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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Krebs

Der Oberbegriff Krebs beschreibt eine breite Gruppe von neoplastischen
Erkrankungen, die durch ein unkontrolliertes Wachstum und Vermehrung
abnormaler Zellen definiert ist. Neben diesen Zellwucherungen kdnnen deren
Tochterabsiedlungen sich im Korper verteilen und gesundes Gewebe sowonhl
infiltrieren, verdrangen, als auch zerstoren. In allen Landern der Welt ist Krebs
eine der haufigsten Todesursachen und ein wichtiger limitierender Faktor der
Lebenserwartung (Bray et al., 2021) mit schatzungsweise 10 Millionen
Todesfallen und etwa 19,3 Millionen neu diagnostizierten Krebserkrankungen im
Jahre 2020 (Sung et al., 2021). Auf internationaler Ebene nehmen die
Krebssterblichkeit und -inzidenz rasch zu. So schatzt das Global Cancer
Observatory, dass im Jahr 2040 die Sterblichkeitsrate auf 16,4 Millionen und die
Inzidenz von Krebserkrankungen auf 28,4 Millionen steigen werde (Ferlay J et
al., 2020). Die Grunde fur diesen drastischen Anstieg sind komplex, spiegeln aber
sowohl die Alterung und das Wachstum der Weltbevolkerung als auch die damit
verbundenen Veranderungen in der Pravalenz und Verteilung der wichtigsten
Risikofaktoren fur Krebs wieder, von denen mehrere mit der sozioOkonomischen
Entwicklung zusammenhangen (Omran, 1971; Gersten and Wilmoth, 2002).
Steigende Lebenserwartung und Wohlstand fuhren zu einer wachsenden und
alternden Weltbevolkerung und damit wiederum zu erheblichen Veranderungen
der weltweiten Krebsbelastung (Bray et al., 2012). Ruckgangig wiederum, sind
infektionsbedingte Krebserkrankungen, wie zum Beispiel Magen- und
Gebarmutterhalskrebs, wahrend die Pravalenz von Krebserkrankungen, die mit
einem industrialisierten Lebensstil zusammenhangen, wie Brust-, Darm- und
Prostatakrebs, vermehrt auftreten (Bray et al., 2012; Maule and Merletti, 2012).

Die zugrunde liegenden Mechanismen der Krebsentstehung sind sehr komplex
und leider nur teilweise verstanden. Nach derzeitigen Schatzungen sind nur
maximal 10 % aller Krebsfalle explizit durch hochpenetrante Mutationen in
Onkogenen, Tumorsuppressorgenen, wie auch im DNS-Reparatursystem
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verursacht (wie z. B. in BRCA1) (Vineis and Wild, 2014). Nach Brenner und Mons
werden jedoch etwa 37 % der Krebserkrankungen in Deutschland durch
Lebensstilentscheidungen wie Tabakkonsum, Alkoholmissbrauch, hoher Body-
Mass-Index, Bewegungsmangel und ungesunde Ernahrung (Behrens et al.,
2018; Gredner et al., 2018; Mons et al., 2018) verursacht. Meistens greifen diese
exogenen und endogenen Faktoren ineinander, da die genetischen
Veranderungen, die den Prozess der malignen Transformation bedingen, selten

nur durch eine Ursache ausgelost werden.

Hanahan und Weinberg postulierten 2000, dass es sechs zellulare
Veranderungen auf genomischer, immunologischer und Umgebungsebene gibt,
die eine physiologisch funktionierende Zelle erfullen muss, um zu entarten
(Hanahan and Weinberg, 2000). Diese ,hallmarks of cancer", sogenannte
Kennzeichen des Krebses, wurden Stand 2022 um acht weitere Kennzeichen
erganzt (Hanahan and Weinberg, 2011; Hanahan, 2022):

1) ,2Aufrechterhaltung der proliferativen SignaltUbertragung"
2) ,Umgehung von Wachstumssuppressoren"

3) ,Widerstand gegen den Zelltod"

4) ,Replikative Unsterblichkeit"

5) ,Induzierung von Angiogenese"

6) ,Aktivierung von Invasion und Metastasierung"

7) ,Reprogrammierung des Energiestoffwechsels"

8) ,Genomische Instabilitat und Mutation"

9) ,Tumorférdernde Entzindung"

10) ,Vermeidung der Zerstorung durch das Immunsystem"
11) ,Seneszente Zellen”

12) ,Epigenetische Reprogrammierung ohne Mutation®

13) ,Polymorphes Mikrobiom*
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14) ,Entfesselte phanotypische Plastizitat"

Wenn man nun beachtet, dass alle vierzehn ,hallmarks® gegeben sein mussen,
damit sich eine Zelle zu einer Tumorzelle entwickelt, gibt es reichlich
Angriffspunkte, um die Entstehung malignen Neuerkrankungen zu reduzieren, zu

therapieren und wenn nicht sogar zu verhindern.

1.2 Konventionelle Krebstherapie

Die konventionelle Krebstherapie basiert in der Regel auf drei Saulen: Die
chirurgische Resektion, die Strahlentherapie und die Chemotherapie. Bereits
1846, nach der Erfindung der Anasthesie, begannen die Pioniere der Chirurgie
wie Billroth, Halsted und Handley mit den ersten modernen chirurgischen
Eingriffen zur vollstandigen Entfernung von Tumoren mit ihren angrenzenden
Lymphknoten. Die chirurgische Therapie ist jedoch durch die Metastasierung der
Tumore limitiert und allein stehend ungenugend (Sudhakar, 2009). Ein weiterer
Hoffnungsstrahl im Streben nach der Heilung von Krebs war die Entdeckung der
Rontgenstrahlen durch Wilhelm Conrad Roéntgen im Jahr 1896 (Rontgen, 1896);
bereits drei Jahre spater begann man die Strahlung zur Diagnose und
Behandlung von Krebspatienten einzusetzen. Zu Beginn des 20. Jahrhunderts
vervollstandigte die Chemotherapie die drei Saulen der Krebstherapie
(Schweitzer, 1910). Der Nachteil der Radio- als auch der Chemotherapie ist ihre
mangelnde Selektivitat, da sie sowohl auf sich schnell teilendes Gewebe wie
Tumoren abzielen, als auch damit auf gesundes Gewebe mit einer physiologisch
hohen Proliferationsrate, wie Darm und andere Schleimhaute wirken. Die damit
verbundene Toxizitat fuhrt zu schweren Nebenwirkungen wahrend der
Behandlung (Miller et al., 2019).

Trotz schwerwiegender unerwunschter Wirkungen und Beschrankungen der
klassischen Krebstherapie, gelingt es Landern mit einem stabilen
Gesundheitssystem die Uberlebensraten vor allem durch eine zugangliche
Friherkennung und Nachsorge von Krebserkrankten zu verbessern (World
Health Organization, 2017). Dennoch fehlt der Krebstherapie kurative
Behandlungsmaoglichkeiten in fortgeschrittenen Stadien. In Anbetracht der
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epidemiologischen Erkenntnisse und der Tatsache, dass die Krebsbehandlung
auch heute noch eine grof3e Herausforderung darstellt, sind neue therapeutische
Ansatze dringend erforderlich. Einer der Ansatze, an dem seit langem gearbeitet
wird, um ihn als vierte Saule der Krebstherapie zu etablieren ist die

Immuntherapie.

1.3 Das humane Immunsystem

Das menschliche Immunsystem ist ein komplexes Netzwerk verschiedener
Mechanismen zum Schutz des Korpers vor Pathogenen wie korperfremden
Makromolekulen, Mikroorganismen und entarteten Zellen. Das System umfasst
die angeborene und die adaptive Immunitat. Die angeborene Immunitat ist die
erste Verteidigungslinie nach primarem Kontakt mit Krankheitserregern. Sie
agiert relativ unspezifisch gegen ein breites Erregerspektrum (Medzhitov and
Janeway Jr., 1997). Das adaptive Immunsystem hingegen, ist eine erworbene
Langzeitreaktion, die durch antigenspezifische Rezeptoren auf Lymphozyten
vermittelt wird (Pancer and Cooper, 2006). Allerdings sind diese beiden Teile des
Immunsystems eng miteinander in Aktivierung und Funktion verbunden. Die
adaptive Immunitat wird also teilweise durch das angeborene Immunsystem
reguliert, wie es auch umgekehrt der Fall ist (Medzhitov and Janeway, 1997;
lwasaki and Medzhitov, 2015).

Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems gehoren naturliche Killerzellen
(NK Zellen), dendritische Zellen (DCs), Monozyten und Makrophagen, sowie
Granulozyten. Um Gefahren zu erkennen, exprimieren alle dieser Zellen
Mustererkennungsrezeptoren, sogenannte pattern recognition receptors
(PRRs)(Lien et al., 1999). Erkennen die Rezeptoren ihre jeweiligen pathogen-
assoziierten molekularen Muster (pathogen-associated molecular patterns,
PAMPSs), setzen die Zellen proinflammatorische Zytokine frei und vermitteln die
Erregerbeseitigung durch Phagozytose und das Komplementsystem.

Antigen-prasentierende Zellen (APCs), wie DCs, sind ein wesentlicher Akteur
des angeborenen Systems, da sie die angeborene und die adaptive Immunitat
miteinander verbinden. DCs prasentieren Peptide auf
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Haupthistokompatibilitatskomplex-Molekulen der Klasse Il (major
histocompatibility complex, MHC) auf ihrer Zelloberflache, nachdem sie
Krankheitserreger durch Phagozytose aufgenommen haben. Diese Komplexe
werden von antigenspezifischen T-Zell-Rezeptoren erkannt, was zur Aktivierung
der T-Zellen und zur Auslésung einer adaptiven Immunantwort fuhrt

(Guermonprez et al., 2002).

T- und B-Zellen sind die Effektorzellen des adaptiven Immunsystems. Zur
Erkennung spezifischer Antigene, exprimieren diese Zellen antigenspezifische
Rezeptoren auf ihrer Zelloberflache, so genannte B-Zell-Rezeptoren (B cell
receptor, BCR) und T-Zell-Rezeptoren (T cell receptor, TCR) (Arden et al., 1995).
Um eine grole Vielfalt an Rezeptoren zu generieren, findet die somatische
Rekombination statt, die auch als V(D)J Rekombination bezeichnet wird (V =
variable; D = diversifying; J = joining), d.h. wahrend der Reifung der Zellen findet
die zufallige Rekombination zwischen diesen Gensegmenten statt, was die
Kodierung einer gro3en Anzahl verschiedener Antikorper und T-Zell-Rezeptoren
durch eine begrenzte Anzahl von Genen ermdglicht (Alt et al., 1992; Gellert,
2002).

B-Zellen fuhren die humorale Immunantwort aus, die durch die Produktion von
Antikorpern gekennzeichnet ist. Um antigenspezifische Antikorper zu
produzieren und freizusetzen, ist jedoch die Aktivierung der B-Zellen
entscheidend, die wiederum durch aktivierte T-Helferzellen und deren
freigesetzte kostimulierende Zytokine unterstutzt wird. Dadurch differenziert sich
die B-Zelle zu einer antikdrperproduzierenden Plasmazelle und Gedachtnis-B-
Zelle (Noelle et al., 1992). Der BCR setzt sich aus dem Antigen bindenden
Transmembran-Immunglobulinmolekul und dem nicht kovalent assoziierten Iga-
|lgB-Heterodimer als Signaltransduktionsmodul zusammen. Sowohl Iga als auch
IgB enthalten ein immuno-tyrosin-basiertes Aktivierungsmotiv (ITAM) fur Tyrosin-
basierte Immunrezeptoren. ITAMs gewahrleistet die Phosphorylierung von
Tyrosin nach der Antigenbindung an den BCR, was zu einer nachgeschalteten
Signaltransduktion fuhrt (Hobeika, Nielsen and Medgyesi, 2015).
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T-Zellen werden in zwei Gruppen eingeteilt, je nach Expression der T-Zell-
Korezeptoren CD4 oder CD8, auf ihrer Zelloberflache. CD4* T-Zellen, T-
Helferzellen, binden an MHC-Klasse-lI-Molekule, die insbesondere auf APCs
exprimiert werden. T-Helferzellen sind unter anderem an der Aktivierung von B-
Zellen beteiligt. Durch die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen
unterstutzen sie zudem die adaptive Immunantwort. CD8* T-Zellen, zytotoxische
T-Zellen, binden an MHC-Klasse-I-Molekule und eliminieren Zielzellen, die das
betreffende Antigen prasentieren, durch Lyse oder durch die Induktion des
extrinsischen Apoptose-Signalwegs (Kojima et al., 1994; Bennett et al., 1998).

Um T-Zellen vollstandig zu aktivieren, sind drei Signale erforderlich (siehe
Abbildung 1) (Chen and Flies, 2013): Das primare Signal, das fur die
antigenspezifische T-Zell-Reaktion verantwortlich ist, ist die Interaktion eines
MHC/Peptid-Komplexes mit dem TCR/CD3-Komplex (lrving and Weiss, 1991).
Die meisten TCRs bestehen aus einer a- und einer B-Kette'. Fir die
Signaltransduktion ist CD3 zwingend erforderlich, welches aus einem ye- und
einem O¢-Heterodimer besteht, die ITAMs im zytoplasmatischen Bereich
enthalten, die wiederum nach Aktivierung des TCR/CD3-Komplexes durch den
MHC-Peptidkomplex phosphoryliert werden (Blumberg et al., 1990; Weiss and
Littman, 1994). Da dieses primare Signal nicht ausreicht, um T-Zellen vollstandig
und nachhaltig zu aktivieren, sind kostimulierende und koinhibitorische Signale
(Signal 2) erforderlich (June et al., 1990). Kostimulatorische Rezeptoren sind zum
Beispiel CD28 und Rezeptoren aus der Tumor-Nekrose Faktor (TNF)-Rezeptor-
Superfamilie wie OX40 und 4-1BB (Sharpe, 2009).

Obwohl CD28 der am besten charakterisierte kostimulatorische Rezeptor auf T-
Zellen ist, sind seine aktivierende Wirkungen nur unvollstandig verstanden. CD28
befindet sich auf der Oberflache von naiven T-Zellen und bindet die
kostimulatorischen Liganden B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86), die hauptsachlich

"Eine Minderheit der T-Zellen tragt einen anderen, strukturell dhnlichen Typ von TCR, der aus
verschiedenen Polypeptidketten besteht, die y und & genannt werden. y:® T-Zellen erkennen
teilweise MHC-unabhangig, andere Antigene als a:f3 T-Zellen, wie intakte Peptide, als auch nicht-
peptidische Molekiile. Die Funktionen von y:0 T-Zellen innerhalb der Immunantwort werden noch
erforscht, unter anderem wegen ihrer unterschiedlichen Liganden (Chien, Meyer and Bonneville,
2014). In dieser Arbeit bezieht sich der Begriff TCR auf den klassischen a:3 TCR.
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auf APCs exprimiert werden (Linsley, Clark and Ledbetter, 1990; Azuma et al.,
1993; Inaba et al., 1994). Die von CD28 vermittelten Signale unterstutzen die
Proliferation von T-Zellen, die IL-2-Produktion (Interleukin-2, ein T-Zell-
Wachstumsfaktor) und die Forderung des Zelluberlebens durch die Induktion
einer verlangerten PI3K-abhangigen Akt-Aktivierung (June et al., 1987; Linsley
et al., 1991; Frauwirth et al., 2002).

Um  UberschieBende  T-Zell-Reaktionen zu  verhindern und die
Gewebehomodostase aufrechtzuerhalten, werden koinhibitorische Rezeptoren,
wie der Rezeptor fur den programmierten Zelltod 1 (PD-1), das zytotoxische T-
Lymphozyten-Antigen 4 (CTLA4) und B- und T-Lymphozyten-Attenuator (BTLA),
ebenfalls auf der Oberflache der T-Zellen exprimiert. Die Expression dieser Co-
Signaling-Rezeptoren wird raum-zeitlich reguliert, um eine funktionelle
Immunantwort zu gewahrleisten (Chen and Flies, 2013). Schlie8lich bendtigen T-
Zellen noch ein drittes Signal, um eine adaquate Immunantwort zu geben:
proinflammatorische Zytokine wie IL-12 und Typ-I-Interferone (IFNa/B). Solche
Signale verhindern den induzierten Zelltod und die Toleranzinduktion, indem es
die Expression von etwa 350 Genen alteriert (Curtsinger et al., 1999, 2005;
Curtsinger and Mescher, 2010).
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DAMPs und PAMPs

Peptid CD4

Pathogen ‘ - Signal 1:
L\Q Antigenspezifische

|/ .

-_— Interaktion

MHCII TCR Signal 2:
— hKAOﬁTIE?IatOHSChe

CD28 olekiile
Signal 3: Instruktive

Zytokine

CD4+ T Zelle

Aktivierte
dentritische Zelle

Abbildung 1: T-Zellaktivierung am Beispiel einer CD4" T-Zelle. Fir eine vollstandige T-
Zellaktivierung sind drei Signale erforderlich, die alle von APCs initiiert werden kdnnen. Das erste
Signal ist eine antigenspezifische Interaktion, bei der ein Antigen auf der APC auf einem MHC I-
oder [I-Molekil dem TCR prasentiert wird, abhangig vom T-Zelltyp (CD4*/CD8"). Die
Korezeptoren CD4 und CD8 bilden jeweils eine Bricke zwischen dem TCR und MHC der Klasse
Il bzw. der Klasse I. Das zweite Signal wird von kostimulierenden Rezeptoren auf T-Zellen
erzeugt, die eine aktivierende oder hemmende Wirkung haben (hier sind CD28 und B7
beispielhaft fir einen aktivierenden Korezeptor). Das dritte Signal wird von proinflammatorischen
Zytokinen geliefert, die zuvor von der APC sezerniert wurden. Die APC selbst wird durch PAMPs
und DAMPs, die an PRRs binden, aktiviert. Modifizierte Abbildung nach Kambayashi und Laufer,
2014, Abbildung erstellt mit BioRender.com.

1.4 Tumorimmunologie

Paul Ehrlich postulierte vor mehr als 100 Jahren, dass im Organismus standig
bosartige Zellen entstehen, die jedoch von einem Schutzmechanismus des
Organismus in ,vita latens® gehalten werden (Ehrlich, 1908). Kurze Zeit spater
wurden von William B. Coley Experimente durchgefiihrt, bei denen mehrere
Patienten Injektionen mit inaktivierten Bakterien in ihren Tumor erhielten, was zu
einer Regression des Tumors fihrte. Dies deutete darauf hin, dass
Immunreaktionen an der Krebsbekampfung beteiligt sind (Coley, 1910).

Jahrzehnte spater zeigten Tumortransplantationsexperimente in Ratten, dass

eine erfolgreiche Immunisierung der Tiere mit syngenen Tumoren zur Absto3ung
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der wiederum transplantierten Tumore fuhrte. Dadurch wurde bestatigt, dass das
Immunsystem in der Lage ist, bosartige von gutartigen Zellen zu unterscheiden
(R W Baldwin, 1955; R. W. Baldwin, 1955) und damit wurde auch die Existenz
von tumorassoziierten Antigenen (TAA) bewiesen.

Im Jahre 1970 stellte schlieBlich Frank Burnet das Konzept der
Immundberwachung auf, das besagt, dass Lymphozyten einen
Kontrollmechanismus darstellen, der auf der Grundlage von TAAs bosartige
Zellen erkennt und eliminiert (Burnet, 1970). Das Konzept der Lymphozyten mit
antitumoraler Aktivitat wurde durch die Entdeckung und Charakterisierung von
NK-Zellen bestarkt. NK-Zellen sind in der Lage in Mausen (Kiessling et al., 1975;
Kiessling, Klein and Wigzell, 1975) und Menschen (Pross and Jondal, 1975) eine

spontane Tumorlyse ohne vorherige Stimulation auszul6sen.

Das Konzept der Immunuberwachung fuhrte zur Hypothese des Immunoeditings
(Dunn et al., 2002). Diese Theorie besagt, dass die Tumorentwicklung ein
evolutionarer Prozess ist, der phanotypische Veranderungen der Tumorzellen
erfordert, um die Immunuberwachung zu Uberwinden. Spater wurde klar, dass
sich bosartige Zellen durchsetzen, weil sie auf Grund ihrer hohen genetischen
Instabilitat und damit verbundenen Mutationen selektiert werden. Diese
Mutationen fuhren in der Tat zu einer Resistenz gegen die Eliminierung durch
das Immunsystem und zur Unterdrickung von wirksamen Immunantworten
(Fenton and Longo, 1995). Zu diesen Veranderungen gehdren zum Beispiel eine
reduzierte MHC Expression (Travers et al, 1982) und eine veranderte
Peptidverarbeitung, die zu einer verminderten Prasentation auf MHC-Komplexen
fuhrt (Marincola et al., 1999). DarUber hinaus kdnnen diese Veranderungen auch
eine alterierte Zell-Zell-Interaktion durch Uberexpression von koinhibierenden
Rezeptor-Liganden wie PD-L1 auf Tumorzellen (lwai et al., 2002) und eine
erhohte  Sekretion von  immunsuppressiven  Zytokinen, wie dem
Tumorwachstumsfaktor 3 (TGF-B) und IL-10, beinhalten (Khong and Restifo,
2002).

Das Hauptziel der Immuntherapie ist die Uberwindung des Immunoeditings und

die Ruckkehr zu einer wirksamen Immunantwort gegen den Tumor. Erreicht
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werden kann dies beispielweise durch die Markierung der bdsartigen Zellen zur
optimalen Erkennung durch immunologische Effektormechanismen und/oder die

Beseitigung der durch den Tumor verursachten immunsuppressiven Umgebung.

1.5 Tumorimmunotherapie

In den 1980er Jahren begannen die ersten klinischen Studien zur Untersuchung
der tumorhemmenden Wirkung verschiedener pro-inflammatorischer Zytokine
wie IL-2. Zuvor hatten in vitro Arbeiten gezeigt, dass IL-2 Leukozyten aktiviert
und damit die Lyse von Tumorzellen auslost (Grimm, Mazumder and Rosenberg,
1982). Leider zeigte die klinische Anwendung, dass der menschliche Organismus
nur eine geringe Menge an IL-2 vertragt (Rosenberg et al., 1985). Aufgrund
dieser Dosisbegrenzung von IL-2 und anderer proinflammatorischer Zytokine
konzentrierte sich die Forschung fortab auf andere Ansatze.

Heute ist die Grundlage der modernen Immuntherapie die Identifizierung von
Tumorantigenen. Hierbei ist es wichtig zwischen 2zwei Gruppen von
Tumorantigenen zu diskriminieren: tumorspezifische Antigene (TSAs) und
Tumor-assoziierte Antigene (TAAs) (Wang, 1997). TSAs sind Patienten-
spezifisch, da sie ausschliel3lich auf Tumorzellen eines Individuums exprimiert
werden, die von mutierten Genvariationen herrihren. TAAs hingegen werden auf
Tumorzellen Uberexprimiert, wahrend sie auch in gesundem Gewebe in
geringerer Auspragung vorkommen. Das bedeutet, dass sie auch bei Patienten
gefunden werden konnen, die an der gleichen Krebsart leiden. Es gibt
verschiedene Ansatze, Tumorzellen mit Hilfe von TSAs und TAAs zu bekampfen.
So wird beispielsweise ein Antitumor-Impfstoff mit TSAs oder TAAs (z. B. RNS,
DNS oder Peptide) verabreicht, um das Immunsystem der Patienten fur die
Tumorzellen zu sensibilisieren, was idealer Weise zur Eradikation der entarteten
Zellen fuhrt (Lollini et al., 2006). Wie bei herkdmmlichen prophylaktischen
Impfstoffen fuhrt der Anti-Tumor-Impfstoff zu einer adaptiven Immunreaktion mit
Bildung eines immunologischen Gedachtnisses. Die Herausforderung besteht
jedoch in der Suche nach geeigneten Antigenen. TAAs gleichen sich auf den
jeweiligen Tumorentitdten bei verschiedenen Patienten, jedoch besitzen die
meisten von ihnen nicht die erforderliche Immunogenitat und Spezifitat. TSAs,
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die aus mutierten Proteinen in Krebszellen entstehen, sind wiederum einzigartig
fur den Krebs eines jeden Patienten. Die Anwendung von TSAs bei Patienten zur
Tumorbekampfung ist jedoch sehr aufwendig und teuer, da sie die Entwicklung
einer hoch personalisierten Therapie erfordern (Hollingsworth and Jansen,
2019). Das Design einer TSA basierten Therapie beruht oft auf dem Leukozyten-
Antigen-Typ (HLA) des Patienten, die individuellen Mutationen des Tumors und
Analysen der Transkriptome und Immunopeptidome. Trotz erheblicher
Anstrengungen bei der Entwicklung solcher Impfstoffe ist die Umsetzung von
bench to bedside immer noch eine Herausforderung, obwohl jungste Studien
vielversprechende Ergebnisse mit neuen Adjuvantien zeigen (Rammensee et al.,
2019).

