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1 Einleitung

1.1 Krebs

Krebs gehort mit ca. 500.000 Erkrankungen pro Jahr zu den haufigsten
Krankheiten in Deutschland und ist nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen die
zweithaufigste Todesursache und laut statistischem Bundesamt fur ein Viertel
aller Todesfalle verantwortlich. In der Altersgruppe der 45- bis 65-jahrigen ist
Krebs die haufigste Todesursache. Als Krebs werden dabei verschiedenste Arten
von Zellwucherungen im menschlichen Korper zusammengefasst, welche aus
Mutationen in fur die Zellteilung kritischen Genen resultieren. Genauso
unterschiedlich wie die Pathogenese und der Ort des Auftretens, sind Therapie

und Prognose, welche mit der Diagnose einhergehen.

1.1.1 Akute Myeloische Leukamie

Pathogenese

Der Begriff Leukamie umfasst die Krebserkrankungen des blutbildenden
Systems, wobei sich entartete Leukozyten unkontrolliert vermehren. Hierbei
werden Reifungsstorungen der myeloischen Reihe von denen der lymphatischen
Reihe unterschieden, Die akute myeloische Leukamie (AML) entsteht aus einer
Reifungsstorung in der myeloischen Reihe der Blutbildung. Dies unterscheidet
sie von der akuten lymphatischen Leukdmie (ALL), welche aus einer
Reifungsstorung in der lymphatischen Reihe entsteht. Wahrend die ALL
vorwiegend im Kinder- und Jugendalter auftritt, stellt die AML eine Erkrankung

des hoheren Erwachsenenalters dar.
Epidemiologie

Es erkranken etwa 3,7 von 100.000 Menschen pro Jahr an AML, wobei die
Inzidenz mit dem Alter stark steigt und in der Gruppe der Patienten tber 70 Jahre
bei Giber 100 Fallen von 100.000 Menschen liegt. Das 5-Jahres-Uberleben ist mit
24,1% wesentlich schlechter als bei anderen Formen der Leukamie. Wahrend
sich die Prognose im jungeren Erkrankungsalter in den letzten Dekaden zum Teil

deutlich verbessern konnte, stagniert gerade bei Patienten Uber 60 Jahren,



welche etwa die Halfte aller Erkrankten ausmachen, das relative 5-Jahres-
Uberleben bei ca. 15% (Biichner et al. 2009).

Klassifikation

Nach der Diagnose einer AML in der Regel durch Nachweis leukamischer
Blasten im Knochenmark, kann Uber den Nachweis spezifischer genetischer
Aberrationen und Immunphanotypisierung eine genauere Kilassifizierung
erfolgen. Die Erfassung genetischer Aberrationen ist heutzutage sowohl fur die
Abschatzung der Prognose als auch fur die Therapie unabdingbar. Anhand der
Einteilung nach der WHO-Klassifikation lassen sich entsprechende
Risikogruppen bilden, nach welchen die Patienten entsprechend der
zytogenetischen Veranderungen in die drei ELN (European Leukemia-Network)-

Risikogruppen (glnstig, intermediar, unglnstig) eingeteilt werden kénnen.
Therapie

Die AML-Therapie besteht aus der Induktionstherapie, welche das Ziel der
kompletten Remission (CR, engl. complete remission) verfolgt, und der daran
anschlieBenden Konsolidierungstherapie. Je nach molekular-zytogenetischer

Veranderung variiert die Aussicht, eine CR zu erreichen.

1.1.2 Tumorassoziierte Antigene

Als tumorassoziierte Antigene werden Antigene bezeichnet, welche von
Tumorzellen produziert und exprimiert werden. Hierbei findet oftmals eine
Uberexpression auf den Tumorzellen statt. Im Folgenden werden einige fiir die
vorliegende Arbeit wichtige TAAs abgehandelt.

FLT3

FLT3 (engl. FMS-like tyrosine kinase 3) auch CD135, STK-1 (engl. human stem
cell kinase 1) oder FLK-2 (engl. fetal liver kinase 2) genannt, ist ein Protein mit
einem Molekulargewicht von 132-155 kDa (Maroc et al. 1993). FLT3 wird zur
Klasse-llI-Rezeptortyrosinkinase-Familie gezahlt. Die Mitglieder dieser Familie
weisen einen gemeinsamen strukturellen Aufbau aus funf Immunglobulin-

ahnlichen extrazellularen Doméanen, einer Transmembrandomane, einer



zytoplasmatischen  Juxtamembrandomane (JM) und einer geteilten
intrazellularen Tyrosinkinasedomane auf (Rosnet and Birnbaum 1993; Agnes et
al. 1994). Eine Aktivierung des Rezeptors erfolgt durch Bindung des zugehdrigen
Liganden, FLT3-L. Der Ligand kann biologisch aktiv sowohl in I6slicher Form als
auch membrangebunden vorliegen (Lyman et al. 1993). Der FLT3-Ligand bindet
an zwei Molekule des FLT3-Molekuls, wodurch Transphosphorylierungen in der
intrazellularen Doméane  ermdglicht werden. Dadurch findet eine
Konformationsanderung statt, welche zur Aktivierung der
Signaltransduktionskaskaden fuhrt (Griffith et al. 2004). Dies induziert die
Proliferation, Differenzierung und das Uberleben hamatopoetischer
Stammzellen, was jedoch noch von weiteren Wachstumsfaktoren abhangig ist
(Rusten et al. 1996). Physiologischerweise wird FLT3 auf myeloiden und
lymphoiden Vorlauferzellen exprimiert (Stirewalt and Radich 2003), findet sich
teilweise aber auch auf Monozyten (Lyman and Jacobsen 1998; Hofmann et al.
2012). Auf malignen Zellen akuter Leukamien findet in Uber 90% der Falle eine
starke Expression von FLT3 statt (Birg et al. 1992; Carow et al. 1996). Dies
konnte bei chronischen Leukamien ausschlieBlich wahrend einer Blastenkrise
nachgewiesen werden, was die Vermutung nahelegt, dass FLT3 bei Leukamien
eine entscheidende Rolle bei der Expansion und Proliferation von Blasten spielt
(Birg et al. 1992). Bei etwa jeder dritten AML findet sich eine FLT3-Mutation.
Damit gehdrt FLT3 zu den am haufigsten mutierten Genen bei AML (Gilliland and
Griffin 2002). Dabei kdnnen zwei unterschiedliche Mutationsarten unterschieden
werden: Die interne Tandemduplikation (FLT3-ITD) und die Punktmutationen der
Tyrosin-Kinase-Domane (FLT3-TKD). Beide Mutationen fuhren durch dauerhafte
Aktivierung des Rezeptors zur Aktivierung von proliferativen und anti-
apoptotischen Signaltransduktionskaskaden (Yamamoto et al. 2001; Hayakawa
et al. 2000), wobei die FLT3-ITD im Gegensatz zur FLT3-TKD mit einer
schlechten Prognose korreliert (Thiede et al. 2002; Moreno et al. 2003).
Therapeutisch kann eine Blockade der Signaltransduktion des FLT3-Rezeptors
mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Midostaurin (Handelsname Rydapt®) erreicht
werden. Dieser ist seit 2017 in den USA und Europa in Kombination mit

Chemotherapie sowohl in der Induktions-, als auch in der



Konsolidierungstherapie u.a. zur Behandlung der FLT3-positiven AML
zugelassen. Die Anwendung konnte sowohl das Gesamtuberleben als auch die
4-Jahres-Uberlebensrate erhdhen (Stone et al. 2017). Durch Verwendung von
FLT3-Inhibitoren anstelle von Multikinaseinhibitoren soll therapeutisch eine
hohere Wirksamkeit erreicht werden, indem spezifisch die FLT3-Tyrosinkinase
blockiert wird. Ein Beispiel hierfur ist der Ende 2019 in der EU als Monotherapie
zugelassene Wirkstoff Gilteritinib (Handelsname Xospata®).

Endoglin

Endoglin, auch CD105 oder ENG, ist ein homodimeres Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von ca. 170 kDa (Gougos and Letarte 1988). Endoglin fungiert
als Hilfsrezeptor fur die TGF-f(engl. Transforming growth factor- )-Familie
(Barbara et al. 1999). Als Teil dieses Signalwegs spielt Endoglin eine
entscheidende Rolle bei der Proliferation, Differenzierung und Uberleben von
exprimierenden Zellen (Gonzalez Munoz et al. 2021; Gordon and Blobe 2008),
vorwiegend wahrend der embryonalen Entwicklung, bei der Regulation der
Hamatopoese (Borges et al. 2013) und der Entwicklung des Herz-Kreislauf-
Systems (Arthur et al. 2000). In Mausmodellen flhrte das Fehlen von Endoglin
zu fruhzeitiger Letalitat durch Missbildungen des Herzens und der Blutgefal3e (Li
et al. 1999). Das Vorkommen von Endoglin wurde zuerst auf humanen
Endothelzellen beschrieben (Gougos and Letarte 1988). Spater wurde dies
spezifiziert, da Endoglin auf ruhenden Endothelzellen nur marginal exprimiert
wird, sondern vor allem auf proliferierenden Gefallen wie Dbei
Wundheilungsprozessen, in der embryonalen Entwicklung, bei entzindlichen
Prozessen und auf tumoralen Geféal3en (Dallas et al. 2008). Das gilt vor allem fur
Gefalle von Tumoren des Gehirns, der Brust, des Kolons, der Lunge und des
Magens (Burrows et al. 1995; Minhajat et al. 2006), und korreliert oftmals mit
einer schlechten Prognose (Saad et al. 2004; Dales et al. 2003; EI-Gohary et al.
2007; Zhang et al. 2018). Weitere Zellen auf denen Endoglin
physiologischerweise nachgewiesen werden konnte sind nach Mufioz et al.
Syncytiotrophoblasten (Gougos et al. 1992; St-Jacques, Forte, et al. 1994;
Dagdeviren et al. 1998), unreife Praerytrothrophoblasten (Buhring et al. 1991),



Makrophagen (Lastres et al. 1992), vaskulare glatte Muskelzellen (Adam et al.
1998), Fibroblasten (St-Jacques, Cymerman, et al. 1994), Mesangiumzellen
(Rodriguez-Barbero et al. 2001), mesenchymale Stammzellen (Barry et al. 1999),
hamatopoetische Stammzellen (Pierelli et al. 2001), Chondrozyten (Parker et al.
2003), Keratinozyten (Quintanilla et al. 2003) und Mastzellen ((Trentin Brum et
al. 2019); zusammengefasst in: (Gonzalez Munoz et al. 2021)). AuRerdem wurde
eine verstarkte Endoglinexpression beim myelodysplastischen Syndrom, der ALL
und der AML nachgewiesen (Della Porta et al. 2006; Chakhachiro et al. 2013;
Cosimato et al. 2018), was im Falle der AML ebenfalls mit einer schlechteren
Prognose einhergeht (Kauer et al. 2019). Wegen dieses Expressionsmusters
wird Endoglin als Zielantigen verwendet, um spezifisch die Angiogenese von
Tumoren zu unterbinden (Rosen et al. 2014). So konnten Seon et al. mithilfe von
Immunotoxinen, welche gegen den Endoglinrezeptor gerichtet sind,
Tumorregression in Mausmodellen erreichen und die Bildung von Metastasen
verhindern (Seon et al. 2011). Aufgrund der haufigen Uberexpression von
Endoglin auf AML-Zellen und der ansonsten begrenzten physiologischen
Expression, erscheint Endoglin grundsatzlich als Zielantigen auch fur die

Immuntherapie der AML geeignet.

1.1.3 Klassische Krebstherapien

Wahrend in den letzten Jahrzehnten in der Krebstherapie vor allen Dingen
Resektion, Chemotherapie und Radiotherapie vorrangig zur Behandlung von
Krebserkrankungen vorgesehen waren, entwickelten sich in den letzten Jahren
durch besseres zellulares Verstandnis und Fortschritte in den Erkenntnissen tber
die Funktionsweise des Immunsystems neue therapeutische Ansatze, welche auf

die Aktivierung des Immunsystems abzielen.

1.2 Antikorper

1.2.1 Geschichte

Emil von Behring und Shibasaburo Kitasato legten 1890 mit ihrem Aufsatz ,Ueber

das Zustandekommen der Diphterieimmunitat und Tetanusimmunitat bei



Thieren® den Grundstein fur die Antikorpertherapie. Sie wiesen nach, dass
mithilfe des Serums von Tieren, welche mit dem Tetanus- oder Diphterietoxin
infiziert worden waren, gesunde Tiere vor der jeweiligen Infektion geschutzt —
bzw. erkrankte Tiere mithilfe dieses Serums geheilt werden konnten. Durch die
Ubertragung des Serums auf gesunde Tiere konnte bei diesen eine Immunitat
erzeugt werden. Die Hypothese von Behrings und Kitasatos war, dass die
Infektion zur Entstehung antitoxischer Substanzen im Serum fuhrte, die das

Tetanus- bzw. das Diphterietoxin neutralisieren konnen.

Ein Jahr spater konnten Guido Tizzoni und Guiseppina Cattani ein Antitoxin im
Serum identifizieren, welches das Tetanustoxin neutralisieren konnte. Wiederum
zwei Jahre spater, 1893, wurde zum ersten Mal ein Antitoxin zur Behandlung von
Diphterie bei einem Menschen eingesetzt. 1900 fuhrte Paul Ehrlich den Begriff
des Antikorpers fur das Antitoxin ein, welcher sich in den folgenden Jahren
durchsetzen sollte. Mit dieser Arbeit veroffentlichte Ehrlich auch seine
Seitenkettentheorie, nach welcher eine Zelle mehrere verschiedene Seitenketten
exprimiert. Im Falle eines Kontaktes von Toxin mit entsprechend nach dem
Schlussel-Schloss-Prinzip passender Seitenkette, resultiert daraus die verstarkte
Expression der entsprechenden Seitenkette und der Sekretion dieser ins Blut,
wodurch eine Neutralisation des Toxins im Blut ermdglicht wird (Ehrlich 1900).

Eine weitere Charakterisierung von Antikdrpern fand in den folgenden
Jahrzehnten statt. In den 20er-dJahren des 20. Jahrhunderts konnten
Heidelberger und Avery nachweisen, dass Antikorper sowohl an Glykoproteine
und als auch an Kohlenhydrate binden konnen und dass es sich bei Antikorpern
um Proteine handelt (Heidelberger and Avery 1923; Van Epps 2006). 1934 stellte
John Marrack die Hypothese auf, dass die Antigen-Antikorper-Bindung auf
hydrophilen Wechselwirkungen und polaren Bindungen beruht (Marrack 1934).
Durch Elektrophorese gelang es Tiselius und Kabat 1938 das Serum von
Kaninchen aufzutrennen und damit zu veranschaulichen, dass sich dieses in vier
Fraktionen auftrennt: Albumin, «-Globulinfraktion, B-Globulinfraktion und y-
Globulinfraktion, wobei letztere durch die Immunisierung der Tiere mithilfe von
Ovalbumin stark vergroRert werden konnte. Mittels Antigenbindung konnten



diese Ovalbumin-spezifischen Antikérper absorbiert werden, was zu einem
Ruckgang der y-Globulinfraktion flhrte (Tiselius and Kabat 1938). 1948 wies
Astrid Fagraeus die Antikorperproduktion den Plasmazellen zu, die sie in
Milzzellkulturen immunisierter Tiere fand (Fagraeus 1948). 1955 konnte die
Antikorperproduktion in  Plasmazellen mithilfe von Immunfluoreszenz

nachgewiesen werden (Leduc et al. 1955).

1.2.2 Struktur

Die Struktur von Antikdrpern wurde parallel, aber unabhangig voneinander, vom
Briten Rodney Porter und dem US-Amerikaner Gerald Edelman untersucht.
Beide Wissenschaftler konnten das Y-formige und 150 kDa schwere IgG-Molekul
mithilfe unterschiedlicher Reagenzien in verschiedene Teile spalten. Wahrend
Edelman unter Verwendung von reduzierenden und denaturierenden
Reagenzien vier verschiede schwere Untereinheiten erhielt, zwei mit ca. 50 kDa
und zwei etwa doppelt so schwere mit ca. 100 kDa, erzeugte Porter mittels
Papain drei gleich schwere Fragmente mit jeweils 50 kDa. Edelman nannte die
beiden entstehenden Einheiten anhand des Molekulargewichts leichte und
schwere Ketten (Edelman and Poulik 1961; Edelman and Gally 1962). Porter
teilte die entstehenden Fragmente nach anderen Eigenschaften ein: funktionell
das antigen-bindende Fragment (Fab, engl. fragment antigen binding) und das
kristallisierende Fragment (Fc; engl. fragment crystallizable), da dieses bei
Lagerung bei kalten Temperaturen auskristallisierte (Porter 1959, 1963). Im Jahr
1972 erhielten Porter und Edelman gemeinsam den Nobelpreis fur Medizin oder
Physiologie ,fur ihre Entdeckungen zur chemischen Struktur der Antikorper®.

Eine weitere Spaltung des IgG Molekuls gelang Rossi und Nisonoff mit Pepsin,
wodurch das Molekul in ein ca. 100 kDa schweres Fragment und viele kleinere
Fragmente geteilt wird. Das gro3e Fragment ist ebenso wie das Fab-Fragment
in der Lage, Antigene zu binden, woraus die Wissenschaftler schlossen, dass es
sich um zwei verbundene Fab-Fragmente handeln musste, weswegen es F(ab‘)2-
Fragment genannt wurde. Der Strich(index) zeigt an, dass es sich nicht nur um
zwei Fab-Fragmente handelt, sondern das Fragment zusatzlich noch einige
Aminosauren enthalt. Darunter unter anderem die Cysteine der Disulfidbricken,



womit auch nachgewiesen wurde, dass die Fab-Fragmente untereinander

verbunden sind (Rossi and Nisonoff 1968).

Das IgG-Globulin ist, wie in Abbildung 1.2.1 schematisch dargestellt,
symmetrisch aus jeweils zwei leichten und schweren Ketten aufgebaut, wobei
jeweils eine leichte und eine schwere Kette uUber Disulfidbrickenbindungen
verbunden sind. Die Bindung der schweren Ketten mittels Disulfidbricken
befindet sich zwischen Fab- und Fc-Fragmenten in der sogenannten
Gelenkregion (engl. hinge region). Diese Konstruktion ermdglicht es, dass die
Fab-,Arme® des Antikorpers in unterschiedlichen Winkeln zueinander stehen
konnen, wodurch eine Bindung an unterschiedlich weit entfernten Stellen
ermoglicht wird. Die Polypeptidketten wiederum bestehen aus zwei (leichte
Kette) bzw. vier (schwere Kette) Doméanen, wovon eine (leichte Kette) bzw. drei
(schwere Kette) konstant und jeweils eine variabel ist. Die Domanen bestehen
aus Aminosauresequenzen, die jeweils etwa 110 Aminosduren umfassen.
Wahrend die drei C-terminalen Doméanen der schweren Kette und die C-
terminale Domane der leichten Kette immer ahnlich, also konstant, sind, variieren
die N-terminalen Domanen der schweren und leichten Ketten erheblich. Die
konstanten Domanen der schweren Kette werden von N-terminal bis zum
Carboxylende von Ch1 bis Chs durchgezahlt. Die konstante Domane der leichten
Kette wird C. genannt. Die N-terminal gelegene variable Domane der schweren
Kette wird entsprechend als V4 und die variable Domane der leichten Kette wird
als VL bezeichnet. Diese variablen Domanen enthalten einerseits relativ
konstante Gerustregionen, FR1 bis FR4 (engl. framework regions), in welche
hypervariable Regionen HV1 bis HV3, welche auch als complementarity
determining regions CDR1 bis CDR3 bezeichnet werden, eingebettet sind.
Wahrend die Gerustregionen die Struktur der Doméane bestimmen, bilden die
hypervariablen Regionen aus leichter und schwerer Kette gemeinsam das
sogenannte Paratop, die Bindungsstelle des Antikérpers (Wu and Kabat 1970).

