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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Humanes MCSP ist ein gut charakterisiertes Tumorantigen, das auf der Mehrzahl aller
malignen Melanome hoch exprimiert wird, und stellt somit eine gute Zielstruktur fr

immuntherapeutische Ansatze dar.

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurden die Wirkmechanismen eines neuen
bispezifischen Antikorpers, der gegen humanes MCSP und CD3 auf T-Zellen gerichtet
ist, in vitro und im humanisierten Tumormausmodell in vivo untersucht. In humanen
T-Zellkokulturen induzierte der bispezifische MCSP-CD3 Antikdrper in Gegenwart
MCSP-positiver Melanomzellen konzentrationsabhéngige T-Zellaktivierung, Sekretion
von Zytokinen und effiziente Tumorzelllyse durch CD4- und CD8-positive T-Zellen. Die
induzierte Lyse war hierbei unabhangig von der T-Zellrezeptorspezifitat sowie
kostimulatorischen Molekilen und allein abhangig von der Expression des
Tumorantigens sowie CD3 auf den T-Zellen. Wie hier diskutiert, liegt es nahe, dass die
Freisetzung lytischer Molekule (Perforin und Granzym-B) durch CD8- und auch

CD4-positiver T-Zellen den Hauptmechanismus in der Lyse der Melanomzellen darstellt.

Um die Wirksamkeit in vivo testen zu konnen, wurde ein humanisiertes
Tumormausmodell etabliert. Die Injektion humaner hamatopoetischer Stammzellen in
neugeborene Rag2™y.” Mause fiihrte zur Entwicklung funktioneller T-Zellen im murinen
Thymus, welche lymphatische Organe besiedelten. In vitro induzierten die T-Zellen
humanisierter Mause in Anwesenheit des bispezifischen MCSP-CD3 Antikorpers
ebenfalls konzentrationsabhdngige Lyse der Melanomzellen. Wie hier gezeigt,
induzierte die Injektion humaner Melanomzellen in humanisierte Mause keine messbare
Abstopungsreaktion. Unter Behandlung mit MCSP-CD3 wurde zwar eine erhéhte Anzahl
humaner T-Zellen im Tumorgewebe nachgewiesen, jedoch verfliigte die verwendete
Melanomzelllinie Uber eine geringe basale T-Zellinfiltration, geringe Vaskularisierung
und ein noduldres Wachstumsverhalten. Wie innerhalb dieser Arbeit diskutiert, kann
durch die Kombination mit Therapien, die eine erhohte T-Zellinfiltration in das
Tumorgewebe ermdglichen, die Wirksamkeit von bispezifischen Antikdrpern

madglicherweise gesteigert werden.
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2 Einleitung

Im Laufe der menschlichen Evolution entwickelte sich ein hochkomplexes und
effizientes Immunsystem, welches in der Lage ist, uns Menschen vor kdrperfremden
Organismen wie z.B. Pilzen, Bakterien und Viren auf vielfaltige Art und Weise zu
schutzen ™ 2. Man unterscheidet angeborene und erworbene Immunantworten ?. Das
angeborene Immunsystem ist die evolutiondr am frihesten anzusiedelnde Abwehr
gegen eindringende Fremdkorper. Hierzu zahlen mechanische Barrieren (z.B.
Schleimh&ute), Abwehrzellen (z.B. Makrophagen, dendritische Zellen, Ganulozyten,
naturliche  Killerzellen und  Mastzellen) und plasmatische  Bestandteile
(Komplementsystem) Bl Der Hauptunterschied zur erworbenen Immunabwehr besteht
darin, dass die Erkennung von Fremdmolekilen keimbahncodiert und somit genetisch
festgelegt ist . PAMPs (engl.: Pathogen Associated Molecular Patterns) sind hoch
konservierte Strukturen die charakteristisch und zumeist essentiell fir bestimmte
Fremdorganismen sind. Es handelt sich um Komponenten bakterieller Zellwande,
Peptiden oder auch Nukleinsduren von pathogenen Organismen, welche durch
sogenannte PRRs (engl.: Pattern Recognition Receptors) erkannt werden . Man
unterscheidet |0sliche, intrazellulare sowie auf der Oberfliche von Immunzellen
exprimierte PRRs. Losliche PRRs kénnen nach Bindung an pathogene Strukturen das
Komplementsystem aktivieren und so die Lyse von Erregern induzieren.
Oberflachen-PRRs, wie z.B. Toll-like Rezeptoren, sind hauptséchlich auf
phagozytierenden Zellen wie Makrophagen und dendritischen Zellen vorhanden. Nach
erfolgreicher Bindung von fremden Strukturen kommt es zur Zellaktivierung und
Erh6éhung der Phagozytoseaktivitat. Vor allem dendritische Zellen sind nach Aktivierung
in der Lage in regionale Lymphknoten zu migrieren um dort eine Aktivierung von Zellen

5. 6 Dendritische Zellen sind

des erworbenen Immunsystems zu bewirken
antigenprasentierende Zellen (engl.: Antigen Presenting Cells; kurz: APCs) und stellen

eine Schlusselfigur in der Vermittlung von Immunitaten und Toleranzen dar '),

Das erworbene Immunsystem entwickelte sich erst nach der angeborenen
Immunabwehr als evolutionare Antwort auf neue oder verdnderte Krankheitserreger. Es

zeichnet sich dadurch aus, dass es spezifische Strukturen (Antigene) gezielt erkennt
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und zellulare und humorale Immunantworten induziert ?. Die Erkennungen sind im
Gegensatz zur angeborenen Immunitat nicht keimbahncodiert und werden durch B- und
T-Lymphozyten vermittelt. Die Entwicklung humaner T-Zellen ist ein komplexer Prozess,
der innerhalb des Thymus durchlaufen wird. Vorlaufer der T-Lymphozyten wandern aus
dem Knochenmark (iber die Blutbahn in den Thymus ein . Sie besitzen noch keine
T-Zell-spezifischen Oberflachenmarker wie CD3, CD4, CD8 oder T-Zellrezeptoren
(kurz: TZRs). Wie in Abbildung 1 veranschaulicht, durchlaufen diese Vorlauferzellen
(Thymozyten) vom Cortex (Thymusrinde) tUber verschiedene Zwischenstufen von auf3en
nach innen den Thymus bis in die Medulla (Thymusmark). Durch den Prozess der
V(D)J-Rekombination werden in einem ersten Schritt aus zahlreichen Gensegmenten
verschiedenste TZRs generiert . Zwei Lymphozyten spezifische Enzyme,
Rekombinase 1 und 2, binden an konservierte DNA-Sequenzen und induzieren die
Spaltung der DNA. Die geschnitten Segmente werden zuféllig ligiert, sodass eine
vollstandige TZR-Sequenz entsteht %, Durch die zufallige Ligation entsteht eine groRe
Diversitat die es erlaubt, Immunantworten gegen eine Vielzahl pathogener Strukturen zu
generieren. Nach Entstehung der TZR werden deren Funktionalitat und Reaktivitat
innerhalb des Thymus Uberpriuft und fehlerhafte bzw. autoreaktive eliminiert. Kénnen
diese TZR korpereigene, peptidbeladene MHC-Molekile (MHC-Klasse | und / oder
MHC-Klasse II) auf den Epithelzellen im Cortex erkennen, erhalten sie ein positives
Signal und Uberleben, wahrend nicht- oder zu schwach-bindende Thymozyten in
Apoptose (programmierter Zelltod) Y. Dieser erste Selektionsschritt wird auch positive
Thymusselektion genannt und stellt sicher, dass prasentierte Peptide nur auf
korpereigenen MHC-Molekllen erkannt werden. Die Thymozyten sind zu diesem
Zeitpunkt doppelpositiv fur CD4 und CD8 . Thymozyten deren TZR erfolgreich an
peptidbeladene MHC-Klasse I-Molekile bindet werden CD8 und die die an
peptidbeladene MHC-Klasse II-Molekile binden werden CD4 einfachpositiv
(Abbildung 1) und treten in die Medulla ein ®. In einem weiteren Schritt, der
sogenannten negativen Selektion, gehen Thymozyten die kdrpereigene Antigene mit zu
hoher Affinitat erkennen und somit potentiell autoreaktiv sind, durch noch nicht
vollstandig aufgeklarte Vorgéange in Apoptose. Verantwortlich fir diesen Schritt sind vor

n 12 13]

allem medullare Epithelzellen und dendritischen Zelle . Medullare Epithelzellen

kénnen mit Hilfe des sogenannten AIRE-Gens (Autoimmun-Regulator) organspezifische
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Proteine synthetisieren und auf MHC-Molekulen in Form kleiner Peptide prasentieren

(4 Nach erfolgreicher Thymusselektion werden die T-Zellen in die Blutbahn entlassen.

Medulla

.= T-Zel-Rezeptor

Abbildung 1: T-Zellentwicklung im Thymus

Aus dem Knochenmark wandern T-Zellvorlaufer in den Thymus ein. Nach Generierung des TZR werden

die T-Zellen positiv und negativ auf dem Thymusepithel selektiert, bevor sie ihre Funktion als

Abwehrzellen tibernehmen koénnen 3%,

Im Gegensatz zu T-Lymphozyten findet die Reifung der B-Zellen im Knochenmark statt.
Auch sie generieren Rezeptoren mittels der erwahnten V(D)J-Rekombination die, zur
Erhaltung der Selbsttoleranz, ebenfalls einer negativen Selektion unterzogen werden.
B-Zellen deren Antigenrezeptoren eigene Proteinstrukturen mit zu hoher Affinitat
erkennen, kdnnen durch sekundéare Veranderungen der B-Zellrezeptorsequenzen ihre
Affinitaten &ndern und somit der Apoptose entfliehen. Dieser Vorgang wird auch
receptor editing“ genannt ™®. Im Fall von T-Zell-abhangigen Antikérperantworten sind

daruber hinaus Interaktionen mit entsprechenden T-Zellen von NoOten um eine
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Aktivierung antigenspezifischer B-Zellen zu erhalten (engl.: ,linked recognition) *7.

Potentiell autoreaktive B-Zellen werden somit indirekt durch die Toleranzmechanismen
der T-Zellen im Thymus reguliert. Die Selektion der B-Zellen im Knochenmark sowie der
T-Zellen im Thymus werden als zentrale Toleranzmechanismen zusammengefasst. Sie
stellen sozusagen praventive MalBhahmen gegen die Entstehung autoreaktiver

Immunzellen dar.

Einige potentiell autoreaktive Zellen koénnen sich jedoch diesen zentralen
Selektionsmechanismen entziehen und so in die Peripherie gelangen *® % Daher
entwickelten sich weitere periphere Toleranzmechanismen, um die Selbsttoleranz des
Immunsystems zu regulieren. Hierzu zahlen das Phanomen der Ignoranz ', der
Anergie ™ und Hemmung durch regulatorische T-Zellen (Teq) ?2. Letztere stellen eine
spezielle Untereinheit der T-Zellen dar, die in der Lage sind, Uberreaktionen des
Immunsystems durch Sezernierung entziindungshemmender Molekile wie IL-10 und
TGF-B zu unterdriicken %, Hierzu ist ein direkter Zellkontakt notwendig ?* % Es
existieren Thymus-abstammige T.g Zellen (tT.g), deren Entwicklung im Thymus
verankert ist ?® 21 sowie Peripherie-abstammige regulatorische T-Zellen (pTeg) 7 %2,
deren hemmende Funktion erst aul3erhalb des Thymus induziert wird. Die Ignoranz ist
kein aktiver Prozess, sondern eher ein Nichtbeachten einer Antigenprasentation durch
naive (nicht aktivierte) T-Zellen, da zum einen keine zusatzlichen Gefahrensignale und
kostimulatorische Signale prasentiert werden und zum andern die Menge an
prasentierten Antigen zu niedrig ist ?%. Die Aktivierung von T-Zellen ist neben der
Bindung von TZR an MHC-Peptid-Komplex auch von der Anwesenheit
kostimulatorischer Molekulen auf APCs, vor allem dendritischen Zellen, abhangig.
Empfangt die T-Zelle bei Erkennung eines Antigens keine kostimulatorischen Signale,
wird ein anergischer Zustand und somit die Abschaltung einer Immunreaktion induziert.
Dies wird zumeist durch dendritische Zellen vermittelt, die unter entzindungsarmen
Bedingungen oder bei Prasentation korpereigener Peptide keine erhohte Expression
kostimulatorischer Molekiile aufweisen 2% 3%,

Die Aktivierung naiver T-Zellen findet durch Interaktionen mit APCs statt. Kérperfremde
Erreger kbnnen von APCs erkannt, phagozytiert, prozessiert und in Form kleiner Peptide

auf der Zelloberflache prasentiert werden ©. Diese MHC-Peptid-Komplexe werden
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mittels TZR erkannt, und es kommt, zusammen mit kostimulatorischen Stimuli und
Entziindungssignalen, zur Aktivierung der T-Zellen. Die Aktivierung der CD4-positiven
Helfer-T-Zellen (Tuefer) wird Uber MHC-Klasse 1l und die der CD8-positiven
zytotoxischen T-Zellen (CTL) tiber MHC-Klasse | eingeleitet . Tyerer bernehmen die
Koordination vieler immunologischer Vorgange. Unter anderem sind sie ein wichtiger
Bestandteil der humoralen Immunabwehr. Aktivierte Tyeter kONnen durch Interaktion mit
MHC-Klasse II-Peptid-Komplexe auf naiven B-Zellen, diese aktivieren. Naive B-Zellen
produzieren zunachst Immunglobulin M (IgM) (Priméarantwort), bevor es durch diese
Trerer-B-Zellinteraktion  zum  Antikdrperklassenwechsel  (Sekundarantwort),  zur
Differenzierung in 1gG-, IgE- oder IgA-produzierenden (Immunglobulin G / E / A)

B sezernierte

Plasmazellen und zumeist Migration ins Knochenmark kommt
Immunglobuline (Antikdrper) sind Serumbestandteile des erworbenen Immunsystems
und koénnen durch ihre Bindung an kérperfremde Strukturen, Zellen des angeborenen
Immunsystems (naturliche Killerzellen, Mastzellen und Granulozyten) aktivieren. Diese
Immunzellen konnen Antikdrper durch sogenannte F.-Rezeptoren erkennen und
funktionell aktiv werden. CTL kodnnen nach spezifischer Aktivierung durch APCs
infizierte oder entartete Zellen in den Zelltod treiben. Erkennt der TZR den
MHC-Klasse I-Peptid-Komplex auf einer Korperzelle, kommt es in den aktivierten CTL
zur Ausschittung zytotoxischer Molekile wie Granzym-B und Perforin und somit zur
Lyse infizierter oder entarteter Zellen ®2. Die Induktion von T-Zellzytotoxizitaten gehort
zu den sogenannten zelluldre Immunantworten. Jede einmal durchlebte
T-Zell-abhéngige Immunabwehr wird in Form eines immunologischen Gedéachtnisses
gespeichert. Erst durch die Entwicklung von Gedachtnis-T- und B-Zellen ist es mdglich

Immunitaten gegen bereits bezwungene Erreger zu generieren.

Das erworbene Immunsystem ist nicht nur gegen korperfremde Organismen aktiv,
sondern ist auch imstande, entartete Korperzellen, welche durch genetische Mutationen
neue oder veranderte Antigene prasentieren, zu bekampfen. Krebszellen sind genetisch
instabil und besitzen hohe Mutations- und Proliferationsraten. Durch die standigen
genetischen und phanotypischen Veranderungen kommt es zu einer Selektion und

Vermehrung der am besten adaptierten Krebszellen, die sich durch verschiedenste
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,Escape“-Mechanismen der Attacke des Immunsystems entziehen konnen. Hierzu

zahlen:

e Veranderte Expressionen von MHC-Klassen Molekiilen 13334

e Induktion von T-Zellanergie durch fehlende kostimulatorische Signale °!

e Expression von T-Zellinhibierenden Rezeptoren wie PD-L1/2 *®¥und FAS B

e Herunterregulierung von Tumorantigenen 839

e Expression von entziindungshemmenden Zytokinen wie TGF-g “* *Jund IL-10 ¥4

e Mobilisierung, Aktivierung und Induktion regulatorischer T-Zellen 344

e Umprogrammieren von tumorinfiltrierenden Immunzellen, die zur
Tumorprogression beitragen (z.B. Tumor-assoziierte Makrophagen 5“6

e Tumorwachstum in physikalisch-abgeschirmter Umgebung “” (Wachstum in

Knotchen oder Kapseln)

Die onkologische Forschung versucht seit langer Zeit Immuntherapien zu entwickeln, die
imstande sind, in Gegenwart dieser Escape-Mechanismen Tumor-spezifische
Immunantworten zu generieren. Hierzu zéhlen Antikoérpertherapien gegen bestimmte
Tumorantigene und Induktion von antikérperabhangiger zellvermittelter Zytotoxizitat
(engl.: Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity, kurz: ADCC) “¥*%  |mmunisierungen

n [61-53

mit Tumorantigen-beladenen dendritischen Zelle 1. Zytokintherapien ®**° und der

adoptive T-Zelltransfer ©° 57

. Eine noch relativ neue Art der Immuntherapie stellen
bispezifische Antikoérper dar. Diese Art von Antikdrper besitzen zwei separate und
voneinander unabhéngige Antigenbindungsstellen. Mit der einen kommt es zur Bindung
an ein spezifisches Tumorantigen, wahrend die andere mit dem humanen CD3 auf
T-Zellen interagiert. Diese duale Bindung an Tumor- und T-Zelle l6st die Lyse der
Tumorzellen aus % *¥. Die genauen zellularen Ablaufe sind noch Gegenstand heutiger
Forschung. Bekannt ist jedoch, dass diese induzierte Zytotoxizitdt unabhangig von
Antigenprasentationen sowie kostimulatorischen Signalen ist °%. CD3 besteht aus einer
gamma-, delta- und epsilon-Kette und bildet zusammen mit dem TZR den
TZR-CD3-Komplex. Gegen CD3 gerichtete Antikérper konnen konzentrationsabhangig
bzw. dichteabhéangig zu einer Kreuzvernetzung des TZR und somit zur polyklonalen

Aktivierung und Proliferation von T-Zellen fihren ®Y. Der Grund hierfiir liegt im Aufbau

7
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naturlicher I1gG-Antikérper. Sie besitzen zwei Fab-Fragmente (antigenbindendes
Fragment) und kbnnen somit zweimal das gleiche Antigen binden (bivalent), was im Fall
CD3-spezifischer Antikdrper zur Kreuzvernetzung und T-Zellaktivierung fuhrt. Aus
diesem Grund und zur Vermeidung einer unkontrollierbaren T-Zellaktivierung im
Menschen, besitzen therapeutische bispezifische Antikorper nur eine Bindungsstelle fir
CDa3. Eine T-Zellaktivierung soll somit erst durch die Vernetzung von Tumorantigen und
CD3 induziert werden. Durch die duale Bindung an Tumorantigen und T-Zelle wird im
Fall CD8-positiver T-Zellen die Entstehung einer zytolytischen Synapse beschrieben 2.
Nach diesem Zell-Zell-Kontakt kommt es zur Lyse der Tumorzellen durch die
Freisetzung zytolytischer Molekille wie Granzym-B und Perforin 2. Die sogenannte
BiTE-Technologie (engl.: Bispecific T-cell Engager) beruht auf zwei miteinander
gekoppelten scFv-Fragmenten (engl.: single chain variable Fragment) 63 Die
Wirksamkeit eines CD19-CD3-BiTE wurden bereits in klinischen Phasen bei
Non-Hodgkin’s Lymphompatienten nachgewiesen [ ¢l CcD19 ist ein B-
Lymphozytenantigen und ist charakteristisch fur B-Zell-Lymphome. Weitere BITE-
Antikdrper gegen verschiedene Tumorantigene wie EpCAM ®® Her2/neu ®”), EGFR 8
und MCSP ®*! sind Gegenstand praklinischer Entwicklungen. Die Serumhalbwertszeit
solcher BiTE-Konstrukte liegt bei nur wenigen Stunden 3, was eine kontrollierte Gabe
des Medikaments ermoglicht. Andererseits ist es schwierig, einen effizienten
Antikorpertiter Gber die Zeit hinweg aufrecht zu erhalten [°3. Essentiell fur jede
Antikdrper-basierte Krebstherapie ist die Bindung an das spezifische Antigen auf
Tumorzellen. Die Antikdrperpenetrationen in den Tumor spielen vor allem bei soliden
Tumoren wie das humane maligne Melanom eine grof3e Rolle, da sie, im Gegensatz zu
hamatopoetischen Tumoren, eine abgegrenzte Tumormasse bilden. Der so entstehende
Tumordruck kann die Antikrperpenetration und -Verteilung stark limitieren "%, Zudem
kann die Wirkung von Antikérpern durch die sogenannte Bindungsbarriere (engl.:
,binding site barrier“) beeintrachtigt werden . Hierbei wird vermutet, dass Antikdrper
mit hohen Antigenaffinitdten immer an ihr erstes Antigen binden, mit dem sie konfrontiert
werden; je hoher die Affinitat zum Antigen und je hdher die Antigendichte, desto grof3er

die Barriere "4,

Das maligne Melanom (auch ,schwarzer Hautkrebs®) ist ein bdsartiger Tumor der

72]

Melanozyten 2. Kaum eine andere Krebsart verzeichnet einen hoheren Anstieg an

8
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Neuerkrankungen pro Jahr. In Deutschland erkrankten im Jahr 2008 ca. 20.000
Menschen an diesem Hautkrebs 3. Er bildet schon in sehr friihen Entstehungsphasen
hochaggressive Metastasen aus, die sich in Lymphknoten (Stadium Ill), Leber, Lunge
und Gehirn (Stadium 1V) ansiedeln kdnnen. Dank der Melanomforschung konnten in den
letzten Jahrzehnten mehrere Melanom-assoziierte Tumorantigene nachgewiesen
werden. Hierzu zahlen unteranderen die Tyrosinase ", gp100 ™, MelanA/MART-1 1"®
M und MCSP "8, Tumorantigene kénnen anhand ihres Expressionsmusters in
Differenzierungs-, Tumor-Hoden- und Mutationsantigene eingeteilt werden 9.
Differenzierungsantigene wie Tyrosinase, MelanA/MART-1, gpl100 und MCSP sind
spezifisch fur das Geweben aus dem Tumore entstehen. Sie sind nicht tumorspezifisch
und kénnen bei Metastasierung verloren gehen. Tumor-Hodenantigene wie z.B. MAGE
finden sich neben Spermatozyten und Plazenta in erhdhtem Mape in Krebszellen .
Mutationsantigene sind ebenfalls tumorspezifisch, bilden sich zumeist durch
Punktmutationen in  bestimmten Genen, konnen jedoch sehr individuell
(patientenspezifisch) auftreten [, Die Nachteile von Tumor-Hoden- sowie
Mutationsantigene fur Antikdrper-basierte Therapien liegen darin, dass diese Antigene
intrazellular vorliegen und somit nicht frei zuganglich sind. Auch bekannte
Differenzierungsantigene wie die erwéhnte Tyrosinase und MelanA/MART-1 liegen im
Inneren der Zellen. Ein weiteres Melanom-assoziiertes Tumorantigen stellt MCSP (engl.:
Melanoma-associated Chondroitin Sulfate Proteoglycan 4) dar. Es ist ein auf dem
Grol3teil der malignen Melanome stark exprimiertes Tumorantigen, das im Gegensatz zu
den bereits erwdhnten Tumorantigenen transmembran und somit zuganglich far
Antikorper vorliegt. MCSP st ein ca. 250 kD grol3es transmembranes Proteoglycan
dessen  Signaltransduktion Wachstum, Motilitdt und Gewebeinvasion von
Melanomzellen durch Erhéhung der Integrinfunktionen Y Aktivierung der ,Focal
Adhesion Kinase (FAK) 4 und Metalloproteinase 1l stimuliert ©3. Monoklonale
Antikorper gegen humanes MCSP kénnen die MCSP-Signaltransduktion in vitro
teilweise inhibieren 2 was durch die Inhibition der FAK gezeigt werden konnte. MCSP
scheint von hoher Wichtigkeit fir die Tumorigenitdt humaner Melanome zu sein und
stellt aus den aufgeflihrten Grinden ein attraktives Zielantigen fir die Entwicklung neuer
Antikorper-basierenden Immuntherapien dar. Im Bereich der Immuntoxine konnte

bereits gezeigt werden, dass die in vitro und in vivo Behandlung von MCSP-positiven