Ein weiterer vielversprechender Ansatz fur die Behandlung von
Tumorerkrankungen sind sogenannte CAR-T-Zellen. Die Therapie nutzt
gentechnisch veranderte T-Zellen, die einen chimaren Antigenrezeptor (CAR)
exprimieren. Bei der CAR-T-Zelltherapie werden die eigenen T-Zellen des
Patienten ex vivo mit Hilfe eines viralen Vektors mit CARs gegen die TSAs des
Patienten ausgestattet. Diese CAR-T-Zellen werden daraufhin zurick in den
Patienten infundiert, wo sie aktiviert und expandiert werden (Buchholz et al.,
2018). CARs bestehen aus dem Produkt einer Fusion eines einkettigen variablen
Antikorperfragments (ScFv) mit dem intrazellularen Signalmotiv der CD3(-Kette.
Um die T-Zellaktivierung zu verbessern, wurden zusatzlich die intrazellulare
Signaldomane von CD28 und/oder 4-1BB in CARs eingebaut (Maher et al., 2002;
Weinkove et al., 2019). Ein Grund fur die starke Wirksamkeit der CAR-T-Zell-
Therapie ist, dass das der chimare Antigenrezeptor das Signal 1 Uber einen Teil
der CD3(-Zytodomane und zusatzlich durch einen Teil der CD28-Zytodomane
das Signal 2 an die T-Zelle vermittelt wird, wenn der CAR an sein Zielantigen
bindet. Die CAR-T-Zelltherapie geht jedoch mit schweren Nebenwirkungen
einher, wie zum Beispiel dem Zytokin-Freisetzungssyndroms (cytokine release
syndrome, CRS) (Gust et al., 2017; Neelapu et al., 2018). Dem ist hinzuzuftugen,
dass fur eine CAR-T-Zelltherapie eine Vorbehandlung mit Chemotherapie
erforderlich ist (Neelapu et al., 2017; Schuster et al., 2017; Salmikangas, Kinsella
and Chamberlain, 2018), was fur viele Krebspatienten nicht in Frage kommt.
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Die einzige fest etablierte Immuntherapie fur bosartige Tumorerkrankungen sind
bisher therapeutische antitumorale Antikorper. Beginnend mit der FDA-
Zulassung von Retuximab, einem chimaren anti-CD20 Antikorper, der die
Uberlebensrate bei malignen B-Zell-Lymphomen erheblich verbesserte (Grillo-
Lopez et al., 2000; Plosker and Figgitt, 2003), hielt die Antikdrpertherapie bei
Krebs in relativ kurzer Zeit Einzug in den klinischen Alltag. Derzeit gibt es rund
150 von der FDA zugelassene monoklonale Antikorper zur Bekampfung
verschiedener Krebsarten (U.S. Food & Drug Administration, 2021).

1.6 Antikorpertherapie

Bereits im Jahre 1890 beobachteten Emil von Behring und Shibasaburo Kitasato,
dass Seren von Kaninchen, die mit inaktiviertem Corynebacterium diphtheria
immunisiert worden waren, mit Corynebacterium diphtheria infizierte Mause
heilten und das bakterielle Toxin sofort neutralisierten konnen (Behring and
Kitasato, 1890). Auf diesen Beobachtungen aufbauend entwickelte Paul Ehrlich
seine Seitenkettentheorie, in der der Begriff Antikorper erstmals verwendet wurde
(Ehrlich, 1900). Ehrlich postulierte, dass die Bildung von I6slichen Antikorpern zur
Neutralisierung von Toxinen fuhrt, die nach dem Schlissel-Schloss-Prinzip an
das Antigen binden. Fir diese Theorie erhielt Paul Ehrlich im Jahr 1908 den
Nobelpreis fur Physiologie und Medizin.

1.6.1 Aufbau eines Antikorpers

Die  verschiedenen  Antikorper-Strukturelemente  wurden  unabhangig
voneinander entdeckt. Nach dem Verdau eines IgG wurden drei Fragmente
beschrieben, die alle ein Molekulargewicht von 50 kDa hatten und von denen
zwei identisch waren und Antigene binden konnten. Diese Fragmente wurden als
.fragments of antigen-binding" oder Fab-Fragment bezeichnet. Wahrend der
Lagerung kristallisierte das dritte Fragment spontan aus, was zu dem Begriff
.fragment crystallizable" oder Fc-Fragment fuhrte (Porter, 1959, 1963). In den
folgenden Jahren wurden in weiteren Experimenten Antikorper mit
denaturierenden und reduzierenden Reagenzien behandelt. Es wurde
beobachtet, dass sich bei der Behandlung zwei verschiedene Untereinheiten
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bildeten. Diese traten im gleichen Verhaltnis, aber mit unterschiedlichen
Molekulargewichten auf: 25 kDa und 50 kDa. Die entdeckten Proteinketten
wurden daher als leichte und schwere Ketten bezeichnet (Edelman and Poulik,
1961; Edelman and Gally, 1962). Aufgrund dieser Entdeckungen kam man zu
dem Schluss, dass die Antikorperstruktur einer Y-formigen Struktur @hneln muss,
die aus zwei identischen leichten und schweren Ketten besteht, die durch
Disulfidbricken verbunden sind (siehe Abbildung 2). In der anschlielenden
Sequenzierung verschiedener Antikorper wurden zwei verschiedene Regionen
auf jeder Kette identifiziert. Auf der schweren Kette fand man eine Region am C-
Terminus, die aus drei konstanten Doméanen (Cu1, Ch2, Ch3) besteht, die sogar
zwischen verschiedenen Spezies fast nahezu identisch ist, und eine variable
Doméane am dem N-Terminus (Vu). Daruber hinaus sind die Cn1- und Ch2-
Domanen durch die Scharnierregion verbunden. Die leichte Kette hat nur eine
konstante Domane (CL) und eine variable Domane (VL) (Wu and Kabat, 1970)
(siehe Abbildung 2). In jeder variablen Domane gibt es drei hypervariable
Regionen, sogenannte komplementaritatsdeterminierenden Region (CDR1-3),
die die Spezifitat des Antikorpers bestimmen. Die Sequenzvariabilitat wird durch
somatische Rekombination auf chromosomaler Ebene verursacht, wie in 1.3
beschrieben. Die VH-Domanen werden von den Genen V, D und J kodiert,
wahrend die VL-Domanen durch V- und J-Gene kodiert werden (Brack et al.,
1978; Kurosawa et al., 1981; Sakano et al., 1981). Zusatzlich wird die Vielfalt
durch spontanen Zusammenbau von schweren und leichten Ketten, Insertionen
und Deletionen sowie somatische Hypermutation vergrofRert (McKean et al.,
1984, Al-Lazikani, Lesk and Chothia, 1997; Grawunder, West and Lieber, 1998).

Leichte Ketten konnen in zwei Unterklassen unterteilt werden: die k- und die A-
Kette (Hilschmann and Craig, 1965). Schwere Ketten wiederum, konnen in funf
verschiedene Subtypen unterteilt werden: a, o, €, y und p, die fur die
verschiedenen Isotypen der Antikorper IgA, IgD, IgE, IgG und IgM
charakterisierend sind. Diese Isotypen unterscheiden sich nicht nur in ihrer
molekularen Zusammensetzung, sondern auch in ihrer Verteilung im Korper,
sowie in ihrer Funktion und Halbwertszeit. IgG und IgM sind die Haupttypen, die

im menschlichen Blut vorkommen. Der IgM Antikorper ist ein Indikator fur frihe
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Infektionen und ist als Pentamer ein sehr grofles Molekil (siehe Abbildung 2).
IgG hingegen, ist in der Lage die Blutbahn zu verlassen und in benachbarte
Gewebe einzudringen. AuRerdem hat IgG die langste Serum-Halbwertszeit aller
Antikorper-Isotypen. Daruber hinaus besitzen IgG-Antikorper
Antitumoreigenschaften, da sie Uber ihren Fc-Teil eine Immunzellreaktion
vermitteln. Diese Eigenschaften des IgG-Isotyps machen diesen Antikorper zu
einer bevorzugten Vorlage fir therapeutische Antikorper.

A
Antigenbindende Seite
N AN
Fab
Scharnierregion 7
Fc
B
[. IgM . IgG

Abbildung 2: Schematische Darstellung der IgG-Struktur A. Ein 1IgG-Antikdrper besteht aus zwei
leichten Ketten (grin) und zwei schweren Ketten (blau). Die variablen Domanen bestehen aus
VH und VL (dunkelgrin und dunkelblau) und sind fir die Antigenbindung verantwortlich. Die
schweren Ketten sind durch Disulfidbricken in der der Scharnier-Region verbunden. Der
Antikérper kann in zwei verschiedene Doméanen aufgeteilt werden: Fab und Fc. B. Schematische
Darstellung der am haufigsten in Blut vorkommenden Antikérpersubtypen. |. Das IgM-Molekul ist
ein Pentamer mit einer J-Kette. Die J-Kette verbindet zwei p-schwere Ketten der
Antikérpermonomere Uber Disulfidbindungen. Il. Schematische Darstellung eines IgG-Molekils
zum Vergleich. Die variable Region ist in griin dargestellt, die konstante Region in blau. Abbildung
erstellt mit BioRender.com.
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1.6.2 Effektormechanismen von IgG Antikorpern

Antikorper spielen eine entscheidende Rolle beim Schutz des menschlichen
Organismus, indem sie Krankheitserreger wie Viren, Bakterien oder deren Toxine
markieren und neutralisieren. lhre Wirkungsweise kann in zwei Arten von

Mechanismen unterteilt werden: Fc-Teil-abhangig und Fc-Teil-unabhangig.

Die vom Fc-Teil unabhangige Wirkungsweise ist die Neutralisierung. Zum
Beispiel binden Antikorper an Bakterientoxine oder Membranproteine, so dass
die Interaktion des Pathogens mit der Wirtszelle verhindert wird.
Effektormechanismenm, die Fc-Teil abhangig sind, fuhren zu der Aktivierung von
immunologischen Effektorzellen durch die Multimerisierung von Fcy-Rezeptoren,

sowie Zelllyse durch Induktion des klassischen Weg der Komplementkaskade.

Um Fc-Teil abhangige Reaktionen auszulosen, wie z. B. komplementabhangige
Zytotoxizitat (complement-dependent cytotoxicity - CDC), antikdrperabhangige
zellulare Zytotoxizitat (antibody dependent cellular cytotoxicity - ADCC) oder
antikorperabhangige zellulare Phagozytose (antibodydependent cellular
phagocytosis - ADCP), ist die Aktivierung von Fcy-Rezeptor (FcyR) und C1g-
Plasmaprotein durch die multivalente Anordnung von Antikorpern und ihrer Fc-
Teile an der Zielzellmembran entscheidend. Diese Bedingung verhindert die
Aktivierung der Effektorzellen durch l6sliche IgG-Molekule (Thommesen et al.,
2000; Seidel, Schlegel and Lang, 2013; DiLillo and Ravetch, 2015).

Wie bereits erwahnt, ist die Bindung des Antikorpers an einen Fc-Rezeptor
notwendig fur die Aktivierung von Effektorzellen. Diese Rezeptoren sind auf fast
allen hamatopoetischen Zellen zu finden (Capel et al., 1994). FcyR lassen sich in
drei aktivierende (FcyRI, FcyRIIA und FcyRIIl) und einen hemmenden (FcyRIIB)
Rezeptor unterscheiden. Diese vier Rezeptoren werden auf Zellen gemeinsam
exprimiert, um eine angemessene zellulare Reaktion zu erreichen. B- und NK-
Zellen bilden die Ausnahme: B-Zellen exprimieren nur den hemmenden FcyRIIB,
wahrend NK-Zellen nur den aktivierenden FcyRIll exprimieren. Aus diesem
Grund gelten NK-Zellen als die wichtigsten Effektorzellen der ADCC
(Nimmerjahn and Ravetch, 2008; Seidel, Schlegel and Lang, 2013). NK-Zellen
sind jedoch nicht ausschliellich fur die ADCC verantwortlich. Es hat sich gezeigt,
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dass auch vy3-T-Zellen, Granulozyten und Monozyten/Makrophagen, ADCC
vermitteln kdnnen, da sie ebenfalls FcyR exprimieren (Chen and Freedman,
2008; Braster, O'Toole and van Egmond, 2014; Seidel et al., 2014; Yeap et al.,
2016).

1.6.3 Therapeutische Antikorper

Im Jahre 1975 legten Kohler und Milstein den Grundstein fur die Herstellung
therapeutischer Antikorper, als es ihnen gelang, B-Zellen von Mausen, die mit
einem bestimmten Antigen immunisiert worden waren, mit malignen
Plasmazellen zu fusionieren (KOHLER and MILSTEIN, 1975). Die so
entstandenen Hybridome besalien eine unbegrenzte Teilungskapazitat und die
Fahigkeit monoklonale Maus-Antikorper zu produzieren. Die monoklonalen
Maus-Antikorper hatten jedoch nur eine begrenzte therapeutische Wirksamkeit,
da menschliche Fc-Rezeptoren eine geringe Affinitat zu murinen Fc-Teilen
haben. AuRerdem erkennt das menschliche Immunsystem murine Antikorper als
fremd, was zur Produktion von menschlichen Anti-Maus-Antikorpern (HAMA)
fuhrte, die die Wirksamkeit und Halbwertszeit drastisch verringern (Reynolds et
al., 1989; Tjandra, Ramadi and McKenzie, 1990).

Heutzutage gibt es verschiedene elaborierte Ansatze zur Herstellung von
humanisierten Antikorpern, ohne dass ein Tier immunisiert werden muss. Es ist
moglich menschliche Antikorper durch phage — und yeast display zu erzeugen
oder Nagetiere mit menschlichen Immunglobulingenen zu transformieren (Carter,
2006). Diese neuen Methoden, sowie weitere Entwicklungen in der
Molekularbiologie fuhrten zu verschiedenen Antikorperformaten, z.B. chimare
lgG-Molekule, Antikorper-Wirkstoff-Konjugate (ADCs) (Sliwkowski and Mellman,
2013) und BiTe-Antikorper (siehe Abbildung 3) (Bargou et al., 2008; Kantarjian
et al., 2017). ADCs sind Antikorper, die mit Medikamenten, Toxinen, radioaktiven
Molekulen oder Zytokinen gekoppelt sind, um die Wirksamkeit dieser Antikdrpern
gegen Krebs zu erhdohen und als Vehikel fur den selektiven Einsatz von
Medikamenten gegen Krebszellen zu fungieren (Diamantis and Banerji, 2016).
Alle bisher genannten Ansatze haben zu Fortschritten in der Krebstherapie
beigetragen, allerdings nur bei bestimmten Tumorarten.
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Einschrankende Faktoren fur die Wirksamkeit von IgG-Molekilen und ihren

Konjugaten sind:

- Schlechte Infiltration von NK-Zellen in solide Tumore (Muller and
Kontermann, 2007)

- Geringe Proliferationsfahigkeit von NK-Zellen

- Die mangelnde Selektivitat von Immuntoxinen, -zytokinen und

Radioimmunkonjugaten

Ein moglicher Ansatz zur teilweisen Umgehung dieser einschrankenden
Faktoren sind bispezifische Antikorper (bsAb). Diese modifizierten Antikorper
binden gleichzeitig an Tumorzellen und an Effektorzellen, wie T-Zellen. Diese
konnen auf Grund des fehlenden Fc-Rezeptors nicht durch konventionelle
Antikorper rekrutiert werden und fuhren nach Rekrutierung durch den bsAb zur
T-Zellaktivierung und Tumorzelllyse.

1.6.4 Bispezifische Antikorper

Bispezifische Antikorper zeichnen sich im Allgemeinen durch die Fahigkeit aus,
zwei Antigene gleichzeitig zu binden (siehe Abbildung 3). Ein bispezifischer
Antikorper kann zum Beispiel gegen ein Tumor-assoziiertes Antigen und ein
immunstimulierendes Antigen auf immunologischen Effektorzellen gerichtet sein,
was zu einer Aktivierung von zytotoxischen Zellen in unmittelbarer Tumornahe
fuhrt. Mit verschiedenen Antikorperfragmenten kann fast jede Zellpopulation als
Effektorzelle rekrutiert werden (z. B. Makrophagen und Monozyten durch CD16).
T-Zellen, die fur ihre hohe Effizienz bekannt sind, sind als Effektorzellen
besonders interessant, da sie nicht durch monoklonale Antikorper aktiviert
werden konnen, da ihnen ein Fc-Rezeptor fehlt. Um eine T-Zellaktivierung zu
erreichen, werden T-Zellen durch die Bindung des Zelloberflachenmolekuls CD3,
als zentrales Antivierungsmolekul, rekrutiert und aktiviert (Perez et al., 1985;
Jung et al., 1986).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung eines IgG-Molekils und verschiedener bispezifischer
Antikorperkonstrukte. . Schematische Darstellung eines IgG-Molekils zum Vergleich. Die
variable Region ist in griin dargestellt, die konstante Region in blau. Il. Antikérper
Heterokonjugate bestehen aus zwei individuellen IgG-Molekilen mit eigener Spezifitat, die
chemisch miteinander gekoppelt sind. llI: Bi-spezifische T-Zell-Engager (BiTE) bestehen aus
zwei ScFv (single chain fragment variable) mit unterschiedlichen Antigenspezifitdten (grin und
rot), verbunden durch einen Peptidlinker. IV+V: Bispezifische Antikdrper im 1IgG-ScFv-Format.
HC zeigt an, dass das ScFv (rot) an die schwere Kette gebunden ist, wahrend LC bedeutet,
dass das ScFv an die an die leichte Kette des IgG gebunden ist. +/- L gibt an, ob ein
Peptidlinker zwischen den Antikorperketten und ScFv eingeflgt ist oder kein Linker verwendet
wird. Abbildung erstellt mit BioRender.com.

1.6.5 Antikorper-vermittelte T-Zellrekrutierung

Wie bereits in 1.3 und Abbildung 1 beschrieben, sind fir die Aktivierung von T-
Zellen drei Signale erforderlich. Signal 1, die Kommunikation zwischen TCR- und
CD3-Komplex kann durch einen CD3-spezifischen Antikérper nachgeahmt
werden, was zur Proliferation und Aktivierung der T-Zellen fuhrt (Perez et al.,
1985; Jung, Ledbetter and Muller-Eberhard, 1987). Bispezifische T-
Zellrekrutierende Antikorper-Konstrukte ahmen das Signal 1 durch die
Vernetzung des TCR/CD3-Komplexes mit einem anti CD3-Teil des jeweiligen
Antikérpers nach. Dies wird erst durch die gleichzeitige Bindung an das TAA auf
der Tumorzelle erreicht. Diese Zielzellrestriktion fuhrt zur Reduktion von
Nebenwirkungen, die durch losliche Moleklle und ihre Aggregate verursacht
werden. Folge dieser zielzellenrestringierten T-Zellaktivierung ist die
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Proliferation, Sekretion von Zytokinen der T-Zellen und Rekrutierung von
weiteren Effektorzellen. Dieses Konzept hat bereits seinen Weg from bench to
bedside zurlckgelegt: Blinatumomab zum Beispiel, der erste therapeutisch
eingesetzte BiTe-Antikorper (siehe Abbildung 3) wird gegen die akute
lymphoblastische Leukamie eingesetzt. Das Konstrukt ist ein ScFv bispezifischer
CD19xCD3 Antikorper, der 2015 von der FDA und der Europaischen
Arzneimittelagentur zugelassen wurde (Bargou et al., 2008; Kantarjian et al.,
2017).

1.6.6 Der kombinatorische Therapieansatz von bispezifischen

Antikorpern
Obwohl TAAxCD3-Bispezifika bereits den Weg von der Forschung zum
Krankenbett gefunden haben, konnen diese oft nicht die Wirksamkeit von CAR-
T-Zellen, die funktionell sehr ahnlich sind, erreichen (Zhukovsky, Morse and
Maus, 2016). Ein Grund dafur konnte sein, dass CAR-T-Zellen die Signale 1 und
2 (wie unter 1.5 beschrieben), die essenziell fur eine langfristige T-Zellaktivierung
sind, initileren, wahrend bispezifische anti-CD3-Antikorper meistens nur Signal 1

simulieren.

Die Idee, bispezifische Antikorper zu kombinieren, um die Rekrutierung von T-
Zellen gegen Tumore zu verbessern, geht bis in die Mitte der achtziger Jahre
zuruck. Im Jahr 1987 veroffentlichten G. Jung und H.J. Muller Eberhard eine
Arbeit, in der eine Kombination aus zwei verschiedenen Antikorper-
Heterokonjugaten (antibody heteroconjugates, AHCs, siehe Abbildung 3) mit
,jtumor x CD3" und ,Tumor x CD28"-Spezifitat beschrieben wurde (Jung and
Muller Eberhard, 1988). Die T-Zellaktivierung durch diese Kombination war viel
effizienter als die durch als durch jeden der Antikorper allein (Manger et al., 1985;
Martin et al., 1986). AuRerdem wird die zytotoxische Reaktion ausschlieflich
ausgelost, wenn beide AHCs sowohl auf der Zielzelle als auch auf dem T-
Lymphozyten durch Bindung immobilisiert werden, wodurch die primaren und
sekundaren Aktivierungssignale simuliert werden. Jahrzehnte spater, haben
Skokos et al. gezeigt, dass es in der Tat moglich ist, eine verstarkte T-Zellantwort
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mit der Kombination von TAAXCD3 und TAAxCD28 bispezifischen Antikdrpern

bei Mausen zu erzielen (Skokos et al., 2020).

Die Verwendung von CD28-Antikorpern beim Menschen ist ein sehr sensibles
Thema in der Antikdrperforschung, da durch den so genannten TeGenero-
Skandal sich die Forschung weitestgehend von CD28-Antikrpern abgewandt
hat. Hierbei fuhrte der TGN1412 Antikdrper, ein superagonistischer,
monoklonaler, humanisierter Maus-CD28-Antikorper, bei der ersten klinischen
Studie im Menschen zu einer systemischen T-Zellaktivierung, die bei sechs
gesunden Freiwilligen zu einem lebensbedrohlichen Zytokin-
Freisetzungssyndrom (Cytokine Release Syndrome, CRS) fuhrte (Stebbings et
al., 2007).

1.7 Dual Targeting

Obwohl CAR-T-Zellen und bsAb vielversprechende Ergebnisse vor allem bei
hamatologischen Neoplasien zeigen, ist die Wirksamkeit bei soliden Tumoren
begrenzt. Ein Limitierender Faktor konnte die unzureichende Penetration von T-
Zellen, in das Tumorgewebe sein (Salmon et al., 2012; Spranger et al., 2017).
Ein moglicher Losungsansatz ist das Konzept des ,dual targeting®“. Dies bedeutet,
dass Antigene als Target dienen, die sowohl auf den Tumorzellen als auch auf
den Tumorgefallen exprimiert sind. So konnte das Tumorendothel spezifisch
aufgebrochen werden und den Effektorzellen der Weg zum Tumorgewebe
ermoglicht werden. Solche Antigene sind auch ein attraktives Ziel fur den
kombinatorischen Ansatz von CD3 und CD28 bispezifischen Antikorpern.

Die beiden TAAs, die in der hier vorgelegten Arbeit fur die Kombination von CD3
und CD28 bispezifischen Antikorpern ausgewahlt wurden, waren B7H3 und
Endoglin.