Die Variabilitat von Antikorpern wird auf genetischer Ebene durch somatische
Rekombination erreicht. Darunter versteht man den Prozess der zufalligen
Aneinanderreihung der Gensegmente V und J bei der leichten Kette, sowie

zusatzlich D bei der schweren Kette. Bei der leichten Kette wird die A-Leichtkette



von der k-Leichtkette unterschieden, wobei funktionell bisher kein Unterschied
zwischen diesen beiden erkannt werden konnte. Bei der A-Leichtkette besteht die
Moglichkeit der Kombination von 29-33 V-Gensegmenten mit 4-5 verschiedenen
J-Segmenten, wahrend es bei der k-Leichtkette 34-38 V-Segmente und 5 J-
Gensegmente sind. Bei der schweren Kette stehen 38-46 V-, 23 D- und 6 J-
Segmente zur Verfugung. Durch die somatische Rekombination
unterschiedlicher Segmente, sowie die Kombination verschiedener leichter und
schwerer Ketten ergeben sich bereits mehrere Millionen verschiedene
Antikorper. Hierzu kommt die junktionale Diversitat. Diese beschreibt die
Moglichkeit des Hinzufugens oder Entfernens einer =zufalligen Zahl an
Nukleotiden beim Verknupfen der Gensegmente. Ein dritter Mechanismus,
welcher in B-Zellen auftritt, die Antigenkontakt hatten, und welcher die Variabilitat
weiter erhoht, ist die somatische Hypermutation. Dies sind zusatzliche
Punktmutationen in der variablen Doméane, welche eine groliere Diversitat,

Spezifitat und Affinitat der Antikdrper ermdglicht (McKean et al. 1984).

Wahrend bei leichten Ketten zwei Isotypen unterschieden werden, gibt es bei den
schweren Ketten funf Isotypen (lga, 1gd, Ige, Igy und Igu), welche die
Unterklassen der Immunglobuline festlegen: IgA, IgD, IgE, 1gG und IgM. Die
Isotypen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Struktur, unter anderem in Bezug
auf die Lokalisation und Anzahl der Disulfidbricken zwischen schweren Ketten,
der Zahl der konstanten Domanen, hiermit auch ihrem Molekulargewicht, sowie
ihren Aufgaben im menschlichen Korper. Im Blut sind vor allem IgM und 1gG
Isotypen zu finden, wobei es IgG-Molekulen im Gegensatz zu IgM-Molekulen
moglich ist, die Gefalle zu verlassen und Gewebe zu penetrieren. Das IgG-
Molekll weist auch die langste Halbwertszeit aller Immunglobuline auf. Dies
alles, in Kombination mit den anti-tumoralen Wirkmechanismen, die in der Folge
dargestellt werden sollen, macht Antikorper im IgG-Format besonders

interessant fur die Therapie von malignen Erkrankungen.



06

\"\ Disulfidbriicke

Abbildung 1.2.1: Struktur des IgG-Molekiils

Das IgG-Molekil besteht aus zwei leichten Ketten, jeweils mit den Domanen VL und Ci, und zwei
schweren Ketten, die jeweils aus den Domanen Vh, Ch1, CHz und Chs aufgebaut sind. Das Fab-
Fragment besteht aus den beiden leichten Ketten, sowie den Domanen Vx und Ch1 der schweren
Kette. Das Fc-Fragment aus den Doméanen Crz und Chs der beiden schweren Ketten. Die leichten
Ketten sind jeweils Uiber eine Disulfidbriicke mit einer schweren Kette verbunden und die beiden
schweren Ketten untereinander mit zwei Dilsulfidbriicken. Die variablen Regionen (weil})
enthalten die hypervariablen Regionen, welche die Bindungsstelle des Antikdrpers, das Paratop,
bilden.

1.2.3 Funktion

Losliche Antikorper stellen die sezernierte Form des B-Zell-Rezeptors dar. Die
Aufgabe dieser sezernierten Antikorper besteht im Schutz des Korpers vor
pathogenen Mikroorganismen und Viren, was durch verschiedene Mechanismen
ermoglicht wird.

Bei der Neutralisation binden Antikorper direkt an Viren oder bakterielle Toxine
und verhindern somit das Eindringen der Viren in Zellen bzw. das Binden des
Toxins an entsprechende Oberflachenrezeptoren der Zelle. Somit wird eine

direkte Schadigung von Zellen durch Toxine verhindert. Die Neutralisation gehort
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somit zu den direkten Mechanismen der Antikorper, die unabhangig vom Fc-Teil

ablaufen.

Fc-Teil-abhangige Funktionen von Antikorpern werden entsprechend indirekte
Mechanismen genannt. Diesbezuglich gibt es zum einen den Mechanismus der
Opsonierung. Dies beschreibt die Bindung von Antikérpern an Antigene auf der
Oberflache von Pathogenen. Wenn die Oberfliche des Pathogens mit
Antikorpern bedeckt ist, konnen Phagozyten mithilfe ihrer Fc-Rezeptoren, die
Pathogene als korperfremd erkennen und diese in der Folge inkorporieren und
abbauen. Ein anderer indirekter Mechanismus von Antikorpern ist die
Komplementaktivierung, auch Komplement-vermittelte Zytotoxizitat (CDC, engl.
complement-dependent cytotoxicity). Das Komplementsystem besteht aus einer
Reihe von Proteinen im Plasma, die durch proteolytische Spaltung sequenziell
aktiviert werden. Das Ziel dieser Kaskade stellt der membranangreifende
Komplex (MAC, engl. membrane-attack-complex) dar, welcher die Zielzelllyse
induziert. Allerdings konnen bereits Spaltprodukte, die dem MAC vorausgehen,
die Phagozytose von Zielzellen auslosen, indem sie von Phagozyten auf der
Zielzelloberflache erkannt werden. Dies bezeichnet man als Komplement-
vermittelte zellulare Zytotoxizitat (CDCC, engl. complement-dependent cellular
cytotoxicity). Ein weiterer indirekter Antikbrpermechanismus ist die
Immunzellaktivierung durch  Multimerisierung von Fcy-Rezeptoren auf
Immunzellen, die sog. Antikdrper-vermittelte Lyse (ADCC, engl. antibody-
dependent cellular cytotoxicity). Wie Nimmerjahn und Ravetch in ihrem
Ubersichtsartikel zusammenfassen, finden sich Fcy-Rezeptoren auf beinahe
allen hamatopoetischen Zellen. Hierbei werden aktivierende von inhibierenden
Rezeptoren unterschieden, wobei auf den meisten Zellen beide Arten von
Rezeptoren exprimiert werden. Dadurch wird ein Gleichgewicht aus Aktivierung
und Hemmung erreicht. Eine Ausnahme stellen B-Zellen und NK-Zellen dar. B-
Zellen exprimieren nur inhibierende und NK-Zellen ausschlieRlich aktivierende
Fcy-Rezeptoren. Daher gelten NK-Zellen als die effektivsten Zellen der ADCC
(Nimmerjahn and Ravetch 2008).
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1.3 Immuniberwachung

Schon Paul Ehrlich postulierte Anfang des vergangenen Jahrhunderts, dass es
fortlaufend zur Entstehung abnormer Zellen im Korper kommt, welche durch das
Immunsystem erfolgreich zerstort werden kdnnen. Macfarlane Burnet griff dies in
den 1970er Jahren auf, stellte die Hypothese auf, dass das Immunsystem die
Entstehung von Tumoren verhindern kann und nannte dies die
Immunuberwachung (engl. Immune Surveillance) (Burnet 1970). Jedoch konnte
diese Hypothese lange Zeit nicht bewiesen und sogar scheinbar widerlegt
werden, indem gezeigt wurde, dass Mause, welche ohne Thymus gezulchtet
wurden, im Vergleich zu immunkompetenten Mausen, genauso haufig Tumore
entwickelten, wenn sie nach der Geburt mit einem Giftstoff beimpft wurden. Zu
diesem Zeitpunkt war noch nicht bekannt, dass bei den Mausen auch ohne
Thymus eine Restimmunkompetenz erhalten war, was zur Entdeckung der NK-
Zellen fuhrte (Ikehara et al. 1984). Erst durch vollstandig immundefiziente Mause
konnte gezeigt werden, dass die Tumorwahrscheinlichkeit bei diesen deutlich

erhoht ist.

In der Entwicklung von Tumoren konnen drei unterschiedliche Stufen der
Interaktion von Tumor- und Immunzellen voneinander abgegrenzt werden (Finn
2018). Grundsatzlich kann das Immunsystem Tumorzellen erkennen und
zerstoren, indem Oberflachenproteine erkannt und dadurch Immunzellen aktiviert
werden. Hierfir wird der von MacFarlane Burnet gepragte Begriff der
Immunuberwachung (engl. Immunosurveillance) verwendet. Kénnen Krebszellen
nicht zerstort werden, entsteht zwischen Tumor- und Immunzellen ein
Gleichgewicht (Gleichgewichtsphase, engl. balanced phase). In einem weiteren
Schritt kann es nun zum Entkommen des Tumors vor der Immunantwort (engl.
Immune Escape) kommen. Ab diesem Punkt findet eine Regulation des
Immunsystems durch den Tumor statt, indem durch Zytokine die Migration
immunsuppressiver Zellen aus dem Blut in die Tumorumgebung gefordert wird
(Boldicke 2021).

Mithilfe von Immunhistologie und genauer Analyse des Milieus im Bereich von

Tumoren konnte untersucht werden, wie die Interaktion zwischen Immunsystem
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und Tumorzellen in den unterschiedlichen Phasen ablauft und wie es den
Tumorzellen gelingt, die Immunantwort zu modellieren und unterdricken.
Basierend auf diesen Erkenntnissen wurden verschiedenste Ansatzpunkte
entwickelt, um die Immunantwort wieder zu verstarken, welche im Folgenden

beschrieben werden.

1.4 Immuntherapie von Krebs

Der Immuntherapie liegt die Erkenntnis zugrunde, dass tumor-assoziierte
Antigene (TAAs) existieren, die vom Immunsystem erkannt werden kénnen. Dies
wird als Grundlage fur unterschiedliche Ansatzpunkte zur Tumorimmuntherapie
verwendet. Im Folgenden sollen drei Arten der Immuntherapie vorgestellt
werden: antikorperbasierte Immuntherapie, T-Zell-basierte Immuntherapie und

Vakzinierung.

1.4.1 Vakzinierung

Bei der aktiven Vakzinierung soll mit Verabreichung von Tumorantigenen eine
Immunantwort erzeugt werden. Die zumeist rekombinant hergestellten Proteine
werden intra-dermal injiziert und fuhren nach Aufnahme durch dendritische
Zellen zur Generierung von T-Zellen, welche anhand des Tumorantigens die
Tumorzellen spezifisch erkennen und lysieren konnen. Einschrankend muss
erwahnt werden, dass die Proteinprasentation vom MHC-Haplotyp des Patienten
abhangt, was eine universelle Anwendung unmoglich macht. Weitere
Moglichkeiten der Induktion einer adaptiven Immunantwort werden durch
Anwendung von Nukleinsaure-Vakzinen geschaffen. Hierbei wird DNA mittels
eines viralen Vektors oder mRNA direkt in die Zellen aufgenommen und
induzieren die Expression des Tumorantigens auf der Zelloberflache, was zur T-
Zell-Aktivierung fuhrt.

1.4.2 Therapeutische Antikorper

Den Grundstein fur die Verwendung von Antikorpern zu therapeutischen
Zwecken legten Kohler und Milstein in den 1970er Jahren mit dem Einsatz der
Hybridom-Technologie zur Herstellung monoklonaler Antikorper. Die beiden
Wissenschaftler veroffentlichten 1975 ihre Arbeit zur Fusion von Myelomzellen
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mit Milzzellen immunisierter Mause. Hierdurch konnten sie die Immortalitat der
Myelomzellen und die Antikorpersekretion der Plasmazellen kombinieren, was
die Produktion von monoklonalen Antikorpern in gro3eren Mengen ermoglichte
und damit die Anwendungs- und Forschungsmoglichkeiten revolutionierte
(Kohler and Milstein 1975). Im Jahr 1984 erhielten Georges Kéhler und César
Milstein den Nobelpreis fur Medizin oder Physiologie ,fur die Entdeckung des
Prinzips der Produktion von monoklonalen Antikorpern®. Bereits 1986 wurde die
Marktzulassung des ersten monoklonalen Antikorpers erteilt. Muromonab-CD3
(Handelsname: Orthoclone OKT3®) wurde verwendet, um OrganabstoRung
nach Transplantationen zu verhindern. Ein grundsatzliches Problem der Therapie
bestand anfanglich darin, dass die murinen Antikbrper vom humanen
Immunsystem als Fremdproteine erkannt wurden und mittels spezifischer Anti-
Maus-Antikérper (HAMA, engl. human anti-mouse-antibodies) neutralisiert
wurden (Tjandra et al. 1990). Ein weiterer Nachteil von murinen Antikérpern stellt
die vergleichsweise schlechte Bindung des murinen Fc-Teils verglichen mit

humanen Fc-Teilen an humane Fc-Rezeptoren dar.

Durch Fortschritte der rekombinanten Antikdrpertechnologie konnten Maus
Antikorper mit einem humanen Fc Teil versehen werden. Die Herstellung solcher
chimarer Antikorper gelang unter anderem Morrison et. al. Dadurch wurde zum
einen die Bindung an humane Fc-Rezeptoren verbessert und zum anderen die
Immunogenitat vermindert. (Morrison et al. 1984). Ein Beispiel fur einen solchen
Antikérper ist der CD20-Antikérper Rituximab (Handelsname MabThera®), der
1997 als erster Antikorper zur Krebstherapie zugelassen wurde. Der
Mechanismus besteht in der Apoptoseinduktion durch Bindung an CD20 auf
Tumorzellen, komplementabhangige B-Zell-Lyse (CDC) und Antikdrper-
abhangige zellulare Zytotoxizitat (ADCC).

Um die Immunogenitat weiter zu vermindern, wurde einer weitergehende
Humanisierung erreicht indem innerhalb der murinen variablen Regionen die
Gerustregionen durch humane ersetzt wurden, wobei die hypervariablen murinen

Bereiche erhalten blieben (Jones et al. 1986).
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Inzwischen koénnen auch voll-humane Antikorper erzeugt werden. Eine
Moglichkeit dies zu erreichen ist die Verwendung grol3er genetischer
Bibliotheken mit humanen Sequenzen der variablen Regionen von leichten und
schweren Ketten, aus denen DNA-Sequenzen entnommen und mithilfe des
Phagen-Displays identifiziert und isoliert werden kdénnen (Marks et al. 1991).
Hierdurch kann die Immunisierung von Mausen umgangen werden, jedoch fuhrt
dies auch zur fehlenden Immunitatsreifung der Antikorper. Die andere
Moglichkeit der Erzeugung vollstandig humaner Antikorper stellen humanisierte
Mause dar. In diesen werden die Gen-Loci fur Immunglobuline der Maus gegen
Gen-Loci vom Menschen ausgetauscht. Nach Antigenkontakt produzieren diese
transgenen Mause humane Antikorper. Aus den antikdrperproduzierenden Zellen
konnen dann mithilfe der Hybridomtechnik immortalisierte Zelllinien zur

Antikdrperproduktion gewonnen werden (Lonberg 2008).

Neben der fortschreitenden Humanisierung der Antikorper gibt es weitere
Veranderungen, die auf eine Verbesserung der Effektivitat abzielen. Beispiel sind
die bereits in Kapitel 1.2 genannten Immunzytokine und AntikOrperkonjugate
Eine andere Strategie ist die Optimierung des Fc-Teils mittels gentechnischer
Methoden.

1.4.2.1 Immunzytokine

Immunzytokine sind Fusionsproteine aus Antikorpern und Zytokinen, welche im
Umfeld eines Tumors die antitumorale Immunabwehr starken sollen. Zytokine
sind Proteine, die das Immunsystem modellieren konnen. Je nach den jeweiligen
Eigenschaften und der Konzentration konnen Zytokine hierbei stimulierend oder
inhibierend wirken. In Studien hat sich aber gezeigt, dass die meisten Zytokine
bei der systemischen Applikation erhebliche Nebenwirkungen haben und
deshalb nur relativ kleine Dosen verabreicht werden konnen. Die Kopplung an
Antikorper soll diese systemischen Effekte eindammen, indem die Zytokine ihre
Wirkung zielgerichtet im Tumorumfeld entfalten sollen. Hierfir werden in
verschiedenen Antikorperformaten (z.B. IgG-Molekulen oder
Antikdrperfragmenten) TAAs als Zielantigene ausgewahlt. Hierbei kbnnen durch

Immunzytokine, welche spezifisch an TAAs an der Zellmembran binden (im
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Gegensatz zu Angriffspunkten auf der Extrazellularmatrix), Bindungen zwischen
Tumor- und Immunzellen (bspw. T-Zellen oder NK-Zellen) erreicht werden,
ahnlichen denen, die bispezifische Antikorper bilden konnen. Ein Vorteil von
TAAs der Extrazellularmatrix besteht darin, dass diese Immunzytokine weniger
anfallig fur den Verlust von exprimierten Antigenen der Zielzellen sind und
weiterhin T-Zellen und NK-Zellen im Umfeld des Tumors aktivieren konnen. Es
wird angenommen, dass die Veranderung der Zytokinkonzentration im
Tumorgewebe eine Starkung des Immunsystems bewirkt und Immunzytokine in
Kombination mit weiteren therapeutischen Ansatzen eine wichtige Rolle in der
Behandlung von Tumorerkrankungen darstellen (Neri and Sondel 2016; Strohl
2018).

1.4.2.2 Antikorperkonjugate

Antikdrperkonjugate (ADC, engl. Antibody-Drug-Conjugates), auch Immuntoxine
genannt, bestehen aus humanen oder humanisierten monoklonalen Antikorpern,
welche Uber einen Linker mit zytotoxischen Molekulen verbunden sind. Dies soll
den zielgerichteten Transport des Toxins in Tumorzellen ermdglichen und
dadurch unerwunschte systemische Schadigungen minimieren. Wie bei den
meisten in dieser Arbeit vorgestellten Immuntherapien ist auch hier die Wahl des
TAAs oder TSAs von hochster Bedeutung, um Schaden aullerhalb des
Tumorgewebes maoglichst gering zu halten. Zusatzlich muss der Antikorper Uber
den gebundenen Zielrezeptor schnellstmoglich internalisiert werden. Des
Weiteren beeinflusst die Konstitution des Linkers mafgeblich die Wirksamkeit
und Toxizitat des Immuntoxins, da er stabil genug sein muss, um das Toxin bis
zum Transport in die Zelle zu binden. AnschlieBend muss allerdings im
Zellinneren die Maglichkeit der Abspaltung des Toxins gegeben sein, um
schwerwiegende Off-target-Toxizitat zu verhindern. Letztlich tragen auch nicht
zwangslaufig alle Zellen eines Tumors das Zielantigen, was moglicherweise eine
Zerstorung dieser Zellen verhindert und ein Tumoriberleben ermoglicht (Singh
et al. 2016). Obwohl bereits zwei ADCs in den USA und Europa zugelassen sind,
handelt es sich bei ADCs um eine Technologie, welche noch einige
Herausforderungen bietet (Tsuchikama and An 2018; Beck et al. 2017; Strohl
2018).
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1.4.3 T-Zell-basierte Immuntherapie

T-Zellen sind die potentesten immunologischen Effektorzellen des Korpers und
stellen daher in der Antikorpertherapie eine wichtige Zielpopulation dar. Da T-
Zellen jedoch uber keine Fc-Rezeptoren verfugen, muss die Aktivierung dieser
Zellen anderweitig erfolgen.