Einleitung

Melanomzellen mit TRAIL-konjugierten MCSP-Antikorper (engl.: Tumor Necrosis Factor

Related Apoptosis Inducing Ligand) zur Apoptose der Tumorzellen fiihrt B4,

In der praklinischen Entwicklung solcher immuntherapeutischen Ansatze muss die
Wirksamkeit in in vivo-Studien nachgewiesen werden. Hierfir bedarf es Tiermodelle, die
das komplexe Zusammenspiel von Tumor und Immunsystem abbilden kdnnen. Im Fall
bispezifischer Antikbrper muss das verwendete Mausmodell somit die Expression des
humanen Tumorantigens sowie human CD3 sicherstellen. Die in vivo-Experimente
bispezifischer Antikorper beruhen zumeist auf Transfermodellen in immundefizienten
Mausen (immunsupprimiert) oder syngenen Modellen in immunkompetenten Tieren [85]
Beide Ansatze besitzen Vor- und Nachteile. Der Transfer humaner PBMC (engl.:
Peripheral Blood Derived Mononucleated Cells; kurz: PBMC) oder aufgereinigter
T-Zellen in immundefiziente Mause erlaubt Wirksamkeitsuntersuchungen in
Anwesenheit humaner Immunzellen. In solchen Modellen kénnen humane Tumorzellen,
welche das Tumorantigen exprimieren, verwendet werden. Ein weiterer groRer Vortell
hierbei besteht darin, dass keine zusatzlichen Modifikationen der zu untersuchenden
bispezifischen Antikérper notig sind, da das System die Expression des humanen
Tumorantigens sowie human CD3 wiederspiegelt. In solchen Modellen kommt es jedoch
zu teilweise starken Graft-versus-Host-Reaktionen (engl.: Gaft-versus-host disease;
kurz: GvHD) ®® 81 in denen die ubertragenen Immunzellen des Menschen das
Mausgewebe angreifen und somit die Durchfihrung dieser Experimente zeitlich
begrenzen. Im Fall syngener Modelle in immunkompetenten Mausen (besitzen
vollstandiges Immunsystem) kommt es zwar zu keiner GvHD, jedoch existieren in
diesem Zusammenhang gleich mehrere Nachteile. In diesem System ist die verwendete
Tumorzelllinie sowie die Immunzellen murinen Ursprungs, da das Einbringen humaner
Tumorzellen in immunkompetenten Mausen zu starken AbstoBungsreaktionen fihrt
(Xenoreaktionen). Der grofdte Nachteil besteht jedoch darin, dass der zu untersuchende
bispezifische Antikérper modifiziert bzw. durch einen sogennanten Surrogate-Antikorper
ersetzt werden muss. D.h. der bispezifische Antikérper muss statt auf humanen auf
murinen Antigenen binden (Tumorantigen, CD3). Dartber hinaus existieren zum Tell
deutliche immunologische Unterschiede zwischen humanen und murinen

Immunkomponenten die zu nicht-tibertragbaren Ergebnissen fiihren kénnen ©8;
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o Leukozytenverteilungen (30-50% humane Lymphozyten im Blut, 75-90%
murine Lymphozyten im Blut) ©°!

o Unterschiedliche Verteilungen und Expressionen von Toll-like Rezeptoren
(z.B.: Toll-like Rezeptor 9) ¥

e Speziesspezifische F.-Rezeptoren (FcyRIIA und FeyRIIC kommen
ausschlieRlich im humane System vor) !

o Generierung unterschiedlicher Ig-Isotypen (Human: 1gG4; Maus: lgG2a und
lgG2b) 12

e MHC-Klasse Il wird nur auf aktivierten humanen T-Zellen exprimiert % 4

o CD28-Expression (Kostimulation) auf allen murinen und nur auf 50-80% aller
humanen T-Zellen [

e Unterschiedliche Chemokinexpressionen und Wirkungsweisen (z.B.: IL-8
existiert nur im humanen System) 97!

e Unterschiede in Aminosauresequenzen bestimmter Zielantigene mit zum Teil
hoher Bedeutung in der Entwicklung immuntherapeutischer Anséatze (z.B.

TGN1412 F8)

Wie bereits erwahnt, hat die Entwicklung immundefizienter Mause, die durch
Ubertragung humaner Immunzellen oder Gewebe humanisiert werden kénnen, dazu
beigetragen humane immunologische Prozesse in vivo zu untersuchen. Zu dieser
Entwicklung beigetragen haben Entdeckungen verschiedener spontaner Mutationen wie
Nude* 1% 109 (Muytation im Foxn1 Gen) und ,scid“ "4 (engl.: severe combined
immunodeficiency). ,Nude“ Mause besitzen keine funktionellen T-Zellen, wohingegen
die ,scid“ Mutanten aufgrund einer Mutation in Chromosom 16, was zu einer
Inaktivierung einer Enzyms involviert in der DNA Reparatur fuhrt, weder T- noch
B-Zellen aufweisen. Ein grof3er Durchbruch in der Entwicklung immundefizienter Mause
wurde durch die Kreuzung von CB17/scid und NOD (engl.: Non-Obese Diabetic)

Mausen erzielt 102

. Diese NOD/scid Mause verfligen zusatzlich Uber eine geringe
Aktivitat der angeborenen Immunitat (reduzierte Phagozytoseaktivitdt und reduzierte
NK-Zellfunktionen °?). Neben den Entdeckungen genetischer Mutationen, die sich
positiv auf die Akzeptanz humaner Zellen und Gewebe auswirken, wurden auch
zielgerichtete Gen-Deletionen (Gen Knockout) fur Faktoren mit essentieller Bedeutung

in der T- und B-Zellentwicklung (z.B.: Rekombinase 1 und 2, Ragl "® und Rag2 %)

11
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etabliert. Ragl und Rag2 sind an der Generierung von T-und B-Zellrezeptoren beteiligt.
Deren Deletion fuhrt zur Abwesenheit reifer T- und B-Zellen, da keine T- und
B-Zellrezeptoren generiert und somit keine Differenzierung induziert werden kann. Die
zielgerichtete Mutation in der y-Kette der Interleukin-2 Rezeptorfamilie (IL-2Ry) stellt
einen weiteren revolutiondren Durchbruch im Feld immundefizienter Mause dar %% 10€,
IL-2Ry ist eine essentielle Komponente der hochaffinen Rezeptoren fur IL-2, IL-4, IL-7,
IL-9, IL-15 und IL-21 und st notwendig fir die interleukinspezifischen

[107-109]

Signaltransduktionen Die Abwesenheit dieser Komponente fuhrt zu einer

Stérung der T- und B-Zellreifung und inhibiert die NK-Zellentwicklung vollstandig !,
Durch Kreuzungen der Mausmutanten konnten verschiedene immundefiziente
Mausstamme generiert werden (Abbildung 2). Vor allem zwei dieser Stamme werden
bei Transplantationen humaner Zellen oder Gewebe eingesetzt. Die Rag2’y." 2
sowie die NOD/scidy.” (NSG) 1% Maus. Beide Mausstamme besitzen einen
ausgepragten immundefizienten Phanotyp und eignen sich hervorragend fir den
Einsatz in der immunologischen und onkologischen Forschung. Es existieren noch
weitere Abwandlungen dieser Mausstamme, die zusatzliche Einfuhrungen bestimmter
humaner Gene (engl.: Knock-in) aufweisen (z.B. HLA-A2.1 M3 HLA-DR ™4 human

SCF 9] 1po 18 M-csF M7,

Unter Verwendung der hier beschriebenen immundefizienten Mausstamme hat sich des
Weiteren das Modell der voll-humanisierten Maus etabliert. Unter Einsatz humaner
hamatopoetischer Stammzellen kann ein humanes Immunsystem in immundefizienten
Mausen generiert werden. Humane hamatopoetische Stammzellen (engl.: Hematopoetic
Stem Cell; kurz: HSC) sind pluripotente Vorlauferzellen aus denen alle Blutzellen
hervorgehen. Diese Progenitorzellen sind hauptsachlich im Knochenmark, der fotalen
Leber ™8 und im Nabelschnurblut ™° nachweiBbar und kénnen durch die Expression
von CD34 und CD133, zwei HSC-assoziierten Antigenen, detektiert werden. Die Zellen
kénnen durch magnetische Zellseparation mittels anti-CD34 Antikérper angereichert

[120]

werden . Die Injektion isolierter HSC in Rag2”y.” oder NSG Mause fiihrt zur

Ausbildung eines stabilen humanen Immunsystems %122,
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Abbildung 2 (23 Uberblick tber die Entwicklung immundefizienter Mausstamme nach Shultz LD.

Der groRe Durchbruch in der Entwicklung immundefizienter Méause stellte die Entdeckung der spontanen
scid-Mutation dar. Durch verschiedene Kreuzungen und Einfuhrung bestimmter zielgerichteter Mutationen
wie Rag2” und " kam es zur Generierung neuer immundefizienter Mause wie Rag2” 5" (rote Box) und

NOD/scid;/c"' (grine Box) mit geringen AbstoRungsreaktionen gegen humane Zellen und Gewebe.

Nach Injektion humaner HSC kommt es zur Besiedelung des Knochenmarks mit
humanen hamatopoetischen Vorlauferzellen, Differenzierung in Immunzellen, zu einer
humanen T-Zellreifung im Mausthymus und zur Besiedelung aller lymphatischen Organe
mit humanen Immunzellen " Der Vorteil in Bezug auf bispezifische
Antikorpertherapien besteht vor allem darin, dass es in diesem Modell zur Entstehung
humaner T-Zellen kommt, die humane CD3-Moleklle exprimieren und aufgrund der
T-Zellreifung im murinen Thymus, keine GvHD induzieren. Das Modell stellt demnach
eine vielversprechende Alternative dar, Wirkmechanismen bispezifischer Antikorper

in vivo zu untersuchen.
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3 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollten die Wirkmechanismen eines neuen bispezifischen
Antikdrpers gegen humanes MCSP und CD3 untersucht werden. Neben den in vitro
Evaluierungen wurde das antitumorale Potential in tumortragenden voll-humanisierten
Mausen getestet. Die humane T-Zellentwicklung im Mausthymus humanisierter Mause
sowie die funktionelle Charakterisierung der humanen T-Zellen wurden in diesem

Zusammenhang ebenfalls durchgefihrt.
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4 Material und Methode

4.1 Material

4.1.1 Tiereund Tierzubehor

C57BL/6 (Haplotyp: H2)
Einstreu

Isofluran CP®

Kafigdeckel

Kéfige

Pelletierte Standarddiat Futter
Rag2”y.” (Balb/c, Haplotyp: H2%

Trinkflaschen

4.1.2 Laborgerate

Autotechnikon

Bestrahlungsanlage (GSR CI)

BioPlex™ Suspension Array System

Brutschrank
Digitalkamera
Eindeckautomat (CV5030)
ELISA-Fotometer

ELISA-Waschvorrichtung

Charles River, Sulzfeld

Ssniff GmbH, Soest
CP-Pharma, Burgdorf
Tecniplast, Hohenpeil3enberg
Tecniplast, Hohenpeil3enberg
ProvimiKliba AG, Kaiseraugust
Charles River, Sulzfeld

Tecniplast, Hohenpeil3enberg

Sakura, Torrance, USA

GSM GmbH, Leipzig

BIO-RAD, Minchen

Heraeus Instruments, Hanau
PowerShot G2, CANON, Krefeld
Leica Instruments GmbH, Nussloch
Infinite M200, TECAN, Crailsheim

EL406, BioTek® Instruments GmbH, Bad
Friedrichshall
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EasySep®-Magnet

Feuchtkammer

Fluoreszenz-Scanner
Fotoentwickler

GentleMACS™ Dissociator
Gourmet-Dampfkocher FS20
Hamazytometer

iBlot® Westernblot System

Isofluran-Verdampfer

Kamerasysteme fur Mikroskop

Laborwaage
MACSQuant® Analyzer
MAESTRO® Imager

Mikroskope

Magnetischer Zellseperator

Paraffin-Ausbettstation
Rasierer
Rotationsmikrotom
Schieblehre

Sektionsbesteck

STEMCELL Technologies™, KéIn
DAKO GmbH, Hamburg

Panacomic250, 3D Histotech Ltd.,
Budapest, Ungarn

Curix60 AGFA HealthCare, Mortsel,
Belgien

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Braun GmbH, Kronberg

Karl Hecht GmbH & Co KG, Sondheim
Life Technologies™, Darmstadt

Eickenmeyer Medizintechnik KG,
Tuttlingen

DEC360FX, Leica Instruments GmbH,
Nussloch

Sartorius AG, Goéttingen
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
INTAS, Gottingen

DM5000B, Leica Instruments GmbH,
Nussloch

Axiovertl35, Carl ZEISS AG,
Oberkochen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Vogel GmbH, Giel3en
Harotec GmbH, Berlin
Leica Instruments GmbH, Nussloch
Mitutoyo Messgerate GmbH, Neuss

B. Braun AG, Melsungen
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Sterile Werkbank
Westernblot Gelkammer / Netzteil
Zellzahlgerat (Vicell®)

Zentrifugen

4.1.3 Medien, Puffer und Zusatze

Histologie

10 x PBS

70/80/90 /100 % Alkohol

Antikdrper Verdlinnungslésung

DAB Lo6sung

Eosin Lésung

Formalin Lésung (4%)

Hematoxylin Losung

Histogreen Lésung

Histoplast Paraffin

Kochpuffer (ph6, ph8-EDTA, ph9-EDTA)
Permanent Red Losung

Permanentes Eindeckmedium (Eukitt®)
Permanentes Eindeckmedium mit DAPI
Serumfreier Proteinblock

TBST

BDK, Sonnenbiihl
Life Technologies™, Darmstadt
Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Megafuge 1.0R, Thermo Scientific,
Schwerte
Centrifuge 5415C, Eppendorf, Wesseling

Hoffmann-La Roche GmbH, Penzberg
Hoffmann-La Roche GmbH, Penzberg
DAKO GmbH, Hamburg

DAKO GmbH, Hamburg

Merck KGaA, Darmstadt

VWR International GmbH, Ismaning
Merck KGaA, Darmstadt

Zytomed Systems GmbH, Berlin
Thermo Scientific, Schwerte

DAKO GmbH, Hamburg

Zytomed Systems GmbH, Berlin
O-Kindler, Freiburg

Vector Laboratories, Lorrach

DAKO GmbH, Hamburg

DAKO GmbH, Hamburg
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Wasserstoffperoxid Losung (30 %)
Walriges Eindeckmedium

Xylol

Zellkultur

1 xPBS
2-Mercaptoethanol

FBS (fotales Rinderserum)
L-Glutamine

Lympholyte®

PenStrep (500 x)
RPMI-1640

STemline 2
Trypanblaulésung

Trypsin/EDTA

Durchflusszytometrie
Dapi / Pl Lésungen
Erythrozyten Lyse-Puffer
Fix/Perm™ Puffer
FoxP3 Fix/Perm™ Puffer

Perm/Wash™ Puffer

Merck KGaA, Darmstadt
DAKO GmbH, Hamburg

Merck KGaA, Darmstadt

PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Sigma-Aldrich GmbH, Seelze

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

PAN Biotech GmbH, Aidenbach
CEDARLANE?®, Hornby, Canada
Hoffmann-La Roche GmbH, Penzberg
PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Sigma-Aldrich GmbH, Seelze
Sigma-Aldrich GmbH, Seelze

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Hoffmann-La Roche GmbH, Penzberg
BD Pharmingen, Heidelberg

BD Pharmingen, Heidelberg
BioLegend, Fell

BD Pharmingen, Heidelberg
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Westernblot

LDS sample buffer

Lumi-Light Westernblot Substrate
NuPAGE® Antioxidant
NuPAGE®Tris-Acetate SDS Running Buffer
PMSF

RIPA-Puffer

4.1.4 Angesetzte LOsungen

EDTA LOsung
1 x PBS (Roche)
6/ 10% EDTA (MERCK)

10 x NET-Puffer

1,5 M NaCl (MERCK)

0,05 M EDTA

0,5 M Tris (pH 7,6) (BIO-RAD)
0,5% Triton X 100 (Sigma-Aldrich)
2,5% Gelatine (Sigma-Aldrich)

Life Technologies™, Darmstadt
Hoffmann-La Roche GmbH, Penzberg
Life Technologies™, Darmstadt

Life Technologies™, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Cell Signaling, Beverly, USA

FACS-Puffer

1 xPBS

0,2% BSA (Roche)

0,09% NaNg3 (Sigma-Aldrich)

MACS-Puffer
1xPBS
0,5% BSA

2 mM EDTA
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4.1.5 Zytokine, Enzyme und T-Zell-Stimulatoren

Zytokine

Rekombinantes humanes IL-2 Hoffmann-La Roche GmbH, Penzberg
Rekombinantes humanes SCF Sigma-Aldrich GmbH, Seelze
Rekombinantes humanes TNFa Hoffmann-La Roche GmbH, Penzberg
Rekombinantes humanes TPO Sigma-Aldrich GmbH, Seelze
Enzyme

Collagenase IV Hoffmann-La Roche GmbH, Penzberg
DNase | Hoffmann-La Roche GmbH, Penzberg

T-Zell Stimulatoren

lonomycin Sigma-Aldrich GmbH, Seelze
PMA Sigma-Aldrich GmbH, Seelze
Staphylococcus Enterotoxin A Sigma-Aldrich GmbH, Seelze

4.1.6 Primare CD34-positive Nabelschnurblutzellen

CD34-positive Nabelschnurblutzellen CellSystems Biotechnologie GmbH,
Troisdorf

4.1.7 Zelllinien

Colo38 (humane Melanomzelllinie) Hoffmann-La Roche GmbH, Penzberg

MDA-MB231 (humane Brustkrebszelllinie) Hoffmann-La Roche GmbH, Penzberg
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4.1.8 Antikorper

Fluoreszenzmarkierte Antikérper

Humane Antigene

anti-CD1a Klon: HI149 / Konjugat: Brilliant-Violet BioLegend
anti-CD3 Klon: Sk7 / Konjugat: PE-Cy7, APC, FITC  BioLegend
anti-CD4 Klon: RPA-T4 / Konjugat: PerCPCy5.5, APC-Cy7  BiolLegend
anti-CD8 Klon: Sk1 / Konjugat: AlexaFluor488, PE-Cy7 BioLegend
anti-CD19 Klon: HIB19 / Konjugat: APC, FITC BD Biosciences
anti-CD20 Klon: 2H7 / Konjugat: PE, PE-Cy7 BD Biosciences
anti-CD34 Klon: AC136 / Konjugat: FITC Miltenyi Biotec
anti-CD45 Klon: HI30 / Konjugat: PE, APC, FITC BioLegend
anti-CD69 Klon: FN50 Konjugat: PE BioLegend
anti-CD107a Klon: 1D4B / Konjugat: FITC BD Biosciences
anti-CD133(1) Klon: AC133 / Konjugat: PE Miltenyi Biotec
anti-HLA-DR Klon: L243 / Konjugat: FITC, APC BD Biosciences
anti-IFN-y Klon: 45.B3 / Konjugat: PerCPCy5.5 BioLegend
anti-1L2 Klon: MQ1-17H12 / Konjugat: PE-Cy7 BioLegend
anti-IL4 Klon: MP4-25D2 / Konjugat: PerCPCy5.5 BioLegend
anti-MCSP Monoklonal / Konjugat: Cy5 Hoffmann-La Roche
anti-Perforin Klon: dG9 / Konjugat: PerCPCy5.5 BioLegend
anti-TNFa Klon: Mabl11l / Konjugat: PE-Cy7 BioLegend
anti-TZR-a/p Klon: IP26 / Konjugat: FITC, PE BioLegend
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Murine Antigene

anti-CD45 Klon: 30-F11 / Konjugat: FITC

BD Biosciences

anti-MHC (I-A/I-E) Klon: M5/114.15.2 / Konjugat: PE Miltenyi Biotec

Sekundére Antikorper / Lektin

anti-Murin-lgG Polyklonal / Konjugat: AlexaFluor488 Life Technologies™

anti-Hase-1gG Polyklonal / Konjugat: AlexaFluor647 Life Technologies™

Lektin (Bandeireasimplicifolia agglutinin, BS-1) / Konjugat: Alexa750

Antikorper fur Zellstimulation
anti-human-CD3 Klon

anti-human-CD28 Klon

Blockierende Antikorper

: OKT-3

: CD28.2

anti-human-TNFa Klon: Mab11
anti-HLA-DR Klon: L243
anti-murin-MHC (I-A/I-E)  Klon: M5/114.15.2
Antikdrper fur Westernblot
anti-human-MCSP Polyklonal
anti-hase-HRP Polyklonal
anti-human-Tubulin Polyklonal

Hoffmann-La Roche

BioLegend

BioLegend

BioLegend
BioLegend

Biolegend

Bethyl Laboratories
GE-Healthcare

Abcam®
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Antikorper fur IHC

Humane Antigene

anti-CD1a Klon: EP3622 Ventana Medical Systems
anti-CD3 Klon: 2GV6 Ventana Medical Systems
anti-CD4 Klon: 4B12 DAKO

anti-CD8 Polyklonal Abcam®

anti-CD20 Klon: L26 Ventana Medical Systems
anti-CD45 Klon: RP2/18 Ventana Medical Systems
anti-CD68 Klon: PG-M1 DAKO

anti-FoxP3 Klon: 236/E7 Abcam®
anti-MelanA/MART-1 Klon: A103 Ventana Medical Systems
anti-MCSP Polyklonal Bethyl Laboratories