B7H3 (CD276), ein Transmembranprotein, gehort zu den B7 und CD28 Immun-
Checkpoint-Familien und weist strukturelle Ahnlichkeiten mit anderen
Checkpoint-Modulatoren wie zum Beispiel PD-1 auf (Jung and Choi, 2013). Das
Molekul wird konstitutiv auf Zellen des Immunsystems exprimiert, insbesondere

auf APCs (Lee et al., 2017). Es hat sich gezeigt, dass das auf APCs exprimierte
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B7H3 die Tumorprogression fordert, da es die Funktion von zytotoxischen CD8*
T-Zellen und NK-Zellen beeintrachtigt (Lee et al., 2017). Dementsprechend wird
berichtet, dass die Blockierung von APC-exprimiertem B7H3 in verschiedenen
Tumormausmodellen eine starke Anti-Tumor-Wirkung hervorruft, die zusammen
mit einer Anti-PD-1-Therapie synergistisch wirkt (Lee et al., 2017). Daruber
hinaus wird dieses Antigen in einer Vielzahl von soliden Tumoren uberexprimiert,
bei gleichzeitiger Uberexpression auf tumorassoziierten Gefalzellen (Picarda,
Ohaegbulam and Zang, 2016). Die Expression auf gesundem Gewebe ist dabei
begrenzt (Modak et al., 2001).

Endoglin (CD105), ein Transmembranprotein, fungiert als Hilfsrezeptor, der in
den Signalkomplex des transformierenden Wachstumsfaktors (transforming
growth factor, TGF) B integriert ist. Eine seiner bekannten Funktionen ist die
Induktion der Proliferation und Aktivierung von Endothelzellen (Barbara, Wrana
and Letarte, 1999; Lebrin et al., 2004). Endoglin findet sich in hoher Expression
auf vaskularen Endothelzellen, aber auch auf anderen gesunden Zellen wie
Stromazellen, Melanozyten und Zellen des hamatopoetischen Systems (Gougos
and Letarte, 1988; Dallas et al., 2008; Trentin Brum et al., 2019). CD105 eignet
sich als TAA, da es besonders auf proliferierendem Endothel hochreguliert ist
und auf neoangiogenen Gefallen verschiedener Krebsentitaten identifiziert
werden konnte, was haufig mit einer schlechten Prognose korrelierte (Burrows et
al., 1995; Wikstrom et al., 2002; Saad et al., 2003; Minhajat et al., 2006; El-
Gohary et al., 2007).

Zusatzlich hat die Kombination dieser beiden unterschiedlichen TAAs als
Zielantigen fur unterschiedliche bsAb bei doppelt positiven soliden Tumoren, den
Vorteil, dass Off-Target-Effekte in Geweben die physiologischer Weise nur eines
der Antigene exprimieren minimiert werden. Damit bietet der kombinatorische
Ansatz zusatzliche Spezifitat und geringere Toxizitat fur gesundes Gewebe.

Vor diesem Hintergrund war die Entwicklung des kombinatorischen Ansatzes in
den letzten Jahren das zentrale Arbeitsgebiet der Tubinger Forschungsgruppe

um G. Jung.
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1) Ein Antigen auf einer Tumorzelle, 2) Ein Antigen auf einer Tumorzelle,
selbes Epitop zwei verschiedene Epitope

CD3 bsAb

CD28 bsAb

Tumorantigen

Tumorzelle

3) Zwei Antigene auf einer Tumorzelle 4) Zwei Antigene auf zwei Tumorzellen

Bl B7H3
B Endoglin
Bl cDp2s
B cD3

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Szenarien in der die verschiedenen
Antikdrperkombinationen getestet wurden. 1) Beide bsAb (CD3 und CD28) binden dasselbe
Epitop auf einem Antigen, auf derselben Tumorzelle. 2) Beide bsAb binden zwei verschiedene
Epitope auf einem Antigen, auf einer Tumorzelle. 3) Die bsAb sind gegen jeweils ein Antigen auf
einer Tumorzelle gerichtet, die beide Antigene exprimiert. 4) Die bsAb binden auf jeweils ein
Antigen auf auf zwei verschiedenen Tumorzellen, die nur jeweils ein Antigen exprimieren.
Abbildung erstellt mit BioRender.com.
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1.8 Forschungsziel der Dissertation

Verschiedene humanisierte bispezifische B7H3/Endoglin x CD3-Antikorper,
wurden bereits von Dr. Latifa Zekri entwickelt. Fir den kombinatorischen Ansatz
hat Dr. Timo Manz chimare bispezifische Endoglin x CD28 kostimulatorische
Antikorperkonstrukte im IgG ScFv-Format (siehe Abbildung 3) hergestellt. Diese
Antikorper wurden dann von Yacine Maringer an dem fur die CD28-Bindung
verantwortlichen Fv humanisiert. Meine vorausgegangene Masterarbeit im Fach
Molecular Medicine zielte darauf ab die optimalen Formate fur einen
abgestimmten kombinatorischen Ansatz mit B7H3xCD3 Antikorper und
EndoglinxCD28 zu ermitteln.

Das Ziel der jetzt vorgelegten Dissertation war es, durch funktionelle in vitro
Charakterisierung der verschiedenen Konstrukte die optimale Antigenwahl far
einen kombinatorischen Ansatz zu evaluieren. Die Konstrukte werden in
verschiedenen Kombinationen, in vier verschiedenen Szenarien (siehe
Abbildung 4) getestet, um die Wahl der Zielantigene und die dazu gehorende
Kombination von CD3 und CD28 bsAb zu identifizieren, die optimal fur die

Induktion einer effektiven, tumorzelllimitierten T-Zell Aktivierung geeignet ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Name

Hersteller

Akta pure 25 L1

GE Healthcare Life Sciences, Chicago,
USA

Brutschrank APT.line CB

Binder GmbH, Tuttlingen, DEU

Brutschrank Heraeus function line

Thermo Electron, Waltham, USA

DIONEX UltiMAteTM 3000 Bio RSLC

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
DEU

Durchflusszytometer Canto |l

BD Biosciences, Heidelberg, DEU

Durchflusszytometer FACSCalibur

BD Biosciences, Heidelberg, DEU

Elektrophorese-Netzteil EPS 200

Pharmacia Biotech, Stockholm, SWE

Gammacell 1000 Elite

MDS Nordion, Ottawa, CAN

Gefrierschrank Colora E80

Colora Messtechnik GmbH, Lorch,
DEU

Kuhlschrank Liebherr Premium

Liebherr Hausgerate GmbH,
Ochsenhausen, DEU

MACS® MultiStand Miltenyi Biotec, B. Gladbach, DEU

Magnetruhrer Heidolph Instruments, Schwabach,
DEU

Mehrkanalpipette Abimed GmbH, Langenfeld, DEU

MicroBeta2 Microplate Counter

PerkinElmer Inc., Waltham, USA

MidiMACS™ Separator

Miltenyi Biotec, B. Gladbach, DEU

Mini-PROTEAN Tetra Cell

Bio-Rad, Hercules, USA

Nanodrop ™1000

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, DEU

pH-Messgerat Seven Multi

Mettler-Toledo GmbH, Giessen, DEU
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Pipetten DV1000, DV200, DV100,
DV20, DV10

Abimed GmbH, Langenfeld, DEU

Pipettierhilfe Pipetboy acu

Integra Biosciences GmbH, Fernwald,
DEU

Schuttler Multitron

Infors, Bottmingen, CHE

Sterilwerkbank 3F120-Il GS

Integra Biosciences GmbH, Fernwald,
DEU

Sterilwerkbank Tecnoflow

Integra Biosciences, Chur, CHE

Trockenschrank Haraeus ET

Thermo Electron, Waltham, USA

Vortexer Vibro-Fix VF2

IKA-Werke GmbH& Co. KG, Staufen,
DEU

Waagen (Fein- und Tischwaage)

Sartorius, Gottingen, DEU

Wasserbad MP 19

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach,
DEU

Wippe Rocky RT-1

Frobel, Lindau, DEU

Zell-Harvester ICH-110-96

Inotech Biosystems International, Inc.
Rockville, USA

Zentrifuge Heraeus Biofuge fresco

Thermo Electron, Waltham, USA

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0

Thermo Electron, Waltham, USA

Zentrifuge Heraeus Megafuge 2.0 R

Thermo Electron, Waltham, USA

Zentrifuge ROTINA 420R

Andreas Hettich GmbH & Co.KG,
Tuttlingen, DEU

2.1.2 Glas- und Plastikwaren

Name

Hersteller

Bedruckte Filtermatten A

Perkin Elmer, Rodgau, DEU

Bottletop Filter 250 ml (0.22 ym pore size)

Millipore, Schwalbach, DEU

Bottletop Filter 500 ml (0.22 ym pore size)

Millipore, Schwalbach, DEU

Cellstar® 15 ml PP-Rohrchen

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
DEU
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Cellstar® 50 ml PP-Rohrchen

konisch/skirted bottom

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
DEU

Cellstar® Zellkulturflaschen 175 cm?

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
DEU

Cellstar® Zellkulturflaschen 25 cm?

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
DEU

Cellstar® Zellkulturflaschen 75 cm?

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
DEU

Cellstar® Zellkulturplatten 6-well

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
DEU

Cellstar® Zellkulturplatten 96-well

flat/round bottom

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
DEU

Costar® 96-Well-Assay-Platte, round
bottom

Corning, Kaiserslautern, DEU

Costar® Einmalplastikpipette 50 ml

Corning, Kaiserslautern, DEU

Costar® Reagenzien-Reservoirs

Corning, Kaiserslautern, DEU

Costar® Universaldeckel

Corning, Kaiserslautern, DEU

Cryo vials Cryo.S 2 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
DEU

CryoBoxTM

Merck, Darmstadt, DEU

Einmalnadel Sterican®

BD Biosciences, Heidelberg, DEU

Einmalplastikspritzen 3 ml Luer-LokTM Tip

BD, Heidelberg, DEU

FACS Rohrchen 1.3 ml, pp, 8.5/44 mm,

round bottom, natural

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
DEU

Falcon® 15 ml Zellkulturrohrchen, konisch,
PS

Corning, Kaiserslautern, DEU

Falcon® Einmalpipette plastik 25 ml, 10

ml, 5 ml

Corning, Kaiserslautern, DEU

Gefrierbehalter Mr. Frosty®

Thermo Fischer Scientific GmbH,
Schwerte, DEU

Glassflaschen 21, 1 1, 500 ml

Schott AG, Mainz, DEU

26




Material und Methoden

LD Saule

Miltenyi Biotec, B. Gladbach, DEU

Messzylinder Plastik

Vitalab, GroRostheim, DEU

Neubauer Zahlkammer

Brand GmbH & Co KG, Weinheim,
DEU

Parafim® M

Pechiney Plastic Packaging,
Chicago, USA

Reaktionsgefalte 2 ml, 1,5 ml, 0,5 ml

Eppendorf, Hamburg, DEU

Spritzenfilter Millex-GV, 0.22 ym

Millipore, Schwalbach, DEU

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

Millipore, Schwalbach, DEU

TipOne® Pipettenspitzen 1000 pl, 200 pl,
20 pl, 10 pl

STARLAB, Hamburg, DEU

TipOne® Pipettenspitzen mit Filter
1000 pl, 200 pl, 20 pl, 10 pl

STARLAB, Hamburg, DEU

Zentricon Amicon Ultra 30 kDa

Milipore, Schwalbach, DEU

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Name

Hersteller

B-Mercaptoethanol 14,3 M

Serva, Heidelberg, DEU

10x Tris/Glycin/SDS-Puffer

Bio-Rad, Minchen, DEU

2x Laemmli Ladepuffer

Bio-Rad, Minchen, DEU

3[H]-methyl Thymidin (1TmCi/ml)

Hartman Analytics GmbH,
Braunschweig, DEU

7-Aminoactinomycin (7-AAD, Viability

staining solution)

Biolegend, Fell, DEU

Ampicillin

Roth, Karlsruhe, DEU

BioColl Trenn-Losung

Biochrom GmbH, Berlin, DEU

Coomassie-Blau-Farbung

Bio-Rad, Minchen, DEU

Dimethylsulfoxid (DMSOQO)

Roth, Karlsruhe, DEU

Ethanol 100%

Merck, Darmstadt, DEU

Ethylen_Diamin-Tetraacetat (EDTA)

Sigma, Steinheim, DEU
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FACS-Clean BD, Heidelberg, DEU
FACS-Flow BD, Heidelberg, DEU
FACS-Rinse BD, Heidelberg, DEU

Fotales Kalberserum

Sigma, Steinheim, DEU

Gibco® 1x Dulbecco’s Phosphate
buffered saline (DPBS)

Life Technologies™, Carlsbad CA,
USA

Isopropanol

Merck, Darmstadt, DEU

L-Glutamine (200 nM)

Lonza, Basel, CHE

MEM-NEAA (nicht-essenzielle
Aminosauren) (100x)

Life Technologies™, Carlsbad CA,
USA

Methanol

Merck, Darmstadt, DEU

Natriumacetat

Merck, Darmstadt, DEU

Natriumpyruvat (100 nM)

Sigma, Steinheim, DEU

Penicillin

Sigma, Steinheim, DEU

Rinderserumalbumin (BSA)

Sigma, Steinheim, DEU

Streptomycin

Sigma, Steinheim, DEU

Trypanblau 0.4%

Sigma, Steinheim, DEU

Turk’sche Losung

Sigma, Steinheim, DEU

Tween® 20

Sigma, Steinheim, DEU
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Name

Hersteller

Gibco® Roswell Park Memorial Life Technologies™, Carlsbad CA,
Institute 1640 medium (RPMI 1640) | USA

Medium

Inhaltsstoffe

Einfriermedium

90% FCS (hitzeinaktiviert, 56 °C, 1 h)
10% DMSO

RPMI-Komplettmedium

RPMI 1640 Medium

10% FCS (hitzeinaktiviert, 56 °C, 1 h)
1% Sodium Pyruvate

1% MEM non-essential amino acids
1% P/S

50 uM B-mercaptoethanol

Trypan-Blau Losung

0.1% Trypan-Blue in DPBS

2.1.5 Puffer

Name

Inhaltsstoffe

FACS Puffer

DPBS ohne Ca2+ und Mg2*
pH 7.2

FACS Puffer mit Flebo y

DPBS ohne Ca2+ und Mg2*
50 pyg/ml Flebo y
pH 7.2

MACS Puffer

0.5% BSA
2 mM EDTA
in DPBS
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2.1.6 Kommerzielle Assay-Kits

Name

Hersteller

CD14 MicroBeads, human

Miltenyi Biotec, B. Gladbach, DEU

CellTrace™ Violet Cell Proliferation Kit

Thermo Fischer Scientific,
Schwerte, DEU

Mini-PROTEAN® TGX, Gele 10%

Bio-Rad, Minchen, DEU

QIFIKIT® Agilent Technologies, Santa Clara
CA, USA
2.1.7 Chromatographie-Saulen
Name Hersteller

HiLoad™ 16/600 Superdex™ 200 pg Saule

GE Healthcare Life
Sciences, Chicago, USA

HiTrap™ MabSelect SuRe™ Protein A Saule

GE Healthcare Life
Sciences, Chicago, USA

SUPERDEX™ 200 Increase 10/300 GL Saule

GE Healthcare Life
Sciences, Chicago, USA

2.1.8 Humane Zelllinien

Name | Beschreibung Spezies | Bezugsquelle

HL-60 | Akute myeloische Leukamie Human | DSMZ GmbH,
Braunschweig, DEU

Jurkat | T-Zell-Leukamie Human | DSMZ GmbH,
Braunschweig, DEU

K562 | Chronische myeloische Leukamie | Human | DSMZ GmbH,
in der Blastenkriese Braunschweig, DEU

U937 | Histiozytares Lymphom Human | DSMZ GmbH,
Braunschweig, DEU
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2.1.9.1 Polyklonale konjugierte Antikérper

Bezeichnung Spezifitat | Konjugat | Klon | Hersteller
R-Phycoerythrin lgG, Fcy- PE Ziege | Jackson
AffiniPure F(ab'), Fragment ImmunoResearch,
Fragment Goat Anti- | spezifisch West Grove, USA
Human

2.1.9.2 Monoklonale konjugierte Antikorper

Antigen Isotyp Konjugat | Klon Hersteller

huCD4 Maus Igy2b, « | FITC OKT-4 BioLegend, San Diego
CA, USA

huCD8a Maus Igy1,« | APC/Cy7 | HIT8a BioLegend, San Diego
CA, USA

huCD33 Maus Igy1, x| APC P67.6 BioLegend, San Diego
CA, USA

huCD33 Maus Igy1, k| PE P67.6 BioLegend, San Diego
CA, USA

huCD45RO | Maus Igy2a, « | PE/Cy7 UCHL1 BioLegend, San Diego
CA, USA

huCD62L | Maus Igy1, x| APC DREG-56 | BioLegend, San Diego
CA, USA

huCD69 Maus Igy1, k| PE FN-50 BioLegend, San Diego
CA, USA
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2.1.9.3 Unkonjugierte Antikérper

Antigen Name/Klon Spezies | Format Hersteller
Endoglin x CD3 Kro22 x M18 Human | IgG(ScFv)2, | Hergestellt von
HC-L Dr. Latifa Zekri
Endoglin x CD28 | Kro22 x hu9.3 Human | IgG(ScFv),, | Hergestellt von
LC+L Dr. Timo Manz
B7H3 x CD3 8H8 x M18 Human | IgG(ScFv),, | Hergestellt von
HC-L Dr. Latifa Zekri
B7H3 x CD3 8D9 x M18 Human | IgG(ScFv)2, | Hergestellt von
HC-L Dr. Latifa Zekri
B7H3 x CD3 7C4 x M18 Human | IgG(ScFv)2, | Hergestellt von
HC-L Dr. Latifa Zekri
B7H3 x CD28 8H8 x hu9.3 Human | IgG(ScFv),, | Hergestellt von
LC+L Dr. Latifa Zekri
B7H3 x CD28 8D9 x hu9.3 Human | IgG(ScFv),, | Hergestellt von
LC+L Dr. Latifa Zekri
B7H3 x CD28 7C4 x hu9.3 Human | IgG(ScFv)2, | Hergestellt von
LC+L Dr. Latifa Zekri
MOPC x CD3 MOPC-21 x Human | IgG(ScFv),, | Hergestellt von
M18 HC-L Dr. Latifa Zekri
MOPC x CD28 MOPC-21 x Human | IgG(ScFv)2, | Hergestellt von
hu9.3 LC+L Dr. Latifa Zekri
Endoglin Kro22 Murin lgG2a Hergestellt von
Dr. Timo Manz
B7H3 7C4 Murin lgG1 Hergestellt von

Dr. Latifa Zekri
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2.1.10 Software

Name Hersteller
BD FACS DIVA 6.1.2 BD, Heidelberg, DE
BioRender Biorender, Toronto ON, CA

CellQuest Pro Version 6.1

BD, Heidelberg, DE

FlowJo™ v10.8.1

TreeStar Inc., Ashland, USA

GraphPad Prism Version 9

GraphPad Software Inc., La Jolla, USA

MicroBeta2 Version 1.0

Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts,
USA

MS Office 2010

Microsoft, UnterschleiRheim, Germany

Nanodrop 1000 Version 3.8.1

Thermo Scientific, Waltham, USA

Unicorn 7.0

General Electric Company, Boston,
Massachusetts, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Zellernte

Alle verwendeten Zelllinien wurden in Gewebekulturflaschen, in einer
befeuchteten Atmosphare, bei 37 °C mit 5% CO- inkubiert. Nicht-adharente und
semi-adharente Zellen wurden durch vorsichtiges Klopfen gegen eine flache
Oberflache von der Wand der Flasche abgelost. Die adharenten Zelllinien
wurden ein- bis zweimal mit 10 ml DPBS gespult und anschliefend fur 5 min bei
37 °C mit 2 ml Accutase® inkubiert. Die abgelosten Zellen wurden in 8 ml
frischem vorgewarmtem Medium resuspendiert, um die Accutase® zu
deaktivieren. Ein bestimmter Teil der abgelosten Zellen wurde in einem
angemessenen Volumen von frischem, vorgewarmtem Medium verteilt, je nach
ihrer Konfluenz und Notwendigkeit fur die folgenden Experimente. Alle Schritte
wurden unter sterilen Bedingungen durchgefunhrt.

2.2.1.2 Bestimmung der Vitalitat und Zédhlung der Zellen

Die Zellzahl und -viabilitat wurde durch das Trypan-Blau-Ausschlussverfahren
bestimmt. Mit Hilfe von Trypan-Blau kann dabei zwischen lebenden und toten
Zellen unterschieden werden, da der Farbstoff in Zellen ohne intakte
Zellmembran gelangt und diese somit blau farbt. Dazu wurde eine Losung der
Zellen und 0,1 % Trypan-Blau-Losung (Turkslosung beim Zahlen von PBMCs) im
Verhaltnis von 1:10 hergestellt. 10 yl dieser Losung wurden in eine Neubauer
Zahlkammer uberfuhrt. Zur Berechnung der Zellzahl pro ml wurden die viablen
Zellen in vier der grolen Quadrate der Zahlkammer gezahlt. Die Summe der
lebenden Zellen wurde durch die Gesamtzahl der gezahlten Quadrate geteilt und
dann mit dem Verdlnnungsfaktor 10* multipliziert.
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2.2.1.3 PBMC Isolation

Die Isolation humaner mononuklearer Zellen des peripheren Blutes (PBMCs)
erfolgte durch Dichtegradientenzentrifugation aus heparinisiertem Blut von
gesunden Spendern. Zunachst wurde das Blut 1:1 mit DPBS verdinnt. Danach
wurden 25 ml des verdunnten Blutes vorsichtig uber 14 ml
Lymphozytentrennmedium (Ficoll-Hypaque-L6sung) in einem 50-ml-Rdhrchen
mit konischem Boden Uberfuhrt. Dieses Gemisch wurde bei 560 g fur 30 min bei
Raumtemperatur ungebremst zentrifugiert. Die Zellschicht zwischen Ficoll- und
Serumschicht wurde vorsichtig in ein neues 50-ml-Rohrchen Uberfuhrt. Durch
Zugabe von DPBS wurde das Rohrchen bis zu einem maximalen Volumen von
50 ml aufgeflllt und 10 min bei 300 g zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes, wurde das Zellpellet in 50 ml DPBS resuspendiert und erneut 10
min lang bei 200 g zentrifugiert. Das erhaltene Pellet der isolierten PBMCs wurde
in einem entsprechenden Volumen RPMI-Medium resuspendiert, mit
Turkslésung gezahlt und bis zur weiteren Verwendung bei 37°C und 5% CO>
inkubiert. Alle Schritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt.

2.2.1.4 Depletion von Monozyten aus PBMC

Wenn Monozyten an Plastik wie das der Zellkulturflaschen adharieren, so
exprimieren sie B7H3, eines der Zielantigene der zu untersuchenden
bispezifischen Antikdrperkonstrukte. Nach umfassender Kontrolle durch Dr. Zekri
der AG Jung stellt sich dieser Effekt aber als Artefakt im experimentellen Rahmen
dar, ein sogenannter ,Test Tube Effect®. Um erstens, diesen Effekt zu umgehen,
zweitens die Monozyten in dieser Versuchsanordnung nicht an der Aktivierung
von T-Zellen beteiligt sind und drittens, um die Hintergrundaktivitat in den
funktionellen Assays zu minimieren, haben wir uns dazu entschlossen die
Monozyten aus den PBMCs zu depletieren. Um nun die Monozyten aus den
PBMCs zu entfernen, wurden huCD14-Mikrobeads, wie im Herstellerprotokoll
von Miltenyi Biotec beschrieben, verwendet. Die gewunschte Menge frischer
oder frisch aufgetauter PBMCs wurde abzentrifugiert und anschlieBend im
angegebenen Volumen an MACS-Puffer und huCD14-Beads resuspendiert.
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Dann wurde die Mischung 15 min lang bei 4 °C inkubiert und mit MACS-Puffer
gewaschen. Die so mit den Beads markierten Zellen wurden erneut
resuspendiert und auf eine LD-MACS-Saule geladen, die zuvor in ein Magnetfeld
gestellt und mit der entsprechenden Menge MACS-Puffer gespult wurde.
AnschlieRend wurde die Saule mit dem angegebenen Volumen an MACS-Puffer
gewaschen. Der gesamte Durchfluss wurde gesammelt und gezahlt, da dieser
die unmarkierte Zellfraktion (PBMCs ohne Monozyten) darstellt. Diese PBMCs
wurden in komplettem RPMI-Medium aufgenommen und bis zur weiteren
Verwendung bei 37 °C und 5 % CO- gelagert.