Unter physiologischen Bedingungen erfolgt die Aktivierung von T-Zellen Uber den
T-Zell-Rezeptor (TCR, engl. T-Cell Receptor), der solche Protein-Antigene
erkennen kann, welche als Peptide GUber den Hauptkompatibilitdtskomplex (MHC,

engl. major-histocompatibility complex) prasentiert werden. Die meisten T-Zellen

tragen einen T-Zell-Rezeptor bestehend aus a- und B-Kette. Diese bilden ein

extrazellulares Heterodimer, verbunden durch eine Disulfidbricke. Jede Kette ist
aus jeweils einer konstanten und einer variablen Domane aufgebaut, welche
denen des Immunglobulins ahneln. Der TCR ist mit CD3 assoziiert, einer
Rezeptordomane, die fur die Weiterleitung der Signalkaskade in T-Zellen fuhrt,

wodurch Proliferation und Differenzierung stimuliert werden (Kuhns et al. 2006).

Neben dem TCR/CD3 Stimulus ist fur die Aktivierung von T-Zellen ein
kostimulatorisches Zweit-Signal notwendig. Ohne diesen Zweitstimulus gehen
naive T-Zellen nach initialer Stimulation in einen inaktiven Zustand Uber, der
Anergie genannt wird. In diesem verlieren T-Zellen die Sensitivitat gegenuber
dem CD3-Signal. Bekannte Kostimuli der T-Zell-Aktivierung werden uber CD28,
CD278 (ICOS, engl. inducible T-cell costimulator), CD134 (OX40), oder CD137
(4-1BB) vermittelt, einige Zweitsignale kénnen auch zur Inhibition der T-Zell-
Funktion fuhren, z.B. Uber die von aktivierten T-Zellen exprimierten Molekule
CD152 (CTLA-4, engl. cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) und CD279 (PD-1, engl.
programmed cell-death protein 1). Die Expression von stimulierenden und
inhibierenden Rezeptoren auf der T-Zell-Oberflache nach Aktivierung des TCR
ermdglicht die Regulation der Aktivierung. So binden die Liganden B7-1 (CD80)
und B7-2 (CD86) sowohl an CD28 als auch an CTLA-4, was ein Gleichgewicht
aus Aktivierung und Hemmung ermdglicht (Greenwald et al. 2005). Ldsliche
Faktoren spielen bei der Aktivierung ebenso eine Rolle, so kommt es bspw. durch
autokrine IL-2 Signale zur Stimulation der T-Zellen, was durch Aktivierung der
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exprimierten IL-2-Rezeptoren zu Wachstum und Differenzierung flhrt (Acuto and
Michel 2003; Seder and Ahmed 2003).

Es kdnnen zwei verschiedene Populationen von T-Zellen unterschieden werden,
die anhand von Korezeptoren eingeteilt werden, die diese exprimieren. CD8*-
Zellen werden als zytotoxische T-Zellen, CD4*-Zellen als T-Helferzellen
bezeichnet. Die = CD4*-Population kann noch  weiter in die
entzindungsregulierenden TH1- und die TH2-Zellen unterteilt werden. Letztere
aktivieren B-Zellen und fuhren durch Zytokinausschuttung auch zum

Klassenwechsel (Romagnani 1999).

1.4.3.1 Checkpoint-Modulatoren

Mit dem in den letzten Jahrzehnten rasant gewachsenen Verstandnis der Rolle
des Immunsystems bei der Tumorentwicklung wurde ersichtlich, dass eine
Inhibierung der Immunzellen durch den Tumor einen grundsatzlichen
Mechanismus des Immune Escapes darstellt (vgl. Kapitel 1.2). Dies geschieht
unter anderem durch inhibitorische Rezeptoren auf T-Zellen, wie PD-1 oder
CTLA-4, welche aktiviert werden. Eine Blockade dieser hemmenden Rezeptoren
mittels anti-PD-1- oder anti-CTLA-4-Inhibitoren findet inzwischen mit den
Antikérpern Ipilimumab (anti-CTLA-4), Pembrolizumab und Nivolumab (beide
anti-PD-1) klinische Anwendung (Hargadon et al. 2018). Zwar sind die
Ansprechraten dieser Therapien begrenzt, jedoch wurde in bei ansprechenden
Patienten oft eine langfristige CR erreicht. Eine beschriebene Nebenwirkung der
Therapie mit Checkpoint-Inhibitoren ist Lebertoxizitat, die in bis zu 16% der
Patienten zu beobachten ist (Peeraphatdit et al. 2020). Weitere schwerwiegende
Nebenwirkungen bestehen in der Induktion von Autoimmunkrankheiten, welche
durch die Unterdrickung der inhibitorischen Wirkung auf autoreaktive T-Zellen

zu erklaren ist (Ramos-Casals et al. 2020).

1.4.3.2 CAR-T-Zellen

Bei der CAR-T-Zell-Therapie werden T-Zellen mit sog. Chimaren Antigen-
Rezeptoren (CAR — engl. chimeric antigen receptor) fusioniert. CARs bestehen
aus Antikorper(-fragmenten), meist scFv-Fragmenten (engl. single-chain
fragment variables), welche Tumoroberflachenproteine erkennen kdnnen. Diese
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Antikorperfragmente sind durch einen Linker und eine Transmembrandoméane
mit einer intrazellularen T-Zell-Aktivierungsdomane verbunden (Strohl, 2017).
Durch die T-Zell-Aktivierung wird die Lyse der Tumorzellen induziert. Die
verwendeten T-Zellen konnen -im Prinzip- autolog, d.h. vom Patienten durch
Apherese gewonnen, oder allogen sein. Der Vorteil der allogenen CAR-T-Zellen
liegen in der schnelleren Verfugbarkeit der Therapie, einer Standardisierung der
CAR-T-Zell-Produkte, der Moglichkeit der Kombination verschiedener
Zielantigene und niedrigerer Kosten durch industrialisierte Prozesse. Dem
gegenuber steht die Gefahr einer lebensbedrohlichen Graft-vs.-Host-Reaktion
oder einer Host-vs.-Graft-Reaktion, wobei die transfundierten T-Zellen vom
Immunsystem rapide eliminiert werden (Depil et al. 2020). Aus diesen Grinden
werden aktuell in der Regel autologe Zellen verwendet.

Wahrend die erste Generation von CAR-T-Zellen das AK-Fragment Uber eine

Transmembrandomane an CD3( koppelte, was zu hoher Zytotoxizitat, aber

einem Mangel an proliferativen Signalen fuhrte, wurde mit der zweiten
Generation durch zusatzliche Fusion der intrazellularen Domanen von
kostimulatorischen Rezeptoren (CD28, 4-1BB oder Ox-40) eine verbesserte
Proliferation der Zellen erreicht. Die beiden zugelassenen CAR-T-Zell-Therapien
Tisagenleclaucel (Handelsname: Kymriah®, Novartis) und Axicabtagen-
Ciloleucel (Handelsname: Yescarta®, Gilead Sciences) sind beide gegen das
Zielantigen CD19 gerichtet. Grund dafur ist, dass CD19 oft und in hoher Zahl auf
abnormen B-Zellen exprimiert wird (Li et al. 2017). Zwar ist CD19 auch in der
normalen B-Zell-Entwicklung beteiligt (van Zelm et al. 2006), weswegen es durch
die Therapie auch zu einer Minderung gesunder B-Zellen kommen kann, jedoch
kann diesem on-target-off-tumor-Effekt symptomatisch mithilfe von intravendsen
Immunglobulinen entgegengewirkt werden (Lim and June 2017). Ein weiteres
Problem stellt die Therapieresistenz dar, welche entsteht, wenn wie in 10-20%
der Félle ein CD19-freies Rezidiv auftritt (Yu et al. 2017). Die haufigste
unerwunschte Nebenwirkung, gerade bei Patienten mit hoher Tumorlast, stellt
das bereits genannte Cytokine-Release-Syndrom (CRS) dar. Trotz allem ist die
CAR-T-Zell-Therapie ein vielversprechender Ansatz, mit dem bereits heute bei
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>80% der ALL- und ca. 50% der CLL-Patienten eine Remission erreicht werden
kann (Lim and June 2017).

1.4.3.3 Bispezifische Antikorper

Monospezifische Antikorper sind nicht in der Lage T-Zellen zu aktivieren, da
diese Zellen uber keine Fc-Rezeptoren verfugen. Daher wurden die Erkenntnisse
der Mdoglichkeit der Aktivierung von T-Zellen mithilfe monoklonaler Antikorper
gegen CD3 (Van Wauwe et al. 1980) genutzt, um bispezifische Antikdrper mit
CD3-Spezifitdt zu entwickeln. Die zweite Spezifitat soll die Aktivitdt von CD3
Antikorpern auf Tumorzellen fokussieren, d.h. die aktivierende Aktivitat des CD3
Antikorpers sollte von der Bindung des Zielantikorpers an Tumorzellen abhangig
sein.um autoimmune Schadigungen des gesamten Organismus zu verhindern.
Die erste Generation bispezifischer Antikdrperbestand aus zwei monoklonalen
Antikorpern, einer mit Spezifitat gegen CD3 und einer mit Spezifitdt gegen ein
TSA/TAA, welche als chemisch-produzierte Heterokonjugate vorlagen. Die so
hergestellten Antikérper waren in der Lage, T-Zellen von Mausen (Staerz et al.
1985) und auch des Menschen (Perez et al. 1985; Jung et al. 1986)
zielzellgerichtet zu aktivieren und eine MHC-unabhangige Tumorzelllyse zu
induzieren. Eine andere Mdoglichkeit zur Produktion bispezifischer Antikorper
stellt die Fusion zweier Hybridomzelllinien dar, sog. Hybrid-Hybridome oder
Quadrome. Diese Zellen produzieren weiterhin die urspringlichen Antikorper,
zusatzlich dazu jedoch auch hybride Antikorper durch zufallige Kombination von
schweren und leichten Ketten (Suresh et al. 1986; Wang et al. 2019). Der erste
in der EU zugelassene bispezifische Antikdrper Catumaxomab (Handelsname
Removab®), zur Behandlung des malignen Aszites bei EpCAM (epithelial cell-
adhesion molecule) -positiven Karzinomen, stellt einen Vertreter der durch
Quadromtechnologie hergestellten bispezifischen Antikorper dar
(EuropeanMedicinesAgency 2009). Dieser chimare Antikdrper besteht aus einer
schweren und leichten Kette eines murinen IgG-Molekuls mit EpCAM-Spezifitat,
sowie einer schweren und leichten Kette aus einem Ratten-lgG-Molekuls mit
CD3-Spezifitat (Eskander and Tewari 2013). Die effiziente Immunaktivierung wird
ermoglicht durch die Bindung des Antikorpers Uber den einen Arm an epitheliale

Tumorzellen Gber EpCAM und die Bindung des anderen Armes an T-Zellen Uber
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CD3, sowie die Aktivierung von Fcy-Rezeptoren Uber den funktionellen Fc-Teil,

weswegen der Antikdrper als trifunktional bezeichnet wird (Ruf and Lindhofer
2001). Aus kommerziellen Grinden wurde die Zulassung fur Catumaxomab
allerdings im Jahr 2017 auf Antrag des Herstellers zurickgezogen

(EuropaischeKommission 2017).

Im Gegensatz zu den beiden bereits vorgestellten Konzepten der Quadrom-
Technologie und der chemischen Heterokonjugation zweier Antikorper,
verzichten die meisten neueren Formate von CD3-Antikdrpern auf funktionelle
Fc-Teile, um eine Aktivierung von T-Zellen off-target, also in Abwesenheit von
Zielzellen, minimieren. Dies gelang unter anderem durch bispezifische F(ab‘).-
Fragmente, die Zielzellrestriktion bei der Aktivierung von T-Zellen ermoglichten
(Jung et al. 1991).

Etwas spater ermdglichten molekularbiologische Fortschritte die Produktion
bispezifischer Antikdrperkonstrukte mittels rekombinanter DNA-Technologie,
was zu einer Fulle an verschiedenen Formaten fuhrte. So zahlen etwa Spiess et
al. in einem Review-Artikel Uber 60 alternative Formate fur bispezifische
Antikorper auf, welche sie in fiinf Ubergruppen einsortieren: (i) Bispezifische 1gG-
Antikdrper, (i) 19gG mit einer zusatzlichen Antigen-bindenden Einheit, (iii)
bispezifische Antikdrper-Fragmente, (iv) bispezifische Fusionsproteine und (v)
bispezifische Antikdrper-Konjugate (Spiess et al. 2015).

Aktuell ist nur ein bispezifischer Antikorper zur Tumorimmuntherapie in Europa
zugelassen. Blinatumomab (Handelsname Blincyto®) wird seit 2014 bei der
Therapie der CD19" Akuten Lymphatischen Leukamie verwendet. Dieser
Antikorper bindet die Antigene CD19 und CD3 und gehort zu den sogenannten
BiTE®-Antikdrpern (engl. bispecific T-Cell engager). BiITE®-Antikdrper bestehen
aus genetisch verbundenen scFvs (engl. single-chain fragment variables), also
jeweils einer V.- und einer Vy-Domane, verbunden uber einen Peptidlinker
(Stieglmaier et al. 2015). Diese kleinen Antikérperfragmente haben eine geringe
Halbwertszeit im Serum, welche durch den fehlenden Fc-Teil und die dadurch
fehlende Bindung an den FcRn-Rezeptor zusatzlich verkirzt wird (Liu et al.
2017). Im Fall von Blinatumomab fuhrt dies zu einer vierwéchigen Dauerinfusion
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(Kantarjian et al. 2017), was wiederum eine hohe Belastung der Patienten zur

Folge hat.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit war die Optimierung der antitumoralen Therapie durch
Kombination bispezifischer FLT3xCD3 Antikdrper mit kostimulatorischen CD28-
Antikorpern. Hierfur wurde wie folgt vorgegangen:

1. Generierung und Optimierung neuer bispezifischer kostimulatorischer
Antikorper mit FLT3xCD28-Spezifitat.

2. Verwendung dieser bispezifischen Kostimulatoren in Kombination mit
einem bereits etablierten FLT3xCD3 Antikorper! und zwar dergestalt, dass
die beiden Zielantikorper:

a. gegen ein identisches Epitop auf dem FLT3 Molekul oder

b. gegen ein verschiedenes Epitop auf dem FLT3 Molekul oder

c. Gegen unterschiedliche Antigene (FLT3 und Endoglin) gerichtet
waren.

3. Die effektivste Kombination wurde u.a. in einem aufwandigen Testsystem
untersucht, bei dem mononukleare Zellen von AML-Patienten mit den
Antikorpern behandelt wurden und anschlielRend die Aktivierung von T-
Zellen und die Reduktion leukamischer Blasten durchflusszytometrisch

bestimmt wurde.

' Die beiden bispezifischen Antikérper mit FLT3xCD3- und ENGxCD28-Spezifitat wurden
urspriinglich von Michael Durben, Martin Pfliigler und Timo Manz in der Arbeitsgruppe Jung
entwickelt.

22



2 Material und Methoden

2.1 Material

211 Gerate
Applied Biosystems 75009 Thermo Fisher Scientific,
Fast Real-Time PCR System Schwerte
Akta pure GE Healthcare, Minchen
Brutschrank Heraeus function line Thermo Electron, Waltham, USA
Brutschrank APT.line® CB Brutschrank APT.line® CB
Dispensor Multipette Eppendorf, Hamburg
DryEasy Mini-Gel Drying System Novex, San Diego, USA
Durchflusszytometer FACSCalibur BD, Heidelberg
Durchflusszytometer FACSCanto Il BD, Heidelberg
Durchlicht-Mikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena
Einkanal Durchfluss-UV-Monitor UV-1 GE Healthcare, Minchen
Einkanalschreiber Rec101 GE Healthcare, Minchen
Heizrahrer MR 2002 Heidolph Instruments,

Schwabach
MicroBeta Counter 1450 Plus PerkinElmer, Rodgau
MicroBeta2 2450 Microplate Counter PerkinElmer, Rodgau
NanoDrop™ 1000 Thermo Fisher Scientific,
Schwerte

Peristaltikpumpe P-1 GE Healthcare, Minchen
pH-Messgerat Seven Multi Mettler-Toledo, Giessen
Photometer Ultraspec 3000 GE Healthcare, Minchen
Pipetten Abimed, Langenfeld
Pipettierhilfe Pipetboy acu Integra Biosciences, Chur, CH
Schuttler Multitron Infors, Bottmingen, CH
SMART SYSTEM GE Healthcare, Minchen
Sterilbank Tecnoflow Integra Biosciences, Chur, CH
Thermocycler PTC-100 BioRad, Waltham, USA
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Trockenschrank Heraeus ET Thermo Electron, Waltham, USA

UV-Tisch FLX-20M und TFX-20M Vilber Lourmat, Eberhardzell

Vortexer Vibro-Fix VF2 Ilka Labortechnik, Staufen

Waagen (Fein- und Tischwaage) Satorius, Goéttingen

Wippe Rocky RT-1 Frobel, Lindau

xCELLigence RTCA SP ACEA Biosciences, San Diego,
USA

Zell-Harvester ICH-110-96 Inotech, Dottikon, CH

Zentrifugen

Heraeus Biofuge A und Biofuge fresco Thermo Electron, Waltham, USA

Heraeus Megafuge 1.0 und 2.0R Thermo Electron, Waltham, USA

Rotina 420R Hettich, Tuttlingen

Sorvall RC 50 Plus Thermo Electron, Waltham, USA

2.1.2 Glas- und Plastikwaren

Becherglaser, Glas Schott, Mainz
Becherglaser, Plastik Vitalab, Grof3ostheim
Bottletop Filter (0,22um PorengrofRe) Millipore, Schwalbach
Combitips Eppendorf, Hamburg
Cryorohrchen 2 ml Greiner Bio-One, Frickenhausen
Cryobox Merck, Darmstadt
Einmalpipetten Plastik 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 BD, Heidelberg
ml, 25 ml
Einmalpipetten Plastik 50 ml Corning, Kaiserslautern
Einmalspritzen Plastik BD, Heidelberg
Erlenmeyerkolben Simax 500ml, 1| Bohemia Cristal, Selb
Filtermatten Melti Lex A Perkin Elmer Wallac, Turku,
Finnland
Glasflaschen 250 ml, 500 ml, 11, 2 | Schott, Mainz

Messzylinder Plastik 100 ml, 250 ml, 500 Vitalab, Grol3ostheim
ml, 11

Mikrokonzentratoren Amicon Ultra-15 Millipore, Schwalbach

24



Neubauer Zell-Zahlkammer
Pasteurpipetten, Long size
PCR-Softtubes 0,5 ml
Pipettenspitzen 20 ul, 200 ul, 1000 pl
Pipettenspitzen 10 pl