Murine Antigene

anti-CD34 MEC14.7 Hycult Biotech

Sekundare Antikorper

anti-Murin-IgG ImmPRESS® Vector Laboratories
anti-Hase-IgG ImMmPRESS® Vector Laboratories
anti-Ratte-IgG ImMmPRESS® Vector Laboratories
Dual-Farbungsreagenz BIOCARE Medical

(anti-maus HRP + anti-hase AP)
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Dual-Farbungsreagenz
(anti-maus AP+ anti-hase HRP)

Therapeutische Antikdrper

Bispezifischer Antikbrper anti-human-MCSP-CD3

Bispezifischer Antikbrper anti-human-DP47-CD3

anti-human-MCSP 1gG-Antikdrper

4.1.9 Gebrauchswaren

1 ml Einwegspritzen

1,5/2 ml Reaktionsgefal3e
10/100/1000 pl Filterspitzen
15/50/250 ml Reaktionsgefale
5 ml Falcon™ Reaktionsgefale
5/10/25/50 ml Pipettenspitzen
500 ul Gel-Monovette
6/24/96-Well Zellkulturplatten
C-Tubes™

Fettstift

HiMark ™Protein standard
Histologie Kassetten

iBlot® Transfer Stack (Nitrocellulose)

Kompensationsbeads (anti-maus/ratte)

BIOCARE Medical

Hoffmann-La Roche GmbH
Hoffmann-La Roche GmbH

Hoffmann-La Roche GmbH

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

Greiner bio-one, Frickenhausen

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
Sarstedt AG & CO, Rommelsdorf
VWR International GmbH, Ismaning
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
DAKO, Hamburg

Life Technologies™, Darmstadt
Macherey-Nagel, Diiren

Life Technologies™, Darmstadt

BD Biosciences, Heidelberg
24



Material und Methode

LS-Saulen

Micro-Fine™ Insulinspritzen (30G, 29G)
NUPAGE® Tris-Acetate Gele (3-8 %)
Pasteurpipetten

Rontgenfilme

Skalpelle

Superfrost plus Objekttrager

Sterilfilter (0,2 pum)

Zellsiebe (70/100 pm)

4.1.10 Gebrauchsfertige Kits

BioPlexPro™ Assay

Human CD3 positiv Selektionskit (EasySep®)
Human CD4 negativ Selektionskit (EasySep®)

Human CD8 positiv Selektionskit (EasySep®)

Maus CD90.2 MicroBeads
CellTrace™ Violet
LDH-release Assay

Proteinbestimmungskit (BCA)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
BD Medical, Heidelberg

Life Technologies™, Darmstadt

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
CEA GmbH, Hamburg

B. Braun Aesculap AG, Tuttlingen
VWR International GmbH, Ismaning
BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BIO-RAD, Minchen

STEMCELL Technologies™, KéIn
STEMCELL Technologies™, Kéln
STEMCELL Technologies™, Kéln
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Life Technologies™, Darmstadt
Hoffmann-La Roche GmbH, Penzberg

Thermo Scientific, Schwerte
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4.2 Methoden

4.2.1 Tierexperimentelle Methoden

Tierhaltung

Die Tierhaltung sowie alle tierexperimentellen Eingriffe wurden unter den Richtlinien des
Roche Diagnostics Standorts in  Penzberg und nach den gultigen
Tierversuchsverordnungen des bayrischen Veterindramtes durchgefiihrt. Die Tiere
wurden artgerecht und Spezifiziert Pathogen Frei (SPF) mit einem 12-stiindigen
Hell-/Dunkelrhythmus gehalten. Die Kafige sowie Trinkflaschen, Futter und Kafiggitter
wurden wochentlich gewechselt und alle Tiere taglich auf Auffalligkeiten hin Gberpruift.

Humanisierung  neugeborener  Rag2’y.” Mause mit CD34-positiven

Nabelschnurblutzellen

Die Verpaarung der 6-8 Wochen alten Rag2”y.” Mause wurde von Charles River in
Sulzfeld durchgefiihrt und nach Feststellung der Trachtigkeit (ca. Tag 12-14) direkt an
den Roche Diagnostics Standort in Penzberg geliefert. Am Tag der Geburt wurden die
neugeborenen Mause mit 1,5 Gy bestrahlt und nach 24 Stunden mit 2 x 10°
CD34-positiven Nabelschnurblutzellen in 50 ul 1xPBS intrahepatisch inokuliert. Die
CD34-positiven isolierten Zellen wurden von CellSystems bezogen und vor ihrer
Injektion Uber Nacht in Stemline2 Medium, versetzt mit jeweils 10 ng/ml SCF (engl.:

Stem Cell Factor) und TPO (Thrombopoietin), kultiviert.

Entnahme von Blut und Gewebe

Der Ort der Blutentnahme richtete sich nach der Menge des bendtigten Blutes. Geringe
Volumina (bis ca. 50 pul) wurden ohne Narkose durch Punktion der lateralen
Schwanzvene gewonnen. GroRere Mengen hingegen (bis zu 10 % des gesamten
Blutvolumens) mussten retrobulbar, also ,Hinter dem Augapfel®, unter Narkose mit
Isofluran, entnommen werden. Das Blut wurde zur Serumgewinnung in ein mit Gel
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gefulltes Gefal3 (Gel-Monovette) tberfuhrt und fir 10 min. bei 800 x g zentrifugiert. Die
Zentrifugalkraft bewirkt, dass der zellulare Anteil des Blutes (Blutkuchen) das Gel
durchdringt und das Serum mit allen I6slichen Bestandteilen oberhalb der Trennschicht
abgenommen werden kann. Fur die Gewinnung von Lymphozyten wurde das
entnommene Blut direkt mit einer 6%igen EDTA-L6sung im Verhaltnis 1/50 gemischt.
Die Blutgerinnung ist Calcium-abhéngig. Die Zugabe des Komplexbildners EDTA
verhindert die Blutgerinnung durch die Komplexierung der Calciumionen. Fur die
Blutanalysen im Durchflusszytometer wurde zusatzlich eine Erythrozytenlyse
durchgefuhrt. Dazu wurde der Erythrozyten-Lysepuffer in einem Verhéaltnis von 1/10 mit
deionisiertem Wasser gemischt. Das Blut wurde mit 2 ml des angesetzten Lysepuffers
fur 5 min. inkubiert und bei 300 x g fur 5 min. zentrifugiert. Vor der Organentnahme
wurden die Mause durch zervikale Dislokation getotet. Milzen, Thymi, Knochen und
Lymphknoten wurden entnommen und bis zur weiteren Verarbeitung in sterilem Medium
gelagert. Fur histologische Untersuchungen wurden die Organe direkt in eine 4%ige

Formalinlésung uberfihrt.

Herstellung von Einzelzellsuspensionen aus Mausgewebe

Die lymphatischen Organe wie Milz, Thymus und Lymphknoten wurden entnommen und
in einen EDTA-haltigen MACS-Puffers uberfuihrt. Die weichen Gewebe wurden mittels
StoRel durch ein 100 um Zellsieb verrieben. Die Einzelzellsuspensionen wurden fir
5min. bei 300 x g zentrifugiert und durch ein weiteres Zellsieb (70 pm) von
Zellaggregaten befreit. In manchen Experimenten wurde das Knochenmark der Mause
analysiert. Die Femores (Oberschenkelknochen) wurden hierzu entfernt und von
Muskultur, Fett und Sehnen befreit. Die Enden des Femurs wurden gekappt und der
Konchen mit Hilfe einer 1 ml Spritze mit MACS-Puffer ausgesptilt. Das gewonnene
Knochenmark wurde bei 300 x g fur 5 min. zentrifugiert. Die Pellets der
Einzelzellsuspensionen aus Milz und Knochenmark wurden fur weitere Analysen von

Erythrozyten befreit (siehe Entnahme von Blut).
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Tumorzelltransplantation und Therapie

Humanisierte und unbehandelte Rag2”y.” Mause wurden im Alter von 12 Wochen an
der rechten Flanke rasiert. Die Tumorzellen (10 x 10° Zellen) wurden unter
Isofluran-Narkose subkutan in einem Volumen von 100 pl in 1xPBS injiziert. Das
Tumorwachstum sowie das Korpergewicht der Mause wurden wdchentlich mit einem
Parallelschieber und einer Laborwaage gemessen. Nach 4 Wochen Tumorprogression
erreichten die Melanome in der Regel ein Volumen von 100 mm®. Nach Einteilung in
verschiedene Therapiegruppen erhielten die Tiere die Wirkstoffe Gber intraperitonealer
(in den Bauchraum; kurz: i.p.) Applikation in einem Volumen von 200 pl. Die Mause
wurden wahrend der Therapie taglich auf Auffalligkeiten hin Uberpruft und
Tumorvolumen und Korpergewicht wochentlich dokumentiert. Formel zur Berechnung

von ellipsoiden Tumorvolumina:
2
Tv = <B7> X L (Tv = Tumorvolumen, B = Breite, L = Lange)

Die statistische Auswertung, die Beurteilung ob das Tumorvolumen zweier
Behandlungsgruppen im Mittel eine statistische Signifikanz aufwies, wurde anhand des
gepaarten t-Tests mit zweiseitiger Verteilung berechnet. Um eine Signifikanz zu
ermitteln, musste der P-Wert (Ergebnis des t-Tests) kleiner als die

Irrtumswahrscheinlichkeit (a) sein. Diese wurde mit 5 bzw. 0,5 % angenommen.

In vivo-Bildgebung und Detektion der Tumorvaskularisierung

Fur eine erfolgreiche Therapie ist es unerlasslich, dass therapeutische Antikorper ihre
Zielantigene in vivo erkennen und binden kénnen. Fiur diese Untersuchung wurde ein
anti-human-MCSP IgG-Antikérper mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 gekoppelt
(durchgefihrt von der Abteilung fur Antikérperproduktion der Roche Diagnostics GmbH).
Der Farbstoff liegt im Nahinfrarotbereich und ist daher geeignet fir in vivo bildgebende
Verfahren. Die Photonen im Nahinfrarotspektrum werden minimal durch das Gewebe
(Haut, Fell, Blut, und Drisen) absorbiert. Dies erlaubt ein tiefes Eindringen der
langwelligen Strahlen in das Mausgewebe und eine minimale Autofluoreszenz des

Gewebes. Der gekoppelte Antikdrper (20 pg/Maus) wurde durch eine intravendse (in die
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Vene; kurz: i.v.) Injektion den M&usen verabreicht und nach einer Inkubationszeit von 24
Stunden wurde die Messung am narkotisierten Tier durchgefihrt. Der fluoreszierende
Antikorper wird durch das Anregungsmodul angeregt und emittiert langwelliges Licht,
das von einer CCD-Kamera aufgenommen werden kann 2%, Das emittierte Licht
entspricht der Lokalisation des Antikdrpers d.h., bindet der Antikdrper sein Antigen am
Tumor, so kommt es zu einer Konzentrierung des Fluoreszenzsignals im Tumor. Nach
der nicht-invasiven  Analyse erhielten die Mause zusatzlich 100 g
Alexa750-konjugiertes Lektin (ebenfalls von der Abteilung fur Antikdrperproduktion der
Roche Diagnostics GmbH) durch i.v. Applikation. Lektine sind bekannt dafir, dass sie
spezifisch an Kohlenhydratstrukturen binden und somit auch an die extrazellularen
Zuckerstrukturen von Endothelzellen #%. Nach der i.v. Inokulation und einer Verweilzeit
von 5-10 min. wurden die Mause durch zervikale Dislokation get6tet und die Tumore zur
weiteren Verarbeitung in eine 4%ige Formalinldsung gegeben. Durch Einhalten der
Inkubationszeit erreicht man eine komplette Sattigung der Endothelzellen mit
Fluoreszenz-konjugiertem Lektin. Diese Endothelzellen, welche die Blutgefalie
auskleiden, konnten in nachsten Schritten mit einem Fluoreszenzscanner nachgewiesen

werden.

4.2.2 Zellkulturtechniken

Um Kontaminationen vorzubeugen, wurden alle Zellkulturarbeiten an einer sterilen
Werkbank durchgefiihrt. Alle verwendeten Medien sowie Puffer, Losungen und Zuséatze
wurden entweder steril bezogen oder vor Gebrauch sterilfiltriert (0,2 pm). Die
Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO»-Gehalt in
gesattigter Wasserdampfatmosphare. Das Standardmedium fir Lymphozytenkulturen
bestand aus RPMI-1640 versetzt mit 10 % hitzeinaktiviertem FCS (fotales Kéalberserum),
2 mM L-Glutamine, 50 pM Mercaptoethanol und 100 U/ml PenStrep. Die
Zellzahlbestimmung fur primare Zellen sowie humane PBMC oder murine Milzzellen
wurden mit einem Hamazytometer bestimmt. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde
hierzu mit einer Trypanblaulésung gemischt. Dieser Vitalfarbstoff farbt tote Zellen,
wéahrend lebende Zellen nicht angefarbt werden. Durch Auszéhlung von zwei

Grof3quadraten wurde die Zellzahl ermittelt:
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. X VD x 10* = Zellen/ml

VD = Verdinnungsfaktor 7 = Mittelwert der Zellzahl aller Quadrate

Fur die Zellzahlbestimmungen der humanen Tumorzellen wurde ein automatisiertes
Zellzahlgerat verwendet, welches exakt nach dem gleichen Prinzip arbeitet, jedoch bis
zu 100 Quadrate auszabhit.

Gewinnung humaner PBMC aus Vollblut

Das Ausgangsmaterial fur die Gewinnung humaner PBMC war heparinisiertes Vollblut
(ca. 150-200 ml) von freiwilligen gesunden Spendern aus der Roche Ambulanz in
Penzberg, das 1:1 mit 1xPBS gemischt wurde. Das Gemisch wurde auf 15 ml
Gradientenmedium (Lympholyte®) geschichtet und bei Raumtemperatur bei 800 x g fir
20 min. ohne Bremse zentrifugiert. Durch die konstante Zentrifugalkraft und einer
mittleren Dichte des Gradientenmediums von 1,077 + 0,001 g/cm?® (bei 22 °C) kommt es
zu einer Trennung der PBMC und den plasmatischen Bestandteilen sowie der
Erythrozyten und Granulozyten. An der Grenzschicht zwischen Gradientenmedium und
Plasma, der sogenannten ,Interphase®, befanden sich die PBMC, die mit einer Pipette
abgenommen wurden. Durch 3maliges Waschen in PBS/EDTA wurden Reste des

Gradientenmediums sowie Thrombozyten entfernt.

Isolierung humaner T-Zellpopulationen aus humanen PBMC

Die Isolierung von CD4-positiven T-Zellen (negative Isolierung) sowie CD8-positiven
T-Zellen (positive Isolierung) erfolgte mittels magnetbasierter Zellseparationen. Zur
Isolierung der CD4-positiven T-Zellen wurden humane PBMC auf 50 x 10° Zellen/ml in
MACS-Puffer eingestellt und fir 10 min. mit einem definierten Antikorpercocktail bei RT
inkubiert. Bei den Antikorpern handelte es sich um bispezifische Antikorper, die
einerseits eine Dextranbindungsstelle besitzen und andererseits gegen CD8, CD14,
CD16, CD19, CD20, CD36, CD56, CD66b, CD123, TZR-y/d oder Glycophorin A
gerichtet sind. Nach Zugabe von dextranbeschichteten magnetischen Partikeln und

einer weiteren Inkubation von 10 min. bei RT konnten die ungewollten Zellen mit einem

30



Material und Methode

Magneten depletiert werden. Hierzu wurden die Reaktionsgefal3e fir 5 min. dem starken
Magnetfeld eines EasySep®-Magneten ausgesetzt. Wahrend dieser Inkubation wurden
die ungewollten Zellen an die Gefallwand gezogen, und die CD4-positiven T-Zellen
konnten durch Auskippen des ReaktionsgefalRes gewonnen werden. Die Isolierung der
CD8-positiven T-Zellen verlief nach dem gleichen Prinzip. Der einzige Unterschied
bestand darin, dass der AntikGrpermix nur aus einem bispezifischen Antikdrper gegen
CD8 bestand. Somit wurden die Zellen positiv selektiert und im Magnetfeld an die
GefalBwand gezogen. Die ungewollten Zellen konnten durch Auskippen des Gefalies
entfernt werden. Nach den Anreicherungen wurden die Zellen auf die gewiinschte
Zellkonzentration eingestellt und zur Uberpriifung der Reinheit im Durchflusszytometer

analysiert.

Messung von Zytotoxizitdten humaner T-Zellen

Die Bestimmung zytotoxischer Effekte erfolgte mittels des Lactatdehydrogenase
(LDH)-Assays. Dieses stabile zytoplasmatische Enzym ist Teil der Milchsauregarung
und kommt praktisch in allen Zellen vor. T-Zellen besitzen die Fahigkeit, andere Zellen
in den Zelltod zu treiben. Kommt es zu einer T-Zell-vermittelten Beschadigung der
Zellmembran, kann das Enzym das Zytoplasma verlassen und im Kulturiiberstand durch
einen enzymatischen Farbumschlag nachgewiesen werden. Einen Tag vor Beginn des
Experiments wurden 5 x 10* Colo-38 Zellen/well (Zielzellen) in 96-well-Platten ausgesat.
Humane PBMC, aufgereinigte CD4-positive oder CD8-positive T-Zellen oder Milzzellen
von humanisierten Mausen dienten als ,Effektor-Zellpopulationen. Die Effektoren
wurden in angegebenen Verhaltnissen zu den Melanomzellen gegeben. Die
therapeutischen Wirkstoffe sowie die Kontrollkonstrukte wurden in absteigenden
Konzentrationen ebenfalls hinzu pipettiert. In  manchen Ansatzen wurde ein
anti-human-TNF-a Antikérper mit mit einer Konzentration von 2 pg/ml zugegeben. Nach
einer Inkubationszeit von 48 Stunden wurden die Kulturiiberstdnde abgenommen und in
eine neue 96-well-Platte Uberfihrt. Durch Zugabe einer Reaktionsmixtur und einer
erneuten Inkubation von 30 min. konnte der Farbschlag am ELISA-Fotometer bei einer
Wellenlange von 490 nm gemessen werden. In allen Experimenten wurden Kontrollen

zur maximalen und spontanen LDH-Freilassung inkludiert. Die maximale Freisetzung
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von LDH wurde durch Zugabe von Triton erzielt. Der Prozentsatz an toten Zellen
errechnete sich nach folgender Formel:

gemessenes LDH— spontanes LDH

Zytotoxizitat [Y%] = ( )x 100

maximales LDH— spontanes LDH

Bestimmung von Zytokinen im Zellkulturuberstand

Nach Aktivierung von T-Zellen kommt es zur Ausschittung von Zytokinen, welche
wichtige Aufgaben in Entziindungsreaktionen tibernehmen und ein Mal} fur die Art und
Intensivitat der Aktivierung darstellen. Die Zytokine kdnnen nach T-Zellaktivierung in
Zellkulturiberstanden nachgewiesen werden. Der Aufbau der Experimente zur
Zytokinbestimmung war identisch mit den Untersuchungen der Zytotoxizitat. Nach 48
Stunden Inkubationszeit wurde das Medium abgenommen und die Messung der
Zytokine mit einem Bio-Plex-Pro-Assay-kit nach Anleitung des Herstellers durchgefihrt.
Diese Technologie beruht auf Fluoreszenz-markierte Beads, die unterschiedliche
Fluoreszenzintensitaten aufweisen und spezifische Antikdrper gegen ein bestimmtes
Zytokin auf der Oberflache tragen. Dieser Aufbau erlaubt eine Bestimmung mehrerer
Zytokine in nur einem Zellkulturiberstand, da jedes Bead nur einem Zytokin zuzuordnen
ist. Die Uberstande wurden mit den Beads inkubiert und spater mit einem sekundaren
Antikorper, gekoppelt mit einer zweiten Fluoreszenz, detektiert. Die Messung und

Auswertung des Experiments erfolgte mittels des BioPlex™ Suspension-Array-Systems.

Kultivierung der humanen Melanomzelllinie

Die humane Melanomzelllinie Colo-38 wurde in Standardmedium RPMI-1640 (+10 %
hitzeinaktiviertes FCS, 2 mM L-Glutamine) kultiviert. Fir den Einsatz im Tierversuch
wurden die Zellen in einem exponentiell wachsenden Stadium mit Trypsin/EDTA
geerntet, gewaschen, mittels 100 um Zellsiebe von Zellaggregaten befreit und auf 1 x
108 Zellen/ml in 1xPBS eingestellt.
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4.2.3 Durchflusszytometrie

Alle  durchflusszytometrischen  Analysen wurden an einem MACSQuant®
Durchflusszytometer durchgefihrt. Das verwendete Gerdt war mit einem violetten
(405 nm), einem blauen (488 nm) und einem roten (635 nm) Laser ausgestattet. Bei der
Durchflusszytometrie kénnen einzelne Antigene auf Zellen mittels
Fluoreszenz-markierter Antikorper nachgewiesen und quantifiziert werden. Das
Analysegerat fokussiert die zu untersuchende Einzelzellsuspension in einem
sogenannten Hullstrom. Auf diese Art und Weise passieren die Zellen einzeln und
nacheinander die Messkuvette. In der Messkuvette werden die Zellen von den Lasern
angeregt und kdonnen anhand des sogenannten Vorwartsstreulichts (engl.: Forward
Scatter; kurz: FSC), welches proportional zum Volumen einer Zelle ist und des
Seitwartsstreulicht (engl.: Side Scatter; kurz: SSC), das ein Mal3 fur die Brechung des
Lichtes darstellt und Auskunft Uber Granularitaten gibt, unterschieden werden. Nach
Markierung mittels Fluoreszenz-markierter Antikérper kann dann auch die Einteilung
nach bestimmten Merkmalen erfolgen. Alle Farbungen und Analysen wurden in
FACS-Puffer durchgefihrt.

Nachweis extrazelluléarer Antigene

Die Farbungen fiir Oberflachenmolekiile wurden mit 10° Zellen in 100 pl FACS-Puffer
bei 4°C flir 20 min. durchgefihrt. Bei Mehrfachfarbungen wurden alle direkt-markierten
Antikdrper zusammen mit den Zellen inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden
die Zellen auf 1 ml mit FACS-Puffer aufgefillt fur 5 min. bei 300 x g zentrifugiert und

nach wiederholtem Waschen in 200 pl FACS-Puffer resuspendiert.

Durchflusszytometrische Analyse von T-Zellproliferationen

CellTrace™ Violet ist ein Vitalfarbstoff. Der Farbstoff diffundiert ins Zytoplasma von
Zellen, wo er von intrazellularen Esterasen gespalten wird. Dies fuhrt zur Entstehung
einer fluoreszierenden Komponente, welche kovalent an intrazellulare Amine bindet.