2.2.1.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um Zellen einzufrieren, mussen die Zellen, die zuvor in Suspension gebracht
wurden, 5 min bei 300 g zentrifugiert werden. AnschlieRend wird der Uberstand
verworfen, und das Zellpellet wird in einem geeigneten Volumen Gefriermedium
resuspendiert. Die gewlnschte Zellzahl wird in einem Volumen von 1 ml in ein
Kryoflaschchen uberfuhrt, welches in einen vorgekuhlten (4 °C) Gefrierbehalter
gestellt wird. Vor der Lagerung der Zellen in flissigem Stickstoff wird das Kryo-
Flaschchen im Gefrierbehalter fur mindestens einen Tag bei -80 °C gelagert. Um
kryokonservierte Zellen aufzutauen, werden die Kryoflaschchen mit den
gefrorenen Zellen aus dem FlUssigstickstoff oder dem -80°C-Gefrierschrank
entnommen und langsam mit den Handen aufgetaut. Die Zell-Gefriermedium-
Suspension wird mit vorgewarmtem Zellkulturmedium verdinnt, wobei das
Medium von der jeweiligen Zelllinie abhangt, und bei 300 g fur 5 min
abzentrifugiert. Nach der Zentrifugation wird der Uberstand verworfen.
AnschlieBend wird das Zellpellet im entsprechenden Zellkulturmedium
resuspendiert und in geeignete Kulturbedingungen uberfuhrt. Alle Schritte

erfolgten unter sterilen Bedingungen.
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2.2.1.6 Transfektion von ExpiCHO-S ™ Zellen

Um die Transfektion der ExpiCHO-S™ Zellen durchzufuhren, wurde nach dem
Protokoll (,ExpiCHO™ Expression System®“) des Herstellers Thermo Fischer
Scientific verfahren. Nachdem die ExpiCHO-S™ Zellen aufgetaut wurden,
wurden diese in ExpiCHO Expressionsmedium auf einem Orbitalschuttler mit 125
RPM mit 37 °C, 8 % CO2 und einer befeuchteten Atmosphare kultiviert, bis die
Zellsuspension einen Tag vor der Transfektion eine Dichte zwischen 4 x 108 und
6 x 10° viabler Zellen pro ml betrug. Daraufhin wurden die Zellen auf eine Dichte
von 3 x 108 — 4 x 10% pro ml verdinnt und Uber Nacht weiter kultiviert. Am
folgenden Tag, der Tag der Transfektion, wurden die Zellen mit ExpiCHO
Expressionsmedium auf eine Dichte von 6 x 108 Zellen pro ml eingestellt und je
100 ml dieser Zellsuspension in je einen 500 ml Zellkulturkolben Uberfuhrt.
Danach wurden zu 3,7 ml OptiPRO™ SFM in einem Falcon Réhrchen mit 320 pl
ExpiFectamine™ CHO Reagent vermengt. Zudem wurde in einem weiteren
Roéhrchen mit 4 ml OptiPRO™ SFM, 100 ug der zu transfizierenden DNS
hinzugegen. Das Verhaltnis der DNS von schwerer zu leichter Kette des
Antikorpers betrug 6:4. Danach wurden die Gemische aus beiden Rohrchen
miteinander vermengt und fur 1-5 min inkubiert, bevor sie in den Kolben mit den
Zellen gegeben wurden. Die Zellen wurden fur weitere 18-22 Stunden wieder auf
einem Orbitalschuttler mit 125 RPM mit 37 °C, 8 % CO2 und einer befeuchteten
Atmosphare inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurden 600 ul ExpiCHO™
Enhancer und 24 ml ExpiCHO™ Feed zur Zellsuspension hinzugegeben und die
transfizierten Zellen fur 10 Tage auf einem Orbitalschittler mit 90 RPM in einem
Inkubator mit 32 °C, 5 % CO2 und befeuchteter Atmosphare kultiviert. Alle
Schritte erfolgten unter sterilen Bedingungen.

2.2.1.7 Ernte des ExpiCHO-S ™-Zelliiberstands

Zur lIsolierung der von den ExpiCHO-S™ produzierten Antikorper, wurde die
Zellsuspension bei 6000 RPM fiir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit
Hilfe einer Vakuumpumpe durch einen 0.22 ym Flaschenaufsatzfilter in eine
sterile Flasche filtriert. AnschlieRend wurde der filtrierte Uberstand mit NaN3 im
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Verhaltnis 1:100 versetzt und auf einen pH-Wert von 7-8 eingestellt. Der

Uberstand wurde bis zur Aufreinigung bei 4 °C gelagert.

2.2.2 Antikorperaufreinigung und analytische Methoden

2.2.2.1 Antikoérperaufreinigung
Fir die Aufreinigung der Antikdrper aus dem Uberstand der ExpiCHO-S™ CHO-

Zellen wurde die Akta pure 25 L1 verwendet. Vor Beginn der Proteintrennung
wurde die Akta mit DPBS &quilibriert. Alle Antikérper wurden mit einem Tandem-
Reinigungsprotokoll aufgereinigt. Zunéachst wurde der Uberstand auf die
HiTrapTM MabSelect SuRe™ Protein A Saule mit einer Flussrate von 1 ml/min
mit Hilfe der Affinitatschromatographie beladen. In diesem Schritt binden die
Antikorper mit ihrem Fc-Teil an Protein A. So werden ungebundene, nicht
erwunschte Proteine von den Antikorpern getrennt. Die Elution wurde mit 0,1 M
Glycin-Elutionspuffer (pH 2,5) durchgefuhrt. Das eluierte Protein wurde
anschliel3end auf die HiLoadTM 16/600 Superdex™ 200 pg-Saule geladen. Die
Groldenausschlusschromatographie ermdglicht sowohl die Entsalzung der Probe
als auch die Trennung zwischen Monomeren und Aggregaten, oder Multimeren.
Dieser Schritt wird mit DPBS als Laufpuffer durchgefuhrt. Die eluierten Proteine
wurden anschliel3end fraktioniert, wobei nur Fraktionen, die Monomere enthalten

fur die weitere Analyse weiterverwendet wurden.

2.2.2.2 Messung der Antikérperkonzentration

Nach der Antikorperaufreinigung wurde die Antikorperkonzentration mit dem

Nanodrop™ 1000 in der Einstellung "other Protein E&MW", mit einem
l

molxcm

200,003 kD bestimmt. Die Absorption wurde bei einer Wellenlange von 280 nm

Extinktionskoeffizienten von 333.02

und einem Molekulargewicht von

gemessen. Wenn die Antikorperkonzentration zu niedrig fur die funktionelle
Analyse war (unter 0,1 mg/ml), wurde ein Konzentrationsschritt durchgefuhrt
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(siehe 2.2.2.3). Zum Abschluss der Messung wurden die Antikdrper durch einen

0,22 ym Spritzenfilter sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert.

2.2.2.3 Konzentrierung der Antikorper

Wenn das gemessene Ergebnis der Antikdrperkonzentration (2.2.2.2) unter 0,1
mg/ml lag, wurde der Antikdrper mit Amicon Ultra Zentrifugalfiltern mit einem Cut-
off von 30 kDa aufkonzentriert. Die AntikOrperlosung wurde in die Filter gefullt
und bei 2500 U/min fuar 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen und der Vorgang wurde wiederholt, bis das Volumen im Filter 1-2 ml
betrug. Schliel3lich wurde die Konzentration wie unter 2.2.2.2. beschrieben
erneut gemessen. Abschliellend wurde Antikorperlosung durch einen 0,22 ym
Spritzenfilter sterilfiltriert und bei 4 °C bis zur Verwendung gelagert.

2.2.2.4 Analytische GroBenausschlusschromatographie

Um sicherzustellen, dass die produzierten Antikorper die richtige Grof3e haben
und die Losung frei von unerwinschten Komponenten und Aggregaten ist, wurde
eine  analytische  GroRenausschlusschromatographie  (size  exclusion
chromatography, SEC) durchgefuhrt. Hierfir wurde das DIONEX UltiMate 3000
Bio-RSLC-System mit einer SUPERDEX™ 200 Increase 10/300 GL Saule
verwendet, um die Proteine nach Grolde zu trennen. Hierfur werden Proben von
7,5 pg der Antikorper in 75 yl DPBS verdinnt. Dann wurden 50 ul dieser
Verdinnung auf die Saule des Gerates bei einer Flussrate von 0,05 ml/min und
einem Druck von 2 bar gegeben. Der Detektion der Proteine erfolgte durch die

Absorption bei einer Wellenlange von 280 nm.

2.2.2.5 SDS-Page

Eine weitere Methode, um festzustellen, ob unerwunschte Fragmente oder
Konjugate wahrend der Synthese des Antikorpers entstanden sind, ist eine
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (sodium dodecyl sulfate—
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polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE), die unter reduzierenden und
nicht-reduzierenden Bedingungen durchgefuhrt wird. Die zu untersuchenden
Proben wurden in SDS-Ladepuffer (2x) gegeben und 5 min lang bei 95 °C
gekocht, um die Proteine zu denaturieren. Die Proben in reduzierenden
Bedingungen enthielten zusatzlich [-Mercaptoethanol (1:20), um die
Disulfidbindungen zu reduzieren, was zur Dissoziation der leichten und schweren
Ketten der Antikorper fuhrt. Die elektrophoretische Trennung wurde durchgefuhrt
in 10% Mini-PROTEAN TGX Precast Gelen, in einer Mini-PROTEAN TetraCell
bei 120 V fur 1,5 h. Die Farbung der Proteinbanden erfolgte durch Zugabe von
Coomassie Brilliant Blue Losung. Nach Entfarbung des Gels mit Entfarbelosung
und H20 wurden die Gele mit einem Scanner digitalisiert.

2.2.2.6 FACS-Bindungsassay

Um die Fahigkeit der Antikorper zur Bindung an ihr jeweiliges Antigen auf der
Zelloberflache zu untersuchen, wurde ein Bindungsassay basierend auf der
fluoreszenzaktivierten Zellsortierung (fluorescence-activated cell sorting, FACS)
durchgefuhrt. Pro Messung wurden 100.000-200.000 der Zellen (U937, Jurkat,
HL-60 und K562) wie unter 2.2.1.1. beschrieben geerntet, gezahlt und
anschliefend in FACS-Puffer in eine 96-Well-Platte ausgelegt. Danach wurden
die Zellen 3 min, bei 1700 RPM in der Platte zentrifugiert, der FACS-Puffer wurde
verworfen. Die Inkubation der Primarantikdrpern (die bispezifischen
Antikorperkonstrukte) erfolgte in 50 pl Volumen, bei 4 °C fur 45 Minuten im
Dunkeln. Nach der Primarantikorperinkubation wurden die Zellen dreimal mit 200
pl FACS-Puffer gewaschen. Danach wurden die Zellen mit dem sekundaren, Fcy-
spezifischen, PE-markierten Ziegen-Anti-Human-IgG in 50 pl, bei 4 °C fur 30 min
im Dunkeln inkubiert. Anschlie®Bend wurde der uUberschussige sekundare
Antikorper durch zweimaliges Waschen mit FACS-Puffer entfernt, danach
wurden die Zellen in 150 yl FACS-Puffer resuspendiert. Anschlie3end wurde die
Antikorperbindung im BD FACSCalibur Durchflusszytometer gemessen. Die
mittlere Fluoreszenzintensitat (mean fluorescence intensity, MFI) dient als

Maleinheit fur den an die Zellen gebundenen Antikorper. Durch die Analyse der
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Bindungskurve in GraphPad Prism Version 9 wurde der ECso der verschiedenen

Antikorper bestimmt.

2.2.2.7 Quantitative Bestimmung der Oberflachenantigene

Um die Antigenexpression von B7H3 und Endoglin auf der Oberflache der
untersuchten Zellen zu bestimmen, wurde das QIFIKIT®, eine quantitative
Analyse der Antigene durch indirekte Immunfluoreszenzfarbung in der
Durchflusszytometrie, durchgefuhrt. U937, K562 und HL-60 (200.000
Zellen/Well) wurden mit einem primaren, monoklonalen Maus-Antikorper,
spezifisch fur B7H3 oder Endoglin, in Sattigung (20 pg Antikorper/ml) gefarbt.
Unter diesen Umstanden bindet der primare, monoklonale Maus-Antikorper
monovalent an das Antigen auf der Zelloberflache. Somit stimmt die Anzahl der
gebundenen Antikdrpermolekile mit der Anzahl der gebundenen Antigene auf
der Zelloberflache Uberein. Anschlielfend wurden die Zellen unter gesattigten
Bedingungen gleichzeitig mit den QIFIKIT®-Beads, die ebenfalls monoklonale
Maus-Antikorper tragen, mit einem sekundaren polyklonalen, FITC-markierten
Ziege-Anti-Maus Immunoglobulin gefarbt.

Die Kalibrierungskurve, mit der die Anzahl der auf der Zelloberflache exprimierten
Molekule bestimmt wird, wurde nach der FACS-Analyse mit FACSCalibur, durch
das Auftragen der mittleren Fluoreszenzintensitat der verschiedenen Bead-
Populationen gegen die Anzahl der auf den Beads sitzenden monoklonalen
Antikorper erstellt. Nach der FACS-Analyse der Tumorzellen wurde dann die
Anzahl der auf den zu untersuchenden Zellen exprimierten Molekule durch
Interpolation und Analyse in FlowJo Version 10 ermittelt.

2.2.3 Funktionelle immunbiologische Assays

2.2.3.1 Thymidin-Inkorporations-Assay

Zur Untersuchung der Zellproliferation von T-Zellen, die durch die bispezifischen
Antikorperkonstrukte auf Tumorzellen aktiviert wurden, wurde das Thymidin-
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Inkorporations-Assay gewahlt. Diese Methode verwendet radioaktives Thymidin,
das wahrend der DNS-Synthese bei der Zellteilung der T-Zellen in die DNS
eingebaut wird. Die Menge des eingebauten Thymidins ist direkt proportional zur
Proliferation von T-Zellen. PBMCs wurden isoliert und gezahlt, wie unter 2.2.1.3
beschrieben. Danach wurden die Monozyten wie unter 2.2.1.4. beschrieben aus
den PBMCs depletiert. Wie bereits beschrieben, exprimieren Monozyten B7HS3,
wenn sie an Kunststoff adharieren und somit einen unerwinschten Hintergrund
bilden. Die Tumorzellen wurden durch y-Strahlung fir 30 min inaktiviert, was
einer Strahlendosis von etwa 120 Gy entspricht. Die Strahlung stammte aus einer
137Casium-Quelle, die die DNS der Tumorzellen schadigt und eine weitere
Proliferation der Zellen verhindert. Die Hemmung der Tumorzellproliferation ist
notwendig, um die Antikdrper-vermittelte T-Zellproliferation zu bestimmen, ohne
die storende Proliferation der Zielzellen (Tumorzellen) zu ermitteln. PBMCs ohne
Monozyten und inaktivierte Tumorzellen wurden in einem Verhaltnis von Effektor-
zu Zielzellen von 4:1 verwendet (200.000 PBMCs ohne Monozyten und 50.000
U937/HL-60/K562), falls nicht anders beschrieben. Schliel3lich wurden die
Antikorper in ihrer jeweiligen Konzentration zu der Zellsuspension zugegeben.
Alle Tests wurden in einem Volumen von 200 uyl (RPMI Komplett-Medium) mit
drei Proben pro Konzentrationspunkt durchgefuhrt. Nach einer Inkubationszeit
von 48 h wurde jeder Probe 0,5 uCi 3[H]-Thymidin zugesetzt und flr weitere 17-
18 Stunden inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen mit einem Cell Harvester
auf eine Filtermatte Ubertragen. Nachdem die Filtermatten eine Stunde lang bei
50 °C getrocknet wurden, wurde das inkorporierte Thymidin in der DNS der Zellen
mit dem MicroBeta2 Mikroplatten-Szintillationszahler, nach Zugabe des
Szintillationscocktails Ultima Gold quantifiziert. Die Menge der Radioaktivitat

wurde als Zahlimpulse pro Minute (counts per minute) gemessen.

2.2.3.2 CellTrace ™ Violet Farbung

Die CellTrace™ Violet (CTV) Farbung erlaubt es, die Proliferation von Zellen zu
messen. Zellen werden zunachst mit einem stabilen Farbstoff gefarbt. Bei der
Proliferation dieser Zellen verdunnt sich dieser Farbstoff Uber die
Tochtergenerationen, was sich mittels FACS Analyse ermitteln Iasst. Zudem lasst
sich die markierte Zellpopulation exakt von den nichtmarkierten Zielzellen
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abgrenzen, was bei den in den folgenden Absatzen beschreibenden Assays

unbedingt von Noéten ist.

Fur die Farbung wurden PBMCs aus denen die Monozyten depletiert wurden, auf
eine Zellzahl von 4x10° Zellen/ml in DPBS eingestellt. Von dieser Zellsuspension
wurden maximal 5 ml in jeweils ein 50 ml Falcon-Roéhrchen gegeben. Die
Rohrchen wurden zum Lichtschutz mit Aluminiumfolie umhullt. Zu je einem ml
der Zellsuspension im Rohrchen wurden 0,6 pl einer 5 mM CTV-L6sung in DMSO
hinzugegeben und sofort invertiert. Das Rohrchen wurde flr 3 min in einem 37
°C warmen Wasserbad inkubiert und jede Minute invertiert. Um die CTV-
Reaktion zu stoppen, wurde das Rohrchen mit eiskaltem RPMI-Komplettmedium
auf das zehnfache Volumen aufgeflllt. Danach erfolgte eine weitere funfminutige
Inkubation auf Eis. Danach wurden die Zellen bei 1500 RPM und 4 °C
zentrifugiert, wonach der Uberstand abgenommen wurde. Dieser Waschschritt
wurde zwei weitere Male wiederholt, indem mit eiskaltem RPMI-Medium das
Volumen auf 50 ml aufgeflllt, zentrifugiert und der Uberstand dekantiert wurde.
SchlielBlich wurden die Zellen in einem adaquaten Volumen resuspendiert,
gezahlt und auf die gewulnschte Dichte eingestellt. Damit waren die Zellen
prapariert, um sie in den folgenden FACS basierten Assays einzusetzen.

2.2.3.3 FACS-Kill-Assay

Eine Methode, mit der die T-Zell-Aktivierung und Zielzelllyse durch Antikorper
uberpruft werden kann, ist das FACS-Depletions-Assay. Die Messung erfolgt
dabei mittels FACS. Dies ist moglich, da die Effektorzellen durch die Antikorper
aktiviert werden und infolgedessen spezifische Aktivierungsmarker, wie CD69,

exprimieren.

Zunachst wurde die gewunschte Anzahl von PBMCs monozytendepletiert und
danach mit CellTrace™ Violet markiert. Die markierten PBMCs ohne Monozyten
wurden in RPMI-Komplettmedium aufgenommen und in eine 96-Well-Platte mit
flachem Boden Uubertragen. Dann wurden die zu untersuchenden
Antikorperkonstrukte, die in RPMI-Komplettmedium verdunnt wurden, in
verschiedenen Konzentrationen hinzugegeben. Unterschiedliche Zielzellen

wurden im Versuchsansatz hinzugefugt, um eine Antikdrper-vermittelte
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Zytotoxizitat der Effektorzellen zu testen. Das Endvolumen mit Ziel-,
Effektorzellen und Antikorpern betrug 200 ul pro Well. Die Platten wurden 72 h
lang bei 37 °C, 5 % COZ2 und befeuchteter Atmosphare kultiviert. Nach der
Inkubationszeit wurden die Zellen resuspendiert und in eine 96-Well-Platte mit
rundem Boden Ubertragen. Danach wurden die Platten fur 3 min bei 1700 RPM
zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet wurde erneut in 200
ul FACS-Puffer mit Flebo y gelost und fur mindestens 10 min bei 4°C im Dunkeln
inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit wurde ein Antikorpermix fur die Farbung
der Zellen hergestellt. In diesem Mix wurden konjugierte Antikorper, die an einem
fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt sind und an ein bestimmtes
Oberflachenmolekuls binden, miteinander kombiniert und in FACS-Puffer mit
Flebo y suspendiert. Zur optimalen Bestimmung der jeweiligen Zellpopulation
wurden zusatzlich 100 pl an Kontrollen fur jeden zur Farbung eingesetzten
Antikorper erstellt. Diese sogenannten FMOs (Fluorescence Minus One
Controls) enthielten alle Antikorper bis auf jeweils einen. In der Messung dieser
Proben, erschienen die Zellpopulation ungefarbt, fur die der jeweilige Antikorper
fehlte. Dadurch konnte ausgeschlossen werden, dass andere Zellen mit dieser
Population im Dot-Plot Uberlappten.

Nach Inkubation mit FACS-Puffer und Flebo y, wurden die Platten erneut
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dann wurden 50 ul der
Farbemischung oder FMOs zu den Zellen hinzugegeben. Die Platte wurde dann
eine Stunde lang bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die gefarbten
Zellen zweimal mit 150 yl FACS-Puffer mit Flebo y gewaschen. Dann wurden 200
pl eines Mixes aus FACS Puffer mit Flebo y, 7AAD im Verhaltnis 1:100 und
Eichpartikeln (2 Tropfen pro ml) hinzugegeben. Diese Eichpartikel gewahrleisten,
dass in jeder Probe ein vergleichbares Volumen gemessen wird und somit die
Proben und insbesondere die Zellzahlen verglichen werden kann. Die Messung
wurde auf einem BD FACS CantoTM Il Durchflusszytometer durchgefuhrt.
Dieses wurde mit der Software BD FACS DIVA Version 6.1.2 betrieben. Die
Auswertung erfolgte mit der Software FlowJow Version 10.8.1 und die
Graphische Darstellung mit GraphPad Prism 9.
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2.2.3.4 Langzeitaktivierungsassay

Zur Untersuchung der Auswirkungen unserer Antikorper auf die Bildung von T-
Gedachtniszellen, wurde ein Langzeitaktivierungsassay auf der Grundlage des
FACS-KIill-Assay (in 2.2.3.3 beschrieben) durchgefuhrt. Zunachst wurden Ziel-
und Effektorzellen (PBMCs mit CellTrace™ Violet markiert, siehe 2.2.3.2) mit
Antikorpern und ihren jeweiligen Kontrollen zusammengebracht und wie zuvor
beschrieben inkubiert. Nach 72 h wurden die Zellen in eine 96-Well-Platte mit U-
Boden uUberfuhrt und bei 1700 RPMI fur 3 min zentrifugiert, danach wurde das
Medium verworfen. Nach dem Resuspendieren der verbleibenden Zellen in 50 pl
RPMI Komplettmedium, wurden diese in eine neue 96-Well-Platte mit flachem
Boden Uberfuhrt. Anschlieliend wurden die verbliebenden Zellen, erneut mit
Zielzellen und Antikorper konfrontiert. Nach einer weiteren Inkubationszeit von
72 h, wurde das Experiment wie unter 2.2.3.3. beschrieben gefarbt und mit dem
Durchflusszytometer FACS CantoTM Il analysiert.

2.2.4 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte durch das Programm GraphPad
Prism Version 9. Der statistische Test, welcher der Analyse zugrunde liegt, ist
unter den jeweiligen Abbildungen angegeben. Ein p-Wert < 0.05 wird als
statistisch signifikant angesehen. In den jeweiligen Abbildungen geben

Sternchen folgende P-Werte an:

* p-Wert = 0,01-0,05

* ok p-Wert = 0,001-0,009
ook p-Wert = 0,0009-0,0001
ok ok ok p-Wert < 0,0001

45



Ergebnisse

3 Ergebnisse

Zum besseren Verstandnis der in dieser Arbeit verwendeten Antikorper, werden

diese im Folgenden naher beschrieben.