Pipettenspitzen, gefiltert 10 pl, 100 pl, 200

i, 1000 pl
PP-Rohrchen 50 ml
PP-Rohrchen 15 ml

Prazisions-Kuvetten Suprasil® halbmikro

Reaktionsgefalle 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml

Spritzenfilter Millex-GV, Millex-GP 0,22 pm

Zellkulturflaschen 250 ml, 500 ml

Zellkulturplatten 96-well flat/round bottom

Zellkulturplatte 6-well flat bottom
Zentrifugenbecher 500 ml
Zentrifugenrohrchen SS34

Zentrikon Amicon Ultra 10 kDa und 30 kDa

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

3[H]-methyl-Thymidin (1 mCi/ml)
7-Aminoactinomycin (7-AAD Viability
staining solution)

8-Azaguanin Hybri-Max™

Agarose

Ampicillin

Bacto-Agar

Bacto-Hefeextrakt

Bacto-Trypton

B-Mercaptoethanol 14,3 M

Bromphenolblau

Brand, Weinheim

WU, Mainz

Biozym, Oldenburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Biozym, Oldendorf

Biozym, Oldendorf

Greiner Bio-One, Frickenhausen
BD, Heidelberg

Hellma, Basel, CH

Eppendorf, Hamburg

Millipore, Schwalbach

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Nalgene, Hereford, UK
Nalgene, Hereford, UK
Millipore, Schwalbach

Hartmann Analytic, Braunschweig

Biolegend, Fell

Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg
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Chloroform
Desoxynucleotid-Triphosphate (dNTPs)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dimethylformamid (DMF)

Dulbecco’s Phosphate buffered saline
(DPBS)

Essigsaure (100 %)
Ethylen-Diamin-Tetraacetat (EDTA)
Ethanol, vergallt (96 %)

Ethanol, zur Analyse (100 %)
Ethidiumbromid (EtBr) 10 mg/ml
FACS-Clean, FACS-Flow, FACS-Rinse
Glucose

Glycerin

HiLoad® 16/600 Superdex® 200 pg
HiTrap — 1ml-Kappa-Select

HiTrap — 1ml-Protein A

Isopropanol

Lymphocyte Separation Media LSM1077
Methanol

Mineralol

Natriumacetat

Natriumacetat (wasserfrei)
Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumhydroxid-Platzchen
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydrogencarbonat

Orange G

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)

Phytohemagglutinin (PHA-L)

Merck, Darmstadt
Peqlab, Erlangen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Lonza, Basel, CH

Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

BD, Heidelberg

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

GE Healthcare, Munchen

GE Healthcare, Munchen
GE Healthcare, Munchen
Merck, Darmstadt

Lonza, Basel, CH

Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim

Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim
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Propidiumiodid (PI)

Rekombinantes Protein A, Agarose-

immobilisiert

Superdex® 200 Increase 10/300 GL

Szintillationscocktail Ultima Gold
Triton® X-100

Trizma Base (Tris-Base)
Trypanblau (0,4 %)

Turk’sche Losung

Tween 20

2.1.4 Puffer und Medien

Zellkulturlésungen und Reagenzien

Fotales Kalberserum (FCS)
IMDM

L-Glutamin (200 mM)
MEM-NEAA (100x)
Natrium-Pyruvat (100mM)
RPMI 1640

Alpha MEM Eagle

Zellkulturmedien

Einfriermedium

RPMI-Komplettmedium

Sigma, Steinheim
GE Healthcare, Minchen

GE Healthcare, Minchen
Perkin Elmer, Rodgau
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim

Lonza, Basel, CH
Lonza, Basel, CH
Lonza, Basel, CH
PAA, Pasching, A
Merck, Darmstadt
Lonza, Basel, CH
PAN Biotech, Aidenbach

90% FCS (hitzeinaktiviert)
10% DSMO
RPMI 1640
10 % FCS (hitzeinaktiviert)

100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

1x Natrium-Pyruvat

1x MEM-NEAA
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Alpha MEM Komplettmedium

Serumfreies RPMI

Trypan-Blau

1x 50 uM B-Mercaptoethanol
Alpha MEM Eagle

12,5% FCS (hitzeinaktiviert)
12,5% Pferdeserum

1% Penicillin

1% Streptomycin

1% Glutamin

20 ng/ml rhu G-CSF

20 ng/ml rhu IL-3

20 ng/ml rhu Thrombopoietin
57,4 uM beta-Mercaptoethanol
RPMI 1640

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

1x Natrium-Pyruvat

1x MEM-NEAA

1x 50 uM B-Mercaptoethanol
DPBS
0,1% Trypan-Blau

Puffer und Medien fiir die Molekularbiologie

Ampicillin-Stocklésung (100 mg/mil)

dNTP-Stocklosung

DNA-Ladepuffer (6x)

Ampicillin in H20 (bidest.)
dATP, dCTP, dGTP, dTTP [je 10
mM]

in H20 (bidest.)

30 % Glycerin

0,25 % Bromphenolblau

10 mM Tris-Base

1 mM
EDTA
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DNA-Ladepuffer Orange G (6x)

EtBr-Stocklésung [10 mg/ml]
LB-Medium (flussig)

LB-Medium (Platten)

Orange G (10x)

TAE-Puffer (50x)

Tfbl

Tbll

in H20(bidest., pH 7,6)
0,6 ml Orange G (10x)
1,8 ml Glycerin

3,6 ml TAE-Puffer (1x)

Roth, Karlsruhe

10 g Bacto-Trypton
5 g Bacto-Hefeextrakt

5 g NaCl

H20 (bidest.) ad 11

10 g Bacto-Trypton

5 g Bacto-Hefeextrakt

15 g Bacto-Agar

H20 (bidest.) ad 11

1 ml Ampicillin-Stocklésung
200 mg Orange G in 5 ml H20
(bidest.)

2 M Tris-Base

1 M Essigsaure

50 mM EDTA

in H20 (bidest.), pH 8,5

30 mM Kaliumacetat (CH3COOK)
50 mM MnCI2

100 mM KCI

10 mM CaCl:

15 % (w/v) Glycerin

mit 0,2 M Essigssaure auf pH 5,8
eingestellt

sterilfiltriert

10 mM MOPS pH 7

75 mM CacCl2
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10 mM KCI
15 % (w/v) Glycerin sterilfiltriert

Puffer fur SDS-Page

10x Tris/Glycin/SDS Puffer Bio-Rad, Minchen
2x Laemmli Sample Puffer Bio-Rad, Minchen
Coomassie Brilliant Blue Farbeldsung 0,1% Brilliant Blue

10% Essigsaure

40% Methanol

50% H20
Chromatographische Verfahren
0,1 M Glycin-Puffer 0,1 M Glycin
pH 2,3 in H20 (bidest.)
mit HCI auf pH 2,3 justiert
0,1 M Phosphatpuffer 10% (v/v) 1 M Kaliumphosphat-
pH 8 Puffer

in H20 (bidest.)
mit NaOH auf pH 8 justiert

Durchflusszytometrie

FACS-Puffer 1 % FCS (hitzeinaktiviert)
0,02 % NaN3
in DPBS

FACS-Puffer Il 1 % FCS (hitzeinaktiviert)

0,02 % NaN3
50 pg/ml humlgG (Flebogamma)
in DPBS
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21.5 Enzyme

Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal (CIP)
KAPA HiFi Polymerase

Restriktionsenzyme, diverse
T4-DNA-Ligase (5 U/ul)

2.1.6 GroRenmarker fiir Gelelektrophorese

1kB Marker und 100 bp Marker
1kB* Gene Ruler

New England Biolabs, Frankfurt
KAPA BIOSYSTEMS, Boston,
USA

New England Biolabs, Frankfurt

Roche, Mannheim

New England Biolabs, Frankfurt
Thermo Fisher Scientific,
Schwerte

PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 Thermo Fisher Scientific,

to 180 kDa

2.1.7 Gebrauchsfertige Léosungen und Kits

2x Laemmli Sample Puffer

10x Tris/Glycin/SDS-Puffer

BD™ Anti-Mouse |g, kappa /Negative
control (FBS) Compensation Particles Set

BioTrap Gelelutions-Starterkit
DNA, RNA purification (NucleoSpin®)

ExpiCHO™ Expression System Kit

Mini-PROTEAN® TGX 10 % Precast Gele
PROTEOSTAT® Thermal shift stability
assay kit

QIAGEN® Gel Extraction Kit

QIAGEN® Plasmid-DNA Maxiprep Kit
QIAprep® Spin Plasmid-DNA Miniprep Kit

Schwerte

Bio-Rad, Minchen
Bio-Rad, Minchen

BD Biosciences, Heidelberg

Schleicher & Schuell, Dassel
Machery Nahel, Duren
Thermo Fisher Scientific,
Schwerte

Bio-Rad, Minchen

Enzo Life Sciences (ELS) AG,

Lausen

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
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2.1.8 Plasmide

Fir die Expression der beiden FLT3xCD28 Antikdrper in ExpiCHO-S Zellen
wurden jeweils ein Vektor fur die schwere und fur die leichte Kette bendtigt. Als
Backbone wurde hier der intern etablierte pGH1.2 Vektor verwendet. Als
Schnittstellen fur die Insertion sowohl der leichten als auch der schweren Kette
fungierten dabei BamHI und Xbal. Als Grundlage fur die leichte Kette des CD28
Antikorpers diente hierbei der von Timo Manz erstellte Vektor
TM_B68 pGH1.2_huKro22-6_hu9.3-8 LC+L bei dem der variable Teil durch den
variablen Teil der leichten Kette der FLT3 Antikorper Uber die Schnittstellen
BamHI und PspOMI ausgetauscht wurden. Als Grundlage der schweren Kette
diente ebenfalls der von Timo Manz etablierte Vektor TM B59 pGH1.2-HC-TTV-
huK-ro22-2 FcKO. Hier wurde der variable Teil der schweren Kette mit den
variablen Teilen der schweren Kette der FLT3 Antikorper Uber die Schnittstellen

BamHI und PspOMI ausgetauscht.

2.1.9 Oligonukleotide

pGH1 insert forward 5‘-cgccaccagacataatagctga-3°

pGH1 insert reverse 5'-cagatggctggcaactagaagg-3'

2.1.10 Bakterienstamme

E.coli DH5a MBI Fermentas, St. Leon-Rot

2.1.11 Software

CellQuest Pro BD, Heidelberg

FlowJo TreeStar Inc., Ashland, USA

GATC Viewer GATC Biotech, Konstanz

GraphPad Prism GraphPad Software Inc., La Jolla,
USA

MS Excel 2010 Microsoft, UnterschleiRheim

MS Powerpoint 2010 Microsoft, Unterschleil3heim

MS Word 2010 Microsoft, Unterschleil3heim

Sigma Plot 12.0 SPSS, Minchen
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7500 Fast Software v2.0.6

2.1.12 Antikorper

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte

Die in der Arbeit verwendeten Antikorper werden in den folgenden Tabellen 2.1-

1 und 2.1-2 beschrieben. Es wird unterschieden zwischen bispezifischen und

konjugierten Antikorpern.

Tabelle 2.1.1: Unkonjugierte Antikbérper

Bezeichnung Spezifitit Format Spezies Bezugsquelle
4G8xCD3 (CC-2) | FLT3 und lgGsc Humanisiert Dr. Martin
Pflugler
CD3
MOPCxCD3 Unbekannt | IgGsc/Fabsc Humanisiert Dr. Martin
Pflugler
und
humanes
CD3
kro22xCD28 Endoglin und | IgGsc Humanisiert Dr. Martin
Pflugler
CD28
BV10xCD28 Humanes lgGsc chimarer selbst
hergestellt
FLT3 und Maus/Mensch
humanes Antikorper
CD28
4G8xCD28 FLT3 und lgGsc Humanisiert selbst
hergestellt
humanes
CD28
BV10xCD3 Murines lgGsc chimarer Dr. Martin
Pflugler
BV10, Maus/Mensch
humanes Antikdrper
CD3
Tabelle 2.1.2: Konjugierte Antikérper
Spezifitit Konjugat Klon Isotyp Bezugsquelle
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huCD4 PacificBlue OKT4 Maus Igy2b, K Eiol:egend,
e
huCD4 FITC HP2/6 Maus Igy2a, k | Biolegend,
Fell
huCD8 FITC OKT8 Maus Igy2a, k | Abteilung fir
Immunologie
huCD8a APC HIT8a Maus Igy1, K Il§i<?|legend,
e
huCD8a APC/Cy7 HIT8a Maus Igy1, K II?i(?llegend,
e
huCD10 PE/Cy7 HI10a Maus Igy1, K Eionlegend,
e
huCD13 FITC WM15 Maus Igy1, K BD
Biosciences,
Heidelberg
huCD14 APC/Cy7 HCD14 Maus Igy1, K Eionlegend,
e
huCD14 PE/Cy7 HCD14 Maus Igy1, K Eionlegend,
e
huCD15 PE/Cy7 HI98 Maus Igy, K Eionlegend,
e
huCD19 PE/Cy7 SJ25C1 Maus Igy1, K Eionlegend,
e
huCD25 PE BC96 Maus Igy1, K Il§i<?|legend,
e
huCD33 APC WM53 Maus Igy1, K BD
Biosciences,
Heidelberg
huCD34 APC/Cy7 581 Maus Igy2a, K Eionlegend,
e
huCD45 PacificBlue HI30 Maus Igy1, K Il§io”Iegend,
e
huCD45 AmCyan 2D1 Maus Igy1, K BD
Biosciences,
Heidelberg
huCD45 APC/Cy7 2D1 Maus Igy1, K Il§io”Iegend,
e
huCD45RA PE/Cy5 HI100 Maus Igy2b, K Eionlegend,
e
huCD45RA APC HI100 Maus Igy2b, k Il§i0”|egend,
e
huCD45RO PE/Cy7 UCHL1 Maus Igy2a, K Eionlegend,
e
huCD45RO APC/Cy7 UCHL1 Maus Igy2a, K Eioulegend,
e
huCD62L PacificBlue DREG-56 Maus Igy1, Eionlegend,
e
huCD62L FITC DREG-56 Maus Igy1, K Il§i0”|egend,
e
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huCD69 APC/Cy7 FN50 Maus Igy1, K Eionlegend,
e
huCD69 PE FN50 Maus |gy‘|’ K Ei(ﬁegend,
e
huCD117 PE/Cy7 104D2 Maus Igy1, K Eionlegend,
e
huCD135 PE 4G8 Maus, BALB/c |BD
Biosciences,
lgy1, K Heidelberg
huCD326 PE 9C4 Maus Igy2b, k Il?io”Iegend,
e
huHLA-DR FITC L243 Maus Igy2a, K Il?io”Iegend,
e
hulgG, Fcy R-PE Ziege F8ab®)2 | Jackson
Immuno
spez. Fragment Research,
West Grove,
USA

2.1.13 Zelllinien

Nalm-16

LN-18
MV4-11

MS-5

ExpiCHO-S cells

Humane B-Vorlauferzell-

Leukamie

Humane Glioblastomzellen

Humane akute monozytische

Leukamie

Murine Stromazellen

Subklon aus Ovarialzellen

eines chinesischen

Hamsters

2.1.14 Primare humane Zelllinien

USA
USA

DSMZ, Braunschweig

ATCC, Manassas,
ATCC, Manassas,

DSMZ, Braunschweig

Thermo Fisher

Scientific, Schwerte

Blutproben gesunder Spender wurden mit deren Einverstandnis bearbeitet.

Blutproben von AML-Patienten wurden von Prof. H. Salih (Medizinische Klinik I,

Universitatsklinikum Tabingen) zur Verfigung gestellt.
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2.2 Zellbiologische Methoden

Alle verwendeten Zelllinien wurden, wenn nicht anders angegeben, in einem
Begasungsbrutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit kultiviert.

2.2.1 Passagieren und Ernten von Zellen

Es wurden sowohl Suspensionszellen, semi-adharente Zellen, sowie adharente
Zellen fur diese Arbeit verwendet. Die Suspensionszellen und semi-adharenten
Zellen konnten durch seitliches Anklopfen der Zellkulturflasche vom Boden der
Flasche gelost werden. Anschliel3end wurden die Zellen resuspendiert, je nach
Zelldichte ein Teil des Zellvolumens verworfen und der Rest mit frischem Medium
aufgefullt. Bei adharenten Zellen wurde das Medium abgenommen, die
Zellkulturflasche zwei Mal mit PBS-Puffer vorsichtig gespult, Accutase®-Losung
auf die Zellverbande gegeben, im Brutschrank fur 5-10 Minuten inkubiert.
AnschlieBend wurden durch leichtes Klopfen der Zellkulturflasche die noch
anheftenden Zellen vom Flaschenboden geldst, in Medium aufgenommen und je
nach Zelldichte wie Suspensionszellen verdunnt.

2.2.2 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Lebendzellzahl wurde bestimmt, indem die Zellen abhangig von der
Zelldichte im Verhaltnis 1:2 oder 1:10 mit Trypanblaulésung versetzt und
anschliellend mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt wurden. Hierbei
konnten tote Zellen anhand der blauen Farbung identifiziert werden, da der
Farbstoff bei nicht intakter Zellmembran ins Zytoplasma gelangen kann. Durch
das Auszahlen von vier Gro3quadraten konnte die Lebendzellzahl pro Milliliter
berechnet werden, indem das arithmetische Mittel der vier Gro3quadrate mit dem
Verdunnungsfaktor, dem Kammerfaktor und dem Suspensionsvolumen

multipliziert wurde.

2.2.3 Kryokonservierung von Zellen

Um Zellen kurzzeitig (-80°C) oder fir einen langeren Zeitraum (in
Flussigstickstoff bei -196°C) lagern zu kdénnen, wurden diese, wie oben

beschrieben geerntet, abzentrifugiert und in Einfriermedium (1ml, 4°C)
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aufgenommen. Das Kryorohrchen mit den Zellen wurde anschlieBend im
Isopropanolkihler in den Ultratiefkiihlschrank (-80°C) uberfuhrt, wodurch ein
schonendes Einfrieren bei gleichmaRiger Abkuhlung (1°C/min) sichergestellt
wurde. Am nachsten Tag konnten die Zellen mithilfe von Trockeneis in flissigen
Stickstoff Uberfuhrt werden, um diese langer lagern zu konnen. Zum Auftauen
wurde das Kryorohrchen im Wasserbad bei 37°C geschwenkt, bis nur noch ein
kleiner Eiskern im Medium schwamm, woraufhin die Zellen in 30-40m| Medium
(37°C) uberfihrt und bei 300 x g fur 5 Minuten abzentrifugiert wurde.
AbschlieBend wurde der Uberstand abpipettiert und das Zellpellet in frischem

Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche Uberfuhrt.

2.2.4 lIsolation von PBMCs

Um humane PBMCs (engl. Peripheral blood mononuclear cells) zu gewinnen,
wurde heparinisiertes Vollblut gesunder Spender aus der Blutspendezentrale des

Universitatsklinikums TUbingen verwendet.

Zur |Isolation dieser Zellen wurden 25ml heparinisiertes Vollblut mit 25ml DPBS
verdunnt. AnschlieRend wurden jeweils 25ml des verdinnten Vollblutes auf 14ml
einer vorgelegten Ficoll-Losung gegeben. Daraufhin erfolgte eine Zentrifugation
bei 600 x g fur 30 Minuten ohne Bremse. Nach dieser
Dichtegradientenzentrifugation befanden sich die mononuklearen Zellen
(Lymphozyten, Monozyten) in der Interphase zwischen Plasma und Ficoll-
Losung. Diese Interphase wurde mithilfe einer 10ml Stabpipette abgenommen
und im Anschluss zwei Mal mit 50mlI DPBS durch Zentrifugation bei 300 x g
gewaschen, um Ficoll-Reste, sowie eventuell verbliebene Erythrozyten und
Thrombozyten zu entfernen. Nach Uberfiinrung in das Vollkulturmedium RPMI
wurde ein Teil der Zellen 1:10 mit Tarkscher Losung verdinnt und wie bereits
beschrieben in der Neubauerzahlkammer ausgezahilt.