Das Resultat ist ein stabiles Fluoreszenzsignal, dessen Intensitdt sich mit jeder
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Zellteilung halbiert. Dieses Charakteristikum erlaubt die Untersuchung von
Proliferationsraten. Humane PBMC oder Milzzellen humanisierter Mause wurden auf
1 x 10° Zellen/ml in 1xPBS eingestellt und fiir 20 min. bei 37°C mit dem CellTrace™
Violet Farbstoff (10uM) inkubiert. Die Reaktion wurde mittels Zugabe FCS-haltigem
RPMI-1640 Medium gestoppt und nach 2 Waschvorgangen in Lymphozytenmedium
resuspendiert. Isolierte vorgefarbte humane PBMC oder Milzzellen humanisierter Méause
wurden in 96-well-Platten mit je 2-3 x 10° Zellen/well ausgeséat. Als T-Zellstimulatoren
wurden 10 pg/ml Staphylococcus Enterotoxin A (StaphA), PMA/lonomycin (5 und 200
ng/ml) oder anti-CD3 und/oder anti-CD28 Antikorper (0,5 und 1 pg/ml) zugegeben und
fur 6 Tage inkubiert. Die Immunzellaktivierung durch PMA und lonomycin stellt eine
polyklonale Aktivierung dar, die MHC-Klassen unabhéngig ist. StaphA ist ein bakterielles
T-Zellsuperantigen und bindet die variable Region der 3-Kette des T-Zellrezeptors und
an MHC-Klasse 1l #?":128 Djese indirekte Kreuzvernetzung des T-Zellrezeptors resultiert
in T-Zellaktivierung und Proliferation. Es existieren nur ca. 50 verschiedene B-Ketten
des T-Zellrezeptors, daher kdnnen T-Zellsuperantigene eine grol3e Menge an T-Zellen
stimulieren. Die T-Zellstimulierung mit anti-CD3-Antikérpern fuhrt zu einer direkten
Kreuzvernetzung des T-Zellrezeptors und zu einer polyklonalen T-Zellaktivierung und
zur Proliferation der humanen T-Zellen. Die Stimulierung durch anit-CD28 induziert

zusatzlich zum T-Zellrezeptor ein effizientes kostimulatorisches Signal.

Intrazellularer Nachweis von Zytokinen

Wie bereits beschrieben, kommt es nach T-Zellaktivierung zur Expression verschiedener
Zytokine. Diese konnten nicht nur im Zellkulturiberstand, sondern auch im
zytoplasmatischen Kompartiment der aktivierten T-Zellen selbst nachgewiesen werden.
Der Aufbau der Experimente orientierte sich ebenfalls am Aufbau zur
Zytotoxizitatsuntersuchungen. Die Tumorzellen wurden zusammen mit den Effektoren,
den bispezifischen Antikdrpern und einem Proteintransporterinhibitor (Monensin) fir
eine Zeit von 16 Stunden inkubiert. Nach T-Zellaktivierung werden die Zytokine
exprimiert und ausgeschittet. Die Zytokine kdnnen intrazellular nur nachgewiesen
werden, wenn der Export in den Zellkulturiiberstand gestoppt wird. Monensin inhibiert

diesen Transport und es kommt zu einer Konzentrierung der Zytokine im Golgi-Apparat,
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indem sie nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen nachgewiesen werden
konnen. Vor der Fixierung wurden die Zellen in einem ersten Schritt mit AntikGrper
gegen extrazellulare Antigene gefarbt. Nach einem Waschschritt wurden die Zellen fir
5 min. bei 300 x g zentrifugiert, das Pellet in Fix/Perm®-Puffer resuspendiert und fiir
20 min. bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden danach mit Perm/Wash®-Puffer gewaschen.
Die Antikérper gegen intrazellulare Zytokine wurden in Perm/Wash®-Puffer firr weitere
30 min. bei RT mit den Zellen inkubiert und nach einem finalen Waschen am
MACSQuant® analysiert.

Nachweis der Degranulierung von humanen T-Zellen

Der Prozess der Degranulierung bezeichnet die Freisetzung von zytotoxischen
Molekulen wie Perforin und Granzym-B von sekretorischen Granula. Nach Aktivierung
von T-Zellen kann es zu einer solchen Freisetzung kommen. Zur Uberprifung, ob der
therapeutische Antikdrper eine solche Degranulierung induziert, wurden die T-Zellen
zusammen mit den Tumorzellen und Antikérpern fir 16 Stunden inkubiert. Der Aufbau
orientierte sich an dem Nachweis von intrazellularen Zytokinen. Nach Zugabe von
Monensin wurde zusatzlich 1 pg/ml eines fluoreszierenden anti-human-CD107a
Antikdrper zugegeben und fir weitere 4 Stunden inkubiert. CD107a, auch LAMP1
genannt, ist ein auf den beschriebenen Vesikeln exprimiertes Oberflachenmolekdil.
Kommt es zu einer T-Zellaktivierung und somit zu einer Degranulierung, werden die
Vesikel an die Zelloberflache transportiert wo sie ihre zytotoxischen Molekiile freilassen
konnen. Beruihren diese Vesikel die Membranoberflache wird auch CD107a nach auf3en
freigelegt und der anti-human-CD107a Antikdrper kann sein Zielantigen binden. Die
Vesikel wandern in das Zytoplasma zuriick und ziehen den gebundenen Antikdrper mit
sich. Je mehr Fluoreszenz-konjugierter Antikorper in der Zelle desto starkere
Degranulierung wurde induziert. Uber die Intensitat des Fluoreszenzsignals kénnen in
der Durchflusszytometrie Rickschlisse auf die Degranulierung/Aktivierung der T-Zellen
getroffen werden. Die Zellen wurden vor der Analyse noch gegen T-Zell-spezifische

Antigene gefarbt und anschlieRend analysiert.
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Gemischte Lymphozytenreaktion (engl.: Mixed Lymphocyte Reaction; kurz: MLR)

Die Reaktivitaten humaner T-Zellen aus humanisierten M&ausen gegen fremde
MHC-Molekile humaner PBMC und Milzzellen aus C57BL/6 M&ausen wurden in
gemischten Lymphozytenreaktionen untersucht. Um eine Eigenproliferation der
Stimulatorzellen (humane PBMC und Milzzellen aus C57BL/6) zu verhindern, wurden
die humanen bzw. murinen T-Zellen depletiert und die Einzelzellsuspension zusétzlich
mit 30 Gy bestrahlt. Die Depletion der T-Zellen aus humanen PBMC erfolgte analog zur
Isolation der CDB8-positiven T-Zellen, wobei statt anti-human-CD8, anti-human-CD3
Antikorper eingesetzt und die CD3-negativen Zellen geerntet wurden. Die Depletion
muriner T-Zellen aus Milzzellen wurde mittels anti-CD90.2-Microbeads durchgefihrt.
Nach Inkubation der Einzelzellsuspension mit den anit-CD90.2 Microbeads wurden
diese gewaschen und zur Separation auf eine LS-Saule im magnetischen Feld
aufgetragen. Die CD90.2-positiven murinen T-Zellen wurden so in der Saule
zuruckgehalten und die T-Zell-depletierten Milzzellen im Durchlauf gewonnen. Milzzellen
humanisierter Mause dienten als Effektorpopulation, wurden mit CellTrace Violet gefarbt
und in einem Verhéltnis von 2:1 mit den Stimulatoren inkubiert. Als Kontrollen dienten
hierbei Milzzellen unbehandelter Rag2”y.” Mause als Stimulatorzellen. An Tag 3
wurden die Zellkulturiiberstande zur Zytokinbestimmung abgenommen, 10 U/ml
humanes IL-2 in Lymphozytenmedium zugegeben und fur weitere 3 Tage inkubiert. An
Tag 6 wurden die Zellkulturiberstande erneut abgenommen und die
T-Zellproliferationen im Durchflusszytometer bestimmt. In einigen Ansatzen wurden
1 pg/ml anti-HLA-DR-  bzw.  anti-murin-MHC-Klasse II-Antikérper  oder  die
entsprechenden Isotyp-Kontrollantikbrper zugegeben. Neben den morphologischen
Aufnahmen wurden die Zellkulturiberstéande auf humanes IFN-y mittels Bio-Plex-System

(siehe Bestimmung von Zytokinen im Zellkulturiiberstand) untersucht.

4.2.4 Aufbau des therapeutischen bispezifischen Antikdrpers

Die Entwicklung und Produktion des eingesetzten bispezifischen Antikérpers wurde
durch die Hofmann La Roche GmbH in Schlieren, Schweiz, durchgefiuihrt. Das
Therapeutikum  bestand aus einem  voll-humanisiertem  anti-human-MCSP

IgG-Antikdrper konjugiert mit einem anti-human-CD3 IgG-Fab-Fragment (Abbildung 3).
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In den Fc-Teil des Antikérpers wurde zusétzlich eine LALA-Mutation 2% eingefugt, die
die Bindung an Fc,-Rezeptoren und somit Fc-Teil-vermittelte Immunantworten durch
Makrophagen oder NK-Zellen verhindert. Durch die Doppelspezifitdit kommt es zu einer
Bindung des Tumorantigens sowie zu einer Bindung an CD3-Molekile auf humanen
T-Zellen. Als Kontrollkonstrukte wurden einerseits ein nicht auf Tumorzellen-bindender
anti-DP47 1gG-Antikorper (Klon: DP47) mit dem anti-human-CD3 IgG-Fab-Fragment
konjugiert sowie ein anti-human-MCSP IgG-Antikbrper ohne anti-CD3-Domane
verwendet. Der monospezifische anti-human-MCSP 1gG-Antikdrper entspricht dem
humanisierten anti-human-MCSP IgG-Antikérper des bispezifischen Formats jedoch
ohne LALA-Mutation.

Tumorzelle =

Abbildung 3: Aufbau des bispezifischen Antikorpers

Der voll-humanisierte anti-human-MCSP IgG-Antikdrper wurde mit einem anti-human-CD3 Fab-Fragment
konjugiert. Die LaLa-Mutation verhindert die Bindung an Fc,-Rezeptoren 39 piese Konstruktion stellt den

Kontakt zwischen Tumorzellen und T-Zellen her, und es kommt zur Lyse der Tumorzellen.
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4.2.5 Histologie und Immunhistochemie

Die entnommenen Organe wurden in einer 4%igen Formalinldsung fur 16-24 Stunden
bei RT fixiert. Zur histologischen Untersuchung des Knochenmarks wurden die Knochen
nach der Fixierung in eine 10%ige EDTA-LOsung fir 7 Tage inkubiert. Die Losung
wurde jeden zweiten Tag ausgetauscht. EDTA ist ein Komplexbildner und bindet
Calciumionen. Diese Kationen sind Hauptbestandteile der Mineralstruktur von Knochen.
Durch die Inkubation mit EDTA-haltigem Puffer kommt es zu einer Entkalkung des
Knochens, was das darauffolgende Schneiden am Mikrotom erleichtert. Bevor die
Organe in Paraffin eingebettet werden konnten, musste das Gewebe entwéassert werden.

Im sogenannten Autotechnikon durchliefen die Organe ein automatisiertes Programm:

3 x Ethanol 70 % 1,5 Stunden RT
2 x Ethanol 95 % 1,5 Stunden RT
2 x Ethanol 100 % 1,5 Stunden RT
2 X Xylol 100 % 1,5 Stunden RT
4 x Paraffin 1 Stunde 60°C

Am darauffolgenden Tag wurden die Organe in einer Ausbettstation mit 60°C warmem
Paraffin ausgebettet und zum Ausharten fir 30 min. auf eine Kihlplatte gestellt. Mit Hilfe
eines Rotationsmikrotoms wurden 1-2 um dicke Schnitte hergestellt und auf einen
Objekttrager aufgezogen. Um ein Anheften des Gewebes an den Objekttrager zu
gewahrleisten, wurden die Schnitte Uber Nacht bei 37°C getrocknet. Fir alle
histologischen und immunhistologischen Farbungen war es notwendig, die Schnitte

zuvor von Paraffin zu befreien und zu hydratisieren:

3 x Xylol 100 % 5 min. RT
2 x Ethanol 100 % 2 min. RT
1 x Ethanol 90 % 2 min. RT
1 x Ethanol 80 % 2 min. RT
2 x Ethanol 70 % 2 min. RT
1 x deionisiertes Wasser 20 Sekunden RT

Alle Organe wurden fiir die histopathologische Untersuchung mit Hematoxylin & Eosin
(H&E) gefarbt:
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1 x Hematoxylin 1 min. RT
1 x Leitungswasser 1-20 min. RT
1 x deionisiertes Wasser spilen RT
1 x Eosin (1 %) 1 min. RT

Nach der Farbung mit Eosin wurden die Schnitte zum dehydratisieren durch die
aufsteigende Alkoholreihe und Xylol gezogen und mit einem Eindeckautomaten
permanent eingedeckt.

Chromogen-basierte immunhistochemische Farbungen

In der Immunhistochemie kénnen bestimmte Antigene oder Strukturen in einem
Gewebeschnitt mittels Antikdrper detektiert und durch einen enzymatischen
Farbumschlag sichtbar gemacht werden. Die zu untersuchenden Gewebe wurden in
Formalin fixiert. Die Mehrzahl der zu detektierenden Antigene wird wahrend dieser
Vorbehandlung miteinander quervernetzt. Diese Quervernetzungen missen durch einen
Demaskierungsprozess ruckgéngig gemacht werden, um das zu detektierende Antigen
fur den Farbeprozess freizulegen. Dies kann entweder durch Hitze induzierte
Demaskierung oder durch einen enzymatischen Verdau erreicht werden. In den hier
durchgefiihrten Farbungen kam ausschlief3lich die durch Hitze induzierte Demaskierung
zum Einsatz. Nach dem Entparaffinierungsprozess wurden die Schnitte fir 20 min. bei
97°C in einem Dampfkocher erhitzt. Der zur Demaskierung verwendete Kochpuffer
richtete sich nach den zu detektierenden Antigenen (Tabelle 1). Die Schnitte wurden
zum Abkuhlen far 20 min. bei RT zur Seite gestellt, zweimal in 1xPBS gewaschen und
die endogene Peroxidaseaktivitat durch Inkubation fur 10 min. in 0,3%iger H,O,-Losung
(in 1xPBS) inhibiert. Danach wurden die Schnitte in TBST gewaschen. Unspezifische
Bindungen wurden durch Inkubation mit einem serumfreien Proteinblock fir 10 min.
inhibiert.  AnschlieBend wurden die primaren Antikbrper in angegebenen
Konzentrationen (Tabelle 1) fur eine Stunde bei RT inkubiert. Das Gewebe wurde 3mal
in TBST gewaschen und mit dem entsprechenden Sekundarsystem (Tabelle 1) fur 30
min. bei RT inkubiert. Die sekundaren Systeme waren entweder mit
Meerrettich-Peroxidase (HRP) oder mit einer alkalischen Phosphatase (AP) konjugiert.
Nach wiederholtem Waschen in TBST wurde das Substrat aufgetragen und die

39



Material und Methode

enzymatische Farbentwicklung unter dem Mikroskop verfolgt. Die Reaktion wurde durch
extensives Spulen in deionisiertem Wasser gestoppt. Nach der Gegenfarbung mit
Hematoxylin fir 10-20 Sekunden und einem 10-minidtigem blauen in Leitungswasser
wurden die Gewebsschnitte durch die aufsteigende Alkoholreihe gezogen und
permanent eingedeckt. Bei Doppelfarbungen wurden die 2 priméren Antikérper
gemischt und zusammen aufgetragen. Auch die sekundaren Antikérper, bestehend aus
Polymer-Systemen mit AP und HRP gekoppelt, wurden zusammen inkubiert. Bei
Dreifachfarbungen musste nach den ersten beiden Farbumschlagen eine Denaturierung
der zuvor verwendeten primaren und sekundéren Antikorper in einem SDS-haltigem
Puffer fur 5 min. durchgefuhrt werden. Danach begann eine erneute Inkubation mit dem

dritten primaren und dem dazugehdrigem Sekundarsystem.

Tabelle 1: Antikérper/Kochpuffer und Sekundarsysteme

Farbung HIER Verdinnung  Sekundarsystem Chromogen

CD45 pH 6 1/1 ms-ImmPRESS DAB
CDla pH 9 1/1 rb-ImmPRESS DAB
CD34 pH 6 1/10 rat-lmmPRESS DAB
Melan-A/Mart-1  pH 6 1/1 ms-ImMmPRESS DAB
MCSP pH 6 1/200 rb-ImmPRESS DAB
DAB,

CD4, CD8 pH9  1/100, 1/500 ms-HRP, rb-AP

PermRed
Melan-A/Mart-1, DAB,
CD3 pH 6 1/1,1/1 ms-AP, rb-HRP PermRed
CD3, FoxP3 pH 6 1/1, 1/200 Fluoreszenz
CD3, CD20, ms-HRP, rb-AP, DAB, PermRed,
CD68 PH6  1/1,1/1,1/100 ms-HRP Histogreen
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Fluoreszenz-basierte immunhistochemische Farbungen

Die Vorbehandlungen sowie der Demaskierungsprozess wurden exakt wie auf
Chromogen-basierten Farbeverfahren durchgefiihrt. Nach der einstindigen Inkubation
mit den gemischten primaren Antikbrpern wurden die Schnitte 3mal in 1xPBS
gewaschen. Die beiden Fluoreszenz-markierten =~ sekundaren  Antikdrper
anti-Murin-AlexaFluor488 sowie anti-Hase-AelxaFluor647 wurden ebenfalls gemischt
und fur 30 min. mit den Schnitten bei RT inkubiert. Die Gewebe wurden erneut in 1XPBS
gewaschen und direkt eingedeckt. Das Eindeckmedium enthielt DAPI zur Darstellung
der Nuklei. Die Schnitte konnten danach mit einem Fluoreszenzscanner digitalisiert

werden.

4.2.6 Westernblot

Zum Nachweis von humanem MCSP auf verschiedenen Tumorzelllinien wurden
10 x 10° Tumorzellen geerntet. Der Lysepuffer (RIPA) wurde aufgetaut, 1:10 mit
deionisiertem Wasser verdinnt und versetzt mit dem Proteinaseinhibitor PMSF (1 mM).
Die Zellpellets wurden in 200 pl des frisch angesetzten Lysepuffers resuspendiert und
fur 10 min. auf Eis inkubiert. Die Suspensionen wurden zum Klaren bei 10,000 x g flr
30 min. bei RT zentrifugiert und der Uberstand wurde abgenommen. Die Bestimmung
der Proteinkonzentration wurde mittels des BCA-Assays nach Anleitung des Herstellers
durchgefiihrt. 20 pg der Gesamtproteinmenge wurden fir den Nachweis nach

folgendem Protokoll eingesetzt:

Protein Probe X UL
LDS Sample Buffer (4X) 2.5 uL
Reducing Agent (10X) 1ul

auf 10 uL mit deionisiertem Wasser aufgefullt

Das Gemisch wurde fuir 10 min. bei 70°C inkubiert und auf ein Tris-Acetate Gel (3 — 8 %)
geladen. Die Westernblot-Kammern wurden mit Tris-Acetate SDS-Puffer gefillt. In die
inneren Kammern wurde zusatzlich Antioxidans zugegeben. Die Proteinauftrennung
erfolgte fur eine Stunde bei einer Spannung von 100 Volt. Die Gele wurden danach

mittels iBlot® System auf Nitrocellulose-Membrane (bertragen. Nach einem
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Blockvorgang von 10 min. in NET-Puffer wurde der primare
anti-human-MCSP-Antikorper (0,1 pg/ml) Gber Nacht bei RT inkubiert. Nach weiteren
Waschschritten in  NET-Puffer wurden die Membrane mit dem sekundaren
anti-Hase-HRP-Antikorper (1/10000) fur eine Stunde bei RT behandelt. Nach dem
finalen Waschen und einer kurzen Inkubation in Lumi-Light Substrat konnte die
resultierende Chemielumineszenz mittels Rontgenfilme und eines Fotoentwicklers

sichtbar gemacht werden.
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5 Ergebnisse

5.1 Untersuchungen zur Wirkungsweise des bispezifischen AntikGrpers in vitro

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Wirkungsweise des bispezifischen MCSP-CD3
Antikbrpers in in vitro-Experimenten untersucht. Neben den Analysen zu
Bindungseigenschaften und T-Zell-vermittelten Zytotoxizitat wurden die Effekte auf
humane T-Zellen analysiert.

5.1.1 Der bispezifische MCSP-CD3 Antikorper bindet auf MCSP-positiven

humanen Melanomzellen

MCSP wird auf einem Grof3teil humaner Melanome exprimiert 31 1m Normalgewebe
kann MCSP in geringeren Mengen in Melanozyten, Basalzellen, Neuronen und
Glialzellen sowie in der Epidermis nachgewiesen werden ™%, Zum Nachweis humaner
MCSP-Expression in unterschiedlichen Tumorzelllinien, wurden die Tumorzelllysate im
Westernblot analyisert. Die humane Melanomzelllinie Colo-38 zeigte im Vergleich zu
anderen Tumorzelllinien die aus Brust-, Darm-, Lunge- oder Prostatagewebe stammen,
eine hohe Expression des Molekils (Abbildung 4A). Daraufhin wurden die
Bindungseigenschaften der bispezifischen MCSP-CD3 und DP47-CD3 Antikbrper sowie
des monospezifischen anti-MCSP Antikérpers auf verschiedenen Tumorzelllinien
durchflusszytometrisch untersucht. Die Bindung des MCSP-CD3 sowie des anti-MCSP
Antikdrpers wurden nur auf der humanen Melanomzelllinie Colo-38 nachgewiesen. Auf
den humanen Brustkrebszellen, auf denen im Westernblot keine MCSP-Expression
gefunden wurde, konnte auch keine Bindung des MCSP-CD3 und des anti-MCSP
Antikdrpers nachgewiesen werden (Abbildung 4B). Fur den bispezifischen DP47-CD3
Antikorper wurde ebenfalls keine Bindung auf den Colo-38-Zellen nachgewiesen, was
darauf schlieRen lasst, dass nur die anti-MCSP Domane auf den MCSP-positiven

Melanomzellen bindet.
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Abbildung 4: MCSP-Expression und Bindungseigenschaften des bispezifischen Antikdrpers an
humane Tumorzellen

(A) Zelllysate (20 pg) verschiedener Tumorzelllinien wurden auf einem Tris-Acetate-Gel aufgetrennt, auf
ein Nitrocellulosemembran transferiert und mit anti-MCSP mAk gefarbt. Die Detektion des Proteins wurde
mit einer Belichtungszeit von 5 sek. durchgefihrt. Die erwartete Bande fir MCSP lag bei einer Gréf3e von
ca. 250 kD. Die gréBere Bande lasst auf unterschiedlich glykosylierte Formen schlieBen 132 Als
Mengenkontrolle diente der Nachweis des Haushaltsgens Tubulin (ca. 50 kD).