3.1 Beschreibung der Antikorperkonstrukte

3.1.1 Bispezifische Antikorper mit CD3-Spezifitat

In diesem Projekt wurden vier verschiedene bispezifische Antikorper, die gegen
B7H3 oder Endoglin und CD3/TCR gerichtet sind, verwendet. Es handelt sich
dabei um so genannte , T cell enganging® bispezifische Antikorper. Sie bringen
die T-Zellen in die Nahe der Tumorzellen, was zur Proliferation der T-Zellen,
Sekretion von Zytokinen, Rekrutierung weiterer Effektorzellen und die Induktion
von Apoptose der Tumorzellen fuhrt. Diese T-Zellrekrutierenden Antikorper mit
CD3-Spezifitat werden im Folgenden auch als BiRec, kurz fiur ,Bispecific
Receptor Stimulators®, bezeichnet. Alle bispezifischen CD3-Antikorper sind im
IgG-ScFv-Format konstruiert (siehe Abbildung 6). Die Spezifitat fur B7H3
befindet sich auf dem IgG-Moleku, wahrend der anti CD3-Teil auf der single chain
lokalisiert ist, welche an die schwere Kette des IgG gekoppelt ist. Der CD3-Teil
aller hier benutzten BiRecs basiert auf einem UCHT1 Derivat, von dem bekannt
ist, dass es eine geringere Affitinitat zu CD3/TCR hat als der parenterale UCHT1
Antikorper (Zekri, Daten nicht publiziert). Weiterhin unterscheiden sich die drei
B7H3 x CD3 bsAb in ihrem Epitop, dass sie auf dem B7H3-Molekul binden. Die
Klone 8H8 und 8D9 binden in der Peripherie des Moleklls, wahrend 7C4 in der
Nahe der Zellmembran bindet (siehe Abbildung 5).
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8H8
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Abbildung 5: Epitopkartierung der anti-B7H3 monoklonalen Antikdrper auf dem B7H3-Molekul.
Die Klone 8H8 und 8D9 binden in der Peripherie des B7H3-Molekils, wahrend der Klon 7C4 in
der Nahe der Zellmembran bindet (Zekri, Daten nicht publiziert, Modifizierte Abbildung nach
Vigdorovich et al., 2013)

3.1.2 Bispezifische CD28-Antikorper

Neben den BiRecs wurden fur den kombinatorischen Ansatz vier weitere
verschiedene bsAb verwendet, die gegen B7H3 oder Endoglin als Zielantigene
und CD28 als kostimulatorisches Effektorantigen auf der T-Zelle gerichtet sind.
Im Folgenden werden diese Antikorper BiCos, kurz fur ,Bispecific Costimulators®,
genannt. Wie in der Einleitung beschrieben, imitieren BiCos das zweite Signal
bei der T-Zellaktivierung, indem sie an ein kostimulatorisches Molekdl, in diesem
Fall CD28, binden. Die hier verwendeten AntikOrper binden jeweils an die
gleichen Epitope auf dem B7H3 bzw. Endoglin-Molekull wie die BiRecs, jedoch
sind sie in einem leicht abgeanderten Format aufgebaut. Die single chain mit dem
variablen Fragment, welches spezifisch fur CD28 ist, wird an die leichte Kette des
IgGs mit einem Peptid-Linker gekoppelt (Abbildung 6). Der Linker setzt sich aus
der Wiederholung der Aminosauren Glycin (3-mal) und einem darauffolgenden

Serin zusammen, sodass der Linker insgesamt aus 12 Aminosauren besteht.
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BiRecs
1. 7C4-M18 Il. 8D9-M18 I1l. 8H8-M18 IV. Kro22-M18
B7H3 x CD3 B7H3 x CD3 B7H3 x CD3 B7H3 x CD3
IgG (ScFv), HC-L IgG (ScFv), HC-L IgG (ScFv), HC-L IgG (ScFv), HC-L
BiCos
V.7C4-9.3 VI. 8D9-9.3 VII. 8H8-9.3 VIII. Kro22-9.3
B7H3 x CD28 B7H3 x CD28 B7H3 x CD28 B7H3 x CD28
IgG (ScFv), LC+L IgG (ScFv), LC+L IgG (ScFv), LC+L 1gG (ScFv), LC+L

B7H3 - Klon 7C4
I B7H3-Klon 8D9
I B7/H3-Klon 8H8
Endoglin - Klon Kro22
I CD3 - UCHTT1 Derivat
Il CD28-Klon9.3

Abbildung 6: Ubersicht (iber die verschiedenen bispezifischen Antikérper, die in diesem Projekt
verwendet wurden. Abbildung erstellt mit BioRender.com
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3.2 Biochemische Charakterisierung der

Antikorperkonstrukte

Die biochemische Charakterisierung aller bispezifischen Antikérper erfolgte
mittels SDS-PAGE und analytischer Grof3enausschlusschromatographie. Mit
diesen Methoden wurde untersucht, ob sie die erwartete Grolke aufweisen und

keine Aggregate bilden.
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Abbildung 7: SDS-Page der bispezifischen Antikdrperkonstrukte unter reduzierenden
Bedingungen (R) und nicht-reduzierenden Bedingungen.

Alle Konstrukte migrieren entsprechend ihrem erwarteten berechneten
Molekulargewicht (Abbildung 7). Daraus lasst sich schliel3en, dass sich keine
Fragmente oder Aggregate gebildet haben, die die Funktionalitat der Molekule
beeintrachtigen konnten. Die Reinheit der Antikorper wird durch die Daten aus
der analytischen GrdRenausschlusschromatographie validiert (siehe Abbildung
8).
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Abbildung 8: Analytische Grolkenausschlusschromatographie der Antikorperkonstrukte, um die

® Molekulares Gewicht Standard
— 220 nm

Integritat des Molekiils unter nativen Bedingungen zu Uberprufen.
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3.3 Funktionelle Charakterisierung der

Antikorperkonstruke

3.3.1 Quantifizierung der Antigene auf den Zielzelllinien

Um die funktionelle Charakterisierung der Antikorperkonstrukte durchzufuhren,
ist es von entscheidender Bedeutung geeignete Zielzellen zu identifizieren, die
die gesuchten tumorassoziierten Antigene exprimieren; in diesem Falle B7H3
und Endolglin. Zunachst begann die Recherche zu Zielzelllinien mit dem ,human
protein atlas® (https://www.proteinatlas.org/). Durch die Suchfunktion des ,cell

atlas® wurden drei Zielzelllinien bestimmt:

Tabelle 1: Ubersicht der Zielzellen, die in dieser Doktorarbeit genutzt wurden.

Zelllinie Abstammung B7H3 Endoglin
Expression | Expression
uo37 Histiozytares + +
(ATCC® No. CRL-1593.2™) | Lymphom
HL-60 Akute myeloische - +
(ATCC® No. CCL-240™) Leukamie
K562 Chronische + -
(ATCC® No. CCL-243™) myeloische
Leukamie in
Blastenkriese

Laut der Literatur und wie in der Tabelle 1 zusammengefasst, exprimieren U937
sowohl B7H3, als auch Endoglin, wahrend HL-60 nur fuir Endoglin positiv sind
und K562 nur B7H3 exprimieren (Mathias et al., 2015; Proteinatlas.org, 2021b,
2021a).

Um nun die Literatur zu validieren und die exakte Anzahl der auf der Oberflache
der Zielzellen exprimierten Zielantigene B7H3 und Endoglin zu bestimmen,
wurde eine indirekte Immunfluoreszenzfarbung in der Durchflusszytometrie unter
Verwendung von des QIFIKIT®s durchgefluhrt.
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Abbildung 9: QIFIKIT®-Analyse der Antigenexpression auf den Zielzelllinien. A. Quantitative
Bestimmung der B7H3-Expression auf der Zelloberflache von U937, HL-60 und K562 Zellen. B.
Quantitative Bestimmung der Endoglin-Expression auf der Zelloberflache von U937, HL-60
und K526. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwei experimentellen Duplikaten.

U937 (ATCC® CRL-1593.2™) ist eine lymphoide, myeloische Zelllinie, die aus
dem Pleuraerguss eines Patienten mit histiozytarem Lymphom (Sundstrom and
Nilsson, 1976) gewonnen wurde. Diese Zelllinie wurde als Zielzelllinie fur die
folgenden funktionellen Assays ausgewahlt, da U937 sowohl B7H3 als auch
Endoglin in vergleichbarer Menge exprimiert (etwa 10.000 Molekule pro Antigen,
siehe Abbildung 9). HL-60 (ATCC® No. CCL-240™) ist eine Zelllinie, die aus dem
peripheren Blut einer 35-jahrigen Frau mit akuter myeloischer Leukamie (AML
FAB M2) generiert wurde (Collins, Gallo and Gallagher, 1977). Da HL-60 auch in
diesem Experiment keine Expression von B7H3 gezeigt hat, aber jedoch flr
Endoglin (ca. 12500 Molekule auf der Zelloberflache, siehe Abbildung 9), wurde
HL-60 ausgewahlt um als Kontrolle in der funktionellen Charakterisierung fur das
Szenario 4 (zwei Antigene auf jeweils zwei verschiedenen Zielzellen, siehe
Abbildung 4) zu fungieren. Dies gilt auch fur K562, eine Zelllinie die aus dem
Pleuraerguss einer 53-jahrigen Frau mit chronischer myeloischer Leukamie
(CML) in Blastenkrise hergestellt wurde (Lozzio and Lozzio, 1975). Wie in
Abbildung 9 dargestellt, exprimiert K562 eine mit U937 vergleichbare Anzahl von
B7H3 auf der Zelloberflache (ca. 10.000 Molekule, siehe Abbildung 9) und ist
damit eine geeignete Kontrollzelllinie fur die funktionelle Charakterisierung der
bispezifischen  Antikorperkonstrukte. Zusammenfassend validieren die
Ergebnisse der QIFIKIT®-Analyse die in der Literatur beschriebenen

Expressionsmuster.
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3.3.2 FACS-Bindungsassay

Die FACS-basierten Bindungsassays wurden durchgefuhrt, um die Fahigkeit der
Antikorperkonstrukte zu untersuchen, an ihre jeweiligen Antigene auf der
Zelloberflache der Ziel- und Effektorzellen zu binden: B7H3 und Endoglin als
Tumorantigene und CD3 und CD28 als Aktivierungsmolekule. Zusatzlich wurde
durch die Analyse der Bindungskurven der verschiedenen Antikérper der ECso-
Wert mit Hilfe von GraphPad Prism Version 9 bestimmt.

3.3.2.1 B7H3 Bindung

Wie bereits in der Einleitung der Ergebnisse beschrieben, binden die
verschiedenen Klone der B7H3 bispezifischen Antikorper an verschiedene
Epitope innerhalb des B7H3-Molekuls. Der Klon 8H8, als auch der Klon 8D9
binden in der Peripherie, wahrend 7C4 ein Epitop besetzt das nahe an der
Zellmembran liegt (siehe Abbildung 5). In der Bindungskinetik zeigt 7C4 eine
langsame Assoziations- und Dissoziationszeit. 8H8 und 8D9 hingegen zeigen
eine Bindungskinetik mit schneller Assoziation. Zudem zeigt 8H8 eine langsame
Dissotiationszeit, wahrend 8D9 schneller von seiner Bindungsstelle dissoziiert
(Zekri, Daten nicht publiziert). AuRerdem unterscheiden sich die BiRecs in ihrem
Format von den BiCos. Wie in Abbildung 6 aufgefuhrt, sind die CD3-spezifischen
BiRecs im sogenannten HC-L gebaut, wahrend die CD28-spezifischen BiCos im
LC+L Format vorliegen. Dies sollte jedoch nicht die Bindungsfahigkeit der
Antikorper zum Zielantigen B7H3 beeinflussen. Der Klon MOPC wird als nicht-
reaktive Isotypkontrolle hinzugezogen. Eine durchflusszytometrische Analyse
der B7H3-Bindungsaffinitat wurde an den Zielzellen U937, HL-60 und K562
durchgefuhrt (siehe Abbildung 10). Diese Zelllinien wurden entsprechend ihrem

B7H3-Expressionsniveau ausgewahlt (siehe Abbildung 9).
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%0 - 7C4-M18
. . ‘o 7C4-9.3
E '.'....,.......--... .... - 8D9_M18
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Z - 8D9-9.3
£ - 8H8-M18
= 10 o 8H8-9.3
= -»- MOPC-M18
0 -o- MOPC-9.3
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000
Konzentration (nM)
B.
ECso [nM] U937 HL-60 K562
7C4-M18 33,31 N.k. 412
7C4-9.3 17,94 N.k. 9,16
8D9-M18 0,36 N.k. 0,63
8D9-9.3 0,32 N.k. 1,15
8H8-M18 0,15 N.k. 0,1
8H8-9.3 0,12 N.k. 0,08
MOPC-M18 N.k. N.k. N.k.
MOPC-9.3 N.k. N.k. N.k.

Abbildung 10: FACS-Bindungsassay zur Bestimmung der ECso fur alle B7H3-spezifischen
Konstrukte auf verschiedenen
Antikérperbindungskurven mit verschiedenen Zelllinien, die unterschiedliche Mengen von B7H3
exprimieren. B. ECso in nM der B7H3-spezifischen bispezifischen Antikdrper. Die gezeigten
Ergebnisse entstammen einem exemplarischen Experiment.
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Die FACS-Analyse der Titrationskurve zeigt den niedrigsten ECso-Wert fur die
B7H3-Bindung beim 8H8-CD28-Konstrukt an (0,08 nM auf K562, siehe
Abbildung 10). Ein ahnlicher ECso-Wert kann ebenfalls auf den U937 Zellen
gemessen werden. Obwohl der Unterschied in den ECso-Werten zwischen dem
8H8-BiCo und 8H8-BiRec sehr klein ist, ist zu beobachten, dass der BiRec stets
einen hoheren ECso-Wert aufweist. Die 8D9-Konstrukte zeigen eine ahnliche
Affinitat far B7H3 in ihren ECso-Werten. Betrachtet man aber die Titrationskurven
in Abbildung 10, aus denen die ECso-Werte hervorgehen, so besteht hier aber
kein nennenswerter Unterschied in der Affinitat bei den CD3- und CD28
Konstrukten mit dem Klon 8D9. Die Konstrukte mit dem Klon 7C4 zeigen eine
deutlich niedrigere Affinitat zu B7H3 mit einem ECso-HOchstwert von 7C4-M18
auf U937 von 33,31 nM (siehe Abbildung 10). Interessanter Weise zeigt das
gleiche Konstrukt auf den K562 Zellen eine deutlich hohere Affinitat zu B7H3 mit
einem ECso-Wert von 4,12 nM. Die Nulllinie, die sich bei der Titration auf den HL-
60 Zellen zeigt, korreliert mit der fehlenden B7H3-Expression (siehe Abbildung
9). Der hier anscheinende Anstieg in den hohen Konzentrationen ist als

unspezifisch zu werten.

3.3.2.2 Endoglin Bindung

Die Endoglin BiCos und BiRecs basieren auf demselben IgG-Molekul, dem Klon
Kro22. Wie bereits erklart, befinden sich die BiRecs im HL-L Format und wahrend
die BiCos im LC+L Format konstruiert sind, was jedoch die Affinitat zu Endoglin
nicht beeinflussen sollte. Der Klon MOPC wird als nicht-reaktive Isotypkontrolle
hinzugezogen. Die Titration wurde auf U937, HL-60 und K562 Zellen
durchgefuhrt, da sie Endoglin in unterschiedlichen Mengen exprimieren (siehe
Abbildung 9).

Die ECso-Werte der Kro22-Konstrukte unterscheiden sich gering zwischen den
Zielzellen U937 und HL-60, was sich auf die ahnliche Expression von Endoglin
zuruckfuhren lasst (siehe Abbildung 9). Wie bereits bei der B7H3-Bindung
beobachtet (3.2.2.1), zeigen die BiCos im LC+L Format leicht niedrigere ECso-
Werte im Vergleich zu den BiRecs im HC-L Format. Die Nulllinie, die sich bei der
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Titration auf den K562 Zellen zeigt, korreliert mit der fehlenden Endoglin-

Expression der Zelllinie (siehe Abbildung 9).

A. U937 HL-60
500 400 -
£ 400 =
g 400 .’-.'_‘............' g
2 2
s s
L i
= =

0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000 0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000
Konzentration (nM) Konzentration (nM)
K562
100+ - Kro22-M18
T g0 -o- Kro22-9.3
% - MOPC-M18
£ -e- MOPC-9.3
g 40 -
i
= 201
= = = - = = = = — .
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000
Konzentration (nM)
B.
ECso [nM] U937 HL-60 K562
Kro22-M18 0,14 0,23 N.k.
Kro22-9.3 0,08 0,2 N.k.
MOPC-M18 N.k. N.k. N.k.
MOPC-9.3 N.k. N.k. N.k.

Abbildung 11: FACS-Bindungsassay zur Bestimmung der ECso fUr alle Endoglin-spezifischen
Konstrukte auf verschiedenen Zielzelllinien mit verschiedener Endoglin-Expression. A.
Antikérperbindungskurven mit verschiedenen Zelllinien, die unterschiedliche Mengen von
Endoglin exprimieren. B. ECso in nM der Endoglin-spezifischen bispezifischen Antikdrper. Die
gezeigten Ergebnisse entstammen einem exemplarischen Experiment.
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3.3.2.3 CD3-Bindung

A. CD3-Bindung B.
2007 @ 7C4-M18

T © 8D9-M18 ECso [nM]
g 150 - . SHEM1S 7C4-M18 180,5
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Abbildung 12: FACS-Bindungsassay zur Bestimmung der ECso fur alle CD3-spezifischen
Konstrukte auf Jurkat-Zellen. A. Antikdrperbindungskurven aller BiRecs auf Jurkat-Zellen. B. ECso
in nM der BiRecs. Die gezeigten Ergebnisse entstammen einem exemplarischen Experiment.

Die Antikorpertitration wurde auf Jurkat Zellen durchgefuhrt. Jurkat-Zellen sind
eine immortalisierte Zelllinie menschlicher T-Lymphozyten, die ursprunglich aus
dem peripheren Blut eines 14-jahrigen Jungen mit akuter lymphoblastischer
Leukamie stammt (Schneider, Schwenk and Bornkamm, 1977). Als T-Zelllinie
exprimieren sie typische T-Zellmarker, sowie CD3 und CD28 und eignen sich
somit zur Untersuchung der CD3 und CD28 Affinitat der hier genutzten

Antikorperkonstrukte.

Wie bereits in 3.1.1 und Abbildung 6 beschrieben, besitzen alle BiRecs das
gleiche IgG-ScFv-Format, sowie die gleiche anti-CD3 single chain die von einem
UCHT1 Derivat stammt. Somit ist keine auffallende Diskrepanz in der CD3-
Affinitat der Antikorperkonstrukte zu erwarten. Dies wird auch durch die
durchflusszytometrische Analyse der CD3-Bindungsaffinitaten auf der Jurkat
Zelllinie bestatigt (Abbildung 12). Auf Grund der geringen Affinitat des UCHT1
Derivats zu CD3 im Vergleich zum parenteralen UCHT1 Antikorper (Zekri, Daten
unveroffentlicht), wird kein Plateau in den Bindungskurven erreicht. Der hier

berechnete ECso-Wert ist numerisch nicht korrekt, sondern ist als ein fiktiver Wert
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anzusehen, der aussagt, dass die Bindungsaffinitaten der hier titrierten BiRecs

zu CD3 sehr gering sind.

3.3.2.4 CD28-Bindung

>

CD28-Bindung B.
2007 @ 7C4-9.3
§ 150 © 8D993 e M
2 = SHESs 7C493 | 255
£ 400- Kro-9.3
s ' e 8D9-9.3 22
= - MOPC-9.3
S 50 8H8-9.3 | 21
Kro22-9.3 31
0
0001 001 01 1 10 100 1000 MOPC-9.3 | 35
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Abbildung 13: FACS-Bindungsassay zur Bestimmung der ECso flr alle CD28-spezifischen
Konstrukte auf Jurkat-Zellen. A. Antikérperbindungskurven aller BiCos auf Jurkat-Zellen. B. ECso
in nM der CD28-spezifischen bispezifischen Antikorper. Die gezeigten Ergebnisse entstammen
einem exemplarischen Experiment.

Alle BiCos sind im gleichen Format, dem IgG-ScFv-Format, konstruiert. Zudem
beinhalten sie die gleiche anti-CD28 single chain die vom parenteralen anti-CD28
Antikorperklon 9.3 stammt. Somit sind auch keine auffallenden Unterschiede in
der CD28-Affinitat der Antikorperkonstrukte zu erwarten. Dies wird auch durch
die Analyse der CD28-Bindungskurven auf der Jurkat Zelllinie bestatigt. MOPC-
9.3 zeigt mit 35 nM den hochsten ECso-Wert, wahrend 8H8-9.3 den niedrigsten
ECso-Wert mit 21 nM zeigt.
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3.3.3 Thymidin-Incoporations-Assay — T-Zellproliferation

Um die Proliferation von T-Zellen, die mit den bispezifischen
Antikorperkonstrukten in Gegenwart von Tumorzellen stimuliert werden zu
untersuchen, wurden Thymidin-Inkorporations-Assays durchgefuhrt. Um nun die
Antikdrperkonzentrationen zu bestimmen, die zum hochsten Anstieg von der
Grundstimulation durch die BiRecs zur Zielstimulation mit zusatzlichem BiCos
fahrt, wurden Titrationen vom BiRec 7C4-M18 mit verschiedenen BiCos
durchgefuhrt (siehe Abbildung 13 und 14). Anschlieend wurden die in Abbildung
4 beschriebenen Kombinationsszenarios der Zielantigene fur die bsAb im

Thymidin-Inkorporations-Assay untersucht, d.h.:

1. Sowohl BiRec als auch BiCo sind gegen ein und dasselbe Antigen und
Epitop gerichtet.

2. BiRec und Bico sind gegen dasselbe Antigen gerichtet, jedoch binden sie
an zwei unterschiedlichen Epitope des Molekdls.

3. BiRec und BiCo sind gegen zwei verschiedene Antigene gerichtet, die auf
derselben Zelle exprimiert werden.

4. BiRec und BiCo richten sich gegen zwei verschiedene Antigene, die auf

jeweils einer von zwei verschiedenen Zellen exprimiert sind.

Es wurden monozytendepletierte PBMCs als Effektorzellen genutzt, da
Monozyten nach Adhasion an Kunststoff B7H3 exprimieren. Dies fuhrt zu
unerwunschten Off-Target-Effekten in diesem experimentellen Aufbau. Im
peripheren Blut, als auch nach kurzlicher lIsolation der PBMCs, weisen
Monozyten keine Expression von B7H3 auf. Da in diesem experimentellen Setup
Monozyten keine Rolle in der Aktivierung und Zytotoxizitat von T-Zellen spielen,
konnen diese ohne einen Nachteil in der Funktion der T-Zellen depletiert werden.
Als Positivkontrolle wird Phytohamagglutinin (PHA) genutzt, was ein selektives
T-Zell-Mitogen ist. Als Isotypkontrolle werden auf MOPC basierte BiRecs und
BiCos eingesetzt. Diese Experimente wurden mit durch Strahlung inaktivierte
U937, HL-60 und K562 Zellen durchgefuhrt, die unterschiedliche Mengen von

59



Ergebnisse

B7H3 und Endoglin exprimieren, wie in Abbildung 9 dargestellt. Das Verhaltnis

von Effektor- zu Zielzellen (E:T Ratio) betrug 4:1, wenn nicht anders beschrieben.

3.3.3.1 Titration zur Konzentrationsfindung der

Antikorperkonstrukte

Die hier gezeigte exemplarische Titration validiert Ergebnisse der Vorarbeiten
(Engel, 2020) und bestatigt, dass die proliferative Wirkung von 7C4-M18 auf T-
Zellen stark von der synergistischen Wirkung der BiCos profitiert. Die
Kombination von 7C4-M18 mit BiCos, die sich gegen andere Epitope auf dem
B7H3-Molekul richten (siehe Abbildung 4 und 5), zeigt eine gesteigerte T-
Zellproliferation, wahrend bei der Kombination von 7C4-M18 mit dem BiCo 7C4-
9.3, welcher gegen das gleiche Epitop gerichtet ist, der CD28-Effekt in hohen
Antikdrperkonzentrationen sich zwar auch beobachten lasst, dieser jedoch
beachtlich geringer ausfallt. In diesem Experiment zeigt sich bereits ein
maximaler CD28-Effekt auf die T-Zellproliferation bei einer Konzentration von
100 ng/ml der anti-B7H3-BiCos. In den folgenden Experimenten wurde eine
BiCo-Konzentration von 400 ng/ml gewahlt, um sicher bei einem maximalen
CD28-Effekt zu bleiben.