2.2.5 Magnetische Zellseparation mittels MACS®-Technologie

Zur Aufreinigung humaner T-Zellen wurden frische PBMCs mit dem MACS-Kit
,Pan T cell Isolation Kit, human® bearbeitet. Hierbei wurden die nicht bendtigten
Zellen der PBMCs mit Antikorpern gegen CD14, CD15, CD16, CD19, CD34,
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CD36, CD56, CD123 und CD235a (Glykophorin A) magnetisch markiert und
dann mithilfe einer magnetisierten Saule von den unmarkierten T-Zellen negativ
selektioniert. Zuletzt wurden die Zellen in das RPMI-Vollkulturmedium uberfihrt

und mittels Trypanblaufarbung, wie oben beschrieben, gezahlt.

2.2.6 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen

Bei der transienten Transfektion verbleibt die DNA im Zytoplasma und wird nicht
in den Zellkern eingeschleust. Fir diese Arbeit wurde die ExpiCHO™ CHO-
Zelllinie (engl. Chinese Hamster Ovary) verwendet. Die Kultivierung wie auch die
Transfektion der CHO-Zellen erfolgte nach Herstellerprotokoll mit dem
ExpiCHO™ Expression System Kit.

2.2.7 Aufreinigung von Antikorpern aus Zellkulturiiberstanden

Die Antikorperaufreinigung wurde durch Affinitatschromatografie an Protein A mit
dem AKTA pure (GE Healthcare) System durchgefiihrt. Zellkulturiiberstande der
transfizierten CHO-Zellen wurden auf eine Saule (MabSelect Sure) aufgetragen
und bei einer Flussrate von 1mL/min aufgereinigt. AnschlieRend wurde mit dem
zehnfachen Saulenvolumen DPBS gewaschen, um ungebundenes Material zu
entfernen. Gebundenes Protein wurde mittels 0.1 M Glycin bei pH 2,5 eluiert. Die
weitere Aufreinigung des Eluats erfolgte durch
GréRenausschlusschromatographie auf einer HiLoad 16/600 Saule. Die
entstandenen Fraktionen, welche Antikorper enthielten, wurden gemischt und
steril filtriert bei 4°C aufbewahrt.

2.2.8 Konzentrationsbestimmung von Antikorperlésungen

Unter  Verwendung eines NanoDrop™ 1000-Spektrophotometers
(Extinktionskoeffizient 1gG) kann die Konzentration einer Antikdrperldsung
bestimmt werden. Hierbei wird die optische Dichte eines AntikOrpers bei einer
Wellenlange von 280 nm gemessen. Daraus lasst sich die Proteinkonzentration
berechnen. Dabei wurde die Probe dreimal gemessen und aus den Ergebnissen

der Mittelwert errechnet.
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2.2.9 Inaktivierung von Tumorzellen

Um mithilfe eines Proliferationsassays die Auswirkungen eines Antikorpers auf
die Proliferation von T-Zellen erfassen zu konnen, muss die Proliferation der
Tumorzellen inhibiert werden. Dies erfolgte durch Bestrahlung der Tumorzellen
mithilfe einer 13’Céasium-Strahlenquelle mit einer Dosis von 120 Gy. Auf dieselbe
Art und Weise wurden die MS5-Zellen bestrahlt, um eine Proliferation in den

Assays zu verhindern.
2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Verdau von Nukleinsauren mit Restriktionsenzymen

Die DNA wurde je nach verwendetem Restriktionsenzym fur eine Stunde bei
einer vom Hersteller empfohlenen, geeigneten Temperatur verdaut (Birnboim
and Doly 1979).

2.3.2 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Die Auftrennung der DNA erfolgte in einem 1% Agarosegel in 1x TAE-Puffer mit
1ug/ml  Ethidiumbromid. Zuvor wurde die DNA-Lésung mit einem 6-fach
Ladepuffer (Gel Loading Dye, Purple, New England Biolabs) versetzt. Zur
GroRenunterscheidung wurde eine 1kB DNA-Leiter verwendet. Die Auftrennung
erfolgte bei 100V tber 40 Minuten.

2.3.3 DNA-Praparation aus Agarosegel

Unter UV-Licht konnte die DNA mithilfe eines Skalpells aus dem Agarosegel
ausgeschnitten werden und unter Verwendung des QIAquick® Gel Extraction Kit
nach Herstellerangaben aus dem Gel extrahiert werden. Die DNA-Menge wurde
mit Hilfe des Nanodrop1000 spektrophotometrisch bestimmt. Im Anschluss
konnte die DNA weiterverwendet oder im Tiefkuhler bei -20°C fur langere Zeit
aufbewahrt werden.

2.3.4 Ligation komplementarer DNA-Fragmente

Die Ligation wurde zur Klonierung von DNA-Fragmenten in Expressionsvektoren

verwendet. Hierfur wurden Insert und Vektor mit Restriktionsenzymen so
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geschnitten, sodass gleiche Enden, entweder Uberhangend (engl. sticky ends)
oder glatt (engl. blunt ends), entstanden. Diese wurden anschlieBend in
folgendem Ansatz angesetzt und fur mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert:

50 ng | Vektor
1:5 | Vektor:Insert-Ratio
2 yl | 10x T4 DNA Ligasepuffer
1 pl | T4 NDA Ligase (5U/ul)
auf 20 pl Volumen aufgefillt | H20 (bidest.)

2.3.5 Transformation kompetenter E.coli Bakterien

Die kompetenten E.coli Bakterien (Stamm DH5a) wurden aus dem -80°C-
Tiefkuhler auf Eis aufgetaut. Im Folgenden wurden die aufgetauten Bakterien mit
10ul des Ligationsansatzes versetzt und fur 20 Minuten auf Eis inkubiert. Im
Anschluss daran erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fur 1 Minute. Nach der Zugabe
von 1ml LB-Medium (Raumtemperatur) wurden die Bakterien bei 37°C im
Wasserbad fur eine Stunde inkubiert. Daraufhin wurden verschiedene
Verdinnungen des Transformationsansatzes auf LB-Amp-Platten aufgetragen
und mithilfe von Glasperlen Uber die Platten verteilt, um Einzelklone der Bakterien
zu erhalten. Die LB-Amp-Platten wurden Uber Nacht fur etwa 16h bei 37°C im
Bakterienbrutschrank inkubiert. Bei erfolgreicher Transformation konnten die
Bakterien aufgrund der Ampicillinresistenz, welche durch die Aufnahme des
Plasmids erfolgen sollte, auf den ampicillinversetzten LB-Platten wachsen.

2.3.6 Anlegen von Bakterienkulturen

Mithilfe einer sterilen Impfose konnten identifizierbare Einzelklone von der LB-
Platte gepickt und auf eine neue, sog. Masterplatte tUberfuhrt werden, welche
wiederum uber Nacht fur etwa 16h bei 37°C im Bakterienbrutschrank inkubiert
wurde. Des Weiteren wurde fur die Mini-Plasmid-Praparation die Impfose im
Anschluss in 5ml LB-Amp-Medium uberfuhrt, mehrfach gedreht und
anschliefend verworfen. Das angeimpfte Medium wurde anschlieend fur 16h
bei 37°C und 180 rpm auf einem Horizontalschuttler inkubiert. Da fur die Maxi-
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Plasmid-Praparation eine groRere Menge an Bakterien bendtigt wird, wurde dafur
entsprechend der oben beschriebenen Anleitung vorgegangen, jedoch wurden

hierfar 300ml LB-Amp-Medium angeimpft.

2.3.7 Aufreinigung von Plasmiden

Um Plasmid-DNA aufzureinigen, wurden die kommerziellen Kits der Firma
Qiagen (Hilden) verwendet. Fur geringere Mengen an Plasmid-DNA wurde das
QIAprep® Spin Plasmid-DNA Miniprep Kit (Qiagen, Hilden), fur grol3ere Mengen
entsprechend das QIAGEN® Plasmid-DNA Maxiprep Kit (Qiagen, Hilden)

verwendet.

2.3.8 Sequenzierung

Die DNA-Sequenzanalyse wurde von der Firma Microsynth (Balgach, CH)
basierend auf der von Sanger et. al. beschriebenen Kettenabbruchmethode
durchgefuhrt. Allerdings wurden die radioaktiv markierten Didesoxynukleotide
durch fluoreszenzmarkierte ausgetauscht. Fur die Analyse wurde ein Ansatz aus
1ug DNA und jeweils 3pl Primer (forward, reverse oder beide) mit H.O (bidest.)

auf ein Gesamtvolumen von 15pl aufgefullt und auf postalischem Wege versandt.

2.4 Analytische Methoden

2.41 SDS-Gelelektrophorese

Zur Bestimmung der Reinheit und des Molekulargewichts aufgereinigter
Antikdrper wurden diese mittels SDS PAGE (Natriumdodecylsulfat)-
Polyacrylamidgelelektrophorese) untersucht. Hierbei kdnnen die Proteine nach
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Dabei werden die Proteine in
reduzierter und nicht-reduzierter Form betrachtet. Die Reduktion erfolgt unter
Einwirkung von B-Mercaptoethanol, welches zur Auftrennung in leichte und
schwere Ketten des Antikorpers durch Reduktion der Disulfidbricken fuhrt. Die
Proteine werden nach Zugabe eines 2-fach Ladepuffers bei 95°C fur 5 Minuten
denaturiert und anschlieend in 10% Mini-PREOTEAN® TGX-Gelen unter
Verwendung einer Mini-PROTEAN® TetraCell bei 120V fur ca. anderthalb
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Stunden aufgetrennt. Die Proteinbanden konnten im Anschluss mithilfe einer

Comassie Brilliant Blue Farbung visualisiert werden.

2.4.2 Analytische Gelfiltration

Die aufgereinigte Antikorperlosung wurde mithilfe der analytischen Gelfiltration
untersucht. Dabei lasst sich das Molekulargewicht des Antikorpers ermitteln.
Aulerdem konnen etwaige Aggregationen und Fragmente detektiert werden.
Hierfur wurde das UHPLC-System Dionex Ulti-Mate 3000 BioRS mit der Saule
Superdex 200 Increase 10/300 GL benutzt. Es wurden ca. 10ug Antikérper in
hochstens 50yl DPBS aufgetragen. Die Proteinkonzentration wurde
durchlussphotometrisch bei einer Wellenlange von 220 nm ermittelt. Um die
GroRe zu ermitteln, wurden Eichproteine definierter GrolRe (Standard Bio-Rad)

verwendet.

2.4.3 3[H]-Thymidin-Proliferationstest

Die T-Zell-Proliferation konnte mithilfe des 3[H]-Thymidin-Proliferationstests
gemessen werden. Dieser beruht darauf, das proliferierende Zellen tritiiertes
Thymidin aufnehmen, was die Quantifizierung der Proliferation ermdglicht.
Hierfur werden in einer 96-well-Flachbodenplatte in Triplikaten Effektorzellen und
Zielzellen im Verhaltnis 1:1 mit entsprechenden Antikdrperkonzentrationen
ausplattiert. Nach Inkubation fur 48 Stunden bei 37°C im Begasungsbrutschrank
wurden diese mit jeweils 0,5 UCi 3[H]-Thymidin versetzt und fir weitere 12-16
Stunden wie Dbereits beschrieben inkubiert. AnschlieRend wurde die
Flachbodenplatte mithilfe des Inotech ICH-110-96 Zell Harvesters auf eine Printet
Filtermat A Matte geerntet, daraufhin fur 1 Stunde bei 60°C getrocknet, mit dem
Szintillationscocktail Ultima Gold versetzt und schlussendlich quantitativ

ausgewertet.

2.5 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, das es ermdglicht, die

Zusammensetzung einer Zellsuspension zu ermitteln. Hierfur werden die Zellen
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mit fluoreszierenden Antikorpern direkt oder indirekt markiert und anschlieRend
mithilfe eines Durchflusszytometers detektiert werden. Hierfir werden 0,1-
0,5x10¢ Zellen pro well in einer 96-well-Rundbodenplatte ausgesét, bei 600 x g
fur 3 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Anschlieend werden
die Zellen mit 50ul/well der nach Herstellerangaben verdinnten Antikérperlésung
versetzt und bei 4°C im Dunkeln fur 30 Minuten inkubiert. Werden unkonjugierte
Antikorper verwendet werden erst diese verdunnt auf die Zellen gegeben, wie
beschrieben inkubiert, mit je 200yl FACS-Puffer gewaschen und anschlieffend
nochmals fur 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln mit dem Sekundarantikdrper
markiert. Hiernach wird nicht gebundener SekundarantikOrper durch erneutes
dreimaliges Waschen ebenfalls entfernt. Um unspezifische Interaktion am Fc-
Rezeptor zu minimieren, wurde eine Absattigung der Fc-Rezeptoren durch
humanes Igy (FleboGamma), in einer Konzentration von 50ug/ml, hinzugegeben.
Zur Unterscheidung toter und lebendiger Zellen wurden die Proben vor dem
Messvorgang in FACS-Puffer mit Zugabe von 7AAD in einer Konzentration von
0,5ug/ml aufgenommen. Um eine Vergleichbarkeit der Zellzahlen herzustellen,
wurden auRerdem BD™ CompBead negative Beads hinzugegeben. Durch
Messung der gleichen Anzahl an Beads pro well, konnte die gleich hohe
aufgenommene FlUssigkeitsmenge fur alle Proben gewahrleistet werden. Als
Kontrolle unspezifischer Bindung wurden sogenannte FMOs (engl. Fluorescence
Minus One) gefarbt. Bei diesen handelt es sich um Proben, bei denen jeweils ein
Fluoreszenzfarbstoff der Gesamtfarbung fehlt. In dieser Arbeit wurde die
Durchflusszytometrie in zwei verschiedenen Ansatzen verwendet. Zum einen zur
Bestimmung der Bindungsaffinitdt und zum anderen zur Bestimmung der
antikdrpervermittelten Lyse, Proliferation und Aktivierung von CD4*- und CD8"-
T-Zellen.

2.5.1 Durchflusszytometrische Bestimmung der Bindungsaffinitat

Um die Bindungsaffinitat eines Antikdrpers zu ermitteln, wurde dieser in
verschiedenen Konzentrationen mit 0,1-0,2x10° zielantigen-positiven Zellen auf
einer 96-well-Rundbodenplatte fur 30 Minuten inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit jeweils 200yl FACS-Puffer wurde jede Probe mit jeweils 50ul in
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FACS-Puffer verdinntem Ziege F(ab®)2-Fragment anti-human IgG
Phycoerythrin-gekoppelten Sekundarantikorper gefarbt. Die ungebundenen
Reste desselben wurden durch erneutes dreimaliges Waschen entfernt.
Daraufhin wurden die Zellen in jeweils 200pl FACS-Puffer aufgenommen und
mithilfe des FACSCalibur Durchflusszytometers gemessen.

2.5.2 Durchflusszytometrische Bestimmung der antikorpervermittelten

Lyse, Proliferation und Aktivierung von CD4*- und CD8*-T-Zellen

Allogenes System

Zur Messung der antikorpervermittelten T Zellaktivierung und Tumorzelllyse im
allogenen System wurden auf 96-well-Flachbodenplatten jeweils 0,1x10°
Zielzellen mit 0,1x108 Effektorzellen mit verschiedenen
Antikorperkonzentrationen in Duplikaten inkubiert. Als Kontrollen wurden
unstimulierte Proben, sowie FMOs, mitgefuhrt. Die unstimulierten Proben
enthielten jeweils die genannte Anzahl an Ziel- und Effektorzellen ohne Zugabe
von Antikorpern. Die Inkubation erfolgte bei 37°C fur 72 Stunden im
Begasungsbrutschrank. Nachfolgend wurden die Proben wie beschrieben mit
verschiedenen direkt-markierten Antikorpern gegen CD4, CD8, CD10, CD45,
CD69 gefarbt und mithilfe des FACS Canto Il gemessen und mit der Software
FlowJo ausgewertet.

Autologes System

Im Vergleich zum allogenen System lagen im autologen System in den
Zellproben der AML-Patienten bereits Ziel- und Effektorzellen in einem
physiologischen Verhaltnis vor. Dies konnte je nach Spender variieren. Von den
Zellen aus dem Blut von AML-Patienten wurden 0,5x10° Zellen pro well einer 96-
well-Flachbodenplatte auf einen Monolayer aus 0,05x108 bestrahlten MS-5
Feeder-Zellen ausplattiert und mit verschiedenen Konzentrationen von

Antikorpern inkubiert. Die Inkubation erfolgte fur acht Tage bei 37°C im
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Begasungsbrutschrank, wobei nach vier Tagen Medium und Antikorper
ausgewechselt wurden. Der Mediumwechsel erfolgte durch Uberfihrung des
Uberstandes in eine 96-well-V-Boden-Platte. Diese wurde bei 600 x g fiir 3
Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet jeweils in
frischem Medium und Antikorper aufgenommen und auf die Flachbodenplatte
zurUckuberfuhrt. AnschlieBend wurden die Proben wie bereits beschrieben
gefarbt. Als Antikorper wurden CD4, CD8, CD45 und CDG69 fur die Identifikation
der T-Zell-Proliferation und -aktivierung gewahlt. Zur |dentifikation der Blasten
wurde je nach Spender noch CD33, CD34 und/oder CD117 mitgefarbt. Die

Messung und Auswertung erfolgten wie bereits beschrieben.
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3 Ergebnisse

Um die antitumorale Therapie bispezifischer Antikdrper zu verbessern, wurden
fur diese Arbeit verschiedene bispezifische CD28-Antikorper produziert und
charakterisiert. AnschlieBend wurden die CD28-Antikorper jeweils in
Kombination mit einem bispezifischen FLT3xCD3 Antikorper hinsichtlich ihrer
Fahigkeit zur T-Zellaktivierung und Zielzelllyse untersucht.

a-FLT3 o-FLT3 o-ENG

a-CD28 a-CD28 a-CD28

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der fiir diese Arbeit verwendeten
kostimulatorischen Antikorper

Links ist der BV10xCD28 Antikorper dargestellt, welcher mittels BV10 gegen das Antigen FLT3
gerichtet ist. In der Mitte ist der 4G8xCD28 Antikdrper zu sehen, welcher tiber 4G8 gegen ein
anderes, nicht kreuzreaktives Epitop des Antigens FLT3 gerichtet ist. Rechts wird der ENGxCD28
Antikérper gezeigt. Die variablen Domanen dieser Zielantikdrper sind gegen das Zielantigen
(FLT3 oder Endoglin) gerichtet. Das single-chain Fragment (scFv) bindet als Effektorantikorper
an CD28 (gruin) und dient zur kostimulatorischen Aktivierung von T-Zellen.

3.1 Produktion und Charakterisierung bispezifischer CD28-
Antikorper

FUr diese Arbeit wurden zwei neue bispezifische kostimulatorische Antikdrper mit
FLT3xCD28-Spezifikation produziert. Diese unterscheiden sich in Hinblick auf die
FLT3-Epitope, die sie erkennen: Fur den FLT3-Teil wurden die beiden bereits
existierenden Antikérper 4G8 und BV10 verwendet. Um die Qualitat der
produzierten Konstrukte zu Uberprufen, wurden diese proteinbiochemisch
analysiert und anschlief3end funktionell auf ihre Bindungsfahigkeit Uberpruft.
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3.1.1 Klonierung und Generierung des bispezifischen BV10xCD28
Antikorpers

Die Produktion des bispezifischen BV10xCD28 Antikorpers erfolgte in CHO-
Zellen mittels transienter Transfektion der bereits existierenden Plasmide fur die
schwere und leichte Kette des Antikorpers.