(B) Die Tumorzelllinie Colo-38 und eine MCSP-negative Brustkrebszelllinie (schwarz) wurden mit den
humanisierten bispezifischen DP47-CD3 (blau), MCSP-CD3 (rot und schwarz) oder dem
monospezifischen anti-MCSP mAk (grin) inkubiert, gewaschen, mit Fluoreszenz-konjugiertem
anti-human-lgG mAk gefarbt und durchflusszytometrisch im MACSQuant™ analysiert. Zur Kontrolle
wurden die Colo-38 Zellen nur mit dem anti-human-lgG mAk (orange) gefarbt.
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5.1.2 MCSP-CD3 bindet an humane T-Zellen

Neben der spezifischen Bindung des MCSP-CD3 Antikdrpers an humane
MCSP-positive Melanomzellen, wurde im Folgenden die Affinitat zu humanen T-Zellen
untersucht. Hierzu wurden aufgereinigte PBMC zusammen mit den bispezifischen
MCSP-CD3, DP47-CD3 oder dem monospezifischen anti-MCSP Antikorper inkubiert
und durchflusszytometrisch analysiert. Zur ldentifizierung der T-Zellen wurden die
PBMC zusatzlich mit einem T-Zell-spezifischen mAk gegen den TZR gefarbt (TZR-a/B).
Der monospezifische anti-MCSP Antikorper, der keine anti-CD3 Domane besitzt, zeigte
keine Bindung an humane T-Zellen (Abbildung 5). Die Bindung des bispezifischen
MCSP-CD3 sowie des DP47-CD3 Antikorpers wurde an CD4- und CD8-positiven
T-Zellen, jedoch nicht auf anderen Blutzellen nachgewiesen (Abbildung 5).

Zusammen mit den Erkenntnissen aus 5.1.1, weist somit nur der bispezifische
MCSP-CD3 Antikérper eine duale Bindung an humane MCSP-positive Melanomzellen
(Colo-38) und humane CD3-positive T-Zellen auf. Der bispezifische DP47-CD3 bindet
zwar ebenfalls an T-Zellen, jedoch nicht an CD3-negative Melanomzellen. Fir den
monospezifischen anti-MCSP  Antikérper konnte hingegen eine Bindung an
MCSP-postitiven Colo-38-Zellen jedoch nicht an humanen T-Zellen nachgewiesen
werden. In den weiteren Experimenten zur Zytotoxizitat, Zytokinfreisetzung und
Degranulierung wurden daher der DP47-CD3 sowie der anti-MCSP Antikorper als

Kontrollantikdrper verwendet.
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Abbildung 5: Bindungseigenschaften des bispezifischen Antikdrpers an humane T-Zellen

Frisch isolierte PBMC wurden zusammen mit dem humanisierten bispezifischen MCSP-CD3 (schwarz und
rot) bzw. DP47-CD3 (blau) Antkdrper sowie dem monospezifischen anti-MCSP Antikdrper (griin) inkubiert,
gewaschen und mit Fluoreszenz-konjugiertem anti-human-lgG  mAk gefarbt. Vor der
durchflusszytometrischen Analyse wurden die PBMC zusatzlich mit Fluorochrom-konjugierten
anti-Human-TZR-a/B8, anti-Human-CD4 und anti-Human-CD8 mAk gefarbt. Die TZR-a/B-positive
Zellpopulation wurde als CD4- oder CD8-positive T-Zellen dargestellt und die Bindung der
therapeutischen Antikdrper im Histogramm ausgewertet.
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5.1.3 MCSP-CD3 induziert T-Zell-vermittelte Lyse humaner Melanomzellen durch
THe|fer Und CTL

Nach den Untersuchungen zu den Bindungseigenschaften des bispezifischen
MCSP-CD3 Antikérpers, wurde das zytotoxische Potential zur T-Zell-abhangigen Lyse
von Melanomzellen analysiert. Hierzu wurden CD4-positive T-Helferzellen (Therer) und
CD8-positive zytotoxische T-Zellen (CTL) istoliert (Reinheit siehe Abbildung 6) und
zusammen mit Colo-38-Zellen und dem bispezifischen Antikorper kultiviert. PBMC,
isolierte Tyerrer und CTL wurden in einem Verhdaltnis von 1:1 mit Colo-38-Zellen und
absteigenden Konzentrationen des MCSP-CD3 Antikorpers inkubiert. Als Kontrollen
dienten DP47-CD3, der monospezifische anti-MCSP Antikdrper und MCSP-negative
Tumorzellen. Die Zelllyse wurden tber die LDH-Freisetzung im Kulturiberstand ermittelt.
Der Prozentsatz an induzierter Tumorlyse wurde anhand der maximalen Lyse durch
Zugabe von Triton berechnet (siehe 4.2.2). Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden
und einer Konzentration des bispezifischen Antikdrpers von 50 bzw. 500 ng/ml konnte in
allen Ansatzen eine Tumorzelllyse von 60-90 % nachgewiesen werden (Abbildung 7A).
Erst ab einer Konzentration von 5 ng/ml verringerte sich die induzierte Lyse der
Melanomzellen, besonders in Anwesenheit von Theter. Bei Konzentrationen von 0,5
ng/ml und weniger konnte innerhalb dieses Zeitraumes keine Lyse mehr nachgewiesen
werden. Der monospezifische anti-MCSP Antikdrper induzierte in Gegenwart humaner
PBMC als Effektorzellpopulation eine erhdhte Lyse der Melanomzellen. Dieser Effekt
wurde jedoch nicht in Tpere- Oder CTL-Kokulturen nachgewiesen, was auf einen
T-Zell-unabhéngigen Effekt hindeutete. Der bispezifische Kontrollantikbrper DP47-CD3
war nicht zytotoxisch (Abbildung 7A). In den Kokulturen mit MCSP-negativen
Tumorzellen und einer Konzentration des MCSP-CD3 Antikorpers von 500 ng/ml konnte
nur eine sehr geringe Lyse beobachtet werden (Abbildung 7A). Die Zerstérung der
Melanomzellen konnte auch makroskopisch durch die Bildung von Zellklumpen
visualisiert werden. Zerstorte Tumorzellen verloren ihre Adhérenz und verkleben

miteinander (rote Pfeile in Abbildung 7B).
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Abbildung 6: Anreicherung von Tyerer und CTL aus humanen PBMC
CD4-positive Tyerrer SOWie CD8-positive CTL wurden aus frisch isolierten PBMC mittels magnetbasierter
Zellseparation angereichert. Die angereicherten Zellen wurden mit Fluorochrom-konjugierten

anti-CD3/CD4/CD8 mAk gefarbt und zur Uberpriifung der Reinheit am Durchflusszytometer analysiert.
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Abbildung 7: Zytotoxizitatsprifung mit humanen T-Zellen

(A) Experiment zur Untersuchung der Zytotoxizitat wurde mit dem LDH-Freisetzungsassay durchgefihrt.

Colo38-Zellen wurden mit isolierten PBMC, angereicherten Tuerer 0der CTL in einem 1:1-Verhaltnis mit

absteigender Konzentration des bispezifischen MCSP-CD3 Antikérpers inkubiert. Als Kontrollen dienten
der DP47-CD3, der monospezifische anti-MCSP Antikorper sowie MCSP-negative Tumorzellen. Der

Zellkulturtiberstand wurden nach 48 Stunden abgenommen und die darin enthaltene LDH-Konzentration

mittels Farbumschlag im ELISA-Fotometer bestimmt. Der Prozentsatz der induzierten Lyse wurde anhand

der maximalen Lyse durch Zugave von Triton errechnet.

(B) Aufnahme der Colo-38-T-Zellkulturen nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden. Die Bildung von

Zellklumpen (rote Pfeile) konnte makroskopisch nachgewiesen werden.
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5.1.4 T-Zellaktivierung und Expression von Zytokinen

Der Dbispezifische MCSP-CD3 Antikorper loste eine T-Zell-abhéngige Lyse
MCSP-postitiver Melanomzellen aus (Abbildung 7). Parallel zur Zytotoxizitat erfolgte die
Bestimmung freigesetzter Zytokine im Kulturiiberstand. PBMC, istolierte Tyerer und CTL
wurden mit Colo-38-Zellen in einem Verhaltnis von 1:1 fur 48 Stunden mit dem
bispezifischen MCSP-CD3 Antikorper inkubiert und anschlieBend die Zytokine im
Uberstand bestimmt. Als Kontrollen dienten der bispezifische DP47-CD3, der
monospezifische anti-MCSP  Antikérper und MCSP-negative Tumorzellen. Das
BioPlex-System erlaubt den simultanen Nachweis mehrerer Zytokine in nur einer Probe.
Es wurden folgende Zytokine bestimmt: TNF-o (Tumornekrosefaktor-alpha),
IFN-y (Interferon-gamma), IL-2 (Interleukin-2), IL-4 (Interleukin-4), IL-10 (Interleukin-10)
und IL-13 (Interleukin-13). Die gemessenen Zytokine sind in Abbildung 8 als
Zytokinprofile fur Tuerrer, CTL und PBMC dargestellt. Die Menge von Zytokinen korrelierte
mit der eingesetzten Antikérperkonzentration. IL-2 und IFN-y besitzen starke
immunstimulatorische Eigenschaften und kdnnen sowohl von Tuerer @ls auch von CTL
gebildet werden ™3, Nach der Stimulation mit dem bispezfischen MCSP-CD3 Antikorper
wurden groBere Mengen an IFN-y in CTL- im Vergleich zu There-Kokulturen jedoch
vergleichbare Mengen IL-2 nachgewiesen. TNF-a fordert unter anderem die
Phagozytoseaktivitat von Makrophagen, kann jedoch auch bei hohen Konzentrationen
den programmierten Zelltod (Apoptose) induzieren ™* 3% |-10 und IL-13 werden
immunhemmende Wirkungen zugeschrieben #3% 13 TNF-q, IL-10 und IL-13 wurden
nach Stimulierung mit MCSP-CD3 vor allem in Therer-Kokulturen und nur in geringeren
Mengen in CTL-Kokulturen nachgewiesen. IL-4 konnte nur in sehr geringen
Konzentrationen und vor allem im Kulturiberstand der Tpeare-Kokulturen nach
Stimulation mit MCSP-CD3 nachgewiesen werden. Es kam zu keiner Zeit, auch bei
hohen Konzentrationen des therapeutischen MCSP-CD3 Antikdrpers, zu
Zytokinfreisetzung in Abwesenheit von Tumorzellen (Abbildung 8). Auch in Gegenwart
des DP47-CD3 oder anti-MCSP Antikorpers konnten in den Colo-38-T-Zellkulturen keine
messbaren Zytokinkonzentrationen ermittelt werden. In den Kokulturen mit
MCSP-negativen Tumorzellen und 500 ng/ml des MCSP-CD3 Antikdrpers konnten im

Vergleich zu den Kontrollantikbrpern leicht erhthte Zytokinkonzentrationen
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nachgewiesen werden. Insgesamt verhielt sich jedoch der Nachweis der Zytokine im
Zellkulturtiberstand proportional zur ermittelten Zytotoxizitat.

Die Analyse von Zytokinen in Kulturiberstanden kann keinen Aufschluss zur Frequenz
aktivierter T-Zellen geben. Daher wurde die Zytokinproduktion in einem Folgeversuch
auch intrazellular analysiert. In Gegenwart des Proteintransporterinhibitors Monensin
wurden die Kokulturen nach 16 Stunden Inkubation fixiert, gefarbt und im
Durchflusszytometer analysiert. Abbildung 9 zeigt eine exemplarische Analyse eine
Trerer-Kokultur. Die Mehrzahl aller T-Zellen exprimierte nach Stimulierung mit
MCSP-CD3 den friihen T-Zellaktivierungsmarker CD69 **". Die Synthese von IFN-y,
TNF-a, IL-2 und in geringen Mengen auch IL-4, konnte in den CD69-positiven T-Zellen
nachgewiesen werden (Tabelle 2). IFN-y wurde in bis zu 10 % aller CTL und bis zu 4 %
in Therer NAach Stimulation mit MCSP-CD3 nachgewiesen. MCSP-CD3 induzierte in fast
50 %, ca. das dreifache verglichen mit CTL-Kulturen, aller Tyerrer €ine TNF-a-Produktion,
wohingegen die Menge an IL-2-positiven T-Zellen vergleichbar war. Auch IL-4 wurde
vermehrt in Tyerer detektiert (Tabelle 2).
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Abbildung 8: Zytokinbestimmung im Zellkulturiiberstand

Die Melanomzelllinie Colo-38 wurde 1:1 mit PBMC, isolierten Tperer 0der CTL und absteigenden
Konzentrationen des MCSP-CD3 Antikorpers fur 48 Stunden inkubiert. Als Kontrolle dienten DP47-CD3,
der monospezifische anti-MCSP Antikorper sowie eine MCSP-negative Tumorzelllinie. Als weitere
Kontrolle wurden die Effektorzellen in Anwesenheit des MCSP-CD3 Antikdrpers, jedoch ohne Tumorzellen
stimuliert. Die Uberstande wurden abgenommen und die Konzentrationen an humanem TNF-¢, IFN-y,
IL-2, IL-10, IL-4 und IL-13 mittels Bio-Plex System ermittelt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen

der Zytokinkonzentrationen wurden aus Triplikaten errechnet und auf einer logarithmischen Skala
aufgetragen.
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Abbildung 9: Intrazellularer Nachweis von Zytokinen

Die MCSP-positiven Tumorzellen wurden 1:1 mit aufgereinigten Tperer 0der CTL und absteigenden
Konzentrationen des MCSP-CD3 Antikorpers fiur 16 Stunden in Anwesenheit von Monensin inkubiert. Als
Kontrollen dienten DP47-CD3, der monospezifische anti-MCSP Antikdrper sowie eine MCSP-negative
Tumorzelllinie. Danach wurden die Kokulturen mit Fluoreszenz-markierten mAk anti-CD69 und anti-CD4
(Therrer-Kulturen) oder anti-CD8 (CTL-Kulturen) gefarbt. Die Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und mit
Fluorochrom-konjugierten anti-IFN-y, -TNF-¢, -IL-2 oder -IL-4 mAk gefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert. Hier dargestellt ist eine exemplarische Analyse einer durchflusszytometsichen
Zytokinbestimmung in einer Kokultur von Tyerer Und Colo-38-Zellen in Gegenwart von 50 ng/ml
MCSP-CD3. Die Frequenzen aktivierter zytokinproduzierender T-Zellen in den unterschiedlichen
Ansatzen sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
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Tabelle 2: Frequenzen zytokinproduzierender T-Zellen in Prozent

CD8*/CD69*/IL-2*  CD8*/CD69*/IFN-y*  CD8'/CD69*/TNF-a*  CD8'/CD69"/IL-4*

T 500 5.0+0.2 9.8+0.7 14.7+ 3.4 1.8+0.7
50 3.9+04 6.0+0.2 10.4+2.3 14+03
5 1.3+03 2.3+0.4 47+19 0.3+0.2
MCSP-CD3 0.5 0.3+0.2 02+01 01+01 02+0.1
(ng/ml] 0 02+01 02+0.1 0.1+0.1 03+0.1
500* 0.2+0.2 0.3+0.1 01+01 02+0.1
1 so00 0.4+03 02+0.2 0.9+03 02+0.1
ar‘[z'g“fnfﬁp I 500 0.2+0.1 0.1+0.1 0.1+0.1 02+0.1
D'?r‘]g/ﬁ? I 500 0.2+0.1 0.1+0.1 0.1+0.1 01+0.1
* = ohne Tumorzellen ** = MCSP™ Tumorzellen
CcD4*/CD69"/IL-2* CD4+/CD69+/IFN—7+ CD4*/CD69*/TNF-a.* CD4*/CD69"/IL-4"
T 500 59+05 3.6+0.3 415+25 53+1.9
50 53+0.3 39405 34.7+43 1.9+0.6
5 29+04 0.6+0.2 27.7+23 07403
MCSF/’»CIDS 0.5 0.8+0.2 0.3+0.1 6.7+0.9 03+0.2
(ng/mi] 0 0.3+0.2 0.1+0.1 02+0.1 03+0.2
500* 0.3+0.1 0.1+0.1 0.1£0.1 03+0.1
1 500+ 0.4+0.2 0.6+0.3 8.8+0.9 0.4+0.1
ti-MCSP
a”[r;g/m” I 500 0.3+0.2 01+0.1 0.1+0.1 03+0.1
D?:g/_rﬁ:]js I 500 0.3+0.2 02+0.1 01+0.1 0.3+0.1

* = ohne Tumorzellen ** = MCSP™ Tumorzellen

55



Ergebnisse

5.1.5 MCSP-CD3 induziert Degranulierung in CTL und Thelfer

Der Dbispezifische MCSP-CD3 Antikérper induziert eine T-Zellaktivierung,
Zytokinfreisetzung und Lyse von MCSP-positiven Melanomzellen. Die Exozytose von
zytolytischen Granula zahlt zu den Hauptmechanismen der CTL-vermittelten

Zytotoxizitat 138

. Im Folgenden wurden die stimulierten T-Zellen hinsichtlich ihrer
Degranulierung sowie Freisetzung zytotoxischer Molekule untersucht. Isolierte Tyerrer und
CTL wurden mit den Colo-38-Zellen und dem bispezifischen MCSP-CD3 Antikorper fur
16  Stunden inkubiert. Vier Stunden vor der Analyse wurde der
Proteintransporterinhibitor Monensin und ein Fluoreszenz-konjugierter anti-CD107a
Antikorper zugegeben. Als Kontrollen dienten der DP47-CD3, der monospezifische
anti-MCSP Antikérper sowie MCSP-negative Tumorzellen. Abbildung 10 zeigt eine
exemplarische Analyse zur Degranulierung und Perforinexpression in CTL-Kokulturen.
Der MCSP-CD3 Antikorper induzierte eine konzentrationsabhangige Degranulierung
von CTL und Tpeter. Die Anzahl an CD107a-positiven T-Zellen war in beiden
T-Zellpopulationen vergleichbar. Nur bei niedrigen Konzentrationen des MCSP-CD3
Antikdrpers kam es zu einer hoheren Degranulierung in den CTL (Tabelle 3). In den
CTL-Kokulturen kam es aupBerdem zu einer Perforinsynthese in bis zu 30 % der Zellen,
wahrend in Tyerer NUr bis zu 5 % detektiert wurden (Tabelle 3). In den Kulturen mit den
Kontrollantikdrpern konnten weder Degranulierung noch Perforinexpressionen
nachgewiesen werden. In der Kontrolle mit MCSP-negativen Tumorzellen kam es
jedoch zu einer erhdhten Degranulierung und Perforinsynthese im Vergleich zu den

Kontrollantikdrpern.
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Abbildung 10: Degranulierung und Perforinfreisetzung

Die MCSP-positiven Colo-38-Zellen wurden 1:1 mit aufgereinigten Therer 0der CTL und absteigenden
Konzentrationen des MCSP-CD3 Antikorpers fir 16 Stunden inkubiert. 4 Stunden vor der
durchflusszytometrischen Analyse wurde Monensin und ein Fluoreszenz-markierter anti-CD107a mAK
zugegeben. Als Kontrollen dienten DP47-CD3, der monospezifische anti-MCSP Antikérper sowie eine
MCSP-negative Tumorzelllinie. Die Zellen wurden geerntet, gewaschen und mit Fluoreszenz-konjugierten
mAK anti-CD4 (Therer-Kulturen) oder anti-CD8 (CTL-Kulturen) gefarbt. Die Zellen wurden fixiert,
permeabilisiert und mit Fluorochrom-konjugiertem anti-Perforin mAk gefarbt und durchflusszytometrsich
analysiert. Hier dargestellt ist eine exemplarische Analyse einer durchflusszytometsichen Analyse zur
Degranulierung und Perforinexpression in einer Kokultur von CTL und Colo-38-Zellen in Gegenwart von
50 ng/ml MCSP-CD3. Die Frequenzen degranulierender / Perforin-positiver T-Zellen in den

unterschiedlichen Anséatzen sind in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Tabelle 3: Frequenzen degranulierender / Perforin-positiver T-Zellen in Prozent

CcD8*/CD107a* CD8*/Perforin® CD4*/cDh107a* CD4*/Perforin*
T 500 498+1.2 29.9+3.4 48.3+49 28+0.9
50 50.2+1.6 29.3+2.7 46.2 +3.2 3.7+14
5 239423 152+2.1 30+19 1.2+0.3
MCSP-CD3 0.5 24+0.9 0.6+0.7 1.1+£0.3 04+0.1
(ng/ml] 0 12402 07403 0.4+02 0.4+0.2
500* 0.8+0.3 0.2+0.2 05+0.2 0.8+05
1 500** 16.3+2.7 11.2+1.3 3.3+0.6 1.3+0.3
anti-MCSP
[ng/ml] I 500 1.1+04 08+04 0.3+0.1 0.2+0.1
DP47-CD3
[ng/ml] I 500 0.9+ 0.5 0.9+0.3 0.2+0.2 0.2+0.1

* = ohne Tumorzellen ** = MCSP™ Tumorzellen

5.1.6 Therrer induzieren TNF-a-unabhéngige Lyse der Melanomzellen

Die induzierte Lyse der Melanomzellen durch CTL war abhangig von der eingesetzten
Konzentration des bispezifischen MCSP-CD3 Antikopers. In diesem Zusammenhang
wurden hohe IFN-y und IL-2-Konzentrationen im Kulturiberstand sowie eine erhohte
Degranulierung und Perforinfreisetzung nachgewiesen (Tabelle 2 und 3). Im Gegensatz
hierzu korrelierte die induzierte Tumorzelllyse durch Tuerer zwar mit einer ebenso
erhohten Degranulierung, jedoch konnten nur bis zu 5 % Perforin-positive Zellen
nachgewiesen werden (Tabelle 3). Im Uberstand von MCSP-CD3-behandelten
Trerrer-Kokulturen waren sehr hohe Mengen an TNF-a nachweifbar (Abbildung 8). Auch
die durchflusszytometrische Analyse wies in bis zu 50 % aller Tpeter intrazelluléares
TNF-a nach (Tabelle 2). TNF-a kann unter bestimmtne Umstanden zytotoxisch wirken
oder Apoptose induzieren. Vor allem Tumorzellen, die viele TNF-Rezeptoren
epxrimieren, konnen anfallig fir TNF-a-vermittelte Apoptose sein ™. Die hohe
TNF-a-Sekretion durch Tperer Stellt somit eine mogliche Erklarung fur die Lyse der
Melanomzellen dar. Aus diesem Grund wurden isolierte Tperer bzw. PBMC in einem
Verhaltnis von 1:1 mit Colo-38-Zellen und absteigender Konzentration des MCSP-CD3
Antikorpers fur 48 Stunden inkubiert. In einigen Ansatzen wurde zusatzlich 2 pg/ml
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eines neutralisierenden Antikérpers gegen humanes TNF-a zugegeben und die
Zytotoxizitat mittels LDH-Freisetzung bestimmt. Die gemessene Lyse der
Melanomzellen in Anwesehneit des blockierenden Antikérpers in PBMC- oder
Thete-KOkulturen  zeigte keine  statistisch  signifikante  Unterschiede zu den
Kontrollkulturen ohne blockierenden Antikorper (Abbildung 11). Die Lyse der
Melanomzellen durch Tuerer konnte somit nicht auf die Expression von TNF-a

zurickgefuhrt werden und lasst darauf schliessen, dass die observierte Lyse der
Tumorzellen anderen Mechanismen zugrunde liegt.