Die Zusammenfassung von drei gesunden PBMC-Spendern in Abbildung 15
zeigt, dass eine 7C4-M18 Konzentration von bereits 10 ng/ml in Kombination mit
400ng/ml B7H3-BiCos eine ausreichende Abhebung des CD28-Effektes von der
Grundaktivitat des BiRecs 7C4-M18 erreicht. Das Verhaltnis vom zusatzlichen

Counts CD28—Ef fekt (400% BiCo+BiRec)

CD28-Effekt zur BiRec-Grundaktivitat (

) liegt bei

Counts Grundaktivitat (400% BiCo)

der Kombination von 7C4-M18 und 8D9- und 8H8-9.3 bei 10 ng/ml CD3-
Konstrukt bei Uber 4, wahrend die Kombination von 7C4-M18 und 7C4-9.3 nur
einen maximales Verhaltnis von 2,8 erreicht. Demnach werden flr Experimente
mit Einzelkonzentrationen, die Konzentrationen fur BiRecs mit 10 ng/ml und
BiCos mit 400 ng/ml festgesetzt, um die Aktivitat der verschiedenen BiCos in

Kombination mit den BiRecs zu veranschaulichen.

60



Ergebnisse
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Abbildung 14: Exemplarischer Thymidin-Inkorporations-Assay, Titration der B7H3-BiRecs mit
Titration der B7H3-BiCos auf inaktivierten U937, um die Antikdrperkonzentrationen fur die
folgenden Assays zu ermitteln. A. Titration der B7H3-BiRecs und -BiCos. Die untere rote Linie
zeigt den Signalhintergrund an, der nur durch Effektor- und Zielzellen verursacht wird. Die obere
rote Linie zeigt die maximale T-Zellproliferation, die durch PHA hervorgerufen wird. B. Titration
des BiRecs 7C4-M18 allein. C. Titration der B7H3-BiCos allein. D. Kontrollen des Thymidin-
Inkorporations-Assays. Positivkontrolle (PHA) und Negativkontrolle (nur Ziel- und Effektorzellen)
im Vergleich zu nur Effektorzellen behandelt mit der hdchsten Konzentration der beiden
Antikérper in Kombination. Die abgebildeten Daten sind als Mittelwerte + SD von experimentellen
Tripletts dargestellt.
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Abbildung 15: Ubersicht der BiRec Titrationen (3 verschiedene PBMC-Spender) in Kombination
mit den BiCos auf inaktivierten U937 und das zugehdrige Verhaltnis von CD28-Effekt zur
Grundstimulation durch das CD3-Konstrukt. A. Direkter Vergleich der BiCos in fixer Konzentration
(400 ng/ml) mit den 7C4-M18 Titrationen. Die Ergebnisse stammen aus drei unabhangigen
Experimenten, jeder Datenpunkt zeigt den Mittelwert aus einem experimentellen Triplet an. B.
Grundstimulation durch die verschiedenen 7C4-M18
Konzentrationen. Grau hinterlegt sind die Kombinationen, die einen Verhaltnis von Uber 4

Verhaltnis von CD28-Effekt zur

erreichen.
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3.3.3.2 Vergleich selbes Epitop vs. zwei Epitope auf Zielantigen

Wie bereits in der Abbildung 14 und 15 zu sehen, zeigt die Titration von 7C4-M18
mit 7C4-9.3 in hohen Konzentrationen (100-1000 ng/ml BiRec) eine Steigerung
der T-Zellproliferation im Vergleich zu der Titration von 7C4-M18 allein. Ist das
BiCo gegen ein anderes Epitop auf dem B7H3-Molekiil gerichtet (siehe Ubersicht
in Abbildung 4), so ist ein CD28-Nutzen bereits bei niedrigeren Konzentrationen
von BiRec (10 ng/ml) in der T-Zellproliferation beobachtbar. Ahnliches ist in der
Titration von 8D9-M18 in Abbildung 16 zu sehen: Kombiniert man 8D9-M18 mit
BiCos, die gegen dasselbe Epitop bzw. ein Epitop in der Nahe der Bindungsstelle
des 8D9-Klons gerichtet sind, so ist der Zugewinn in der Proliferation der T-Zellen
durch die Zugabe der BiCos bei BiRec-Konzentrationen von 10 ng/ml
vergleichsweise klein, wahrend 7C4-9.3 (bindet in der Peripherie des B7H3-
Molekuls, siehe Abbildung 5) zu einem beachtlichen Anstieg fuhrt. Betrachtet
man nun Abbildung 17, die die Proliferation von vier verschiedenen PBMC-
Spendern zusammengefasst, zeigt die statistische Analyse, dass die
Kombination von 8D9-M18 (10 ng/ml) und 7C4-9.3 (400 ng/ml) zu einem
signifikanten Anstieg der Proliferation gegenuber dem BiRec allein fuhrt, wahrend
dies in den restlichen Kombinationen nicht der Fall ist.

Interessanter Weise zeigt sich in Abbildung 16 als auch 17, dass 8H8-M18
kombiniert mit allen B7H3-BiCos einen signifikanten Proliferationsanstieg, im
Vergleich  zum  8H8-M18 allein  provoziert. Das Muster, dass
Antikorperkombinationen mit niedrigen BiRec Konzentrationen, die dasselbe
oder ein Epitop in unmittelbarer Nahe binden, zu keinen signifikanten Anstieg der
T-Zellproliferation im Vergleich zum CD3-Konstrukt allein fuhren, scheint auf das
Konstrukt 8H8-M18 nicht zuzutreffen.
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Abbildung 16: Exemplarischer Thymidin-Inkorporations-Assay, Titration der B7H3-BiRecs mit
B7H3-BiCos auf inaktivierten U937, um antikdrpervermittelte proliferative Effekte auf T-Zellen zu
untersuchen. A. Titration der BiRecs, die sich gegen verschiedene Epitope auf dem B7H3 Molekdl
richten in Kombination mit BiCos, die auf denselben B7H3-Klonen basieren. Die untere rote Linie
zeigt den Signalhintergrund an, der nur durch Effektor- und Zielzellen verursacht wird. Die obere
rote Linie zeigt die maximale T-Zellproliferation, die durch PHA hervorgerufen wird. B. Titration
der BiRecs allein. C. Kontrollen des Thymidin-Inkorporations-Assays. Positivkontrolle (PHA) und
Negativkontrolle (nur Ziel- und Effektorzellen) im Vergleich zu Effektorzellen behandelt mit der
hdchsten Konzentration der beiden Antikérper in Kombination, um nicht zielgerichtete proliferative
Effekte auszuschlieRen. Die dargestellten Ergebnisse stammen aus einem exemplarischen
Experiment, die abgebildeten Daten sind als Mittelwerte £+ SD von experimentellen Tripletts
dargestellt.
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Abbildung 17: Ubersicht aller Thymidin-Inkorporations-Assays (4 verschiedene PBMC-Spender)
im direkten Vergleich der B7H3-BiRecs (10 ng/ml) in Kombination mit den B7H3-BiCos (400
ng/ml) auf inaktivierten U937. Die Ergebnisse stammen aus vier unabhangigen Experimenten,
jeder Datenpunkt zeigt den Mittelwert eines experimentellen Triplets. Um die Daten den
Spendenden zuordnen zu kdnnen, symbolisiert jede Form jeweils einen Spender. Die untere
gestrichelte Linie zeigt den Signalhintergrund an, der nur durch Effektor- und Zielzellen verursacht
wird. Die obere gestrichelte Linie zeigt die maximale T-Zellproliferation, die durch PHA
hervorgerufen wird. Die statistische Analyse wurde mittels ,ordinary one-way ANOVA® in
GraphPad Prism Version 9 durchgefuhrt.

65



Ergebnisse

3.3.3.3 Vergleich zwei Zielantigene vs. ein Zielantigen auf einer

Zielzelle

Nachdem die Szenarien 1 und 2 (siehe Abbildung 4) in 3.3.3.2 im Thymidin-
Inkorporations-Assay untersucht und miteinander vergleichen wurden, wurde in
den folgenden Experimenten der Einfluss der Zielantigenwahl im Szenario 3
(siehe Abbildung 4) auf die T-Zellproliferation analysiert. Hier binden BiRecs und
BiCos an jeweils ein unterschiedliches Zielantigen auf einer Zielzelle. Wie bereits
in der Einleitung beschrieben (siehe 1.7), ist das zweite Antigen, das neben B7H3
in dieser Arbeit ausgewahlt wurde, das Endoglin-Molekul, welches durch den
Antikorperklon Kro22 gebunden wird. Die Zielzelle U937 exprimiert sowohl
Endoglin als auch B7H3 (siehe Abbildung 9) und ist somit geeignet den Effekt
der Kombination der Antikorperkonstrukte, die B7H3 und Endoglin binden, zu

testen.

In der Abbildung 18 und 19 ist zunachst zu sehen, was bereits in den vorherigen
Experimenten beobachtet werden konnte: BiCos, die dasselbe Epitop des
Zielantigens des BiRecs binden, fuhren sowohl zu einem vergleichsweise
kleineren proliferativen Zusatzeffekt in der Kombination als dass sie auch diesen
Zusatzeffekt erst in hoheren BiRec Konzentrationen zeigen (100-1000 ng/ml).
BiCos, die aber ein weiter entferntes Epitop binden, fihren zu einer signifikant
gesteigerten Proliferation (siehe Abbildung 18) im Vergleich zum BiRec allein bei
einer BiRec Konzentration von bereits 10 ng/ml.

Kombiniert man nun den B7H3-CD3 bispezifischen Antikorper 7C4-M18 mit dem
Endoglin-BiCo Kro22-9.3, so beobachtet man eine gesteigerte Proliferation der
Effektorzellen im Vergleich zum alleinigen Einsatz des BiRecs. Vertauscht man
nun die Zielantigene auf dem CD3-Konstrukt mit dem CD28-Konstrukt (Endoglin-
BiRec + B7H3-BiCo), so bestatigt man die vorherigen Beobachtungen: Der BiRec
profitiert signifikant in der Effektorzellproliferation von der Kombination mit einem
Bico, dass sich gegen ein anderes Zielantigen auf der Zelloberflache derselben
Zielzelle richtet. Jedoch gilt hier festzuhalten, dass der Endoglin-BiRec Kro22-
M18 allein in der proliferativen Wirkung dem B7H3-BiRec 7C4-M18 unterlegen
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ist (siehe Abbildung 18), obwohl man auf Grund der Antigenexpression (siehe
Abbildung 9) annehmen musste, dass es keinen Unterschied geben sollte. Dies
kann damit erklart werden, dass das Epitop des Klons 7C4 naher an der
Zellmembran liegt als das des Klons Kro22 und damit zu einer engeren

Quervernetzung von Tumor- und T-Zelle fuhrt.
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Abbildung 18: Exemplarischer Thymidin-Inkorporations-Assay, Titration der BiRecs mit BiCos die
gegen zwei Zielantigene oder ein Zielantigen auf inaktivierten U937 gerichtet sind. A. Titration
des BiRecs 7C4-M18, in Kombination mit den BiCos, die gegen verschiedene Epitope auf B7TH3
oder Endoglin gerichtet sind. Die untere rote Linie zeigt den Signalhintergrund an, der nur durch
Effektor- und Zielzellen verursacht wird. Die obere rote Linie zeigt die maximale T-
Zellproliferation, die durch PHA hervorgerufen wird. B. Titration des BiRecs Kro22-M18, in
Kombination mit den BiCos, die gegen verschiedene Epitope auf B7H3 oder Endoglin gerichtet
sind. C. Titration der BiRecs allein. D. Kontrollen des Thymidin-Inkorporations-Assay.
Positivkontrolle (PHA) und Negativkontrolle (nur Ziel- und Effektorzellen) im Vergleich zu
Effektorzellen allein, behandelt mit der hochsten Konzentration der beiden Antikérper, um nicht
zielgerichtete Effekte auszuschlie3en. Die abgebildeten Daten sind als Mittelwerte + SD von
experimentellen Tripletts dargestellt.
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Abbildung 19: Ubersicht aller Thymidin-Inkorporations-Assays (4 verschiedene PBMC-Spender)
im direkten Vergleich der BiRecs (10 ng/ml) in Kombination mit den BiCos (400 ng/ml) auf
inaktivierten U937. Die Ergebnisse stammen aus vier unabhangigen Experimenten, jeder
Datenpunkt zeigt den Mittelwert aus einem experimentellen Triplet an. Um die Daten den
Spendenden zuordnen zu kdnnen, symbolisiert jede Form jeweils einen Spender. Die untere
gestrichelte Linie zeigt den Signalhintergrund an, die obere gestrichelte Linie zeigt die maximale
T-Zellproliferation, die durch PHA hervorgerufen wird. Die statistische Analyse wurde mittels
yordinary one-way ANOVA® in GraphPad Prism Version 9 durchgeflhrt.
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3.3.3.4 Zwei verschiedene Zielantigene auf jeweils zwei

verschiedenen Zielzellen
Nachdem sich die Antikorperkombinationen, die sich gegen zwei entfernten
Epitope auf einem Zielantigen und/oder zwei ganzlich verschiedenen
Zielmolekulen auf einer Zielzelle, am erfolgreichsten erwiesen haben (siehe
Szenrio 2 und 3 in Abbildung 4), wurde schliel3lich untersucht, ob sich ein
proliferativer Vorteil herausstellt, wenn nun die beiden unterschiedlichen
Zielantigene auf jeweils unterschiedlichen Zellen in der Nachbarschaft exprimiert
werden (Szenario 4, siehe Abbildung 4). Da Tumore mit ihrer Umgebung mit zum
Beispiel = Tumorneovaskularisation und  extrazellularer  Matrix  eine
aullerordentlich heterogene Anhaufung von Zellen darstellen, postulieren wir,
dass dieses Szenario 4 den Tumor und seine Umgebung im Patienten am

meisten ahnelt.

In den Thymidin-Inkorporations-Assays, die die T-Zellproliferation im Szenario 4
untersuchen, wurden als Zielzellen eine 1:1 Mischung der Leukamiezellen HL-60
(Endoglin positiv, siehe Abbildung 9) und K562 (B7H3 positiv, Abbildung 9)
eingesetzt. Die monozytendepletierten PBMCs wurden mit der Kombination vom
B7H3-BiRec 7C4-M18 mit dem Endoglin-BiCo Kro22-9.3, als auch der
Kombination Endoglin-BiRec Kro22-M18 mit dem B7H3-BiCo 7C4-9.3 stimuliert.
Als Positivkontrolle wurde eine Titration auf der fur B7H3 und Endoglin positiven
Zielzelle U937 (siehe Abbildung 9) durchgefuhrt. Titrationen auf den einfach

positiven Zelllinien wurden als Negativkontrolle durchgefuhrt.

Wie in Abbildung 20 dargestellt, hat sich auf dem Zellmix unerwarteterweise kein
proliferativer Vorteil der Kombination im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit
dem CD3-Konstrukt gezeigt. In Abbildung 21, in der die Wiederholungen des
Experimentes mit vier verschiedenen PBMC-Spendern zusammengefasst
wurden, zeigt sich auch kein signifikanter Effekt der Kombination in der
Proliferation der T-Zellen.

Auf Grund dieser Ergebnisse wird das Szenario 4 in den FACS-basierten Assays,
die die Efficacy der Antikorperkonstrukte testen, nicht weiter verfolgt.
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Abbildung 20: Exemplarischer Thymidin-Inkorporations-Assay, Titration der BiRecs mit und ohne
BiCos (400 ng/ml) auf inaktivierten U937, HL-60, K562 und einem 1:1 Mix von HL-60 und K562
Zellen mit monozytendepletierten PBMC (E:T 2:1/ E:T 4:1 in den Kontrolltitrationen auf HL-60 und
K562). Die untere rote Linie zeigt den Signalhintergrund an, die obere rote Linie zeigt die
maximale T-Zellproliferation, die durch PHA hervorgerufen wird. C. Kontrollen des Thymidin-
Inkorporations-Assays. Positivkontrolle (PHA) und Negativkontrolle (nur Ziel- und Effektorzellen)
im Vergleich zu Effektorzellen allein behandelt mit der héchsten Konzentration der beiden
Antikérper in Kombination, um nicht zielgerichtete Effekte auszuschlieRen. Die abgebildeten
Daten sind als Mittelwerte £ SD von experimentellen Tripletts dargestellt.
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Abbildung 21: Ubersicht aller Thymidin-Inkorporations-Assays (4 verschiedene PBMC-Spender)
im direkten Vergleich der BiRecs (10 ng/ml) in Kombination mit den BiCos (400 ng/ml) auf
inaktivierten U937, HL-60, K562 und einem 1:1 Mix von HL-60 und K562 Zellen mit
monozytendepletierten PBMC (E:T 2:1/ E:T 4:1 in den Kontrolltitrationen auf HL-60 und K562).
Die untere gestrichelte Linie zeigt den Signalhintergrund an, der nur durch Effektor- und Zielzellen
verursacht wird. Die obere gestrichelte Linie zeigt die maximale T-Zellproliferation, die durch PHA
hervorgerufen wird. Die Ergebnisse stammen aus vier unabhangigen Experimenten, jeder
Datenpunkt zeigt den Mittelwert aus einem experimentellen Triplet an. Um die Daten den
Spendenden zuordnen zu kénnen, symbolisiert jede Form jeweils einen Spender. Die statistische
Analyse wurde mittels ,ordinary one-way ANOVA*® in GraphPad Prism Version 9 durchgeflhrt.
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3.3.4 FACS Kill Assay

Die FACS-basierten Kill-Assays wurden durchgefuhrt, um die Antikorper-
vermittelten zytotoxischen Effekte des kombinatorischen Ansatzes sowie die
Aktivierung der T-Zellen zu evaluieren. Zu diesem Zweck wurden
monozytendepletierte PBMCs 72 Stunden lang mit B7H3- und Endoglin-positiven
U937 (siehe Abbildung 9) und verschiedenen Behandlungen der BiRecs mit und
ohne BiCos inkubiert. Auf Grund der Titration von 3.3.3.1 wurden fixe
Konzentrationen fur BiRecs (10 ng/ml) und BiCos (400 ng/ml) gewahlt. Da sich
das Szenario 4 (siehe Abbildung 4 und 3.3.3.4) im Thymidin-Inkoporations-Assay
als unwirksam erwies, wurden die folgenden Experimente allein auf der doppelt
positiven Zielzelle U937 durchgefuhrt. Nach der Inkubation wurden die
behandelten Zellen mit fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern markiert und
anschliel3end mittels FACS analysiert. Die Zellzahl wurde mit zugesetzten Beads
standardisiert, um die Proben untereinander vergleichbar zu gestalten. Als
Isotypkontrolle wurden bispezifische Antikorperkonstrukte mit dem Klon MOPC
eingesetzt.

Auf der Grundlage der vorhergegangenen Ergebnisse der Thymidin-
Inkorporations-Assays war bei den gewahlten Konzentrationen der
Antikdrperkombinationen zu erwarten, dass eine verstarkte Tumordepletion, T-
Zellproliferation und -Aktivierung in den Kombinationen von BiRecs und BiCos im
Vergleich zur alleinigen Behandlung mit dem BiRec zu sehen ist, die sich gegen
zwei weit entfernte Epitope auf einem Zielantigen und/oder zwei ganzlich

unterschiedlichen Zielmolekulen richten.

In Abbildung 22 zeigt sich, dass die PBMC-Spender in der U937 Depletion eine
groRe Schwankung zeigen, weswegen hier auch normalisierte Daten (die
Zellzahl, die in der Behandlung mit BiRecs allein erzielt wird, ist hier als 100%
dargestellt) ohne statistische Analyse gezeigt wird.

In den Kombinationen, die die BiRecs 7C4-M18, 8D9-M18 und Kro22-M18
beinhalten, fallt auf, dass wenn diese mit BiCos zusammengebracht wurden, die
gegen das gleiche Epitop gerichtet sind, die Zellzahl der Zielzellen um ein
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Vielfaches (200%-7500%) erhoht ist im Vergleich zu BiRec allein und der MOPC-
Kontrolle. Die Kombinationen der BiRecs mit Kostimuli, die ein weit entferntes
Epitop oder ein ganzlich anderes Zielmolekul binden, fuhren zur kompletten
Zielzelldepletion, was sich mit den Proliferationsdaten aus den Thymidin-
Inkorporation-Assays deckt.

Nur der BiRec 8H8-M18 scheint von dieser beobachteten Regel ausgenommen
zu sein: hier fuhren alle Kombinationen, egal ob gegen das gleiche Epitop, oder
ein komplett anderes Molekul gerichtet, zu einer totalen Eradikation der
Tumorzellen. Dies validiert auch die Proliferationsdaten aus den Titrationen von
3.3.3.2.

Blickt man nun auf die Aktivierungsdaten der Abbildung 23, so fallt auf, dass sich
die Regel aus den Proliferations- und Depletionsexperimenten, der moglichst
weit voneinander entfernten Epitopen auf einer Zelle, auch weitestgehend auf die
Aktivierung der CD4" positiven T-Zellen (Abbildung 23 A) anwenden lasst. Die
side-to-side  ANOVA Analyse aus Graphpad zeigt beispielweise in der
Kombination von 7C4-M18 und 7C4-9.3 keinen signifikanten Anstieg der T-
Zellaktivierung, die hier durch die Expression von CD69 dargestellt wird.
Kombiniert man 7C4-M18 jedoch mit den BiCos 8D9-9.3 oder 8H8-9.3, so findet
eine signifikante Aktivierung der CD4* T-Zellen statt. Dies lasst sich jedoch nicht
in der Kombination mit dem BiCo Kro22-9.3 beobachten. Hier mag die
statistische Power mit drei gesunden PBMC-Spendern zu niedrig zu sein oder
auch die Inkubationszeit der Effektorzellen mit Antikdrpern und Tumorzellen zu
lang gewesen sein. 8H8-M18 ist hier wieder die Ausnahme, indem dieser BiRec
in Kombination aller B7H3-CD28-Konstrukten einen signifikanten Anstieg in der

Aktivierung zeigt, wahrend auch hier ein additiver Effekt von Kro22-9.3 ausbleibt.

In der Aktivierung der CD8" T-Zellen (Abbildung 23 B) lasst sich nur eine
signifikante Erhohung der T-Zellaktivierung mit der Kombination von 8D9-M18
und 7C4-9.3 beobachten. Dies ist wahrscheinlich der kleinen Anzahl von PBMC-
Spendenden mit hohen Diskrepanzen in ihrer Aktivierung und der langen
Inkubationszeit von 72h geschuldet.
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Abbildung 22: Ubersicht der FACS basierten Depletionsassays (3 verschiedene PBMC-Spender)
mit BiRec (10 ng/ml) in Kombination mit BiCos (400 ng/ml) auf U937 mit monozytendepletierten
PBMC (E:T 4:1) nach drei Tagen. Die Ergebnisse stammen aus drei unabhangigen
Experimenten, jeder Datenpunkt zeigt den Mittelwert aus einem experimentellen Doppel an. Um
die Daten den Spendenden zuordnen zu kdnnen, symbolisiert jede Form jeweils einen Spender.
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A. CD4* T-Zellaktivierung
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B. CD8* T-Zellaktivierung
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Abbildung 23: Ubersicht der T-Zellaktivierung innerhalb der FACS basierten Depletionsassays (3
verschiedene PBMC-Spender, nach drei Tagen). A. CD4* T-Zellaktivierung. B. CD8" T-
Zellaktivierung. Die Ergebnisse stammen aus drei unabhangigen Experimenten, jeder
Datenpunkt zeigt den Mittelwert aus einem experimentellen Triplet an. Um die Daten den PBMC-
Spendenden zuordnen zu kénnen, symbolisiert jede Form jeweils einen Spender.
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3.3.5 Langzeitaktivierungsassay

Um die Auswirkungen der Antikorperkonstrukte auf die Bildung von T-
Gedachtniszellen Uber langere Zeit zu untersuchen, wurden im Rahmen eines
Langzeitaktivierungsassays die verschiedenen T-Zell Subpopulationen in ihrer
Zusammensetzung und Proliferation untersucht. Dieses
Langzeitaktivierungsassay bassiert auf dem FACS-basierten Depletionsassay
und stimuliert monozytendepletierte PBMCs insgesamt zweimal mit Tumorzellen
und bsAb Uber eine gesamte Testdauer von sechs Tagen. Zunachst wurden
U937 als Zielzellen und monozytendepletierte PBMCs mit BiRec und BiCo
Kombinationen fur 72 h inkubiert. Danach wurden die Zellen zentrifugiert, um das
verbrauchte Medium zu verwerfen und in eine neue 96-Well-Platte Ubertragen.
AnschlieBend wurden die verbliebenen Zellen, hauptsachlich PBMCs,
restimuliert, indem Zielzellen und erneut Antikorper hinzugegeben wurden. Nach
der darauffolgenden Inkubation von weiteren 72 h, wurden die Zellen mit
fluoreszenzgekoppelten FACS-Antikorpern markiert und mittels FACS analysiert.
Die Zellzahl wurde mit zugesetzten Beads standardisiert, um die Proben

untereinander vergleichbar zu gestalten.