Proteinbiochemische Analyse

Der aufgereinigte Antikdrper wurde mittels analytischer Gelfiltration hinsichtlich
Homogenitat und Molekulargewicht auf mogliche Aggregation und
Fragmentierung untersucht. Das Elutionsprofil ist in Abbildung 3.1.1 dargestelit.
Es zeigt sich ein klarer Hauptpeak. Einige wenige Aggregate und
Zerfallsprodukte sind zu erkennen.
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Abbildung 3.1.1 Analytische GroBenausschlusschromatographie des BV10xCD28
Antikorpers

Elutionsprofil des gereinigten bispezifischen kostimulatorischen BV10xCD28 Antikdrpers. Zur
Analyse wurden 15pug des Proteins im UHPLC-System Dionex Ulti-Mate 3000 BioRS auf eine
Superdex 200 Increase 10/300 GL-S&ule aufgetragen.

Mithilfe  der diskontinuierlichen  SDS-Gelelektrophorese konnte das
Molekulargewicht des Antikorpers bestatigt werden, wie Abbildung 3.1.2 zeigt.
Unter nicht-reduzierenden Bedingungen ist ein Molekulargewicht von ca. 200

kDa zu erkennen, was ungefahr dem errechneten Molekulargewicht entspricht.
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Unter reduzierenden Bedingungen sind zwei Banden auszumachen, die die
leichte und schwere Kette darstellen, fur die ein Molekulargewicht von jeweils ca.

50 kDa errechnet wurde.
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Abbildung 3.1.2 SDS-Gelelektrophorese des BV10xCD28 Antikorpers
Die Abbildung zeigt das Profil der gelelektrischen Auftrennung des BV10xCD28 Antikdrpers unter
nicht-reduzierenden (a) und reduzierenden (b) Bedingungen.

Bindungsanalyse

Die Analyse der Bindung des bispezifischen Antikorpers BV10xCD28 an
Zielzellen und Effektorzellen erfolgte durchflusszytometrisch. Fir die Analyse der
Bindung an das Zielantigen FLT3 wurden FLT3-positive Nalm-16-Zellen
verwendet. Der EC50-Wert, welcher die Konzentration (engl. effective
concentration) angibt, bei der 50% der Maximalaktivitat erreicht werden, liegt far
den FLT3 Antikorper bei 4,05 nM. Die Bindungsanalyse an Effektorzellen erfolgte
mittels CD28-positiver PBMCs. Der EC50 liegt fur diese Bindung bei 4,07 nM.
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Abbildung 3.1.3: Bindungsanalyse des BV10xCD28 Antikorpers

Detektion der gebundenen BV10xCD28 Antikdrper auf Nalm-16-Zellen (rechts) und humanen
PBMCs (links). Die Markierung der Antikorper auf der Zelloberflache erfolgte mit einem PE-
konjugierten Ziege-anti-human Sekundérantikérper mittels Durchflusszytometrie.

Induktion der T-Zell-Proliferation

Um die durch den Antikorper induzierte T-Zell-Proliferation des kostimulierenden
bsAb in Kombination mit dem 4G8xCD3 bsAb zu messen, wurde ein 3H-
Thymidin-Proliferationsassay verwendet. Dafur wurden Nalm-16-Zellen
bestrahlt, um deren Proliferation zu unterbinden. Daraufhin wurden die Zielzellen
im Verhaltnis 1:1 mit PBMCs und Zugabe entsprechender Antikorper inkubiert.
AnschlieRend wurde, wie in Kapitel 2.5.2 beschrieben, vorgegangen. Abbildung
3.1.4 zeigt die gemittelte T-Zell-Proliferation von vier verschiedenen PBMC-
Spendern im Verhaltnis zur maximalen Proliferation an T-Zellen, welche durch

PHA ausgeldst wurde.
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Abbildung 3.1.4: T-Zell-Proliferation

Nalm-16-Zellen wurden im Verhaltnis 1:1 mit PBMCs gesunder Spender und dem Antikdrper
4G8xCD3 allein (gestrichelte Linie) oder in Kombination mit dem Antikérper BV10xCD28
(durchgéangige Linie) in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Gezeigt sind die Mittelwerte
und die Standardabweichung vierer Spender, die jeweils in Triplikaten angesetzt wurden. Diese
wurden zur durch PHA ausgeldsten maximalen Proliferation ins Verhaltnis gesetzt.
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Die durch den zusatzlich zugegebenen BV10xCD28 Antikorper vermittelte
Proliferation unterscheidet sich hierbei kaum von der allein durch den 4G8xCD3
Antikorper ausgelosten T-Zell-Proliferation.

3.1.2 Klonierung und Generierung des bispezifischen 4G8xCD28
Antikorpers

Die Produktion des bispezifischen 4G8xCD28 Antikdrpers erfolgte in CHO-Zellen
mittels transienter Transfektion mit Hilfe der bereits existierenden Plasmide flr

die schwere und leichte Kette des Antikorpers.

Proteinbiochemische Analyse

Um die Homogenitat und das Molekulargewicht des aufgereinigten Antikorpers
zu bestimmen, wurde dieser mittels analytischer Gelfiltration untersucht. Das
Elutionsprofil ist in Abbildung 3.1.5 dargestellt. Es zeigt sich ein klarer Hauptpeak.
Aggregate waren in Spuren vorhanden.
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Abbildung 3.1.5: Analytische GroBenausschlusschromatografie des 4G8xCD28
Antikorpers

Elutionsprofil des gereinigten bispezifischen kostimulatorischen 4G8xCD28 Antikorpers. Zur
Analyse wurden 15ug des Proteins aufgetragen.

Um das Molekulargewicht des Antikorpers zu bestatigen, wurde die SDS-
Gelelektrophorese durchgefuhrt. Unter nicht-reduzierenden Bedingungen ist ein
Molekulargewicht von ca. 200 kDa zu erkennen, was dem ungefahr errechneten

Molekulargewicht entspricht. Unter reduzierenden Bedingungen sind zwei
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Banden auszumachen, die die leichte und schwere Kette darstellen, die bei etwa
50kDa liegen.
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Abbildung 3.1.6: SDS-Gelelektrophorese des 4G8xCD28 Antikorpers
Die Abbildung zeigt das Profil der gelelektrischen Auftrennung des 4G8xCD28 Antikorpers unter
nicht-reduzierenden (a) und reduzierenden (b) Bedingungen.

Bindungsanalyse

Mittels Durchflusszytometrie konnte die Bindung des produzierten 4G8xCD28
Antikorpers hinsichtlich der Bindung an Ziel- und Effektorzellen analysiert
werden. Die FLT3-Bindung wurde auf der FLT3-positiven Nalm-16-Zelllinie
bestimmt. Hier zeigte sich im Vergleich mit dem etablierten 4G8xCD3 Antikorper
eine ahnliche Bindungskurve, bei der der EC50 bei 2,65 nM liegt. Die
Bindungsanalyse hinsichtlich CD28 erfolgte auf PBMCs gesunder Spender. Der
ECS50 betragt hierbei 4,45 nM.
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Abbildung 3.1.7: Bindungsanalyse des 4G8xCD28 Antikorpers

Detektion der gebundenen 4G8xCD28 Antikorper auf Nalm-16-Zellen (links) und humanen PBMCs (rechts).
Die Markierung der Antikérper auf der Zelloberflache erfolgte mit einem PE-konjugierten Ziege-anti-human
Sekundarantikdrper mittels Durchflusszytometrie.

Induktion der T-Zell-Proliferation

Die Messung der induzierten T-Zell-Proliferation erfolgte mittels 3H-Thymidin-
Proliferationsassay wie bereits beschrieben. In Abbildung 3.1.8 ist die gemittelte
prozentuale T-Zell-Proliferation von vier verschiedenen PBMC-Spendern im
Verhaltnis zur maximalen Proliferation an T-Zellen dargestellt. Die maximale
Proliferation wurde mittels PHA induziert.
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Abbildung 3.1.8: T-Zell-Proliferation

Nalm-16-Zellen wurden im Verhaltnis 1:1 mit PBMCs gesunder Spender und dem Antikdrper
4G8xCD3 allein (gestrichelte Linie) oder in Kombination mit dem Antikérper 4G8xCD28
(durchgezogene Linie) in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Gezeigt sind die
Mittelwerte und deren Standardabweichung vierer Spender, die jeweils in Triplikaten angesetzt
wurden. Diese wurden zur durch PHA ausgeldsten maximalen Proliferation ins Verhaltnis gesetzt.
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Der Vergleich der Messungen des 4G8xCD3 Antikorpers allein mit der
Kombination des 4G8xCD3 Antikorpers mit dem 4G8xCD28 Antikorper zeigt,
dass die Proliferation im kombinierten Ansatz deutlich unter der Proliferation von
4G8xCD3 allein liegt, was am ehesten durch die Kompetition um die gemeinsame
Bindungsstelle auf dem FLT3 Molekul zu erklaren ist.

3.1.3 Der bispezifische Antikorper ENGxCD28

Der bispezifische kostimulatorische Antikorper ENGxCD28 wurde von Dr. Timo

Manz entwickelt und von Dr. Martin Pflugler produziert.

Bindungsanalyse

Mittels Durchflusszytometrie konnte die Bindung des kostimulatorischen
ENGxCD28 Antikorpers hinsichtlich der Bindung an Ziel- und Effektorzellen
analysiert werden. Die ENG-Bindung wurde auf der ENG-positiven LN-18-
Zelllinie bestimmt. Der EC50-Wert betragt 4,95 nM. Die Bindungsanalyse an
CD28 erfolgte auf PBMCs. Hier liegt der EC50 bei 14,60 nM. Dieser Unterschied
in der Bindung gegenuber den anderen CD28 Antikorpern konnte durch die
Bindung des Antikorpers an Monozyten, welche Teil der humanen PBMCs sind,

erklart werden, die die Messung verfalscht.
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Abbildung 3.1.9: Bindungsanalyse des ENGxCD28 Antikorpers

Detektion der gebundenen ENGxCD28 Antikdrper auf LN-18 (a) und humanen PBMCs (b). Die
Markierung der Antikorper auf der Zelloberflache erfolgte mit einem PE-konjugierten Ziege-anti-
human Sekundarantikérper mittels Durchflusszytometrie.

53



Induktion der T-Zell-Proliferation

Die Analyse der Effizienz wurde mit einem 3H-Thymidin-Proliferationsassay
durchgefuhrt, anhand dessen die induzierte T-Zell-Proliferation gemessen
werden konnte. Die Zielzellen, Nalm-16-Zellen, wurden hierfur bestrahlt, um ihre
Proliferation zu unterbinden. Anschlielfend wurden PBMCs im Verhaltnis 1:1 zu
den Zielzellen gegeben und es erfolgte eine Inkubation nach entsprechender
Antikorperzugabe. Der weitere Ablauf ist in Kapitel 2.5.2 beschrieben. Die
ausgeloste Proliferation wurde ins Verhaltnis zur maximalen Proliferation, welche
durch PHA induziert werden konnte, gesetzt. Abbildung 3.1.10 zeigt die
gemittelte T-Zell-Proliferation von vier Spendern vergleichend fur 4G8xCD3 allein
und in Kombination mit ENGxCD28.
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Abbildung 3.1.10: T-Zell-Proliferation

Nalm-16-Zellen wurden im Verhaltnis 1:1 mit PBMCs gesunder Spender und dem Antikdrper
4G8xCD3 allein oder in Kombination mit dem Antikérper ENGxCD28 in den angegebenen
Konzentrationen inkubiert. Gezeigt sind die Mittelwerte und deren Standardabweichung vierer
Spender, die jeweils in Triplikaten angesetzt wurden. Diese wurden zur durch PHA ausgeldsten
maximalen Proliferation ins Verhaltnis gesetzt.

Die durch die AntikOrperkombination ausgeloste Proliferation mit ENGxCD28

ubertrifft die Proliferation von 4G8xCD3 allein in allen Konzentrationen deutlich.
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3.2 Durchflusszytometrische Analyse von T-Zell-Proliferation,-

Aktivierung und Tumorzelllyse auf Nalm-16-Zellen

Fur diese Experimente wurden Nalm-16 Zellen im Verhaltnis 1:1 mit PBMCs
gesunder Spender und verschiedenen Antikdrperkombinationen und
-konzentrationen inkubiert. Die Analyse erfolgte mittels Durchflusszytometrie mit
fluoreszierenden Sekundarantikorpern im FACS Canto.

Es wurde die Proliferation der T-Zellen betrachtet, sowie deren Aktivierung und
die Starke der induzierten Zielzelllyse. Es wurde eine Unterscheidung zwischen
zytotoxischen T-Zellen und T-Helferzellen anhand der Korezeptoren CD8 fur
zytotoxische T-Zellen und CD4 fur T-Helferzellen getroffen. Die Aktivierung
wurde mit der Expression des Oberflachenproteins CD69 erfasst. Die Detektion
der Nalm-16-Zellen erfolgte mit CD19.

Verglichen wurden wiederum Kombinationen des bispezifischen FLT3xCD3
Antikorpers mit den drei verschiedenen kostimulatorischen bispezifischen CD28-
Antikorpern. Als Referenz diente jeweils der Effekt des FLT3xCD3 Antikorpers

allein.

3.2.1 CD3- und CD28-Stimulation mittels bispezifischer Antikérper gegen

dasselbe Epitop auf dem Zielantigen

Die Kombination von bispezifischen Antikdrpern, deren Zielantigen an das
identische Epitop des Antigens FLT3 bindet, soll in der Folge betrachtet werden.
Hierzu wurde die Kombination der Antikorper 4G8xCD3 und 4G8xCD28 mit dem
Antikorper 4G8xCDa3 allein verglichen.

T-Zell-Proliferation und -Aktivierung

Eine verstarkte Proliferation der CD4*-T-Zell-Population konnte nicht beobachtet
werden. Die Zahl der CD4*-T-Zellen war in den Proben mit der Kombination der
Antikdrper leicht niedriger als in der 4G8xCD3-Kontrolle. Die CD8"-Population
war ebenfalls mit und ohne kostimulatorischem 4G8xCD28 Antikorper ahnlich
grof3 wie in den unbehandelten Kontrollproben. Eine Aktivierung konnte bei den
CD4"- und bei den CD8*-T-Zellen festgestellt werden. Der Effekt der Kombination
mit dem kostimulatorischen 4G8xCD28 Antikorper war bei der Aktivierung der
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CD8"-T-Zellen leicht Uber der der 4G8xCD3 Kontrollproben. In Abbildung 3.2.1

sind die Ergebnisse eines Experimentes reprasentativ fir drei Experimente

dargestellt.
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Abbildung 3.2.1: Antikorpervermittelte Proliferation und Aktivierung von T-Zellen

PBMCs und Nalm-16-Zellen wurden im Verhaltnis 1:1 mit 1ug/ml 4G8xCD3 und verschiedenen
Konzentrationen des kostimulatorischen 4G8xCD28 Antikérpers inkubiert. Die Graphen zeigen
den Effekt der Kombination aus 4G8xCD3 und 4G8xCD28. Zum Vergleich sind als Balken jeweils
der Effekt von 1 ug/ml 4G8xCD3 allein und eine unstimulierte Kontrollprobe gezeigt. Links oben
ist die Population der CD4*-Zellen gezeigt. Rechts oben die CD8*-T-Zellpopulation. Links unten
ist die Aktivierung von CD4*-Zellen anteilig an der CD4"-Zellpopulation abgebildet. Rechts unten
stellt die Aktivierung von CD8*-Zellen in Prozent der CD8"-Zellpopulation dar. Gezeigt sind die
Mittelwerte und deren Standardabweichung aus Duplikaten.

Tumorzelllyse

Unter den angegebenen experimentellen Bedingungen hat die Zugabe des
kostimulatorischen bispezifischen AntikOrpers eine moderat-, aber nicht eindeutig
signifikant erhohte Lyse erreicht als die Vergleichsprobe mit dem 4G8xCD3
Antikorper allein. Dieser Effekt war jedoch im verwendeten Setting nicht titrierbar.
In Abbildung 3.2.2 sind die Ergebnisse eines Experimentes reprasentativ fur drei

Experimente dargestellt.
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Abbildung 3.2.2: Antikorpervermittelte Zielzelllyse

Die Antikorper wurden in verschiedenen Konzentrationen mit PBMCs und Nalm-16-Zellen im
Verhaltnis 1:1 inkubiert. Der Graph links zeigt verschiedene Kombinationen aus 1 pg/ml
4G8xCD3 mit verschiedenen Konzentrationen des kostimulatorischen Antikérpers 4G8xCD28.
Als Balkendiagramme dargestellt sind zum Vergleich der Effekt von 1 pg/ml 4G8xCD3 allein und
die Zahl an Zielzellen in einer unstimulierten Kontrollprobe. Gezeigt sind die Mittelwerte und deren
Standardabweichung aus Duplikaten.

3.2.2 CD3- und CD28-Stimulation mittels bispezifischer Antikérper gegen
unterschiedliche Epitope auf demselben Zielantigen

Um herauszufinden, ob und inwiefern sich das Ergebnis unterscheidet, wenn
bispezifische Antikdrper verwendet werden, die gegen gleiche oder
unterschiedliche Epitope eines Antigens gerichtet sind, wurde nun die
Kombination der Antikorper 4G8xCD3 und BV10xCD28 mit dem Antikorper
4G8xCD3 allein hinsichtlich der Effektivitat bezuglich T-Zell-Aktivierung und
Zielzelllyse verglichen.

T-Zell-Proliferation und -Aktivierung

Eine verstarkte Proliferation der CD4*-T-Zell-Population konnte nicht beobachtet
werden. Die Zahl der CD4*-T-Zellen war in der Proben mit der Kombination der
Antikorper leicht niedriger als in der 4G8xCD3-Kontrolle und fiel mit
zunehmender 4G8xCD28-Konzentration weiter ab. Die CD8*-Population war

ebenfalls mit und ohne kostimulatorischem BV10xCD28 Antikorper ahnlich grofy
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wie in den unbehandelten Kontrollproben. Eine verstarkte Aktivierung konnte bei
beiden T-Zell-Populationen festgestellt werden. Die Aktivierung der CD4* und
CD8" T-Zellen war ahnlich der Aktivierung durch den FLT3xCD3 Antikorper
allein. In Abbildung 3.2.3 sind die Ergebnisse eines Experimentes reprasentativ

fur drei Experimente dargestellt.
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Abbildung 3.2.3: Antikorpervermittelte Proliferation und Aktivierung von T-Zellen

PBMCs und Nalm-16-Zellen wurden im Verhaltnis 1:1 mit 1ug/ml 4G8xCD3 und verschiedenen
Konzentrationen des kostimulatorischen BV10xCD28 Antikdrpers inkubiert. Die Graphen zeigen
den Effekt der Kombination aus 4G8xCD3 und BV10xCD28. Zum Vergleich sind als Balken
jeweils der Effekt von 1 ug/ml 4G8xCD3 allein und eine unstimulierte Kontrollprobe gezeigt. Links
oben ist die Population der CD4*-Zellen gezeigt. Rechts oben die CD8*-T-Zellpopulation. Links
unten ist die Aktivierung von CD4*-Zellen anteilig an der CD4*-Zellpopulation abgebildet. Rechts
unten stellt die Aktivierung von CD8*-Zellen in Prozent der CD8*-Zellpopulation dar. Gezeigt sind
die Mittelwerte und deren Standardabweichung aus Duplikaten.