100- PBMC @ ohne Antikérper 100~ Thetter @@ ohne Antikérper
3 anti-TNF-a 3 anti-TNF-a

< 80 Py s 801
T 601 T 60
N N

S 40 8 401
e 8

< 204 'lll < 201

0- T T T T 0- T T -'ﬁ T
50 5 05

500 . 0 500 50 5 0.5 0
[ng/mll  [ng/ml]  [ng/ml]  [ng/ml]  [ng/ml] [ng/ml]  [ng/ml]  [ng/ml]  [ng/ml]  [ng/mi]
MCSP-CD3 MCSP-CD3

Abbildung 11: Einfluss von TNF-a auf die induzierte Lyse der Melanomzellen

Die Untersuchung der Zytotoxizitat wurde mit dem LDH-Freisetzungsassay durchgefiihrt.Colo38-Zellen
wurden mit PBMC (schwarz) oder isolierten Tyerer (Qrin) in einem Verhdltnis von 1:1 mit absteigender
Konzentration des bispezifischen MCSP-CD3 Antikorpers inkubiert. Zusatzlich wurde 2 pg/ml eines
neutralisierenden Antikdrpers gegen TNF-a zugegeben. Der Zellkulturiiberstand wurde nach 48 Stunden
abgenommen und die darin enthaltene LDH-Konzentration mittels Farbumschlag im ELISA-Fotometer
bestimmt. Der Prozentsatz der induzierten Lyse wurde anhand der maximalen Lyse durch Zugave von
Triton errechnet.
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5.2  Charakterisierung des humanisierten Mausmodells

Der zweite Teil der Arbeit bestand darin, das Modell der voll-humanisierten Maus zu
untersuchen. Durch die intrahepatische Inokulation hamatopoetischer Stammzellen in
Rag2”y.” Mause sollte die Entwicklung eines humanen Immunsystems erreicht werden.
Im Hinblick auf T-Zell-rekrutierende bispezifische Antikdrper lag der Fokus auf der
Entwicklung humaner T-Zellen im murinen Thymus sowie auf deren phanotypischen und
funktionellen Charakterisierung. Die im Folgenden dargestellten immunhistologischen
und durchflusszytometrischen Analysen der Thymi, Lymphknoten, Milzen und des

Knochenmarks stehen représentativ fur jeweils mindestens drei humanisierte Mause.

5.2.1 Nach Injektion humaner hamatopoetische Stammzellen kommt es zur

Besiedelung des Knochenmarks in Rag2”y.” Mause

Neugeborene Rag2”v.” Mause wurden am Tag ihrer Geburt mit 1,5 Gy sublethal
bestrahlt. Die Bestrahlung fuhrte zur Abtétung lymphoider Zellen, zur Raumung der
Stammzellnischen im Knochenmark und verbesserte somit die Einwanderung und das
Anwachsen der humanen Blutstammzellen (HSC) im murinen Knochenmark ™%, Am
darauffolgenden Tag wurden den vorbehandelten Tieren 2 x 10° CD34-positive HSC
aus Nabelschnurblut intrahepatisch injiziert. Die humanen HSC koexprimierten zu
diesem Zeitpunkt die HSC-assoziierten Antigene CD34 und CD133 (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Phéanotypisierung der hamatopoetischen Stammzellen
Dargestellt ist die durchflusszytometrische Analyse der verwendeten Nabelschnurblutzellen nach Farbung
mit Fluorochrom-markierten mAk anti-CD34 und anti-CD133. Zur Exklusion von toten Zellen wurde die

Zellsuspension zusétzlich mit dem DNA-Farbstoff DAPI geféarbt und nur DAPI-negative Zellen analysiert.

In Woche 1 und Woche 10 nach Stammzellinjektion wurden humanisierte Mause getotet
und das Knochenmark mittels Durchflusszytometrie und Immunhistologie untersucht.
Bereits an Tag 7 nach Stammzellinjektion konnte eine Besiedelung des Knochenmarks
mit CD45-positiven humanen Leukozyten immunhistochemisch detektiert werden
(Abbildung 13A). In Woche 10 wurde das Knochenmark durch Ausspullen der Femurs
isoliert und die Erythrozyten lysiert. Die durchflusszytometrische Analyse ergab einen
Prozentsatz humaner Leukozyten von 20 — 60 % (Abbildung 13B). Innerhalb der
humanen Population konnten CD34/CD133-positive HSC nachgewiesen werden
(Abbildung 13B). Auch immunhistochemisch konnten humane Leukozyten im gesamten

Knochenmark der Tiere lokalisiert werden (Abbildung 13A).
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Abbildung 13: Analyse des Knochenmarks humanisierter Mause

(A) Humanisierte RagZ'/'yC"’ Mause wurden in Woche 1 und Woche 10 nach Stammzellinjektion getotet.
Die Femura wurden enthommen und zur immunhistologischen Untersuchung in Paraffin eingebettet. Ca.
2 um dicke Schnitte wurden mit anti-CD45 mAk geféarbt (braun). Zur Visualisierung der Kerne wurden die
Schnitte mit Hamatoxylin gegengefarbt.

(B) 10 Wochen nach Stammzelltransfer wurde das Knochenmark humanisierter Tiere durch ausspulen der
Femura gewonnen, Erythrozyten lysiert, die Zellsuspension mit anti-murin-CD45 mAK und
anti-human-CD45/CD34/CD133 gefarbt und am Durchflusszytometer analysiert. Die Zellen wurden zuerst
aufgrund ihrer speziesspezifischen CD45-Expression in murine und humane Immunzellen aufgeteilt.

Innerhalb der humanen CD45-positiven Zellpopulation wurden CD34/CD133-positive Vorlauferzellen
detektiert.
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5.2.2 Humane T-Zellen differenzieren im murinen Thymus

Die Entwicklung humaner T-Zellen ist ein komplexer Prozess. Die Bildung der
Vorlauferzellen findet im Knochenmark statt, die Reifung der T-Zellen im Thymus. Ohne
diesen Reifungsprozess konnen keine funktionellen T-Zellen entstehen. Die humane
T-Zellreifung im murinen Thymus ist eine essentielle Voraussetzung fur die Etablierung
eines humanisierten Mausmodells zur in vivo-Analyse humaner T-Zellantworten.

Deshalb wurde zunachst die Funktionalitat der peripheren T-Zellen in den Tieren

untersucht.

B Abbildung 14: Aufnahme des Thymus
unbehandelter und humanisierter
Rag2’y.” Mause

Dargestellt ist die Aufnahme eines
unbehandelten (A) und eines
humanisierten (B) Tieres in Woche 10
nach Injektion der h&matopoetischen
Stammzellen. Der Thymus (gelber Pfeil)
entwickelt sich in zwei Hauptlappen
(1 und 2) oberhalb des Herzens ,H” in

der Nahe der Trachea ,Tr".

10 Wochen nach der Injektion humaner hamatopoetischer Stammzellen wurden die
Mause getotet und die Thymi durch Offnung des Brustkorbs freigelegt. Unbehandelte
Rag2”y.” Mause dienten als Kontrolle und wurden auf gleiche Weise prapariert.
Wahrend in unbehandelten Mausen lediglich Thymusanlagen detektiert wurden,
konnten die Thymi humanisierter Mause oberhalb des Herzens auf der Luftréhre
lokalisiert (Abbildung 14) und entnommen werden. Nach Verarbeitung zu
Einzelzellsuspensionen bzw. nach der histologischen Aufarbeitung erfolgten néhere
Analysen  zur  zellularen  Verteilung und  T-Zelldifferenzierung. In  der
durchflusszytometrischen Analyse wurden neben murinen Immunzellen, 80 - 90 %

humane CD45-positive Leukozyten nachgewiesen (Abbildung 15A).
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Abbildung 15: Durchflusszytometrische und immunhistochemische Analyse des Thymus
Humanisierte RagZ"'yC"' Mause wurden in Woche 10 nach Stammzellinjektion getttet. Thymi wurden
enthommen, histologisch  aufgearbeitet oder zur Analyse am Durchflusszytometer zu
Einzelzellsuspensionen verarbeitet.

(A) Die Einzelzellsuspensionen wurden mit Fluorochrom-konjugierten anti-murin-CD45 und
anti-human-CD45/CD3/CD19/HLA-DR/CD1a mAk gefarbt und am Durchflusszytometer analysiert. Die
Zellen wurden zuerst aufgrund ihrer speziesspezifischen CD45-Expression in murine und humane
Immunzellen  aufgeteilt. Innerhalb der humanen CDA45-positiven  Zellpopulation  wurden
CD19/HLA-DR-positive B-Zellen sowie CD3-positive T-Zellen detektiert. Die CD3-positiven T-Zellen
wurden anhand ihrer CD4/CD8-Expression in drei Populationen unterteilt und die CDla-Expression der
einzelnen Populationen im Histogramm dargestellt.

(B) Ca. 2 um dicke Paraffinschnitte der Thymi wurden mit mAk anti-CD1a oder anit-CD4/CD8 gefarbt. Zur
Visualisierung der Kerne wurden die Schnitte mit Hamatoxylin gegengefarbt
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Innerhalb der humanen Leukozytenpopulation dominierten neben
CD19/HLA-DR-positiver B-Zellen, CD3-positive Thymozyten (Abbildung 15A). Humane
Thymozyten konnten anhand ihrer CD4/CD8-Epxression in zwei
Hauptdifferenzierungsstadien eingeteilt werden. CD4/CD8-doppelpositive Thymozyten
im Cortex, die durch ihre CDla-Epxression von CD4- oder CD8-einfachpositiven

medullaren Thymozyten unterschieden werden konnten 1,

Eine erfolgreiche
Differenzierung von doppelpositiven in einfachpositive Thymozyten spricht fur die

Generierung eines funktionellen TZR und ist essentiell fur die Entwicklung reifer T-Zellen.

Auf den CD4/CD8-doppelpositiven Thymozyten wurde auferdem, im Gegensatz zu
einfachpositiven Zellen, die Cortex-assoziierte Expression von CDla nachgewiesen
(rote Population in Abbildung 15A). Diese Zellpopulation machte den Grof3teil aller
humanen CD3-positiven Thymozyten mit bis zu 70 % aus. Neben den
durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden die Thymi auch immunhistochemisch
analysiert. Abbildung 15B zeigt eine exemplarische Farbung fir CDla. Im seriellen
Gewebeschnitt konnte gezeigt werden, dass die CDla-negative Thymozyten entweder
CD4 oder CD8 exprimierten. CDla-positive Zellen hingegen wiesen eine
Doppelexpression fur CD4 und CD8 auf, was durch eine FarblUberlagerung gezeigt
werden konnte (Abbildung 15B).
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5.2.3 Entwicklung humaner regulatorischer T-Zellen im Thymus (tTeg)

humanisierter Mause

Neben CD4- und CDS8-positiven T-Zellen werden im Thymus auch spezielle
Suppressorzellen gebildet, die zur Erhaltung peripherer Toleranz beitragen. Diese
Thymus-abstammigen regulatorischen T-Zellen (tT.eg) sind CD4 positiv, exprimieren
konstitutiv die alpha-Kette des IL-2-Rezeptors (CD25) und den Transkriptionsfaktor
FoxP3 U, Regulatorische T-Zellen verhindern die Entstehung von Autoimmunitat durch
Suppression potentiell autoreaktiver T-Zellen in der Peripherie %% %2 Bej
Krebserkrankungen ist eine erhdohte Frequenz und/oder Aktivitat von Ty jedoch mit
einer ineffizienten Immunantwort assoziiert ™% *!. Da T, fir die Homeostase von
T-Zell-vermittelten Immunantworten notwendig sind, ist die Untersuchung der
Treg-Entstehung essentiell fiur die Entwicklung von aussagekraftigen humanisierten

Mausmodellen.

Zum Nachweis von tT.eg in humanisierten Mausen wurden die Tiere 10 Wochen nach
dem  Stammzelltransfer  getdtet,  Thymi histologisch  aufgearbeitet  und
immunhistochemisch gefarbt. Abbildung 16 zeigt eine exemplarische T.g-Analyse im
Thymus der Tiere. Zur Darstellung der Medulla wurden die Thymi in einem ersten
Schnitt mit mAk gegen human CD4 und CD8 gefarbt (Abbildung 16A, 16B). In der
Medulla befanden sich CD4- oder CD8-positive T-Zellen, die, wie in Abbildung 16
dargestellt, klar von Cortex-standigen T-Zellen, die eine Uberlagerung der
Fluoreszenzsignale aufwiesen, abgegrenzt werden konnten. In einem weiteren, seriellen
Schnitt wurde das Gewebe zur Detektion von tT.g mit mAk CD3 und FoxP3 gefarbt.
FoxP3-positive T-Zellen konnten auf diese Weise in der Medulla humanisierter Mause

nachgewiesen werden.
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e

human CD8 / CD4 / DAPI

Abbildung 16: Nachweis Thymus-abstammiger regulatorischer T-Zellen im murinen Thymus
Humanisierte RagZ"'yC"' Mause wurden in Woche 10 nach Stammzellinjektion getdtet und Thymi
histologisch aufgearbeitet.

(A-B) Ca. 2 um dicke Paraffinschnitte wurden zur Visualisierung der Medulla mit anti-human-CD4 (grtin)
und anit-human-CD8 (rot) mAk in Kombination mit Fluorochrom-konjugierten Sekundarantikdrpern gefarbt.
Die Medulla (M) wurde als CD4- und CD8-einfachpositiver Bereich detektiert.

(C) Im seriellen Paraffinschnitt wurde mit anti-human-CD3 (griin) und anit-human-FoxP3 (rot) mAK in
Kombination mit Fluorochrom-konjugierten Sekundarantikbrpern gefarbt. FoxP3-positive Zellen wurden
mit weil3en Pfeilen gekennzeichnet.

Zur Visualisierung der Kerne wurden alle Schnitte mit Dapi gegengefarbt.
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5.2.4 Nachweis humaner T- und B-Zellen in Blut und lymphatischen Organen

Im né&chsten Schritt wurde die Besiedelung lymphatischer Organe mit humanen

Immunzellen analyisiert. Hierzu wurden 50 Rag2’y."

M&ause aus unterschiedlichen
Wirfen mit CD34-positiven HSC humanisiert. 10 Wochen spater wurde das Blut der
Tiere durchflusszytometrisch untersucht. Wie in Abbildung 17A dargestellt, varriierte die
Frequenz humaner Immunzellen in den einzelnen Tieren deutlich. In allen Mausen
konnten humane CD45-positive Immunzellen nachgewiesen werden, jedoch variierte die
Frequenz zwischen 5 und 40 % der Blutzellen. Es dominierten humane CD3-positive
T-Zellen und CD19-positive B-Zellen. Myeloide Zellen waren im Blut nur schwach
nachweisbar. Parallel zur Blutanalyse wurden Milzen und axiale Lymphknoten
entnommen, histologisch aufgearbeitet und mit humanspezifischen mAk geféarbt. In den
Abbildungen 17B und 17C ist eine reprasentative immunhistochemische Analyse
humaner Immunzellen in Milz und Lymphknoten dargestellt. CD45-positive humane
Immunzellen wurden sowohl in der Milz als auch im Lymphknoten nachgewiesen.
CD3-positive T-Zellen, CD20-positive B-Zellen und CD68-positive Makrophagen
konnten durch immunhistochemische Dreifachfarbungen detektiert werden. Die
Anordnung der humanen T- und B-Zellen in der Milz &hnelte der Struktur von
Lymphfollikeln. Humane Makrophagen wurden nur vereinzelt Uber die gesamte Milz
hinweg verstreut nachgewiesen (Abbildung 17B). In den Lymphknoten konnten
ebenfalls T-Zell und B-Zellareale nachgewiesen werden (Abbildung 17C), jedoch keine

CD68-positive Makrophagen.
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human CD20/C
Hamatoxylin

human CD20/CD3/CD68 /
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Abbildung 17: Nachweis humaner Immunzellen in Blut, Milz und Lymphknoten humanisierter
Mause

(A) 10 Wochen nach Stammzellinjektion wurde durch Punktion der lateralen Schwanzvene Blut
entnommen. Das gewonnene Blut wurde einer Erythrozytenlyse  unterzogen, mit
Fluorochrom-konjugierten anti-murin-CD45 und anti-human-CD45/CD3/CD19 mAk gefarbt und am
Durchflusszytometer analysiert. Die Zellen wurden zuerst aufgrund ihrer speziesspezifischen
CD45-Expression in murine und humane Immunzellen aufgeteilt. Innerhalb der humanen CD45-positiven
Population wurden CD3-positive T-Zellen und CD19-positive B-Zellen detektiert. Dargestellt sind eine
exemplarische Blutanalyse am  Druchflusszytometer und die Auswertung der humanen
Immunzellpopulationen in Prozent.

(B und C) Histologische Farbung von Milz (A) und axialem Lymphknoten (B). Ca. 2 um dicke
Paraffinschnitte wurden mit anti-human-CD45 oder anit-human-CD3/CD20/CD68 mAk gefarbt. Zur

Visualisierung der Kerne wurden die Schnitte mit Hamatoxylin gegengefarbt.
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5.2.5 T-Zellen humanisierter Mause sind funktionell aktiv

Neben dem histologischen und durchflusszytometrischen Nachweis peripherer T-Zellen,
wurde im Folgenden deren Funktionalitdt nach TZR-vermittelter Aktivierung untersucht.
Hierzu wurde Mausen 10 Wochen nach Stammzelltransfer die Milz entnommen und
diese zu Einzelzellsuspensionen verarbeitet. Die Milzzellen wurden mit CellTrace Violet
gefarbt und fir 6 Tage mit PMA/lonomycin (Abbildung 18A), StaphA (Abbildung 18B),
anti-CD3 mAk (Abbildung 18C) oder einer Kombination aus anti-CD3 und anti-CD28
mAK (Abbildung 18D) stimuliert. Die Stimulation mit PMA/lonomycin ist, im Gegensatz
zu den anderen Stimuli, TZR-unabhangig ***. Wie in Abbildung 18 dargestellt, konnte
durch alle Stimuli T-Zellproliferation induziert werden. Nach anti-CD3/CD28-Stimulation
produzierten die T-Zellen zudem IFN-y (Abbildung 19A). Diese Experimente zeigten,
dass die humanen T-Zellen in der Peripherie von humanisierten Mausen grundsétzlich

zur Proliferation und Zytokinbildung beféhigt sind.

In weiteren Versuchen wurde die Stimulationsfahigkeit der T-Zellen in gemischten
Lymphozytenkulturen (kurz: MLR) untersucht. In diesen Assays missen autoreaktive
T-Lymphozyten fremde MHC-Peptidkomplexe auf antigenpréasentierenden Zellen
erkennen, um funktionell aktiviert zu werden. CellTrace Violet-gefarbte Milzzellen
humanisierter Tiere wurden hierflr mit T-Zell-depletierten, bestrahlten humanen PBMC
stimuliert. T-Zell-depletierte, bestrahlte Milzzellen aus C57BL/6 Mausen und Milzzellen
unbehandelter Rag2™y” Mause dienten als Kontrollen. An Tag 3 wurden 10 U/ml
humanes IL-2 zugegeben, um die induziert Proliferation der humanen T-Zellen zu
fordern. Die Stimulation mit T-Zell-depletierten humanen PBMC zeigte im Mikroskop
deutliche Cluster aktivierter Zellen (rote Pfeile in Abbildung 19B). Zudem wurde
humanes IFN-y produziert (Abbildung 19A). Die Zugabe von blockierendem
anti-MHC-Klasse 1l mAk konnte diese Reaktion beinahe vollstdndig inhibieren. In
Kokulturen mit T-Zell-depletierten Milzzellen aus CB57BL/6 bzw. Milzzellen
unbehandelter Rag2”y" Mause, kam es weder zu einer IFN-y-Freisetzung (Abbildung
19A), noch zur Ausbildung von Zellclustern (Abbildung 19B). Somit konnte postuliert
werden, dass die alloreaktiven humanen T-Zellen MHC-abhangig aktiviert werden. Die
zusatzliche Kostimulation mit anti-CD28 mAk verstarkte die Aktivierung und

Zytokinproduktion der T-Zellen.
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Abbildung 18: Untersuchung zur T-Zellproliferation in Milzzellen humanisierter Mause

Humanisierte RagZ"';/c"' Mause wurden in Woche 10 nach Stammzellinjektion getdtet. Milzen wurden
entnommen, zu Einzelzellsuspensionen verarbeitet, mit CellTrace Violet gefarbt und fir 6 Tage mit
PMA/lonomycin (A), StaphA (B) oder anti-human-CD3 bzw. einer Kombination aus anti-CD3 und
anti-CD28 mAKk (C) stimuliert. Vor der durchflusszytometrischen Analyse wurden die Milzzellen mit

Fluorochrom-konjugierten anti-human-CD45 und anti-human-CD3 mAk gefarbt. Die T-Zellproliferationen
wurden im Histogramm dargestellt.
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Abbildung 19: IFN-y»Detektion und Formation von Zellclustern in der MLR

Humanisierte RagZ"';/c"' Mause wurden in Woche 10 nach Stammzellinjektion getdtet. Milzen wurden
entnommen, zu Einzelzellsuspensionen verarbeitet und mit CellTrace Violet gefarbt. Milzzellen
humanisierter Mause wurden in einem Verhaltnis von 2:1 mit T-Zell-depletierten, bestrahlten humanen
PBMC (Spender #1/#2), T-Zell-depletierten, bestrahlten Milzzellen aus C57BL/6 Mausen, Milzzellen
unbehandelter RagZ"';/c'" Mause oder mit anti-CD3 mAk bzw. einer Kombination aus anti-CD3 und
anti-CD28 mAKk fir 6 Tage stimuliert. An Tag 3 der Lymphozytenkultur wurden 10 U/ml humanes IL-2
zugegeben. In manchen Anséatzen wurde ein blockierender anti-MHC-Klasse Il mAk zugegeben.

(A) Zellkulturiberstande wurden zur Bestimmung von humanem IFN-yan Tag 6 abgenommen und mittels
BioPlex-System analysiert.

(B) MLR and Tag 6. Zellcluster aktivierter Zellen wurden mit roten Pfeilen gekennzeichnet.
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Die durchflusszytometrische Analyse zeigte eine deutliche Proliferation CD4- und
CD8-positiver T-Zellen in der MLR mit T-Zell-depletierten humanen PBMC (Abbildung
20, blaue Population). Diese konnte durch Zugabe von anti-MHC-Klasse Il mAk
reduziert bzw. vollstandig inhibiert werden (Abbildung 20, blaue Population). Im
Gegensatz dazu konnte keine Proliferation in Kokulturen mit T-Zell-depletierten
Milzzellen aus CB57BL/6 oder Milzzellen unbehandelter Rag2”’y.” Mause

nachgewiesen werden (Abbildung 20, blaue Population).