Das T-Zellgedachtnis ist nicht homogen, sondern besteht aus verschiedenen
Populationen. Die zwei grof3ten Populationen der Gedachtniszellen sind die
Effector memory und Central memory T-Zellen, die sich in ihrem
Expressionsmuster, als auch Funktionen unterscheiden (Sallusto et al., 1999).
Im hier beschriebenen Langzeitaktivierungsassay ist die Expansion dieser
beiden Subpopulationen ein Hinweis auf T-Zellgedachtnisbildung. Ausgehend
von den vorherigen Proliferations-, Aktivierungs- und Depletionsdaten ist zu
erwarten, dass eine verstarkte Proliferation der memory T-Zellen in den
Kombinationen von BiRecs und BiCos erfolgt, die ein weit entferntes Epitop auf
dem Zielantigen und/oder ein komplett unterschiedliches Zielmolekul auf
derselben Zielzelle binden.

Da parallel zum Langzeitaktivierungsassay ein korrespondierendes FACS Kill
Assay mit den gleichen PBMC-Spendenden angesetzt wurde, war es moglich die
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Proliferation der T-Zellen nach drei Tagen mit einmaliger Stimulation mit der
Proliferation nach sechs Tagen und Restimulation zu vergleichen. Die
monozytendepletierten PBMCs wurden mit CellTrace Violet ® markiert, welches
sich nach jeder Zellteilung der Tochtergenerationen verdunnt und somit sich die
Proliferation evaluieren Iasst. Aus der Verdunnung von CellTrace Violet ® wurde
mit Hilfe von FlowJo™ Version 10.8.1 eine Proliferationsanalyse durchgeflihrt
und damit der Division Index berechnet (Abbildung 24). Der Division Index
beschreibt die durchschnittliche Anzahl der Zellteilungen, die eine Zelle
durchlaufen hat. Dabei handelt es sich um einen Durchschnittswert und schlief3t
auch Zellen ein, die sich nicht geteilt haben. Somit beschreibt der Division Index

die Dynamik des gesamten Systems.

Abbildung 24 vergleicht die Proliferation der T-Zellen nach drei Tagen Stimulation
mit der T-Zellproliferation nach sechs Tagen mit Restimulation. Zunachst ist
festzustellen, dass an beiden Zeitpunkten nur die Kombination der Antikorper,
die sich gegen zwei entfernte Epitope auf dem Zielantigen richten und/oder zwei
unterschiedliche Zielmolekule binden zur Proliferation fuhrt. Vergleicht man nun
beide Zeitpunkte miteinander, so fallt auf, dass die Proliferation nach drei Tagen
niedriger ist als nach sechs Tagen: Die Anzahl der Peaks, also
Tochtergenerationen der T-Zellen nach drei Tagen und alleiniger Stimulation (bis
zu vier Peaks) ist niedriger als nach sechs Tagen mit Restimulation (bis zu 7
Peaks). Die hochste Proliferation der CD4* als auch CD8* T-Zellen wurde mit der
Kombination Kro22-M18 und 7C4-9.3 (Division Index CD4* 1,36 und CD8" 1,29)
nach sechs Tagen mit Restimulation erzielt.

Somit ist festzustellen, dass die erneute Stimulation der bereits sensibilisierten
T-Zellen mit BiRecs und BiCos, die sich gegen zwei entfernte Epitope oder zwei
Antigene richten, zu einer nachhaltigen und gesteigerten T-Zellproliferation

fuhren.
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B. T-Zellproliferation 6 Tage nach Restimulation BiRec + BiCo [
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Abbildung 24: Vergleich der T-Zellproliferation nach Behandlung mit Antikérperkombinationen
nach drei Tagen und 6 Tagen nach Restimulation. A. Histogramme der CD4* und CD8" T-
Zellproliferation mit Division Indizes nach 3 Tagen, nach alleiniger Stimulation mit Targetzellen
U937 und Antikdrperkombinationen. B. Histogramme der CD4* und CD8" T-Zellproliferation mit
Division Indizes nach 6 Tagen, nach Restimulation im Langzeitaktivierungsassay. Auf der Y-
Achse ist die absolute Anzahl der T-Zellen aufgetragen, auf der X-Achse die Intensitdt des
CellTrace Violets. Die Antikérperkombination beinhaltet BiRecs in 10 ng/ml und BiCos in 400
ng/ml (hellblau). Die Histogramme, die BiRecs allein sind rot dargestellt, die Konzentration betragt
10 ng/ml. Die dargestellten Daten sind einem exemplarischen Experiment mit einem Spender
entnommen. Die Proliferationsanalyse und die Berechnung der Division Indizes wurde mit Hilfe
von FlowJo™ Version 10.8.1 durchgefihrt.
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Abbildung 25: Die tSNE-Diagramme visualisieren die Gesamtheit der T-Zellpopulationen nach
verschiedenen Behandlungen im Langzeitaktivierungsassay. Die verschiedenen T-
Zellsubpopulationen sind in verschiedenen Farben dargestellt, wahrend die Intensitat der Farben
die Anzahl der T-Zellen innerhalb der Subpopulationen anzeigt. BiRecs sind in einer
Konzentration von 10 ng/ml eingesetzt, BiCos in einer Konzentration von 400 ng/ml. Die Daten
sind einem exemplarischen Experiment entnommen. Das tSNE-Diagramm wurde mit Hilfe von
FlowJo™ Version 10.8.1 erstellt.

Um Aussagen Uber die antikdrpervermittelte Bildung von T-Gedachtniszellen
treffen zu kdnnen, wurden die T-Zell Subpopulationen nach sechs Tagen mit
Restimulation analysiert. Abbildung 25 zeigt tSNE-Diagramme, in dem die

Zusammensetzung der T-Zellsubpopulationen der verschiedenen Behandlungen
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des Langzeitaktivierungsassays dargestellt sind. T-distributed Stochastic
Neighbor Embedding (tSNE) ist ein Algorithmus zur Dimensionalitatsreduktion,
der aus hochdimensionalen Daten zwei- oder dreidimensionale Diagramme
erstellt (van der Maaten and Hinton, 2008). Sich ahnliche Objekte werden durch
sich nahe Punkte dargestellt, wahrend unahnliche Objekte durch entfernte
Punkte im Diagramm gezeigt werden. So entstehen Cluster, in denen sich, wie
zum Beispiel in Abbildung 25, die verschiedenen T-Zellsubpupolationen
gruppieren und zweidimensional visualisiert werden konnen. In den Diagrammen
symbolisiert eine Farbe eine T-Zellsubpopulation. Die Intensitat der Farben
reprasentiert die Anzahl der T-Zellen. Somit Iasst sich aus Abbildung 25 ableiten,
dass eine ausgepragte Proliferation der CD4" als auch CD8" Central Memory und
Effector Memory T-Zellen in den Kombinationen zu sehen ist, in der moglichst
weit voneinander entfernte Epitope und zwei komplett unterschiedliche Molektle

als Ziel gewahlt wurden.

Abbildung 26 zeigt die Quantifizierung der T-Zellsubpopulationen aus demselben
Experiment. Hier ist vor allem sichtbar, dass die Behandlung mit BiRecs und
BiCos, die sich gegen zwei entfernte Epitope oder zwei Antigene richten, zu
einem Shift von Naiven und Effector T-Zellen zu Central Memory und Effector
Memory T-Zellen fuhrt, als auch zu einer Proliferation der gesamten T-
Zellpopulation. Die Behandlung mit BiRecs allein weist eine sehr viel geringere
Anzahl der totalen T-Zellen auf. Folglich fihrt die Kombination nicht nur zu einer
gesteigerten und nachhaltigen T-Zellproliferation, sondern auch zur vermehrten
Proliferation von Gedachtniszellen.

In der Zusammenschau von Abbildung 24-26 fallt, wie in den vorherigen
Experimenten auf, dass 8H8-M18 wieder die Ausnahme zur Regel darstellt. Alle
BiCos in Kombination mit dem 8H8-BiRec fuhrten zu einer erhohten Proliferation
von CD4* und CD8" Central Memory und Effector Memory T-Zellen, wobei die
B7H3-BiCos einen groReren CD28-Effekt als der Endoglin BiCo-Kro22-9.3 zu

haben scheinen.
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Abbildung 26: Quantifizierung der T-Zellsubpopulationen im Langzeitaktivierungsassay. BiRecs
sind in einer Konzentration von 10 ng/ml eingesetzt, BiCos in einer Konzentration von 400 ng/ml.
Die abgebildeten Daten sind als Mittelwerte von experimentellen Duplikaten dargestellt. Die
Daten sind einem exemplarischen Experiment entnommen.
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Die Heatmap in Abbildung 27, die drei PBMC-Spender zusammenfasst, bestatigt
die bereits formulierte Regel der Antikdrperkombinationen, mit der Ausnahme
von 8H8-M18: Wahrend 8H8-M18 mit allen BiCos zur gesteigerten
Gesamtproliferation und einem Shift der T-Zell-Population zu Effector und
Central Memory T-Zellen fuhrt, fuhren die anderen BiRecs dies nur in
Kombination mit BiCos, die sich gegen weit entfernte Epitope auf dem Zielantigen
richten oder ganzlich unterschiedlichen Zielmolekulen richten, dazu. Der Shift in
der T-Zellpopulation hin zu den Effector und Central memory T-Zellen weist auf
eine nachhaltige und langanhaltende T-Zellaktivierung, als auch die Bildung

eines T-Zellgedachtnisses hin.
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A. CD4* T-Zell Subpopulationen
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B. CD8* T-Zell Subpopulationen
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Abbildung 27: Heatmap zur Ubersicht der T-Zell Subpopulationen im Langzeitaktivierungsassay
mit 3 gesunden PBMC-Spendern. A. CD4* T- Zell Subpopulationen nach Langzeitaktivierung. B.
CD8* T- Zell Subpopulationen nach Langzeitaktivierung. Die eingesetzte Konzentration fir
BiRecs betragt 10 ng/ml und BiCos 400 ng/ml. Die Intensitat der Farbe Grin steht fur die absolute
Anzahl der T-Zellen der Subpopulationen. Ein Rechteckt innerhalb der dicken Linien stellt den
Datenpunkt eines Spenders dar, welcher sich aus den Mittelwerten von zwei experimentellen
Duplikaten ergibt.

87



Ergebnisse

In  Ubereinstimmung mit den FACS Kill Assays und dem Thymidin-
Inkorporations-Assays zeigte das FACS-basierte Langzeitaktivierungsassay
vergleichbare Ergebnisse. Mit der Ausnahme von 8H8-M18, flhren die hier
untersuchten BiRecs in Kombination mit BiCos, die sich gegen weit entfernte
Epitope auf B7H3 richten oder ein ganzlich unterschiedliches Molekul wie
Endoglin binden, zu einer erhohten T-Zellproliferation, T-Zellaktivierung,
Tumordepletion und T-Zellgedachtnisbildung, im Vergleich zu der alleinigen

Behandlung mit BiRecs.
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4 Diskussion

Das Konzept der Kombination von bispezifischen Antikdrpern zur verbesserten
Rekrutierung von T-Zellen gegen Tumore geht auf die Mitte der achtziger Jahre
zuruck. 1988 veroffentlichten G. Jung und H. J. Muller Eberhard eine Arbeit, in
der eine Kombination von zwei verschiedenen AHCs (siehe Abbildung 3) mit
einer Spezifitat fur jeweils ,Tumor x CD3" und ,Tumor x CD28" beschrieben
wurde (Jung and Muller Eberhard, 1988). Die gemessene T-Zellaktivierung war
durch die Kombination der AHCs effizienter als die, die durch jeden der
Antikorper allein erreicht werden konnte. Diese und andere vielversprechende
Ergebnisse, die mit CD28-Antikorpern in vitro und im Tiermodel erzielt werden
konnten, ermutigte die Wissenschaft, die CD28-Stimulation durch Antikorper in
Studien am Menschen zu untersuchen. Im Jahr 2006 kam es zu einem tragischen
Zwischenfall, dem so genannten TeGenero- oder TGN1412 -Vorfall, bei dem ein
superagonistischer CD28-Antikorper eine systemische CD28-T-Zellaktivierung
ausloste, die zu einem lebensbedrohlichen Zytokinsturm bei sechs gesunden,
freiwilligen Testpersonen fuhrte. Dieser tragische Vorfall hatte die fast
vollstandige Einstellung der weiteren Erforschung von CD28-aktivierenden
Antikorpern zur Folge.

Bispezifische CD28-Kostimulatoren mit strikter Zielzellenbeschrankung, wie sie
in der ursprunglichen Arbeit von Jung et al. vorgesehen waren, versprachen
jedoch eine gezielte Kostimulation von T-Zellen. Dadurch lieRen sich eine
systemische Aktivierung und madglicherweise fatale Nebenwirkungen auf Grund
eines CRS vermeiden. Bei diesen fruhen Versuchen wurden jedoch chemisch
vernetzte AHCs verwendet (Jung and Muller Eberhard, 1988; Renner et al., 1994;
Brandl et al., 1999). Diese Moleklle sind im Hinblick auf die Produktion im
industriellen Malstab in pharmazeutischer Qualitdt suboptimal. Neben dem
TGN1412-Vorfall standen also auch technische Hindernisse der Erforschung
bispezifischer CD28-Antikorper im Weg.

Auf Grund der Geschichte der Erforschung von CD28-Stimulanzien, wurde in
vorausgegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppe Jung sichergestellt, dass die hier
verwendeten CD28-Konstrukte (wie auch CD3-Konstrukte) zu keiner
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unspezifischen Aktivierung von T-Zellen fuhren (Zekri, unveroffentlicht; Engel,
2020). Hier prasentieren wir einen modifizierten und verbesserten
kombinatorischen Ansatz der AG Jung mit zwei rekombinanten bispezifischen
Antikorpern:

A) Ein bispezifisches Konstrukt, den hier genannten BiRec mit antiCD3-
Spezifitat, dass die T-Zellaktivierung initiert (Signal 1) und B) ein
kostimulatorisches bispezifisches CD28-Antikorperkonstrukt, den BiCo, dass die
T-Zellaktivierung durch das Signal 2 verstarkt und aufrechterhalt (siehe
Abbildung 1). Es wurde gezeigt, dass die BiCos allein keine T-Zellaktivierenden
Eigenschaften besitzen, in Kombination mit dem geeigneten BiRec, der die
grundlegende Aktivierung initiiert, jedoch in vitro die auf die Zielzelle beschrankte
T-Zellproliferation, -aktivierung und Tumorabtétung steigern. Daruber hinaus
fordert die Kombination aus CD28-Konstrukt und CD3-Antikorper die Expansion
von zentralen und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen, wenn sie mit Zielzellen
konfrontiert werden, was auf die Bildung eines immunologischen Gedachtnisses

hinweist.

Wahrend sich meine Masterarbeit im Fach Molecular Medicine (Engel, 2020) auf
die ideale Kombination von Antikorperformaten fokussierte, war das Ziel dieser
medizinischen Dissertation durch funktionelle in vitro Charakterisierung der
verschiedenen Konstrukte die optimale Antigenwahl fur einen kombinatorischen

Ansatz zu ermitteln.

Die Konstrukte wurden in verschiedenen Kombinationen hinsichtlich der in
Abbildung 4 beschriebenen vier Szenarien getestet. Diese Arbeit soll zur
|dentifizierung einer optimalen Kombination von CD3- und CD28-stimulierenden
bispezifischen Antikorpern beitragen.

4.1 B7H3-Bindung

Die verschiedenen Klone der B7H3 bispezifischen Antikdrper binden an
verschiedene Epitope innerhalb des B7H3-Molekuls (siehe Abbildung 5). Der
Klon 8H8, als auch der Klon 8D9 binden in der Peripherie des Molekuls, wahrend
7C4 ein Epitop besetzt das nahe an der Zellmembran liegt. Die BiRecs und BiCos
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unterscheiden sich auflerdem in ihren Formaten. Wie in Abbildung 6 dargestellt,
sind die CD3-spezifischen BiRecs im sogenannten HC-L aufgebaut, wahrend die
CD28-spezifischen BiCos im LC+L Format vorliegen. Dies sollte jedoch nicht die
Bindungsfahigkeit der Antikorper zum Zielantigen B7H3 beeinflussen, da der
Zielteil der fur die Tumorantigenbindung verantwortlich ist in beiden Formaten
identisch ist. Im Bindungsassay (Abbildung 10) zeigt sich jedoch, dass der BiRec
meist einen hoheren ECso-Wert als das BiCo Konstrukt des Klons aufweist. Dies
ist ein Uberraschendes Ergebnis, da es zu erwarten ist, dass zusatzliche Single
Chains, die C-terminal am IlgG-Molekul gekoppelt sind, den N-terminalen Bereich
nicht beeinflussen sollten. Die Ergebnisse weisen jedoch darauf hin, dass die
Formate die Affinitat, wenn auch nicht dramatisch, beeinflussen konnen. Dieser
Befund weist darauf hin, dass komplexe Proteine als dynamische Einheiten
aufzufassen sind, bei denen sich entfernte Domanen wechselseitig beeinflussen

konnen.

Ein zweites unerwartetes Ergebnis ist, dass die Affinitat zum gleichen Zielantigen
auf unterschiedlichen Zielzellen unterschiedliche Werte aufzeigt, obwohl die
Gesamtzahl der exprimierten B7H3-Molekule vergleichbar ist. Das konnte damit
zusammenhangen, dass die Architektur der Membranantigene der
verschiedenen Zielzellen unterschiedlich sein kann oder Spleillvarianten des
Antigens mit unterschiedlicher Struktur auf den unterschiedlichen Zielzellen

exprimiert werden.

4.2 T-Zellproliferation

4.2.1 Ein Epitop auf einem Zielantigen vs. zwei Zielepitope

Wie in 3.3.3.2 beschrieben und in Abbildung 16 und 17 dargestellt, zeigt die
Titration von 7C4-M18 mit 7C4-9.3, ein Beispiel fur Szenario 1 (Abbildung 4) mit
einer fixen Konzentration von 10 ng/mo BiRec und 400 ng/ml BiCo keinen
signifikanten Unterschied zu der Titration von 7C4-M18 allein. Ist der BiCo gegen
ein anderes Epitop auf dem B7H3-Molekiil gerichtet (siehe Ubersicht in
Abbildung 4; Szenario 2 siehe Abbildung 3), so ist ein zusatzlicher CD28-Nutzen
in der T-Zellproliferation zu beobachten. Wendet man diese Anordnung auf ein
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anderes Epitop auf dem B7H3-Molekul bei gleichen Konzentrationen an, wie in
der Titration von 8D9-M18, ist das gleiche Prinzip zu erkennen (Abbildung 16):
Kombiniert man 8D9-M18 mit CD28-Konstrukten, die gegen dasselbe Epitop
bzw. ein Epitop in der Nahe der Bindungsstelle des 8D9-Klons (8H8-9.3) gerichtet
sind, so ist kein signifikanter Zugewinn hinsichtlich der Proliferation der T-Zellen
durch die Zugabe der CD28-Konstrukte sichtbar, wahrend 7C4-9.3 (bindet in der
Peripherie des B7H3-Molekils, siehe Abbildung 4) zu einem beachtlichen
Anstieg fuhrt. Dies kann durch die sterische und kompetitive Hemmung der
Antikorperkonstrukte an der Bindungsstelle auf dem Zielmolekul erklart werden.
Wahrend zum Beispiel 7C4-M18 und 7C4-9.3 an das gleiche Epitop binden und
um die Bindungsstelle mit ahnlicher Affinitat konkurrieren (siehe Bindungskurve
in Abbildung 10), findet bei geringen Konzentrationen die Immobilisation der
BiRecs und BiCos in nicht ausreichendem Mal} statt, um die T-Zellproliferation
durch das Signal 2 zu verstarken. Abbildung 18, in der eine Titration von Kro22-
BiRec und — Bico gezeigt wird, zeig, dass dieses Prinzip nicht nur auf B7H3
zutrifft, sondern auch auf Endoglin als Zielantigen.

Der BiRec 8H8-M18 stellt eine Ausnahme von diesem Prinzip dar. Bei allen
PBMC-Spendenden zeigt sich, dass 8H8-M18 kombiniert mit allen BiCos einen
signifikanten Proliferationsanstieg, im Vergleich zum 8H8-M18 allein, bei bereits
niedrigen Konzentrionen (10 ng/ml) erzielt. Betrachtet man die Epitopkartierung
in Abbildung 5, so fallt auf, dass der Klon 8H8 am weitesten in der Peripherie des
B7H3-Molekuls bindet. Es ist jedoch bekannt, dass bsAb, die an ein Epitop
binden, das sich naher an der Zellmembran befindet, einen effektiveren
Antitumor-Effekt haben (Bluemel et al., 2010), weswegen diese Ausnahme
Uberraschend ist. Unpublizierte Kinetikdaten von Biacore Interaktions-Analysen,
die durch Dr. Zekri generiert wurden, zeigen, dass 8H8 eine sehr hohe On-Rate
und eine sehr niedrige Off-Rate hat. Dies bedeutet, dass der Klon 8H8 sehr
schnell an sein Epitop bindet und auch sehr langsam dissoziiert, wenn der
Antikorper erst einmal gebunden ist. Zudem, wie in Abbildung 10 dargestellt, hat
8H8 die hochste Affinitat zu B7H3 der antiB7H3-Klone. Diese besonders hohe
Affinitat und gunstige Bindungskinetik des antiB7H3-Klon 8H8 konnten dazu
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fuhren, dass das bispezifische 8H8-Konstrukt besonders gut immobilisiert wird
und die BiCos nicht in Konkurrenz mit dem 8H8-BiRec stehen.

Auf Grund der Beobachtung, dass die Kombination zweier Konstrukte mit
demselben Zielepitop auf demselben Zielantigen bei niedriger BiRec-
Konzentration in der Regel keinen Vorteil gegenlber dem BiRec allein hat,
scheidet das Szenario 1 auf der Suche nach der optimalen Zielantigenwahl aus.
Im Patientensetting werden moglichst geringe Konzentrationen von
bispezifischen Antikdrpern angestrebt, um die Nebenwirkungen moglichst gering

zu halten.

4.2.2 Zwei Epitope auf Zielantigen vs. zwei Zielantigene

Betrachtet man den Vergleich der Szenarien 2 und 3 (Abbildung 18), so wird
deutlich, dass hinsichtlich des Nutzens der Kombination kein wesentlicher
Unterschied zwischen BiRecs und BiCos gegen zwei verschiedene Epitope auf
einem Zielantigen verglichen mit BiRecs und BiCos gegen zwei komplett
verschiedene Zielmolekule auf einer Zielzelle besteht. Das Szenario 2
funktioniert, wenn sich die Epitope auf dem Zielmolekul nicht in unmittelbarer
Nahe befinden und die Antikorper sich nicht in ihrer Bindung storen. Um nun
sicherzustellen, dass Zielepitope nicht in zu enger Proximitat zueinander liegen,
wird eine Epitopkartierung des Zielmolekuls bendtigt. Wahlt man aber zwei
verschiedene Zielantigene auf einer Zielzelle, so lasst sich das Problem der
sterischen Hinderung umgehen (Szenario 3). Ein Nachteil kann die
|dentifizierung eines zweiten TAAs darstellen: Die Wahl des ersten TAA ist
komplex, da diese Antigene nicht spezifisch fur den Tumor sind, sondern auch in
geringen Mengen physiologisch in Geweben exprimiert werden. Das kann die
Suche fur ein zusatzliches Zielantigen schwieriger gestalten. Dennoch bietet
dieser Ansatz zusatzliche Spezifitdt und geringere Toxizitat fur gesundes
Gewebe, wahrend die on-target Effekte im gesunden Gewebe minimiert werden.
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4.2.3 Zwei verschiedene Zielantigene auf jeweils zwei

verschiedenen Zielzellen
Das wohl uberraschendste Ergebnis dieser Arbeit ist die Erkenntnis, dass das
Szenario 4 (Abbildung 4), die Wahl von zwei verschiedenen Zielantigenen (B7H3
und Endoglin) auf jeweils zwei verschiedenen Zielzellen (Mix aus HL-60 und
K563), zumindest in diesem Setting des Thymidin-Inkorporations-Assay (3.3.3.4)
keinen CD28-Effekt der BiCos in Kombination zeigt.