Tumorzelllyse

Die Zielzelllyse der Kombination aus 4G8xCD3 Antikorper und BV10xCD28
Antikorper war ausgepragter als die Lyse der Monotherapie des 4G8xCD3
Antikorpers allein. Die Zielzelllyse war auch effektiver als die Kombination von
4G8xCD3 mit 4G8xCD28, wobei dieser Effekt auch in diesem Fall nicht titrierbar
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war. In Abbildung 3.2.4 werden die Ergebnisse eines Experimentes reprasentativ

fur drei Experimente gezeigt.
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Abbildung 3.2.4: Antikorpervermittelte Zielzelllyse

Die Antikorper wurden in verschiedenen Konzentrationen mit PBMCs und Nalm-16-Zellen im
Verhaltnis 1:1 inkubiert. Der Graph links zeigt verschiedene Kombinationen aus 1 pg/ml
4G8xCD3 mit verschiedenen Konzentrationen des kostimulatorischen Antikérpers BV10xCD28.
Als Balkendiagramme dargestellt sind zum Vergleich der Effekt von 1 ug/ml 4G8xCD3 allein und
die Zahl an Zielzellen in einer unstimulierten Kontrollprobe. Gezeigt sind die Mittelwerte und deren
Standardabweichung aus Duplikaten.

3.2.3 CD3- und CD28-Stimulation mittels bispezifischer Antikorper gegen

unterschiedliche Antigene auf derselben Zielzelle

Nachdem bereits Antikorper gegen gleiche und unterschiedliche Epitope
desselben Antigens kombiniert wurden, soll nun auf die Kombination von
Antikorpern, welche gegen zwei verschiedene Antigene gerichtet sind,
eingegangen werden. Hierfur wird der bereits mehrfach verwendete FLT3xCD3
Antikorper mit einem kostimulatorischen ENGxCD28 Antikorper eingesetzt.
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T-Zell-Proliferation und -Aktivierung

Die T-Zell-Populationen der CD4* und der CD8* T-Zellen proliferierten stark und
lagen weit Uber der Proliferation des 4G8xCD3 Antikorpers allein und
entsprechend auch weit Uber den vorher betrachteten Kombinationen von
Antikorpern, die jeweils gegen FLT3 gerichtet waren. Eine eindeutige Erhohung
der Aktivierung unter Verwendung des CD69 Markers konnte
Uberraschenderweise nicht beobachtet werden. In Abbildung 3.2.5 sind die

Ergebnisse eines Experimentes reprasentativ fur drei Experimente dargestellt.

A B
500001 500001
400004 400004
c c
g 8
2 300001 2 300001
- -
& 200001 + 200001 i'_‘\}—.
2 8
3) 0
100001 j_l 100001 _
; B ; B 1 B
0.01 0.1 1 &‘\\ K 0.01 0.1 1 &
ENGXCD28 [ig/ml] ";\Q &\6‘ ENGXCD28 [ig/ml] 5"& @6‘
oo+c§’ éo" $+o° ‘x‘o"
@ KON
c CD4+ T-Zellen D CD8+ T-Zellen
1001 100
K 80 S 80
c c
S 604 S 601
? r—6t——y -
Q Q
N N —t—
+ 407 t 40
© ©
a a
O 201 O 20-
c 1 L] c 1 1
0.01 0.1 1 & 0.01 04 1 &
ENGxCD28 [ug/ml] ,\@ ,b\@ ENGxCD28 [ug/ml] \QQ &6‘
& o"\\ & oxé
& N g N
© L RO

Abbildung 3.2.5: Antikorpervermittelte Proliferation und Aktivierung von T-Zellen

PBMCs und Nalm-16-Zellen wurden im Verhaltnis 1:1 mit 1ug/ml 4G8xCD3 und verschiedenen
Konzentrationen des kostimulatorischen ENGxCD28 Antikorpers inkubiert. Die Graphen zeigen
den Effekt der Kombination aus 4G8xCD3 und ENGxCD28. Zum Vergleich sind als Balken jeweils
der Effekt von 1 ug/ml 4G8xCD3 allein und eine unstimulierte Kontrollprobe gezeigt. Links oben
ist die Population der CD4*-Zellen gezeigt. Rechts oben die CD8*-T-Zellpopulation. Links unten
ist die Aktivierung von CD4*-Zellen anteilig an der CD4"-Zellpopulation abgebildet. Rechts unten
stellt die Aktivierung von CD8*-Zellen in Prozent der CD8"-Zellpopulation dar. Gezeigt sind die
Mittelwerte und deren Standardabweichung aus Duplikaten.
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Tumorzelllyse

Die Lyse der Nalm-16-Zellen war sehr effektiv. Es verblieben nur wenige
Tumorzellen in den Proben der Kombination aus FLT3xCD3 Antikdrper und
ENGxCD28 Antikorper. Auch in diesem Fall war der Effekt unter den
angegebenen experimentellen Bedingungen nicht titrierbar, was bedeutet, dass
auch in den vorausgegangenen Fallen die gewahlte untere Konzentration von
0,03 pyg/mlimmer noch zu hoch war. In Abbildung 3.2.6 sind die Ergebnisse eines

Experimentes reprasentativ fur drei Experimente dargestellt.
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Abbildung 3.2.6: Antikorpervermittelte Zielzelllyse

Die Antikorper wurden in verschiedenen Konzentrationen mit PBMCs und Nalm-16-Zellen im
Verhaltnis 1:1 inkubiert. Der Graph links zeigt verschiedene Kombinationen aus 1 pg/ml
4G8xCD3 mit verschiedenen Konzentrationen des kostimulatorischen Antikorpers ENGxCD28.
Als Balkendiagramme dargestellt sind zum Vergleich der Effekt von 1 pg/ml 4G8xCD3 allein und
die Zahl an Zielzellen in einer unstimulierten Kontrollprobe. Gezeigt sind die Mittelwerte und deren
Standardabweichung aus Duplikaten.

61



3.3 Durchflusszytometrische Analyse von T-Zell-Proliferation,

-Aktivierung und Tumorzelllyse auf Leukamiezellen

Das vorbeschriebene experimentelle System mit Nalm-16 als Zielzellen und
allogenen PBMC als Effektorzellen entspricht hinsichtlich der exprimierten
Oberflachenantigene und dem Verhaltnis von Effektor- zu Zielzellen (E:T-Ratio,
engl. effector-target-ratio) nicht den Bedingungen, wie sie in AML-Patienten
vorzufinden sind. Um diese pathophysiologischen Bedingungen genauer
abbilden zu kénnen, wurden in den folgenden Experimenten Blutproben von
AML-Patienten des Universitatsklinikums Tubingen verwendet. In den
Patientenproben ist die E:T-Ratio wesentlich in Richtung der leukamischen
Zielzellen verschoben. Aufgrund der Ergebnisse der Experimente auf der
Tumorzelllinie Nalm-16, die den deutlichsten Erfolg der Zielzelllyse bei der
Kombination von Antikdrpern mit unterschiedlichen Zielantigenen zeigte, wurde
bei den folgenden Experimenten mit Leukamiezellen nur noch die Kombination
mit dem ENGxCD28 Antikorper weitergefuhrt und jeweils im Vergleich zum Effekt
des FLT3xCD3 Antikorper allein betrachtet.

Die Analyse der Proben erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Die Markierung der
Zellen mit konjugierten Antikorpern ermaoglichte die Erfassung der verschiedenen
Populationen. Die T-Zellen wurden wie bereits beschrieben anhand CD4- bzw.
CD8-Expression erkannt. Die Messung der Aktivierung erfolgte durch Messung
der CD25-Expression, da CD25 im Vergleich zum bisher verwendeten CD69
einen spateren Aktivierungsmarker darstellt, was sich fur Messungen Uber acht
bzw. zwolf Tage als geeigneter herausstellte. Die |dentifizierung der Blasten war
abhangig von der Patientenprobe Uber die Expression der Oberflachenproteine
CD33, CD34 oder CD117 bzw. eine Kombination daraus moglich.

3.3.1 CD3- und CD28-Stimulation mittels bispezifischer Antikorper in
Standard RPMI-Medium

Analog zu den mit der Zelllinie Nalm-16 durchgefuhrten Experimenten, erfolgten
die anfanglichen Versuche mit Leukamiezellen ebenfalls im etablierten RPMI
Komplett-Medium. Unter der Annahme, dass die Effekte der Therapie in den

Patientenproben aufgrund der stark in Richtung Zielzellen verschobenen E:T-
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Ratio nicht bereits nach 72h zu sehen sein wirden, wie dies in den vorherigen
Experimenten der Fall war, sollte die Inkubationsdauer ausgedehnt werden. Die
in diesem Kapitel gezeigten Ergebnisse wurden bei einer Inkubationszeit von
120h, also funf Tagen, erhoben. Reprasentativ fur die durchgeflhrten Versuche
werden die Ergebnisse fur die Differenzierung und Aktivierung der T-Zellen
(Abbildung 3.3.1) und die Zielzelllyse (Abbildung 3.3.2) eines Patienten gezeigt.

T-Zell-Proliferation und -Aktivierung

Eine Proliferation der T-Zellen war in der CD4* und auch in der CD8*-Population
zu beobachten, wobei in letzterer auch in den Kontrollproben mit ENGxCD28
allein, sowie MOPCxCD3 ebenfalls eine Proliferation gegenuber den
unbehandelten Proben zu beobachten war. Unterschiede zwischen FLT3xCD3
allein und der Kombinationstherapie waren nicht auszumachen. Ebenso war in
der Aktivierung der CD4*- und CD8*-T-Zellen keine Verbesserung der
Kombinationstherapie verglichen mit der Monotherapie zu erkennen. Da auch
hier kein Titrationseffekt zu beobachten war, muss davon ausgegangen werden,
dass Proliferation und Aktivierung bei der gewahlten Minimalkonzentration des
FLT3xCD3 Antikérpers (0,1ug/ml) bereits maximal war. Der Effekt von
ENGxCD28 in Kombination mit limitierenden FLT3xCD3-Konzentrationen bleibt
deshalb ungeklart.
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Abbildung 3.3.1: T-Zell-Differenzierung und -Aktivierung

Die Abbildung zeigt die Proliferation der CD4*-T-Zellen (A) und der CD8"-T-Zellen (B), sowie die
jeweilige Aktivierung der CD4*-T-Zellen (C) und der CD8"-T-Zellen (D) des AML-Patienten #13
nach Zugabe von FLT3xCD3 in verschiedenen Konzentrationen allein (schwarze Graphen) oder
in Kombination mit 5ug/ml ENGxCD28 (rote Graphen) mit jeweils zugehdrigen Kontrollen.
Gezeigt sind die Mittelwerte und deren Standardabweichung aus experimentell identisch
angesetzten Duplikaten.

Tumorzelllyse

Die Analyse der Zielzelllyse ergab, dass nur noch wenige Blasten nach der
Inkubationszeit vorhanden waren. Von den anfanglich 500.000 Zellen war in
jeder Probe, auch in den unstimulierten Kontrollen, nur noch ein Bruchteil viabel.
Das legt die Vermutung nahe, dass in den Proben ein hoher spontaner Zelltod
stattfand. Unter diesen Voraussetzungen waren die Messungen nach 5 Tagen
artifizieller Natur, da nicht die Induktion des Zelltodes gemessen wurde, sondern
das Uberleben der Zellen unter limitierenden Kulturbedingungen. Dies erklart

auch die fehlende Titrierbarkeit der Ergebnisse in den Lyse-Experimenten.
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Abbildung 3.3.2: Tumorzelllyse

Dargestellt ist die Lyse der AML-Blasten des Patienten #13 nach Inkubation mit verschiedenen
Konzentrationen des FLT3xCD3 Antikérpers allein (schwarzer Graph) und in Kombination mit
ENGxCD28 (roter Graph) mit zugehdrigen Kontrollen. Gezeigt sind die Mittelwerte und deren
Standardabweichung aus Duplikaten.

3.3.2 CD3- und CD28-Stimulation mittels bispezifischer Antikorper im
modifizierten Alpha-MEM

Aufgrund der Annahme, dass der Versuchsaufbau mit RPMI Komplett-Medium
fur die AML-Zellen ungeeignet war, wurde der von Krupka et. al beschriebene
Ansatz zur Langzeitkultivierung von AML-Blasten in Kokultur mit MS-5 feeder
cells etabliert (Krupka et al. 2014). Dies ermdglichte eine langere Inkubation der
Zellen mit den Antikorpern fur bis zu zwolf Tagen. Nach jeweils vier Tagen wurde
das Medium ausgetauscht und frisches Medium und Antikdrper zu den Zellen
hinzugegeben. Nach acht bzw. zwolIf Tagen der Inkubation mit verschiedenen
Konzentrationen von Antikdrpern folgte die Analyse der Proben mittels
Durchflusszytometrie.

Fur die Versuche wurden 500.000 Leukamiezellen mit verschiedenen

Konzentrationen an  Antikorpern inkubiert. Verglichen wurden vier
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Konzentrationen des FLT3xCD3 Antikorpers allein und in Kombination mit dem
kostimulatorischen bispezifischen ENGxCD28 Antikorper mit einer Konzentration
von 1 ug/ml. Kontrollproben mit unbehandelten Leukamiezellen und
Kontrollproben, welchen 5 pg/ml MOPCxCD3 Antikérper zugegeben wurden,
wurden mitgefuhrt. Fur diese Experimente wurden insgesamt neun Proben von
AML-Patienten verwendet, auf deren Blasten sowohl FLT3 als auch Endoglin
nachgewiesen werden konnte. Um herauszufinden, inwieweit die Ergebnisse
zwischen acht und zwoOIf Tagen in diesem Ansatz voneinander abweichen,
wurden zusatzlich drei der neun Spender in Ansatzen Uber zwolf Tage inkubiert,
wobei jeweils nach vier und acht Tagen das Medium mit den Antikorpern

ausgetauscht wurde.

T-Zell-Proliferation und -Aktivierung nach acht Tagen

Eine Proliferation der CD4*- und CD8* T-Zell-Populationen konnte in den beiden
hochsten Konzentrationen in Mono- und Kombinationstherapie erzielt werden.
Der vermeintliche Unterschied zwischen diesen beiden Therapien kam durch das
starke Ansprechen einzelner Patienten zustande, wahrend die meisten Versuche
keinen grolRen Unterschied zeigten.

Bei der Aktivierung zeigte sich ein gleichférmiges Bild bei den CD4* T-Zellen,
wobei sich sowohl mit Erhohung der Antikorperkonzentrationen kaum
Unterschiede zeigten, als auch im Vergleich von Mono- zu Kombinationstherapie.
Ein ahnliches Bild bzgl. der unterschiedlichen Therapien zeigte sich bei der
Aktivierung der CD8* T-Zellen, wobei hier einzelne Patienten auf die Erhéhung
der Antikorperkonzentration mit einem hoheren Anteil an aktivierten Zellen

reagierten.
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Abbildung 3.3.3: T-Zell-Proliferation und -Aktivierung nach acht Tagen

Die Abbildung zeigt die Proliferation der CD4*-T-Zellen (links oben) und der CD8*-T-Zellen (rechts
oben), sowie die jeweilige Aktivierung der CD4*-T-Zellen (links unten) und der CD8*-T-Zellen
(rechts unten) von neun AML Patienten nach Zugabe von FLT3xCD3 in verschiedenen
Konzentrationen allein (tirkis) oder in Kombination mit 1ug/ml ENGxCD28 (lila) als Ratio aus
jeweiliger Probe zur unstimulierten Kontrolle nach acht Tagen.

Tumorzelllyse nach acht Tagen

Mithilfe der Verwendung des neuen Kulturansatzes gelang es, eine deutlich
hohere Zahl an viablen Zellen in den Kontrollen bei Messung nach acht bzw.
zwOlIf Tagen zu erreichen, als dies im Standardansatz nach funf Tagen der Fall
war. Auch eine deutliche Titrierbarkeit war im Vergleich zu vorhergehenden
Experimenten zu beobachten. Eine effektive Tumorzelllyse zeigte sich in allen
Patientenproben in der héchsten Konzentration (5ug/ml) von FLT3xCD3 in Mono-
und Kombinationstherapie, wobei letztere in allen Patienten gleichwertig oder
Uberlegen war. In 6 von 9 Patienten (#1, #2, #3, #4, #15, #16) zeigte sich eine
erfolgreichere Lyse der Zielzellen in Kombinationstherapie gegenuber der
Monotherapie ebenso in den mittleren Konzentrationen von FLT3xCD3. Bei drei
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dieser Patienten (#1, #4 und #16) war jedoch bereits in der Kontrollprobe von
ENGxCD28 allein ein Lyseeffekt zu beobachten.
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Abbildung 3.3.4: Tumorzelllyse nach acht Tagen

Dargestellt ist die Lyse der AML-Blasten der Patienten #0, #1, #2, #3 nach Inkubation mit
verschiedenen Konzentrationen des FLT3xCD3 Antikorpers allein (schwarze Graphen) und in

Kombination mit ENGxCD28 (rote Graphen) fiir acht Tage mit zugehoérigen Kontrollen. Gezeigt
sind die Mittelwerte und deren Standardabweichung aus Duplikaten
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Abbildung 3.3.5: Tumorzelllyse nach acht Tagen

Dargestellt ist die Lyse der AML-Blasten der #4, #10, #13, #15 und #16 nach Inkubation mit
verschiedenen Konzentrationen des FLT3xCD3 Antikorpers allein (schwarze Graphen) und in
Kombination mit ENGxCD28 (rote Graphen) fiir acht Tage mit zugehérigen Kontrollen. Gezeigt
sind die Mittelwerte und deren Standardabweichung aus Duplikaten.

T-Zell-Proliferation und -Aktivierung nach zwolf Tagen

Die Auswertung der T-Zell-Proliferation und -Aktivierung nach zwolf Tagen zeigte
im Vergleich zu den Daten derselben Spender nach acht Tagen keine
ersichtlichen Unterschiede. Proliferation und Aktivierung zeigten sowohl in den

Therapien als auch in den Kontrollen ahnliche Ergebnisse fur beide T-Zell-
Populationen.
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Abbildung 3.3.6: T-Zell-Proliferation und -Aktivierung nach zwolf Tagen

Die Abbildung zeigt die Proliferation der CD4*-T-Zellen (links oben) und der CD8*-T-Zellen (rechts
oben), sowie die jeweilige Aktivierung der CD4*-T-Zellen (links unten) und der CD8*-T-Zellen
(rechts unten) dreier AML-Patienten nach Zugabe von FLT3xCD3 in verschiedenen
Konzentrationen allein (tirkis) oder in Kombination mit 1ug/ml ENGxCD28 (lila) als Ratio aus
jeweiliger Probe zur unstimulierten Kontrolle nach zwélf Tagen.