Stimulatoren

Milzzellen Milzzellen unbehandelte T-Zell-depletiert
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Abbildung 20: Analyse der T-Zellproliferationen in der MLR

Humanisierte RagZ"';/c"' Mause wurden in Woche 10 nach Stammzellinjektion getdtet. Milzen wurden
entnommen, zu Einzelzellsuspensionen verarbeitet und mit CellTrace Violet gefarbt. Milzzellen
humanisierter Mause wurden in einem Verhaltnis von 2:1 mit T-Zell-depletierten, bestrahlten humanen
PBMC, T-Zell-depletierten, bestrahlten Milzzellen aus C57BL/6 Mausen oder Milzzellen unbehandelter
RagZ"'yc"' Mause fir 6 Tag stimuliert. An Tag 3 der MLR wurden 10 U/ml humanes IL-2 zugegeben. In
manchen Ansatzen wurden blockierende anti-MHC-Klasse I mAk zugegeben. Vor der
durchflusszytometrischen Analyse wurden die Kulturen mit Fluorophor-konjugierten
anti-human-CD45/CD3/CD4 mAk gefarbt und am MACSQuant analysiert.
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5.2.6 MCSP-CD3 induziert konzentrationsabhéangige Lyse humaner

Melanomzellen in Anwesenheit von Milzzellen aus humanisierten Mausen

Nach erfolgreicher Etablierung der Humanisierung konnten die Tiere als Modell zur
Analyse des bispezifischen MCSP-CD3 Antikérpers in vivo verwendet werden. In einem
ersten Schritt wurde das Potential von Milzzellen aus humanisierten Mausen zur
antikorperabhangigen Lyse von Tumorzellen in vitro untersucht. Die Milzzellen wurden
hierfir in einem Verhéltnis von 5:1 mit Colo-38-Zellen und absteigender
MCSP-CD3-Konzentration fiir 48 Stunden inkubiert. Als Kontrollen dienten DP47-CD3,
der monospezifische anti-MCSP Antikdrper, MCSP-negative Tumorzellen und Milzzellen
unbehandelter Rag2”y.” Mause. Wie in Abbildung 21 dargestellt, induzierten nur die
Milzzellen humanisierter Mause eine Lyse der Melanomzellen. In den Kontrollanséatzen
wurden keine nennenswerte Zytotoxizitat detektiert.

B rumanisierte Ragz " -Maus #
80+ E humanisierts Ragz""_"-Maus #2
— - unbehandele Ragz™ . -Maus
== 60
=
=
= 404
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iT 207
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Abbildung 21: Zytotoxizitatsprifung mit Milzzellen humanisierter Mause

Unbehandelte und humanisierte Rag2” %" Mause aus Woche 10 nach Stammzellinjektion wurden getétet,
Milzen entnommen, zu Einzelzellsuspensionen verarbeitet und in einem Verhdltnis von 5:1 mit
Colo38-Zellen und absteigender Konzentration des bispezifischen MCSP-CD3 Antikorpers fur 48 Stunden
inkubiert. Als Kontrollen dienten der DP47-CD3, der monospezifische anti-MCSP Antikorper sowie
MCSP-negative Tumorzellen. Der Zellkulturiiberstand wurden nach 48 Stunden abgenommen und die
darin enthaltene LDH-Konzentration mittels Farbumschlag im ELISA-Fotometer bestimmt. Der

Prozentsatz der induzierten Lyse wurde anhand der maximalen Lyse durch Zugabe von Triton errechnet.
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5.3 Untersuchungen zur Wirkungsweise des bispezifischen Antikorpers in vivo

Nachdem das Mausmodell erfolgreich etabliert werden konnte, war es moglich, den
humanisierten Tieren Tumore zu setzten und das therapeutische Potential des
bispezifischen Antikorpers in diesem préklinischen Modells in vivo zu testen.

5.3.1 Untersuchungen zum Anwachsen der Melanomzelllinie Colo-38 in

humanisierten Mausen

Zwolf Wochen nach erfolgreicher Humanisierung von RagZ"'yc"' Mé&usen wurden 10’
Colo-38-Zellen subkutan implantiert (Abbildung 22). Parallel hierzu wurden 10’
Colo-38-Zellen in unbehandelte Rag2”y.” Mause injiziert. Die TumorgroRe wurde
wdchentlich bestimmt und fir gewodhnlich wurde 4 Wochen nach Injektion eine mittlere
TumorgréRe von 100 mm? erreicht. Zu diesem Zeitpunkt wurden Tumore entnommen,
histologisch aufgearbeitet und Morphologie, Angiogenese und die Expression von
melanomassoziierten Antigenen untersucht. In Abbildung 22 ist eine exemplarische
Untersuchung von MCSP, MelanA/MART-1 (melanomassoziiertes Protein), murin CD34
(Blutgefallmarker) und eine H&E-Farbung dargestellt. Die subkutan wachsende
Colo-38-Zelllinie exprimierte auch in vivo das Zelantigen MCSP und das
melanomassoziierte Protein MelanA/MART-1. Die Tumore wiesen ein nodulares
Wachstumsverhalten auf, wobei vitale Tumorzellen in der Nahe CD34-positiver
Blutgefalle lagen. Tote Tumorzellen wurden anhand der HE-Farbung detektiert
(Abbildung 22, HE-Farbung). Insgesamt war auffallig, dass Colo38-Tumore nur im
geringen Male von BlutgefaBen durchzogen waren, was auf eine geringe

Tumorangiogenese hindeutete (CD34-Farbung in Abbildung 22).
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Abbildung 22: Histologische Untersuchung der Colo-38 Melanome in humanisierten Mausen

Humanisierte Rag2” %" Mause wurden in Woche 12 nach Stammzellinjektion mit 10’ Colo-38-Zellen
subkutan injiziert. Bei einem Tumorvolumen von ca. 100 mm?® (ca. 4 Wochen nach Tumorzellinjektion)
wurden einige Tiere getdtet, subkutane Tumore (schwarzer Pfeil) entnommen und histologisch
aufgearbeitet. Ca. 2 pum dicke Paraffinschnitte wurden mit Hamatoxylin/Eosin (H&E-Farbung), mit
anti-MCSP mAk, anti-MelanA/MART-1 und anti-murin-CD34 mAk gefarbt. Die gefarbten Schnitte wurden
zur Visualisierung der Kerne ebenfalls mit Hamatoxylin gegengeféarbt. Areale toter Tumorzellen (stark

violette Areale in H&E-Farbung) wurden mit Pfeilen gekennzeichnet.
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5.3.2 Wirksamkeitsstudie in humanisierten Rag2”y.” Mausen

Zur Analyse des bispezifischen MCSP-CD3 Antikorpers in vivo wurden unbehandelten
und humansierten Mausen 10’ Colo-38-Zellen subkutan injiziert. Die Antikdrpertherapie
wurde bei einem mittleren Tumorvolumen von 100 mm?® gestartet (Tag 28 nach
Tumorinjektion). Unbehandelten (Abbildung 23A) und humanisierten (Abbildung 23B)
tumortragenden Mausen (funf Tiere pro Behandlungsgruppe) wurde entweder der
bispezifische MCSP-CD3 oder DP47-CD3 AntikOrper intraperitoneal injiziert.
Pufferlosung ohne Wirksubstanz diente als Kontrolle. Die beiden Therapiegruppen
erhielten anfangs zweimal wochentlich eine Dosis der bispezifischen Antikbrper von
200 pg/kg. An Tag 48 nach Tumorzellinjektion wurde die Dosis von 200 auf 1000 pg/kg
erhoht. Die Behandlung mit dem bispezifischen MCSP-CD3 Antikérper in
unbehandelten Rag2”y.” Mausen wies keinen Unterschied im Tumorwachstum im
Vergleich zur Kontrollgruppe oder der Behandlung mit DP47-CD3 auf (Abbildung 23A).
Im Gegensatz hierzu konnte unter Behandlung mit MCSP-CD3 in humanisierten
Méausen reduziertes Tumorwachstum im Vergleich zur Kontrolle und zur Behandlung mit
DP47-CD3 (Abbildung 23B) beobachtet werden. Bis Tag 45 nach Tumorinjektion zeigte
die Behandlung mit 200 pg/kg MCSP-CD3 Antikorper eine signifikante Inhibition
(P-Wert < 0,05) des Tumorwachstums. Diese Signifikanz konnte ab Tag 48 nicht mehr
nachgewiesen werden und die Dosis der bispezifischen Antikérper wurde daraufhin
erhoht. Die Konzentrationserhbhung hatte jedoch keinen Einfluss auf das
Tumorwachstum und es konnten bis zum Studienende an Tag 60 (P-Wert > 0,1) keine

signifikanten Unterschiede im Tumorvolumen detektiert werden.
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Abbildung 23: Verlauf des Tumorvolumens unter Behandlung

Unbehandelten RagZ"';/c"' (A) und humanisierten Mausen (B) wurden 10’ Colo-38-Zellen subkutan injiziert.
Das Tumorvolumen wurde zweimal wdchentlich mit einem Parallelschieber gemessen. Bei einem
Tumorvolumen von ca. 100 mm? (Tag 28 nach Tumorzellinjektion) wurden die M&use durch i.p. Injektion
zweimal wdochentlich mit 200 pg/kg der bispezifischen Antikérper oder Antikdrperpuffer (Kontrolle)
therapiert (finf Tiere pro Gruppe). Die Dosis wurde am Tag 48 von 200 auf 1000 pg/kg erhoht. Die
statistische Auswertung wurde anhand des gepaarten t-Tests mit zweiseitiger Verteilung berechnet
(* P-Wert < 0.05).
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5.3.3 MCSP-CD3 erhdht die Anzahl humaner T-Zellen im Tumorgewebe

Sechzig Tage nach Inokulation der Tumore wurden die Melanome entnommen und fur
Untersuchungen zur T-Zellinfiltration histologisch aufgearbeitet. Die Gewebeschnitte
wurden zuerst mit anti-CD3 mAk gefarbt. Abbildung 24A zeigt eine reprasentative
T-Zellfarbung im Tumorgewebe der unterschiedlichen Behandlungsgruppen. Die
humanisierten Tiere, die mit MCSP-CD3 therapiert wurden, wiesen im Vergleich zu den
Kontrolltieren eine erhéhte Anzahl humaner CD3-positiver T-Zellen auf, jedoch war die
Frequenz an T-Zellen allgemein gering. In Tumoren die mit DP47-CD3 oder
Antikorperpuffer (Kontrolle) therapiert wurden, konnten nur sehr vereinzelt humane
T-Zellen detektiert werden. Die Farbung fur Melan-A/MART-1 zeigte, dass die Tumore
ein nodulares Wachstumsverhalten aufwiesen (als ,N“ gekennzeichnete Areale im
Tumor in Abbildung 24B). Unter Behandlung mit MCSP-CD3 konnten die humanen
T-Zellen nur aul3erhalb dieser Nodules nachgewiesen werden und nicht innerhalb dieser
Tumorstrukturen (Abbildung 24B).
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Kontrolle MCSP-CD3

S

human CD3 / Hamatoxylin human CD3/ Hamatoxylin

human CD3/Melan-A/IMART-1/
. Hamatoxylin

Abbildung 24: T-Zellinfiltration im Primartumor unter Behandlung

An Tag 60 nach subkutaner Tumorzellinjektion in humanisierten und therapierten RagZ"'yc"' Mausen
wurden die Mause getétet, die humanen Melanome explantiert und histologisch aufgearbeitet.

(A) Ca. 2 um dicke Gewebeschnitte der verschiedenen Behandlungsgruppen wurden mit anti-CD3 mAk
gefarbt.

(B) Ca. 2 pm dicke Gewebeschnitte der MCSP-CD3 therapierten Mause, wurden mit
anti-CD3/Melan-A/MART-1 mAk doppelgefarbt. CD3-positive humane T-Zellen wurden mit schwarzen
Pfeilen und Tumornodules mit einem ,N* gekennzeichnet.

Alle Gewebeschnitte wurden zur Visualisierung der Zellkerne mit Hamatoxylin gegengefarbt.
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5.3.4 Der bispezifische MCSP-CD3 Antikorper verfluigt tber eine geringe

Gewebepenetration in Colo-38-Melanome

In den mit MCSP-CD3 behandelten humanisierten Mausen wurde eine, im Vergleich zu
den Kontrolltieren, erhdhte Infiltration humaner T-Zellen nachgewiesen (Abbildung 26).
Die T-Zellen konnten allerdings nur auf3erhalb der Tumornodules detektiert werden.
Eine Erklarung hierfir konnte das Penetrationsverhalten des therapeutischen
Antikorpers sein. Aus diesem Grund wurden unbehandelte Colo38-tragende M&use mit
20 pg des Fluoreszenz-konjugiertem anti-MCSP Antikorper i.v. injiziert. Einen Tag
spater konnte in der Nahinfrarotspektroskopie eine Konzentrierung des
Fluoreszenzsignals im Tumor detektiert werden (Abbildung 25A). Da diese Analyse
keinen Aufschluss dartiber gibt, wo der therapeutische Antikdrper am Tumor bindet,
erhielten die Mause zur Farbung der BlutgefaBe eine i.v. Injektion mit
Fluoreszenz-konjugiertem Lektin, bevor die Tumore entnommen und histologisch
aufgearbeitet wurden. Abbildung 25B zeigt die Verteilung des anti-MCSP Antikdrpers
(gran) im Tumorgewebe. Neben den &ul3eren Bereichen des Tumors wurde das Signal
vorwiegend im Bereich der Lektin-bindenden BlutgefaRe (rot) detektiert. Insgesamt
jedoch, wiesen nur wenige Melanomzellen eine positive Bindung auf, was auf eine
schlechte Antikérperpenetration hinwies. Das Zielantigen wurde somit unter
in vivo-Bedingungen nur auf einem Bruchteil der Melanomzellen durch den

therapeutischen Antikérper gebunden.

81



Ergebnisse

Weillicht

Uberlagerung Uberlagerung ‘ anti-human-MCSP / Lektin / DAPI

Abbildung 25: Tumorpenetration des anti-MCSP Antikorpers

Unbehandelte RagZ"'yC"' Mause wurden 6 Wochen nach der s.c. Injektion der Colo-38-Zellen mit 20 ug
des Fluoreszenz-markiertem anti-MCSP mAKk i.v. injiziert und die Verteilung des Antikérpers in der
Nahinfrarotspektroskopie analysiert.

(A) Exemplarisches Ergebnis der Nahinfrarotspektroskopie 24 Stunden nach Antikdrperinjektion.

(B) Nach der Nahinfrarotspektroskopie wurden die Mause, zur Darstellung der Blutgefal3e, zusatzlich mit
Fluoreszenz-konjugiertem Lektin i.v. injiziert, nach einer 10-mindtigen Verweilzeit getdtet, die Tumore
entnommen und histologisch aufgearbeitet. Ca. 2 um dicke Gewebeschnitte wurden mit DAPI gefarbt und
im Fluoreszenzscanner analysiert. Pfeile zeigen auf die Kolokalisation des anti-MCSP mAk und des

Lektinsignals.
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6 Diskussion

Die onkologische Forschung entwickelte unterschiedliche T-Zell-basierende
Immuntherapien fiir die Behandlung humaner Melanome. Adoptive T-Zelltherapie ™
T-Zell-Gentherapie ™" und weitere Ansatze filhrten bereits zu partiellen oder gar
vollstandigen Tumorregressionen. Obwohl diese Befunde das Potential von
T-Zelltherapien unterstreichen, ist der Transfer autologer tumorantigenspezifischer
T-Zellen mit Limitationen verbunden. Die Mehrzahl der bekannten Tumorantigene leiten
sich aus Selbstantigenen ab. T-Zellen mit hoher Affinitat werden bereits wahrend der
Selektion im Thymus eliminiert, um potentielle Autoimunitat zu verhindern. Daher binden
natiirlich vorkommende TZR meist nur mit schwacher Affinitat an ihr Tumorantigen %481,
Durch das Einbringen kinstlicher Antigenrezeptoren in T-Zellen, sogenannter chimarer
Antigenrezeptoren (engl.: Chimeric Antigen Receptors; kurz: CAR), Iapt sich zwar die
Affinitat der T-Zellen zum Tumorantigen steigern und somit das Problem der
T-Zellselektion im Thymus umgehen, jedoch ist es hierfir notwendig, patienteneigene
T-Zellen zu isolieren und vor ihrer Re-Infusion genetisch zu manipulieren. Problematisch
ist auch die zu geringe Uberlebensdauer der manipulierten T-Zellen in vivo. In einigen
klinischen Studien wurde eine positive Korrelation zwischen Tumorregression und
Uberlebensdauer der transferierten T-Zellen nachgewiesen M **° Eine Alternative zu
diesen zellbasierenden Therapieansatzen stellen bispezifische Antikérper dar. Wie
innerhalb dieser Arbeit gezeigt wurde, kénnen bispezifische Antikdrper in Anwesenheit
eines Tumorantigens und CD3-positiver T-Zellen effiziente Tumorzelllyse induzieren.
Diese Beobachtung stimmt mit mehreren Arbeiten Uberein, die bispezifischen
Antikdrpern ohne zusatzlicher Manipulation der T-Zellen ebenfalls hohe Wirksamkeiten

zuschreiben [69 69151, 152]

Im Fokus dieser Arbeit standen Untersuchungen zur Wirksamkeit des bispezifischen
Antikdrpers MCSP-CD3 in vitro und im humanisierten Mausmodell in vivo. So wurde
innerhalb der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass der bispezifische MCSP-CD3 Antikorper
in Kokulturen mit humanen PBMC, CTL oder Tuerer dosisabhéangige Lyse der humanen
MCSP-positiven Colo-38-Zellen induzierte. Die Lyse der Melanomzellen ging einher mit
T-Zellaktivierung, Sekretion von Zytokinen (IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-13), erhOhter

Degranulierung sowie vor allem bei CTL-Kokulturen mit einer gesteigerten
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Perforinsynthese. Diese Ergebnisse waren zumindest fur die Kokulturen mit Tyeier
Uberraschend, da ihnen eher geringeres zytotoxisches Potential zugeschrieben wird.
Aus der Literatur war bereits bekannt, dass Tueater MHC-Klasse Il-restringierte
zytotoxische Eigenschaften erlangen und infizierte/transformierte Zellen eliminieren
konnen. So zeigten Jellison et al. sowie Brien et al, dass mit
MHC-Klasse lI-spezifischen viralen Peptiden beladene murine Milzellen durch
virus-spezifische Therrer €liminiert werden kénnen %3 254 Arbeiten von Peggs et al. und
Maris et al. belegten das Potential zytotoxischer Tyeer, indem sie zeigen konnten, dass
Tyrosinase-1-spezifische (Melanom-assoziiertes Tumorantigen) Twerer Nach adoptiven
Transfer in tumortragende Mause zu einer vollstandigen, MHC-Klasse Il-abh&ngigen

Eliminierung muriner Melanome fihrten %5 %]

Die in dieser Arbeit gezeigte
zytotoxische Eigenschaft von Therer ging einher mit gesteigerter Zytokinsekretion. Je
nach Zytokinmileu differenzieren naive Tuerer NAach TZR-spezifischer Stimulation zu
unterschiedlichen Ty-Subtypen aus (u.a. Thi, Th2, Thi7,.). Diese zeichnen sich durch die
Sekretion bestimmter Zytokinkombinationen aus. Die Sekretion von IFN-y, IL-2 sowie
TNF-a ist charakteristisch fur aktivierte Tn1, wohingegen IL-10, IL-13 und IL-4 flr einen
Tho-Phanotyp sprechen ™ In der Literatur werden zytotoxische Therer Zumeist als Ty

1581801~ |n  der vorliegenden Arbeit hingegen wurden in den

beschrieben
Trerrer-Kokulturen sowohl Tpi- als auch Tphe-assoziierte Zytokine im Kulturiiberstand
nachgewiesen. Das Zytokinprofil kann somit nicht klassifiziert werden. Im Gegensatz zu
den Veroéffentlichungen, wurde hier jedoch mit CD4-angereicherten T-Zellen gearbeitet.
Dies entspricht einer heterogenen Population aus unterschiedlichen Ty-Subtypen, die
nach Aktivierung Uber CD3 unterschiedliche Zytokinprofile aufweisen *°" 4 Es jst
somit nicht verwunderlich, dass nach der Stimulation mit MCSP-CD3 ein
~Mischprofil“ entstand, da es wie hier gezeigt zur Aktivierung aller T-Zellen kam

(CD69-Expression).

Parallel zur MCSP-CD3-induzierten Lyse der Melanomzellen in Tyerer-Kokulturen konnte
eine erhdhte Degranulierung der T-Zellen nachgewiesen werden. In der Literatur finden
sich kontroverse Ergebnisse in Bezug auf Degranulierung in Tuerrer. Arbeiten von Radoja
et al. zeigten, dass polyklonale Tperer Nach Stimulation mit anti-CD3 Antikdrpern zur
TZR-vermittelten Degranulierung fahig sind ®%¥. wolint et al. hingegen konnten bei

LCMV-spezifischen (engl: Lymphocytic Choriomeningitis Virus; kurz: LCMV) Tyeier Nach
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Antigenerkennung zwar Zytotoxizitat, jedoch keine Degranulierung nachweisen %2,

Diese Unterschiede konnten durch die unterschiedlichen Aktivierungsmechanismen
erklart werden (antigenspezifische vs. polyklonale T-Zellrezeptorstimulation).

Die lytische Funktion CD8-positiver CTL wird in der Regel durch die Exozytose
zytolytischer Molekiile wie Perforin und Granzym-B verursacht 13 63 \ie hier gezeigt
wurde, kam es in den CTL-Kokulturen nach Stimulation mit MCSP-CD3 zur
Degranulierung in bis zu 50 % sowie zu einer Perforinexpression in bis zu 30 % aller
CTL. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass bispezifische Antikorper eine
Granzym-B/Perforin-abhé&ngige Tumorzellyse durch CTL induzieren kdnnen. Der
Mechanismus, der der Tumorzelllyse durch Tuerer zugrunde liegt, bleibt hingegen offen.
Jedoch konnte M. Amann im Rahmen ihrer Dissertation nach bispezifischer
Antikdrper-induzierten Tumorzelllyse eine Granzym-B-Sekretion durch humane Tyelser

n "% Zusammen mit Perforin induziert Granzym-B Apoptose. Innerhalb

nachweise
dieser Arbeit wurden nach Stimulation mit MCSP-CD3 nur bis zu 5 % Perforin-positive
Therer iIn den Kokulturen nachgewiesen. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass der
Nachweis von Perforin nach einer Inkubationszeit von 20 Stunden erfolgte und wie in
Abbildung 26 gezeigt die induzierte Lyse der Melanomzellen nach 24 Stunden nur
maximal 20 % betrug. In CTL-Kokulturen wurde zu diesem Zeitpunkt bereits bis zu 60 %
Lyse induziert, was mit der Frequenz von 30 % Perforin-positiven CTL korrelierte. Nach
48 Stunden Inkubationszeit war der Unterschied in der induzierten Lyse zwischen den
untersuchten T-Zelltypen jedoch merklich geringer. Es liegt also nahe, dass die
induzierte Lyse der Melanomzellen durch Tyerer Unter anderem, wenn auch mit einer
langeren Reaktionszeit, ebenfalls durch Degranulierung von Perforin/Granzym-B
induziert wurde. Dass Tuerer iMm Gegensatz zu CTL langere Zeit fur die Synthese
zytolytischer Molekile bendtigen, ist leicht vorstellbar, da sie nicht wie CTL oder
NK-Zellen zu den professionellen ,Killerzellen® zéhlen. So zeigten Boom et al., dass die
MRNA-Menge von Granzym-B und Perforin in unstimulierten CTL im Vergleich zu T yejer
um ein Vielfaches hoher liegt "% Dass Tuerer in Gegenwart von MCSP-CD3
Granyzm-B/Perforin-abhéngige Lyse induzieren konnen, wird des Weiteren durch
Arbeiten von Abken et al. unterstitzt. Sie zeigten, dass die Lyse humaner CEA-positiver
(engl.: Carcinoembryonic Antigen; kurz: CEA) Kolonkarzinomzellen durch manipulierte

Theiler Welche CEA-Antigenrezeptoren exprimierten, Perforin/Granzym-B-abhéangig war
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(%€l Dje Lyse konnte hierbei nicht durch blockierende Antikérper gegen FASL sowie

TNF-a inhibiert werden. Neutralisierende Antikorper gegen TNF-a konnten auch in der

vorliegenden Arbeit die Lyse der Melanomzellen durch Tweirer Nicht inhibieren.
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Abbildung 26: Kinetik zur Zytotoxizitat

Kinetik der induzierten Lyse der Colo38-Zellen durch MCSP-CD3 mAk (50 ng/ml) in PBMC-, CTL- und
Therrer KOKulturen.