Arbeiten, die analog zu unserem kombinatorischen Ansatz ein CD3-Antitumor-
Konstrukt zusammen mit einem kostimulatorischen Konstrukt, welches das
Molekul 4-1BB auf T-Zellen, sowie das Fibroblasten-Aktivierungs-Protein (FAP)
auf Tumorstromazellen bindet, nutzen, erzielen einen verbesserten Tumorkill,
erhohte Zytokinsekretion und T-Zellaktivierung in Kombination, als mit dem CD3-
Konstrukt alleine (Claus et al., 2019; Trub et al., 2020). Zudem sprechen Daten,
die von Dr. Horner in der AG Jung generiert wurden, dafur, dass der Ansatz von
zwei Zielzellen mit jeweils einem Zielantigen im Thymidin-Inkorporations-Assay
mit einer Kombination von BiRecs und 4-1BB-kostimulatorischen Konstrukten zu
einer erhohten T-Zellproliferation fuhrt (Horner, unpubliziert).

Umso erstaunlicher ist es, dass sich das Szenario 4 mit den BiCos und BiRecs
nicht anwenden |asst (siehe Abbildung 20 und 21). Da das Szenario 4 auch nicht
zur vermehrten T-Zellproliferation fuhrt, wenn man die Zielantigene der BiCos
und BiRecs tauscht, postulieren wir, dass die Antigenwahl von B7H3 und
Endoglin fur diesen Ansatz nicht geeignet ist. Jedoch sind genauere
Nachforschungen noétig, um den exakten Grund hierfur zu ermitteln. Aus diesem
Grund wurde das Szenario 4 in der weiteren funktionellen Charakterisierung der

Kombinationen nicht untersucht.

4.3 FACS Kill Assays

Die FACS-basierten Kill-Assays wurden durchgefuhrt, um die Antikorper-
vermittelten zytotoxischen Effekte des kombinatorischen Ansatzes, sowie die
Aktivierung der T-Zellen zu evaluieren. Das Szenario 4, welches keinen Nutzen
der Kombination im Thymidin-Inkoperations-Assay aufgezeigt hat, wurde nicht
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mehr weiter untersucht. Die Proliferationsdaten von Szenario 1-3 wurden mittels

FACS-basiertem Zytotoxizitats-Assay validiert.

4.3.1 Zielzellproliferation bei Kombination mit demselben
Zielepitop

Der FACS-Kill Assay lieferte Uberraschende Ergebnisse in der Kombination von

BiCos und BiRecs, die gegen dasselbe Epitop oder zwei unmittelbar benachbarte

Epitope gerichtet sind. Anstatt, dass wie zu erwarten eine ahnliche Zielzellzahl

wie bei der Negativkontrolle MOPC oder BiRec allein zu detektieren ist, ist die

Tumorzellzahl um ein Vielfaches der eingesetzten Zellen gestiegen (im Falle von
7C4-M18 und 7C4-9.3 um durchschnittlich 200%, Abbildung 22).

Ein moglicher Erklarungsansatz fur dieses Phanomen ist, dass die
Leukamiezellen U937, die als Zielzellen im FACS-KIill Assay eingesetzt wurden,
durch die Immobilisation von B7H3 proliferieren. U937 (ATCC® CRL-1593.2™)
ist eine lymphoide, myeloische Zelllinie, die aus dem Pleuraerguss eines
Patienten mit histiozytarem Lymphom gewonnen wurde (Sundstrom and Nilsson,
1976). Diese Zelllinie gilt als eine der wenigen menschlichen Linien, die noch
viele der monozytaren Merkmale von Zellen histiozytarem Ursprungs aufweisen
(Koren, Anderson and Larrick, 1979; Olsson et al., 1983). Mehrere Arbeiten
deuten darauf hin, dass das Molekul B7H3 und Zellen aus dem Monozyten-
Makrophagen-System gemeinsam einen positiven Einfluss auf
Tumorprogression haben konnten: Es wurde zum Beispiel gezeigt, dass B7H3
und CD14 in Geweben von Nierenzellkarzinomen gemeinsam Uberexprimiert
werden, was mit einem Fortschreiten des Tumors assoziiert ist. Diese Studie
postuliert, dass B7H3 eine wichtige Rolle bei der Angiogenese von
Nierenzellkarzinomen spielt, die zudem durch CD14* Monozyten beeinflusst
werden konnte (Li et al., 2014). Zudem zeigen Mao et al., dass bei kolorektalen
Karzinomen ein positiver Zusammenhang zwischen der Expression von B7H3
und der Dichte der infiltrierenden Makrophagen besteht, wahrend beide negativ
mit dem Uberleben der Krebspatienten korreliert waren. Da darliber hinaus der
mutmaldliche B7H3-Rezeptor auf aktivierten Monozyten und Makrophagen

vermutet wird, weisen diese Ergebnisse auf eine mogliche Rolle von
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Makrophagen und eines B7H3-Signals bei der Progression von Tumoren hin
(Mao et al., 2017). Somit ware es erdenkbar, dass B7H3 einen proliferativen
Einfluss auf die U937 Zelllinie hatte.

Weiterfuhrende Experimente im Thymidin-Inkorporations-Assay, in denen die
B7H3- und Endoglin-BiRecs immobilisiert wurden, um die Proliferation von U937
zu beobachten (Daten nicht gezeigt) ermoglichten es leider nicht, eine klare
Aussage daruber zu treffen, ob durch die Immobilisation von B7H3 zur
Proliferation von U937-Zellen fuhrt. Zudem wirde der hier aufgefuhrte
Erklarungsansatz nicht die massiv erhohte Tumorzellzahl in den mit Endoglin-
BiRecs und BiCos behandelten Proben erklaren (Kro22-M18 + Kro22-9.3 in
Abbildung 22). Zusatzlich dazu, fallt in Abbildung 22 auf, dass die verschiedenen
PBMC-Spendenden teilweise eine hohe Diskrepanz im Tumorkill aufweisen,
sodass hier zusatzliche Wiederholungen des Experimentes mit weiteren PBMC-
Spendenden vonndten sind, um diesen beobachteten Effekt der Proliferation von

Tumorzellen zu bestatigen.

4.3.2 Effizienter Tumorkill in den Szenarien 2 und 3

Obgleich die Ergebnisse, in der Kombination von BiCos und BiRecs, die gegen
dasselbe Epitop oder zwei Epitope in unmittelbarer Nahe zueinander gerichtet
sind Uberraschen, stellen sich die Daten mit den Kombinationen von Szenario 2
und 3 wie erwartet dar: Im Einklang mit den Proliferationsdaten fuhren die
Kombinationen, die sich gegen weit entfernte Epitope auf B7H3 richten oder ein
ganzlich unterschiedliches Antigen, Endoglin, richten, zu einem deutlichen
Tumorkill im Vergleich zu den BiRecs allein oder der Negativkontrolle. Wie jedoch
bereits in anderen Experimenten beobachtet, stellt 8H8-M18 wieder die
Ausnahme dar, da dieser BiRec mit allen kombinierten BiCos zu einer kompletten
Tumordepletion im Assay fuhrt. Wie bereits in 4.1.1 ausgefuhrt, erklaren wir
diesen Effekt mit der besonderen Kinetik und Affinitat des Klons 8H8 zu B7H3.

Zusatzlich zur Tumordepletion muss die Aktivierung der T-Zellen diskutiert
werden. Die Aktivierungsdaten der CD4* T-Zellen korrelieren nicht vollstandig mit
dem Tumorkill. So ist zum Beispiel der Anstieg der Aktivierung durch die
Kombination von 7C4-M18 und Kro22-9.3 nicht signifikant, wahrend die
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Negativkontrolle MOPC-M18 mit dem BiCo 8D9-9.3 einen signifikanten Anstieg
der CD69-Expression aufweist. Die Aktivierung der CD8" T-Zellen wiederum, ist
in keiner Probe signifikant dem BiRec allein gegenuber erhoht. CD69 einer der
frGhesten nachweisbaren Aktivierungsmarker von T-, B- und NK-Zellen (Hara et
al., 1986; Lanier et al., 1988; Testi, Phillips and Lanier, 1989). Die Expression
von CD69 auf T-Zellen erreicht nach 16-24 Stunden ihren HOohepunkt und nimmt
nach Wegfall der Stimulation statig ab (Craston et al., 1997). Somit sollte in
weiteren Experimenten ein frlherer Zeitpunkt zur Messung gewahlt werden.
Zusatzlich sollten diese Experimente mit weiteren PBMC-Spendenden wiederholt

werden, da sie eine hohe Diskrepanz aufweisen.

4.4 Nachhaltige T-Zellaktivierung und Gedachtnisbildung

durch die Szenarien 2 und 3

Neben dem Tumorkill, Proliferation und Aktivierung von T-Zellen, wurde die
Bildung immunologischer Gedachtniszellen mittels eines
Langzeitaktivierungsassays untersucht. Dabei wurde der Stimulus durch Antigen
und Antikorper aufrechterhalten, indem monozytendepletierte Spender-PBMCs
zweimal mit U937 als Zielzellen und Antikdrpern stimuliert wurden. Somit wurden
die Auswirkungen unserer Antikorperkonstrukte auf die Bildung des
immunologischen  Gedachtnisses durch die Zusammensetzung der

verschiedenen T-Zell Subpopulationen evaluiert.

Wie in den Abbildungen 25-27 graphisch dargestellt, fuhrt die Kombination der
BiCos und BiRecs, die gegen zwei weit voneinander entfernte Epitope oder
gegen zwei verschiedene Zielantigene auf einer Zielzelle zu einer ausgepragten
Expansion von CD4* und CD8" Effektor- und zentralen Gedachtniszellen. Die
Kombinationen, die dasselbe Epitop oder Epitope, die nah aneinander liegen
(z.B.: 8D9-M19 + 8H8-9.3) binden, sind in der Zusammensetzung der
Subpopulationen vergleichbar mit der Negativkontrolle MOPC. Wie bereits in den
Proliferations- und Tumorkillassays beobachtet, stellt der BiRec 8H8-M18 eine
Ausnahme dar. Dieser zeigt in Kombination mit allen BiCos, insbesondere mit
7C4-9.3 und 8D9-9.3 (siehe Abbildung 25 und 26), nach der Restimulation einen
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Shift der T-Zellsubpopulationen zu Effector Memory T-Zellen. Wie bereits unter
4.1.1 postuliert, kann dies anhand der besonders hohen Affinitat von 8H8 an
B7HS3 und der sehr stabilen Bindungskinetik erklart werden.

Die in vitro Daten weisen darauf hin, dass analog zum Kill und den
Proliferationsdaten, die Zugabe von einem BiCo mit richtiger Zielantigenwahl
(Szenario 2 und 3) einen massiven kostimulatorischen Nutzen hat und zur
verbesserten Formation von T-Gedachtniszellen fuhrt. Die nachhaltige
Proliferation und Aktivierung der T-Zellen, sowie die Entwicklung eines
immunologischen Gedéchtnisses, sind unerldsslich fiir die Uberwindung der
immunsuppressiven Mikroumgebung, die haufig durch solide Tumore
hervorgerufen wird. Zur endgultigen Beurteilung des Einflusses der Kombination
aus BiRec und BiCo auf die Bildung des immunologischen Gedachtnisses gegen
Tumorzellen sind jedoch weitere Untersuchungen -insbesondere in vivo -

erforderlich.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die in dieser Arbeit vorgestellten
Ergebnisse, auf das vielversprechende Potenzial von bispezifischen CD28-
Kostimulatoren fur die Kombination mit T-Zellrekrutierenden CD3-
Antikorperkonstrukten hinweisen. Die hier untersuchten BiRecs (mit Ausnahme
von 8H8-M18) in Kombination mit BiCos, die sich gegen weit entfernte Epitope
auf B7H3 richten oder ein ganzlich unterschiedliches Molekul wie Endoglin
binden, fuhren im Vergleich zu der alleinigen BiRec-Behandlung, zu einer
verbesserten T-Zellproliferation, T-Zellaktivierung, Tumordepletion und T-
Zellgedachtnisbildung.

4.5 Zwei verschiedene Zielantigene auf einer Zielzelle als

Leitkombination

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, zur optimalen Antigenwahl fur den
kombinatorischen Ansatz von CD3 T-Zellrekrutierenden Antikdrpern und
kostimulatorischen bispezifischen CD28 Antikorper durch funktionelle in vitro
Charakterisierung beizutragen.
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Die hier beschriebenen Antigene B7H3 und Endoglin wurden im Hinblick auf das
Prinzip des ,Dual Targeting® ausgewahlt. Im Gegensatz zu hamato-
onkologischen Krebserkrankungen, bei denen die entarteten Zellen und
Effektorzellen im Blut unmittelbar miteinander in Kontakt treten kdonnen, ist die
Bekampfung von soliden Tumoren eine komplexere Herausforderung. Die
therapeutischen Antikdrper mussen sowohl das umliegende Gewebe als auch
den Tumor selbst penetrieren und Effektorzellen missen erst einmal zum Tumor
gelangen. Das ,Dual Targeting®, stellt eine Alternative zur direkten
antikorpervermittelten Tumorzelllyse dar, da nicht nur der Tumor durch die
Bindung an TAAs angegriffen wird, sondern auch die tumorversorgenden
Blutgefal’e durch die bispezifischen Konstrukte erkannt werden. Wir nehmen an,
dass durch das gleichzeitige Abzielen auf Tumor und assoziierte Blutgefalle, der
Zugang von T-Zellen zum Tumor erleichtert wird. Wie in 1.7 beschrieben, sind
B7H3 und Endoglin Antigene, die nicht nur auf Tumorgewebe uUberexprimiert
sind, sondern auch auf den zugehodrigen Tumorgefallen. Somit sind diese
Molekule attraktive Zielantigene und wurden deswegen fur dieses Projekt

ausgewahilt.

In der Zusammenschau der Daten, Iasst sich schlussfolgern, dass die beste und
zuverlassigste  Steigerung der  T-Zellproliferation, -aktivierung, -
gedachtnisbildung und Tumordepletion durch die Kombination der bispezifischen
Konstrukte, die sich gegen weit entfernte Epitope auf einem Molekul richten oder
ein ganzlich unterschiedliches Molekul binden, erreichen lasst. Jedoch hat das
Szenario 3 einen erheblichen Vorteil gegenuber dem Szenario 2:

Eine zusatzliche Spezifitat und geringere Toxizitat fur gesundes Gewebe. Da
tumorassoziierte Antigene in ihrer Expression nicht streng auf Tumorgewebe
limitiert sind, kdnnen bispezifische T-Zellrekrutierende Antikdrper eine gewisse
Toxizitat gegen Gewebe besitzen, die diese Antigene physiologischer Weise
exprimieren. Das Einbeziehen eines Kostimulators, der sich gegen ein weiteres
tumorassoziiertes Antigen auf derselben Krebszelle richtet, verringert die
Wahrscheinlichkeit der Toxizitat gegenuber gesundem Gewebe erheblich und
erhoht mal3geblich die Spezifitat der Therapie gegen den Tumor.
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Mit Hinblick auf die beachtliche Steigerung der T-Zellproliferation, -aktivierung, -
gedachtnisbildung und Tumordepletion durch das Szenario 3 und dem
zusatzlichen Aspekt der verbesserten Spezifitat und geringerer Toxizitat der
Antikdrperkombination, wurde die Kombination von BiCos und BiRecs als
Leitkombination gewahlt, die sich gegen zwei verschiedene Antigene auf einer
Tumorzelle richten. Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass diese
Kombination einen immuntherapeutischen Ansatz bieten konnte, der die
Wirksamkeit der bereits klinisch eingesetzten bispezifischen T-Zellrekrutierenden
Antikorper wesentlich verbessert konnte.

4.6 Ausblick

Bispezifische CD3-Antikorper, die sowohl zur T-Zellrekrutierung fihren als auch
das Signal 1 zur T-Zellaktivierung liefern (Abbildung 1), stellen einen
aufstrebenden Ansatz der Immuntherapie gegen Krebs dar. Obwohl solche
Molekule bereits ihren Weg in die Klinik gefunden haben, erreichen sie meist
nicht die Wirksamkeit der CAR-T-Zelltherapie (Zhukovsky, Morse and Maus,
2016). Der Ansatz der CAR-T-Zellen ist den T-Zellrekrutierenden bispezifischen
Antikorpern funktionell sehr ahnlich, stellt aber zusatzlich zu Signal 1, das Signal
2 fur die T-Zellaktivierung fur sich selbst bereit (Maher et al., 2002; Weinkove et
al., 2019). In dieser Dissertation evaluierten wir einen kombinatorischen Ansatz
mit einem bispezifischen CD3-Antikorper, der Signal 1 liefert, gepaart mit einem
bispezifischen CD28-Kostimulator, der Signal 2 beisteuert. Ziel war es die
optimale Zielantigenwahl der Kombination zu ermitteln, um diesen
therapeutischen Ansatz auf andere Antikorperkonstrukte mit anderen
Zielmolekllen anwenden zu konnen. Die ermittelte Leitkombination besteht aus
Antikorpern, die gegen zwei verschiedene Zielmolekule auf einer Tumorzelle
gerichtet sind (Szenario 3, Abbildung 4). Diese Kombination fuhrt zu einer
massiven zielzellrestringierten T-Zellproliferation, -aktivierung und
Tumorzelldepletion in vitro, im Vergleich zum CD3-Antikorper allein. Daruber
hinaus bietet dieser Ansatz zusatzliche Spezifitat und geringere Toxizitat fur
gesundes Gewebe und hat das Potential sich zu einer gut vertragliche

Standardtherapie mit verstarkter Antitumorwirkung zu entwickeln.
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Der nachste Schritt in der Entwicklung des kombinatorischen Ansatzes sind
Tierversuche, in denen die Charakterisierung der Antikorper in vivo erfolgt. Ein
xenogenes Metastasenmausmodell, bei dem B7H3- und Endoglin-positive
Tumorzellen intravends injiziert werden und Metastasen in der Lunge bilden,
wurde bereits von der kooperierenden Arbeitsgruppe von Professor Salih an der
Universitatsklinik Tubingen etabliert und erprobt. Hier erzielt die Kombination von
7C4-M18 und Kro22-9.3 eine signifikante und effektive Tumorzelldepletion im
Vergleich zu den Kontrollen (Salih, unveroffentlicht). Weitere Mausversuche, wie
Praventions- und etablierte Tumormodelle, sind bereits in Planung, um eine

ausreichende Beurteilung des Szenarios 3 im Tiermodel zu ermdglichen.

Derzeit wird mit Unterstitzung durch den Validierungsfond der Helmholtz-
Gemeinschaft eine GMP-konforme Produktion von von einer BiRec/BiCo
Kombination durchgefuhrt. Eine Klinische Studie, die eine ausgewahlte
BiRec/BiCo Kombination testen soll, ist fur das Jahr 2023 beabsichtigt.
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5 Zusammenfassung

Die Aktivierung von T-Zellen wird durch die Interaktion zwischen dem TCR/CD3-
Komplex und dem Peptid-Haupthistokompatibilitatskomplex (Signal 1) reguliert.
Dieses erste Signal kann durch ein zweites Signal verstarkt werden, das von
einem kostimulatorischen Rezeptor wie z.B. CD28 bereitgestellt wird. Klassische
T-Zellaktivierende bispezifische Antikorper (bsAb) ahmen das Signal 1 nach,
indem sie tumorassoziierte Antigene mit dem TCR/CD3 auf T-Zellen
quervernetzen und so die Lyse von Tumorzellen durch aktivierte T Zellen
ermoglichen. Bereits drei T-Zellaktivierende bsAb haben eine Marktzulassung
erhalten und zahlreiche solcher bispezifischen Antikdrperkonstruke befinden sich
in klinischer Erprobung. Obwohl einige dieser Antikorper bei Leukamiepatienten
einen betrachtlichen therapeutischen Erfolg gezeigt haben, ist die Wirksamkeit
gegen solide Tumore begrenzt.

In dieser Arbeit wird ein Ansatz weiterverfolgt, bei dem Signal 1 induzierende
bispezifische Antikorper mit einem zweiten bispezifischen Antikdrperkonstrukt,
welches Signal 2 Uber CD28 induziert kombiniert werden, um den Antitumoreffekt
von T-Zellen zu steigern.

Die bispezifischen Konstrukte werden in vier verschiedenen Szenarien getestet
(1. Ein Antigen auf einer Tumorzelle, selbes Epitop, 2. Ein Antigen auf einer
Tumorzelle, zwei verschiedene Epitope, 3. Zwei verschiedene Antigene auf einer
Tumorzelle, 4. Zwei verschiedene Antigene auf zwei Tumorzellen). Insbesondere
wird in dieser Arbeit festgestellt, dass die zuverlassigste Steigerung der T-
Zellaktivierung und Tumorzelldepletion durch eine Kombination von bsAb erreicht
wird, die sich gegen zwei unterschiedliche Molekule auf einer Tumorzelle richtet.
Dieser Ansatz bietet zusatzliche Spezifitat und geringere Toxizitat fur gesundes
Gewebe. Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die Kombination von
bereits klinisch eingesetzten CD3 stimulierenden bsAb mit CD28-
kostimulierenden bispezifischen Antikdrperkonstrukten die Antitumoraktivitat von
T-Zellen wesentlich verbessert konnte.
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Endoglin-Expression

121



Anhang

Abbildung 12:

Abbildung 13:

Abbildung 14:

Abbildung 15:

Abbildung 16:

Abbildung 17:

Abbildung 18:

Abbildung 19:

122

FACS-Bindungsassay zur Bestimmung der ECsg
fur alle CD3-spezifischen Konstrukte auf Jurkat-
Zellen

FACS-Bindungsassay zur Bestimmung der ECsg
fur alle CD28-spezifischen Konstrukte auf Jurkat-
Zellen

Exemplarisches Thymidin-Inkorporations-Assay,
Titration der B7TH3-BiRecs mit Titration der
B7H3-BiCos auf inaktivierten U937, um die
Antikorperkonzentrationen fur die folgenden
Assays zu ermitteln

Ubersicht der BiRec Titrationen (3 verschiedene
PBMC-Spender) in Kombination mit den BiCos
auf inaktivierten U937 und das zugehorige
Verhaltnis von CD28-Effekt zur Grundstimulation
durch das CD3-Konstrukt

Exemplarisches Thymidin-Inkorporations-Assay,
Titration der B7H3-BiRecs mit B7H3-BiCos auf
inaktivierten U937, um antikorpervermittelte
proliferative Effekte auf T-Zellen zu untersuchen
Ubersicht aller Thymidin-Inkorporations-Assays
(4 verschiedene PBMC-Spender) im direkten
Vergleich der B7H3-BiRecs (10 ng/ml) in
Kombination mit den B7H3-BiCos (400 ng/ml) auf
inaktivierten U937

Exemplarisches Thymidin-Inkorporations-Assay,
Titration der BiRecs mit BiCos die gegen zwei
Zielantigene oder ein Zielantigen auf inaktivierten
U937 gerichtet sind

Ubersicht aller Thymidin-Inkorporations-Assays
(4 verschiedene PBMC-Spender) im direkten
Vergleich der BiRecs (10 ng/ml) in Kombination
mit den BiCos (400 ng/ml) auf inaktivierten U937
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Exemplarisches Thymidin-Inkorporations-Assay,
Titration der BiRecs mit BiCos auf inaktivierten
U937, HL-60, K562 und einem 1:1 Mix von HL-60
und K562 Zellen mit monozytendepletierten
PBMC (E:T 2:1/ E:T 4:1 in den Kontrolltitrationen
auf HL-60 und K562)

Ubersicht aller Thymidin-Inkorporations-Assays
(4 verschiedene PBMC-Spender) im direkten
Vergleich der BiRecs (10 ng/ml) in Kombination
mit den BiCos (400 ng/ml) auf inaktivierten U937,
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HL-60 und K562)
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Ubersicht der T-Zellaktivierung innerhalb der
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Abbildung 27: Heatmap zur Ubersicht der T-Zell
Subpopulationen im Langzeitaktivierungsassay
mit 3 gesunden PBMC-Spendern
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