Differenzierung in erythroide Zellstadien bis hin zur phanotypisch erkennbaren
Hamoglin-produzierenden Zelle induziert. Die isolierten mononukledren Zellen
befinden sich in einem physiologischen in vivo-ahnlichem Zustand, der u.a. durch
einen arretierten Zellzyklus gekennzeichnet. Assays mit diesen ex vivo Zellen nahern
sich der in vivo Situation wesentlich mehr an, als dies mit proliferierenden Zelllinien
maoglich ist. Daher sind die Ergebnisse der klonogenen Versuche zur Pradiktion der
Wirkung von AGEM400-HES im humanen Organismus schwerer zu wiegen als die
Ergebnisse mit den Zelllinien.

Die generierten polyklonalen Antikérper gegen EPO, gegen den monomeren
Baustein BB68 bzw. gegen das dimere AGEM400-Peptid zeigten in der Western Blot
Analyse untereinander keine Kreuzreaktionen. Die anti-Peptid Antikbrper haben nicht
an das rekombinante EPO gebunden. Umgekehrt fand keine Bindung zwischen den
Peptiden und den anti-EPO Antikoérpern statt. Diese immunologische Divergenz

zwischen EPO und den Peptiden ist eine hervorragende Voraussetzung fiur die
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Generierung einer neuen verbesserten Peptid-basierten Generation von ESA
(=erythropoiesis stimulating agent)-Praparaten. Es ist aufgrund fehlender
Sequenzhomologie sehr unwahrscheinlich, dass Peptid-basierte ESAs wie
AGEMA400-HES, Hematide® oder CNTO 530 die Synthese EPO-neutralisierender
Antikdrper induzieren konnen. Im Menschen bewirken EPO-neutralisierende
Antikdrper Erythroblastopenien (Pure Red Cell Aplasia [PRCA]). Fir Hematide®
konnte bereits ausfuhrlich gezeigt werden, dass Antikorper gegen EPO bzw. gegen
Hematide® nicht miteinander kreuzreagieren. In einem PRCA-Rattenmodel ist
Hematide® in der Lage eine anti-EPO Antikdrper-induzierte Anamie zu korrigieren
[58].

In zukilnftigen Experimenten muissen die pharmakokinetischen Parameter wie
Freisetzung, Absorption, Distribution, Metabolisierung und Exkretion von AGEM400-
HES ebenso wie pharmakodynamische und toxikologische Aspekte ausfihrlich in
verschiedenen Tiermodellen untersucht werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein
sensitiver ELISA zum Nachweis von AGEM400 bzw. AGEM400-HES in Ratten- oder
Humanserum mit einer Nachweisgrenze von unter 1 ng/ml Peptid entwickelt und
etabliert. In den verschiedenen in vitro-Testsystemen lagen die aktiven
Konzentrationen von AGEM400-HES in einem Bereich von 1-10 ng Peptid/ml. Es ist
anzunehmen, dass die Konzentrationen, die mit dem ELISA nachgewiesen werden
kénnen, in einem Kklinisch relevanten Konzentrationsbereich liegen. Somit ware der
ELISA ein sehr zweckdienliches Nachweisverfahren bei pharmakokinetischen
Untersuchungen im Rahmen von Tierversuchen bzw. von klinischen Studien.

Um zusétzliche Details zum Wirkmechanismus von AGEM400-HES zu erlangen,
waren weitere molekularbiologische Untersuchungen wie z.B. Transkriptions- und
Expressionsanalysen von potentiellen Target-Genen notig. Weiterhin wéren Fragen
zum Rezeptor/Wirkstoffkomplex, die im Zusammenhang mit der Rezeptor-Clearance
oder dem Rezeptor-Recycling steht, zu klaren.

Bisher gelangen Verbesserungen von EPO-Praparaten nur in pharmakologischen
Teilbereichen aber haufig in Verbindung mit EinbuRen bei anderen
pharmakologischen Parametern. Beispielsweise konnte im Fall von Aranesp® die
Halbwertszeit durch Hyperglykosylierung des Préaparates erhdht werden, aber im
Gegenzug sank die Aktivitat des Wirkstoffes. Im Gegensatz zu allen bisherigen

Versuchen, neue verbesserte EPO-Praparate zu entwickeln, stellt AGEM400-HES
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einen potentiellen Wirkstoff dar, bei dem eine Optimierung der Pharmakodynamik

und der Pharmakokinetik gleichermal3en gelungen sein koénnte.
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