Die hier beschriebenen Ergebnisse beziehen sich auf in vitro-Experimente mit
aufgereinigten Tyerer. ES ist daher unklar, ob Tyerer auch in Anwesenheit von CTL
Zytotoxizitaten induzieren koénnen. Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten, dass
Trerrer-vermittelte Zytotoxizitaten durch CTL ,uberwacht® werden. Walden et al. zeigten,
dass die Abwesenheit von CTL in B2-microglobulin-defizienten Mausen zu einer
erhohten lytischen Aktivitat von Trerer flhrte 7. Engelhard et al. zeigten dariiber hinaus,
dass die Induktion von Zytotoxizitat durch polyklonale Tyerer €effizienter ist, wenn vor
deren Aktivierung CTL depletiert wurden 8. Die verantwortlichen Mediatoren dieser
Effekte sind bis dato nicht identifiziert worden. Ob CTL auch die MCSP-CD3-induzierte
lytische Aktivitat von Tuerer inhibieren kénnen, konnte innerhalb dieser Arbeit nicht
geklart werden. Hierzu waren jedoch weitere Untersuchungen von gropem Interesse, da
die Tuerer-Zytotoxizitat bei der altersbedingten Reduktion der CTL-Population eine

wichtige Rolle tibernehmen konnte 1%,
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Die hier gezeigten Daten sind des Weiteren von Interesse, als dass sie erstmals zeigen,
dass humane T-Zellen in humanisierten Mausen ebenfalls in der Lage sind, durch
bispezifische Antikorper Tumorzellen zu lysieren. Nach Injektion humaner
hamatopoetischer Stammzellen kam es zur Entwicklung humaner T-Zellen im murinen
Thymus. CD1a/CD4/CD8-dreifachpositive Thymozyten wurden im Cortex und CD4- oder
CD8-positive Thymozyten in der Medulla detektiert. Dieser Befund lasst auf eine
erfolgreiche Selektion und somit auf die Generierung funktioneller T-Zellen schliefen.
Daten von Spits et al. zeigen, dass die Differenzierung von CD4/CD8-doppelpositiver
Thymozyten in CD4- bzw. CD8-einfachpositive Thymozyten nach erfolgreicher Bindung
des TZR an MHC-Molekile des Thymusstromas erfolgt und dass erst die
Runterrgegulierung von CD1a zur Entwicklung funktioneller humaner T-Zellen fiihrt. Sie
zeigten, dass CDla-negative, aber nicht CDla-positive CD4- bzw. CD8-einfachpositive
Thymozyten nicht mit PHA (Phyth&magglutinin) oder IL-2 expandiert werden konnten
070 Es ist umstritten, ob die MHC-Molekile muriner Epithelzellen oder der
transplantierten humanen Zellen verantwortlich fur die Thymusselektion sind. Die Thymi
humanisierter Mause wiesen zwar humane MHC-Klasse ll-positive B-Zellen auf, doch
inwieweit diese an der Selektion der Thymozyten beteiligt sind ist ungeklart. Studien in
NSG I-AB” (Knock-out fir murine MHC-Klasse II-Molekiile) M&usen zeigten nach
Injektion hamatopoetischer Stammzellen eine verzdgerte T-Zellentwicklung. Nur eine
geringe Anzahl an CD4-positiver T-Zellen konnte sich ohne murine

MHC-Klasse II-Molekiile entwickeln ©24,

Insgesamt wird also angenommen, dass
murine MHC-Molekile auf dem Mausepithel die dominante Rolle in der Thymusselektion
humaner T-Zellen in RAG2"y.” Mausen spielen. In der vorliegenden Arbeit konnten
dariber hinaus humane Thymus-abstammige regulatorische T-Zellen (tTyeg)
nachgewiesen werden. Sie sind ein  wichtiger Bestandteil  peripherer
Toleranzmechanismen und kénnen einerseits die Entstehung von
Autoimmunerkrankungen unterdriicken und andererseits zur Tumorprogression durch
Hemmung tumorantigenspezifischer T-Zellen beitragen. Das Modell der humanisierten
Maus besitzt somit das Potential, Einflisse humaner regulatorischer T-Zellen auf
Tumorwachstum und Behandlung zu untersuchen. Jedoch muss die Funktion dieser

Zellen in aufbauenden Experimenten zunachst belegt werden.
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Weitere funktionelle in vitro-Untersuchungen zeigten, dass humane T-Zellen aus
humanisierten Mausen nach polyklonaler TZR-abhangiger und -unabhangiger
Stimulation proliferierten und IFN-y produzierten. Experimente mit gemischten
Lymphozytenkulturen wiesen daruber hinaus auf antigenspezifische
T-Zellproliferationen hin. Von gropem Interesse war hierbei die Beobachtung, dass es
nur in Kokulturen mit humanen PBMC, nicht aber in Kokulturen mit Milzzellen aus
CB57BL/6 Mausen zu nachweisbarer T-Zellproliferation und IFN-y-Sekretion kam. Wie
bereits erwahnt, ist es sehr wahrscheinlich, dass humane T-Zellen vor allem auf murine
MHC-Molekile im Thymus selektiert werden. Die TZR erkennen somit murine
MHC-Molekille, spezifisch fiir RAG2"y.", nicht als fremd. Eine Reaktion gegen
MHC-Molekile aus CB57BL/6 Mausen wére dennoch zu erwarten, da sie sich in ihren
MHC-Haplotypen unterscheiden (H2": RAG2"y."; H2% CB57BL/6). Schlom et al.
konnten zeigen, dass die Kokultivierung muriner T-Zellen des Haplotyps H2% durch
allogene Stimulation mittels dendritischer Zellen (H2°) zur T-Zellproliferation fuhrt 7,
Fur eine vollstadndige T-Zellaktivierung sind jedoch neben der Antigenerkennung Uber
den TZR auch Interaktionen (Kostimulation, inflammatorisches Mileu) mit
professionellen antigenprasentierenden Zellen wie dendritische Zellen und
Makrophagen von Noéten. Wie in dieser Arbeit angedeutet und auch in vielen weiteren
Veréffentlichungen gezeigt wurde, ist die Entwicklung humaner myeloider Zellen
(Makrophagen, dendritische Zellen, Granulozyten) in humanisierten Mausen nur
schwach ausgepragt ™7 172 Es kann also vermutet werden, dass die fehlende Reaktion
gegen CB57BL/6 Milzzellen auf die geringe Anzahl humaner dendritischer Zellen und
Makrophagen zurtickzufiihren ist und dass murine antigenprasentierende Zellen,
zumindest im hier untersuchten Zeitfenster, keine bzw. nur schwache Aktivierung der
humanen T-Zellen induzieren. Es ist anzunehmen, dass murine kostimulatorische
Rezeptoren nicht oder mit einer geringeren Affinitat an humane CD28-Molekile binden.
Diese Annahme wird durch Arbeiten von Manz et al. unterstitzt, die zeigten, dass
T-Zellen humanisierter RAG27y.” Mause in Kokulturen mit murinen dendritischen Zellen
aus CB57BL/6 Mausen im Vergleich zu Kokulturen mit allogenen humanen
dendritischen Zellen nur schwach proliferierten. Sie begrindeten diese Ergebnisse mit

einer suboptimalen xenogenen Zellinteraktion ™2,
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In diesem Kontext ist auch das hier entwickelte humansierte Melanommodell von
Interesse. Die subkutane Injektion humaner Colo38-Zellen in humanisierte Mause flihrte
zu keiner messbaren AbstoBungsreaktion, welche aufgrund von Alloantigenen zu
erwarteten gewesen ware. Es wurden keine Unterschiede in der Wachstumskinetik der
Melanomzellen in humanisierten und Wildtyp Mausen detektiert. Jedoch war in diesem
Zusammenhang aufféllig, dass die basale Tumorinfiltration (ohne Therapie) humaner
T-Zellen in humanisierten Mausen sehr gering war. In der Literatur wird angenommen,
dass die Aktivierung tumorreaktiver T-Zellen zu einer erhOhten Expression von
Adhasionsmolekiilen fiihrt, welche Interaktionen mit dem Tumorendothel und Infiltration
in das Tumorgewebe ermdglichen. Dieser Infiltrations-Phé&notyp (engl.: homing
phenotype) wird vor allem durch Interaktionen mit dendritischen Zellen induziert 27317€,
Zusammen mit den Erkenntnissen aus den gemischten Lymphozytenkulturen kann
somit hypothetisiert werden, dass das System der voll-humanisierten Maus keine oder
nur schwache Aktivierung tumorreaktiver T-Zellen und somit Expression von
Adhesionsmolekilen ermdglicht, da wie bereits beschrieben, die Anzahl humaner
dendritischer Zellen nur sehr gering und die Interaktion mit murinen dendritischen Zellen

suboptimal ist.

Unter Behandlung mit MCSP-CD3 wurde anfanglich ein verzdgertes Wachstum der
implantierten Melanomzellen in humanisierten Mausen nachgewiesen. Die histologische
Untersuchung der explantierten Melanome zeigte zwar eine erhohte Anzahl an
humanen T-Zellen im Vergleich zu den Kontrollgruppen, jedoch war die Frequenz an
humanen T-Zellen auch hier gering. Dieser Befund lasst sich zum einen wiederum durch
die geringe basale T-Zellinfiltration erklaren, jedoch kann auch das noduléare
Wachstumsverhalten der Zelllinie und, wie hier gezeigt, die geringe Vaskularisierung der
Melanome als Grinde vermutet werden. Smolkin et al. zeigten, dass die Infiltration
CD8- und CD4-positiver T-Zellen mit dem Uberleben von Melanompatienten Kkorreliert
1771 Eine hohere Infiltration wirkte sich hierbei positiv auf den Krankheitsverlauf aus. Es
ist leicht vorstellbar, dass eine hohere basale Infiltration humaner T-Zellen sich auch
positiv auf die Therapie mit bispezifischen Antikorper auswirkt, da die Tumorzelllyse
abhangig vom Verhaltnis von T-Zelle zu Tumorzelle ist **. Therapien die eine Erhéhung
der T-Zellinfiltration im Tumorgewebe ermoglichen, sind daher als mogliche

Kombinationspartner in Betracht zu ziehen. Scolyer et al. konnten in Biopsien von
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Melanompatienten  nach  Therapie  mit  BRAF-Inhibitoren  eine  erhohte

n 178 Des

Lymphozyteninfiltration (vor allem von CD8-positiven T-Zellen) nachweise
Weiteren zeigten Bellone et al., dass die spezifische Aktivierung von
Tumorendothelzellen mit TNF-a nicht nur zu einer erhdhten GefaBpermeabilitat und
erhohten Lymphozyteninfiltration fiihrt, sondern auch die Tumorpenetration von
Krebsmedikamenten erhoht 27, Dieser Therapieansatz konnte sich ebenfalls positiv auf
die Tumorpenetration des MCSP-CD3 Antikorpers auswirken. Wie innerhalb dieser
Arbeit gezeigt wurde, ist das Penetrationsverhalten des bispezifischen Antikorpers
suboptimal. Der therapeutische anti-MCSP Antikérper wurde nach Injektion in
tumortragenden Mausen nur im Tumorrandbereich und auf Tumorzellen um den
BlutgefapBen detektiert. Auf der Mehrzahl der Melanomzellen konnte keine Bindung des
Antikoérpers nachgewiesen werden, obwohl das Zielantigen MCSP immunhistochemisch

detektiert wurde (Abbildung 27).

Abbildung 27: Geringe Tumorpenetration des therapeutischen MCSP Antikdrpers in Colo-38
Melanome

Vergrosserte Darstellung der explantierten Melanome nach Injektion des Fluoreszenz-konjugierten

therapeutischen MCSP Antikorpers (grin) und Lektin (rot) aus Abschnitt 5.3.4. Die Schnitte wurden

nachtraglich mit einem kommerziellen anti-MCSP mAk gefarbt (grau) um MCSP-positive Melanomzellen

zu detektieren.
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Wie bereits in der Einleitung erwdhnt, verfiugen Tumore Uber verschiedene
Escape-Mechanismen die die Effizienz des bispezifischen Antikorpers in vivo woméglich
beeinflussen konnen. Eine Runterregulierung von MCSP kann die vermittelte
Tumorzelllyse inhibieren, da die Expression des Tumorantigens fur die Lyse der
Melanomzellen essentiell ist. Jedoch wurde auch am Studienende das Zielantigen
MCSP immunhistochemisch nachgewiesen. Es ist bis dato nicht gezeigt worden, ob
andere tolerogene Mechanismen wie die Supprimierung der Effektorzellen durch Tieg
oder die Expression von T-Zellinhibierenden Rezeptoren wie PDL-1/PDL-2 oder CTLA-4
die Aktivitat bispezifischer Antikbrper regulieren kdnnen. Inwieweit diese peripheren
Toleranzmechanismen die vermittelte Lyse beeinflussen und ob durch eine gezielte
Eliminierung von T,y bzw. eine Blockierung T-Zellinhibierender Rezeptoren durch
monoklonale Antikorper die Zytotoxizitdt gesteigert werden kann, ist von groBem
Intersse und muss in aufbauenden Experimenten untersucht werden. Die in dieser
Arbeit diskutierten moglichen Griinde fur die mangelnde Effektivitat des bispezifischen
MCSP-CD3 Antikérpers im humanisierten Mausmodell sind in Tabelle 4

zusammengefasst.

Tabelle 4: Grinde fur die mangelnde Effektivitat von MCSP-CD3 im humanisierten Mausmodell

Humanisiertes Tolerogene
Colo-38 Melanom
Maussystem Mechanismen
e noduléares Wachstum e suboptimale xenogene e Tumorinfiltration von Teg
- mechanische Barriere Interaktionen - Supprimierung der
e geringe Vaskularisierung - geringe basale Effektorzellen
- schlechtes T-Zellinfiltration e Expression
Penetrationsverhalten eindividuelle Humanisierung | T-Zellinhibierender
des Antikdrpers - variierende Rezeptoren auf Tumor
e geringe basale T-Zellfrequenzen oder T-Zellen
T-Zellinfiltration - Inhibition der
- subotpimales Tumorzelllyse
Verhaltnis von T-Zellen
zu Tumorzellen
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Diskussion

Die vorliegenden Daten zeigen, dass bispezifische Antikorper in der Lage sind, nicht nur
das zytotoxische Potential von CTL, sondern auch von Tuerer auszuschopfen. Die Lyse
der Tumorzellen ist hierbei unabhangig von der TZR-Spezifitat (polyklonale Aktivierung)
und kostimulatorischen Signalen (isolierte T-Zellen) und ist allein abh&ngig von der
Expression des Tumorantigens sowie CD3. Die Kultivierung humaner T-Zellen mit
MCSP-CD3 in Abwesenheit humaner MCSP-positiver Tumorzellen induzierte weder
eine T-Zellaktivierung, Degranulierung noch Zytokinsekretion, da der bispezifische
Antikoérper nur eine monovalente Bindungsstelle fur CD3 besitzt und es somit zu keiner
Kreuzvernetzung kommt. Diese Erkenntnis ist im Hinblick auf unspezifische
T-Zellaktivierungen und somit moglichen Nebenwirkungen von hoher Bedeutung. Der
bispezifische MCSP-CD3 Antikorper erhéhte zwar die Anzahl humaner T-Zellen im
Tumor, jedoch ist unklar, ob es hier zu einer direkten T-Zellrekrutierung aus der
Peripherie oder einer T-Zellaktivierung und Proliferation innerhalb des Tumors kam. Die
suboptimale Penetration des Antikoérpers in vivo und die geringe basale Infiltration
humaner T-Zellen wirkten sich jedoch negativ auf die Therapie aus. Es ist denkbar, dass
durch die Kombination mit Therapien, welche eine erhdhte Lymphozyteninfiltration in
das Tumorgewebe induzieren, die Wirksamkeit des bispezifischen Antikdrpers

gesteigert werden kann.

Das Modell der voll-humanisierten Maus stellt in Bezug auf
Wirksamkeitsuntersuchungen bispezifischer Antikérper ein sinnvolles System dar. Zum
einen wurden im Vergleich zu den erwahnten Transfermodellen keine Anzeichen an
GvHD nachgewiesen, zum anderen konnte gezeigt werden, dass T-Zellen humanisierter
Mause funktionell sind und, wie in den in vitro-Untersuchungen gezeigt,
MCSP-CD3-vermittelte Tumorzelllyse induzieren kénnen. Ein Nachteil des Modells liegt
in der teilweise heterogenen Humanisierung. Die Injektion hamatopoetischer
Stammzellen fuhrt zu einer individuellen Humanisierung die sich von Maus zu Maus
unterscheiden kann. Die Generierung aussagekraftiger praklinischer Daten kann
hierdurch komplexer werden. Ein weiterer Nachteil kann in der geringen Entwicklung
humaner dendritischer Zellen und Makrophagen vermutet werden. Wie hier beschrieben
liegt es nahe, dass die geringe basale Infiltration humaner T-Zellen in Zusammenhang
mit der geringen Anzahl humaner dendritischer Zellen und somit fehlender

human-spezifischer T-Zellstimulation steht. Darliber hinaus verfligte die verwendete

92



Diskussion

Tumorzelllinie Gber eine geringe Vaskularisierung, was sich ebenfalls negativ auf die
Tumorinfiltration auswirkte. Letzteres kodnnte durch Verwendung einer anderen
Melanomzelllinie, die eine bessere Tumorvaskularisierung besitzt, optimiert werden.
Eine bessere Entwicklung humaner myeloider Zellen koénnte sich auch positiv auf die
basale T-Zellinfiltration in das Tumorgewebe auswirken. Flavell et al. zeigten, dass die
Generierung transgener Méause, welche humane Zytokine wie SCF "1 |L-3 und
GM-CSF 2 exprimieren zu einer gesteigerten Entwicklung humaner myeloider Zellen
fuhrt. Auch dass Einbringen humaner MHC-Molekule kdnnte zur Verbesserung des
humanisierten Maussystems beitragen. Casares et al. zeigten, dass das Einbringen
humaner MHC-Klasse II-Molekile zu einer erhéhten Humanisierung und zur

Entwicklung human MHC-spezifischer T-Zellen fiihrte 187,
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Abbkirzungsverzeichnis

7 Abkulrzungsverzeichnis

ADCC

AIRE
AP
APC (Fluo)
APCs
BITE
CD
DAB
DNA
CTL
CTLA-4
EDTA
EGFR
EpCAM
FACS
FBS
FITC
FoxP3
FSC

GM-CSF
GVHD
GZB
HCL
HLA
HRP

Antikorper-vermittelte zellulare Toxizitat; ,Antibody Dependent Cellular
Cytotoxicity*

»YAutoimmune Regulator®

Alkalische Phosphatase; ,Alkaline Phosphatase®
Allophycocyanin

Antigenprasentierende Zellen

,Bi-specific T-cell Engager*

,Cluster of Differentiation®

»3,3-Diaminobenzidine®

,Deoxyribonucleic acid“; Desoxyribonukleinsaure
CD8-positive T-Zellen

,Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4*
Ethylendiamintetraacetat

.Epidermal Growth Factor Receptor*

~Epithelial Cell Adhesion Molecule”
.Fluorescence-activated cell scanner®; Durchflusszytometer
Fotales Rinderserum; ,Fetal Bovine Serum*®
Fluoreszein 5-isothiozyanat

,Forkhead Box Protein 3"

,Forwards Scatter”

Erdbeschleunigung

,Granulocytes-macrophages colony stimulating factor®
,Graft versus Host Disease®; Graft-versus-Host Reaktion
Granzym-B

Salzsaure

»,Human Leukocyte Antigen®

Meerrettichperoxidase; ,Horseradish Peroxidase”
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Abbkirzungsverzeichnis

HSC
i.h.
I.p.

i.v.

PenStrep
Pl

PMA
PMSF
PRR

Hamatopoetische Stammzelle; ,Hematopoetic Stem Cell*

Intrahepatisch

Intraperitoneal

Intravenos

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

,Lysosomal-associated membrane protein 1°

L-Lactatdehydrogenase

monoklonaler Antikdrper

»,Macrophage Colony-Stimulating Factor®

.Melanoma-Associated Chondroitin Sulfate Proteoglycan®
Haupthistokompatibilitatskomplex; ,Major histocompatibility complex*
Minuten

,messenger-RNA"

,None-Obese Diabetic"

NOD/scidy.” Mause

.Pathogen Associated Molecular Patterns*

Periphere Mononukleare Blutzellen; ,Peripheral Blood Mononuclear Cells"
.,Phosphate Buffered Saline“
.,Programmed cell Death protein 1*
.,Programmed cell Death Ligand*
Phycoerytrin

Penicillin und Streptomycin
Propidiumiodid

.Phorbol 12- Myristate 13-Acetate”
Phenylmethylsulfonylfluorid

,Pattern Recognition Receptor*
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Abbkirzungsverzeichnis

RAG
RIPA
RNA
rpm
RT
S.C.
SCF
Scid
SDS
SPF
SSC
StaphA
TBST
TGF
Thelfer
TNF
TPO
TRAIL
Treg
TZR

V(D)J

.,Recombination Activating Gene*
»,Radioimmunoprecipitation Assay Buffer®
Ribonukleinsaure

,rounds per minute*

Raumtemperatur

Subkutan

,otem cell factor®

,Severe combined immunodeficiency®
»S0dium Dodecyl Sulfate”

Spezifisch Pathogen Frei; ,Specific Pathogen Free”
,oidewards Scatter”

~Staphylococcal enterotoxin B*

»1ris Buffered Saline” mit Tween
»rransforming Growth Factor”
CD4-positive T-Zellen

Tumor Nekrose Faktor

Thrombopoetin

»TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand®
Regulatorische T-Zelle

T-Zellrezeptor

Unit (international Einheit)

,variable, Diverse, Joining Gene segments*
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