Tumorzelllyse nach zwo6lf Tagen

Der Trend der Ergebnisse der Zielzelllyse nach zwolf Tagen entspricht
weitgehend dem der Ergebnisse derselben Spender nach acht Tagen. Patient #0
zeigt in der niedrigsten und den beiden mittleren Konzentrationen keine Lyse in
beiden Therapien verglichen mit den Kontrollproben. Erst in der hochsten
Konzentration der Kombinationstherapie ist eine deutliche Lyse erkennbar.
Patient #2 zeigt eine effektivere Lyse der Kombinationstherapie gegentber der
Monotherapie in hdchster und zweithéchster Konzentration. Patient #4 zeigt eine
effektive Lyse der Monotherapie in den zwei hochsten Konzentrationen und eine
starke Lyse in allen Konzentrationen der Kombinationstherapie, wobei analog zu
den Ergebnissen nach acht Tagen auch hier eine starke Lyse in der Kontrollprobe

von ENGxCDZ28 allein auszumachen ist.
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Abbildung 3.3.7: Tumorzelllyse nach zwolf Tagen

Dargestellt ist die Lyse der AML-Blasten der Patienten #0, #2 und #4 nach Inkubation mit
verschiedenen Konzentrationen des FLT3xCD3 Antikorpers allein (schwarze Graphen) und in

Kombination mit ENGxCD28 (rote Graphen) nach zwolf Tagen mit zugehdrigen Kontrollen
Gezeigt sind die Mittelwerte und deren Standardabweichung aus Duplikaten
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4 Diskussion

Ziel der Arbeit war der Vergleich verschiedener Kombinationen aus einem
bispezifischen FLT3xCD3 Antikorper mit unterschiedlichen bispezifischen
Antikorpern, welche ein kostimulatorisches CD28-Signal vermittelten. Die
entsprechenden Experimente zur Antikorper-vermittelten T-Zell-Aktivierung und
Tumorzelllyse wurden zunachst unter Verwendung von FLT3- und ENG-positiven
leukdmischen Zielzellen (Zelllinie Nalm-16) mit PBMCs gesunder Spender
durchgefuhrt. Die effektivste Kombination aus diesem allogenen System
(FLT3xCD3 und ENGxCD28) wurde in der Folge in mehreren Experimenten im
autologen Setting mit PBMCs und Leukamiezellen von AML-Patienten

angewandt.

4.1 Funktionsanalyse im allogenen System

Im allogenen System wurden verschiedene Kombinationen aus bispezifischen
Antikorpern miteinander verglichen. Damit sollte der Einfluss der Wahl gleicher
oder unterschiedlicher Epitope und Antigene auf die Funktionalitat der
Kombinationstherapie aus zwei bispezifischen Antikdrpern untersucht werden.
Die Funktionalitat von bispezifischen FLT3xCD3 Antikorpern bezuglich T-Zell-
Proliferation und -Aktivierung, sowie Tumorzelllyse im allogenen System mit
Nalm-16-Zellen ist gut belegt (Hofmann et al. 2012; Pfluegler et al. 2022). Die
Idee der Aktivierung eines kostimulierenden Signals wie CD28 in einem
bispezifischen Antikérper wird ebenfalls seit vielen Jahren verfolgt (Brandl et al.
1999). Auch die Kombination zweier bispezifischer Antikérper TAAXCD3 und
TAAxCD28 wurde in der Vergangenheit bereits betrachtet (Skokos et al. 2020).
In dieser Arbeit wurde der Fokus auf die Unterschiede in der Wahl der Antigene
und Epitope dieser Antigene gelegt. Dabei kamen folgende bispezifischen
Antikorper zum Einsatz, die mit inrem Zielteil zwei unterschiedliche Epitope auf
dem FLT3 Protein erkennen: BV10xCD28, 4G8xCD28 und 4G8xCD3. Fur die
Bindung an Endoglin wurde der bispezifische ENGxCD28 Antikorper verwendet.
Die Funktionalitat der Antikorper wird durch die Wahl der Epitope und Antigene
stark beeinflusst (Brinkmann and Kontermann 2021).
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So fuhrt die Bindungsstelle moglicherweise zu einer veranderten sterischen
Anordnung der Antikorper und zu einer vergroferten oder verringerten

raumlichen Nahe der Effektor- und Zielzellen zueinander.

Es ist bekannt, dass der Antikorper 4G8 an ein membran-proximales Epitop des
FLT3-Molekuls bindet und einen leichten agonistischen Effekt auf den FLT3-
Rezeptor ausubt, wahrend der BV10 Antikorper weiter distal bindet. Beide
Antikorper sind nicht kreuz-kompetierend und eignen sich deshalb zur Klarung
der Frage, inwieweit eine Kompetition um das Zielantigen die kombinatorische

Anwendung bispezifischer Antikorper beeintrachtigt.

Neben der Verwendung zweier gleicher Antigene sollte auch die Kombination
von Antikorpern mit zwei unterschiedlichen TAAs als Zielantigen betrachtet
werden. Hierfur wurde der FLT3xCD3 Antikorper mit einem ENGxCD28
Antikdrper kombiniert. Endoglin befindet sich, wie FLT3, auf der Oberflache der
Nalm-16-Zellen und kann ebenso auf AML-Blasten Uberexprimiert sein, wobei es
auf gesunden Zellen, mit Ausnahme proliferierender Endothelzellen, kaum
exprimiert wird (Gonzalez Munoz et al. 2021). Die Kombination zweier
unterschiedlicher TAAs soll zum einen die Sicherheit und zum anderen die
Effektivitat erhdhen.

In den hier beschriebenen Versuchen zeigte sich, dass die Kombination von
bispezifischen CD3- und CD28 Antikérpern, die dasselbe Zielantigen (FLT3)
erkennen, keinen additiven oder gar synergistischen Effekt hatte, d.h. der
alleinigen Gabe von bispezifischen CD3 Antikorpern nicht Uberlegen war. Das
galt auch dann, wenn die beiden Antikorper nicht um dasselbe Epitop auf dem
FLT3-Molekul konkurrierten.

Im Gegensatz dazu fuhrte die Zugabe des ENGxCD28 Antikorpers bereits bei
geringen Konzentrationen von FLT3xCD3 zu einer erheblich grolderen
Zielzelllyse. Auch die Proliferation aller T-Zell-Populationen war deutlich erhoht,
wahrend die relative Aktivierung der T-Zellen nicht erhoht wurde.

Die Zusammenschau der Ergebnisse zeigt, dass der Effekt in der Lyse der

Zielzellen unter den gewahlten experimentellen Bedingungen nicht titrierbar war.
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Dies zeigt, dass die in den Experimenten gewahlte kleinste Konzentration bereits

zu hoch war, um den Effekt zweifelsfrei nachzuweisen

Die Expression der FLT3-Rezeptoren verglichen mit den ENG-Rezeptoren stellt
bei der Wahl des Antigens einen wichtigen Unterschied dar. Sowohl die
Expression von FLT3-Rezeptoren als auch von ENG-Rezeptoren ist auf Zellen
der Nalm-16-Zelllinie ausgepragter als auf den Spenderzellen der AML-
Patienten. Dies im Zusammenspiel mit der Allogenitat der PBMCs und dem
Effektor- zu Zielzellverhaltnis von 1:1 in den Versuchen stellt keine realistischen
Versuchsbedingungen dar. Dieser Versuchsaufbau ermoglichte es vielmehr,
einen Eindruck davon zu bekommen, inwiefern die Wahl des TAAs die Effektivitat
der Therapie beeinflusst. Es zeigte sich, dass die effektivste Kombination aus
zwei Antikorpern gegen unterschiedliche Antigene besteht. Diese beiden
Antikorper FLT3xCD3 und ENGxCD28 wurden daher fur weitere Versuche auf

Patientenmaterial verwendet.

Die Verwendung zweier Zielantigene auf einer Zelle erscheint aber auch
hinsichtlich eines anderen Gesichtspunktes als sinnvoll. Wenn man sich noch
einmal die Wichtigkeit der Wahl des Antigens bezuglich der Spezifitat fur
Tumorzellen vor Augen fuhrt, wird deutlich, dass die Verwendung zweier
unterschiedlicher TAAs zu einer hoheren Sicherheit der Therapie fuhrt, da beide
Antigene vorliegen mussen, um die maximale Aktivierung von T-Zellen zu
ermoglichen, womit unerwinschte Nebenwirkungen in Abwesenheit von
Tumorzellen verringert werden sollten. Ein Aspekt der Kostimulation, neben der
Steigerung des Therapieerfolges, ist auch eine Reduktion des Erstsignal-
Antikorpers zu erreichen, um Nebenwirkungen zu minimieren. Die
Zielzellrestriktion fuhrt dazu, dass die bispezifischen Antikdrper nur in
Anwesenheit beider Signale, im Falle des Antikorpers FLT3xCD3 also in
Anwesenheit von FLT3 und CD3, die Aktivierung von T-Zellen erreichen (Durben
et al. 2015). Zusatzlich soll eine Verstarkung dieser Aktivierung durch
ENGxCD28 nur im Beisein von ENG und CD28 erfolgen, was fur die maximale
Aktivierung der Effektorzellen die Anwesenheit von FLT3 und ENG voraussetzt.
Da das Zweitsignal CD28 bei nicht-supraagonistischen Antikorpern allein keinen

oder einen aulerst geringen Effekt auf T-Zellen hat (Esensten et al. 2016), ist die
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Wahl des TAAs fur das Erstsignal von grof3ter Bedeutung. Schlie3lich kann dies
bereits eine Aktivierung auslosen, wenn das TAA dieses Antikorpers aul3erhalb
des Tumors auf gesunden Zellen stark exprimiert wird. Insofern ist die
Kombination von FLT3 mit CD3 und ENG mit CD28 ideal, da ein Erstsignal mit
ENG in einem theoretischen ENGxCD3 Antikorper auch eine Aktivierung von T-
Zellen in der Anwesenheit proliferierender Endothelzellen, z.B. im Rahmen der

Wundheilung, ermdglicht, was nicht winschenswert ist.

4.2 Funktionsanalyse im autologen System

Wahrend die Expression von Zielantigenrezeptoren auf Zelllinien im
Wesentlichen konstant sind, unterscheiden sich die leukamischen Zellen
unterschiedlicher Spender hinsichtlich der FLT3- und der Endoglinexpression
erheblich. Die verwendeten Zellen wurden hinsichtlich ihrer Expression von FLT3
und Endoglin mittels FACS-Zytometrie kontrolliert. Die Hohe der Proliferation und
der Tumorzelllyse korrelierte dabei jedoch nicht signifikant mit der
Antigenexpression. Hier konnte moglicherweise das unterschiedliche ebenfalls
spenderabhangige E:T-Ratio eine Rolle gespielt haben.

Auch die Spender, welche ohne Erstsignal bereits in der Kontrollprobe eine
deutliche Lyse der Zielzellen durch ENGxCD28 zeigten, wiesen nicht mehr
Endoglinrezeptoren auf als solche, die diese Reaktionen nicht zeigten. Eine
andere Erklarung fur diesen Effekt bietet eine mogliche Grundaktivierung von
Immunzellen durch die FLT3-positiven Blasten, welche bereits im Blut vorhanden
sind. Das Vorliegen dieser Zielzellen konnte bereits zu einer Aktivierung der T-
Zellen fuhren, welche durch den CD28-Stimulus weiter verstarkt wird.

Insgesamt zeigte sich Uber alle Spender hinweg, dass eine effektive Lyse der
Zielzellen in der Mono- und in der Kombinationstherapie erst bei relativ hohen
Konzentrationen von FLT3xCD3 ermoglicht wurde. Das verwendete Medium, in
dem die Versuche durchgefuhrt wurden, wies verglichen mit den Versuchen mit
der Nalm-16-Zelllinie eine hdhere Konzentration an Serum auf. Statt der 10%
FCS wurden 12,5% FCS und zusatzlich 12,5% Pferdeserum verwendet. Die
abschwachende Wirkung des Serums konnte mit einer erhohten
Kortisolkonzentration = zusammenhangen, da  Steroide  durch ihre
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immunsupprimierenden  Effekte  eine hemmende Wirkung auf die

antikdrperinduzierte Lyse haben (Kauer 2018).

Die geringen Unterschiede der Therapie zwischen acht und zwolf Tagen lassen
zwei mogliche Schlusse zu. Einerseits konnte bereits eine maximale Aktivierung
der Effektorzellen erreicht worden sein oder die Dauer der Versuche ist noch
nicht ausreichend, um einen abschliellenden Effekt beobachten zu kbnnen. Das
System, das von Krupka et al. fur die zeitliche Ausdehnung der Versuche
ubernommen wurde, bietet zwar generell die Moglichkeit, die Versuche noch
langer, auf bis zu mehrere Wochen auszudehnen (Krupka et al. 2014), dies bietet
jedoch auch Raum fur Storfaktoren, die im Ablauf der Versuche angelegt sind.
Hier sind zum einen die Kokultur mit Stromazellen zu nennen, zum anderen die
viertagigen Intervalle, nach denen das Medium und die zugegebenen Antikorper
auf den Zellen ausgetauscht werden mussen. Um zu klaren, inwieweit die T-
Zellen bereits maximal aktiviert sind, sollten in weiteren Versuchen die

Subpopulationen der T-Zellen genauer betrachtet werden.

Neben diesen durch den Versuchsaufbau implizierten Schwachen gibt es noch
weitere zu nennen. Zum einen fehlen Zellen, die im Korper durchaus eine Rolle
spielen konnten, wie Stromazellen oder Endothelzellen. Um ein realistischeres
Bild vom Einfluss dieser Zellen auf die Wirkung der Antikorpertherapie zu

erhalten, konnten Mausversuche hilfreich sein.

Demgegenuber stehen die vielfaltigen Starken des etablierten Systems. Zum
einen sind im autologen System die Effekte durch allogene Aktivierung und Lyse
weitestgehend eliminiert. Dadurch sind die Ergebnisse besser auf die Wirkung

in-vivo zu Ubertragen als im allogenen in-vitro-System.

Eine weitere Qualitat ist der verwendete FLTxCD3 Antikorper, welcher auf dem
neuesten Stand der Wissenschaft ist und ein etabliertes und funktionierendes
Format darstellt (Pfluegler et al. 2022).

Das neben dem FLT3 als Zielantigen verwendete Endoglin stellt ebenfalls ein
interessantes Zielantigen dar (Kauer et al. 2019). Endoglin wird auf AML-Zellen
exprimiert, ist jedoch genauso fur solide Tumoren relevant, da die in der
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Tumorentwicklung proliferierenden Gefalze reichlich Endoglin exprimieren
(Dallas et al. 2008).

4.3 Ausblick

Bisher konnte leider noch kein langfristiges Ansprechen von bispezifischen
Antikorpern in soliden Tumoren erzielt werden. Wie bereits ausgefuhrt, konnte
hierbei die Anergie der Immunzellen eine wichtige Rolle spielen (Schwartz 2003),
weshalb das Durchbrechen dieser Anergie ein lohnender Ansatz zur
antitumordsen Therapie darstellt. Dies kann durch Kostimulation mittels CD28
erreicht werden (Wolf et al. 1994). Auch die Betrachtung weiterer Kostimuli sollte
weitergefuhrt werden. Hieraus sollten neue und bessere Antikorper hergestellt
und charakterisiert werden. Die Notwendigkeit einer Kostimulation hat sich in der
bereits etablierten CAR-T-Zell-Therapie gezeigt (Harrison et al. 2021).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine Aktivierung und Proliferation von
T-Zellen sowie eine effektive Tumorzelllyse moglich sind. Allerdings wurden
hierfur relativ hohe Antikdrperkonzentrationen bendtigt. Neben weiteren Faktoren
wie dem E:T-Ratio kann dies mit der hdheren Serumkonzentration im autologen
Versuchsaufbau von 25% gegenuber 10% zusammenhangen. Hier ware
interessant herauszufinden, wie sich die Wirksamkeit der Antikrper in noch

hoheren Serumkonzentrationen verhalt.

Falls hohere Konzentrationen des FLT3xCD3 Antikdrpers notwendig waren,
sollten auch weitere Untersuchungen zur Toxizitat erfolgen. Auch die
interessante Frage, inwieweit die Konzentration des Erstsignalantikorpers durch
Zugabe hoherer Konzentrationen an kostimulatorischen Antikorpern gesenkt
werden kann, um damit etwaige Nebenwirkungen zu minimieren, ware zu klaren.
HierfUr scheint der Ansatz, zwei verschiedene bispezifische Antikorper zu

verwenden, in jedem Fall vielversprechend.

Da die Struktur eines Antikorpers Einfluss auf die Bindung und die Anordnung an
den jeweiligen Rezeptoren hat, ist auch die Produktion und Austestung
unterschiedlicher Formate weiterer bispezifischer Antikdrper ein spannender

Ansatz. Ebenso wie die Verwendung weiterer kostimulatorischer Rezeptoren wie
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bspw. 4-1BB oder OX40 (Buchan et al. 2018; Claus et al. 2019; Drent et al. 2019).
Auch Antikorper, die Uber die Blockade inhibitorischer Rezeptoren auf
Immunzellen wirken, wie dies in anderen Formaten Uber CTLA-4 und PD-1

geschieht, ist vorstellbar.

Es sollten Experimente mit kostimulatorischen Antikérpern in Mausen
durchgefuhrt werden, um herauszufinden, ob andere Zellen, wie z.B. Stroma-
Zellen oder Endothelzellen einen Einfluss auf die Wirksamkeit der Antikrper
haben, welche in den bisher durchgefuhrten Experimenten nicht beobachtet

werden konnten.
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5 Zusammenfassung

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der vielversprechenden Therapieform der
bispezifischen Antikorper zur Behandlung von Tumoren. Insbesondere wird
darauf eingegangen, wie die Kombination zweier Antikérper, die den TCR/CD3-
Komplex und zusatzliche das kostimulierende CD28-Molekul auf der T-Zell-
Oberflache aktivieren, eine verbesserte, zielgerichtete Rekrutierung von T-Zellen

ermoglicht.

Als Zielantigen wurden FLT3 und Endoglin ausgewanhlt. FLT3 ist auf zahlreichen
Leukamieformen, Endoglin auf neugebildeten Kapillaren und einigen Leukamien,
exprimiert. Dabei zeigte sich, dass eine Kombination von bispezifischen
Antikdrpern (bsAb) mit FLT3xCD3- und EndoglinxCD28-Spezifitat besonders
effizient war, FLT3xCD28 Antikorper waren als Kombinationspartner flr
FLT3xCD3 bsAb weniger effektiv, auch wenn die beiden verwendeten FLT3
Zielantikorper gegen nicht Uberlappende Epitope des FLT3 Molekuls gerichtet
waren. Deshalb wurde die effektivste Kombination aus FLT3xCD3 und
EndoglinxCD28 Antikdrpern in einem aufwandigen Testsystem untersucht, bei
dem mononukleare Zellen von AML-Patienten mit den Antikorpern behandelt
wurden und anschlieBend die Aktivierung von T-Zellen und die Reduktion
leukamischer Blasten durchflusszytometrisch bestimmt wurde.

Dabei zeigte sich, dass das kostimulierende Konstrukt in den meisten Fallen die
Lyse der Leukamiezellen durch autologe T-Zellen deutlich verbesserte, allerdings
sind dazu relativ hohe Konzentrationen (> 1ug/ml) erforderlich.
Zusammengefasst bietet die Kombination zweier zielzellrestringierter
bispezifischer Antikdrper eine vielversprechende Option zur Behandlung von
bestimmten Leukamien, die in zukunftigen in-vivo-Versuchen auch mit anderen
Zielantigenen weiter charakterisiert werden sollte. Hier gibt es die Moglichkeit,
andere aktivierende Rezeptoren, wie OX-40 oder 4-1BB zur Klostimulation zu
verwenden. Eine weitere Option ware die Blockade von inhibitorischen
Rezeptoren wie CTLA-4 oder PD-1.
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