
Aus dem Institut für medizinische Immunologie der Medizinischen Fakultät Charité –
Universitätsmedizin Berlin

DISSERTATION

Entwicklung und Charakterisierung eines
Immunzytokins basierend auf PankoMab­GEX® zur

Optimierung der Tumortherapie

zur Erlangung des akademischen Grades Doctor rerum medicinalium (Dr. rer. medic.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultät Charité ­ Universitätsmedizin Berlin

von

Laura Maria Dix

aus Leipzig

Datum der Promotion: 18.09.2020



Vorwort

Anteile meiner Arbeit wurden bereits auf der Konferenz CIMT­ Cancer Immunotherapy am
16.05.2018 auf einem Poster präsentiert.

Abstract number 211
“Comprehensive characterization of IL­15­based tumor targeted Immunocytokines”
Laura Dix, Patrik Kehler, Anika Jäkel, Johanna Rühmann, Antje Danielczyk
Glycotope GmbH, Berlin, Germany
Cytokines are promising drugs for anti­cancer treatment as they modulate immune respon­
ses. Yet, administration of cytokines is often hindered by dose­limiting toxicities preventing
their use as effective modulators. Particularly interleukin­15 (IL­15), as a potent stimulator of
NK and CD8 T cells, is an attractive cytokine for cancer therapy. IL­15 induces high levels of
anti­tumor cytotoxicity when used in combination with common tumor targeting antibodies in
vitro and in vivo. However, by specifically targeting the tumor using an IL­15 based immunocy­
tokine immune cells are preferentially activated at the local tumor site thereby increasing the
potency of common tumor targeting antibodies. As a prerequisite for safe and effective immu­
nocytokine therapy highly specific tumor targets are necessary. One promising tumor antigen
is TA­MUC1, a novel carbohydrate / protein mixed epitope on the tumor marker MUC1 that is
virtually absent from normal cells. TA­MUC1 shows a broad distribution among epithelial can­
cers of different origin and is also present on metastases and cancer stem cells underpinning
its broad therapeutic potential. Based on our anti­TA­MUC1 IgG1 PankoMab­GEX we deve­
loped an immunocytokine platform consisting of different constructs to analyze the influence
of IL15 potency, tumor targeting via TA­MUC1 and additional Fc­mediated immune cell bin­
ding. Three types of IL­15 with varying potency were tested. Furthermore, we generated Fc
silenced immunocytokines to analyze the impact of a functional Fc part especially on NK cell
activation and cytotoxicity. In addition, we developed untargeted immunocytokines to point
out the influence of the TA­MUC1 antigen binding. Functional characterization of these immu­
nocytokines involved in vitro analysis of immune cell activation, proliferation, cytotoxicity and
cytokine release. By using this broad screening approach, we could show that our immunocy­
tokines induce higher cytotoxicity against tumor cells and increase activation and proliferation
especially on NK, NKT and CD8 T cells compared to the common tumor targeting IgG1 ori­
ginator antibody. The mediated cytotoxicity was strongly dependent on TA­MUC1 antigen
binding, IL­15 potency and the functional Fc terminus. The study emphasizes the advantage
of comprehensive construct screening for immunocytokine lead candidate identification and
in particular highlights TA­MUC1 as a promising antigen for development of immunocytokines
as the untargeted immunocytokines did not achieve comparable efficacy.
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Teil I

Zusammenfassung/ abstract

1 Zusammenfassung

Zytokine stellen ein vielversprechendes Therapeutikum für die Immuntherapie bei Tumorer­
krankungen dar. Dabei ist IL­15 ein interessantes Zytokin, da es vor allem NK­ und CD8+

T­Zellen sehr stark aktiviert und diese Zellen maßgeblich an der Tumorreduktion beteiligt
sind. Sowohl bei der Monotherapie mit IL­15 als auch in Kombination aus IL­15 und An­
tikörpern konnte in vitro und in vivo ein gesteigerter Tumorrückgang gezeigt werden. Der
Einsatz von Zytokinen in der Therapie ist jedoch auf Grund von starken Toxizitäten dosisli­
mitierend, weshalb die geringen verwendeten Konzentrationen oftmals nicht ausreichend für
einen Therapieeffekt sind. Des Weiteren liegt die Serumhalbwertszeit im Falle von IL­15 bei
lediglich 30 Minuten. Bei der Therapie mit IL­15 werden hauptsächlich die Immunzellen in der
Zirkulation stimuliert, während nur wenige Immunzellen in der Tumorumgebung aktiviert wer­
den. Deshalb stellen Immunzytokine einen vielversprechenden Ansatz für die Immuntherapie
dar. Durch die Fusion eines Antikörpers und Zytokins entstehen antigenspezifische Immun­
zytokine, welche die Immunzellen gezielt in der immunsuppressiven Tumormikroumgebung
aktivieren können. Zudem kann die Serumhalbwertszeit verlängert werden.
Ein für die Immuntherapie interessantes Antigen ist TA­MUC1, da es von soliden Tumorzel­
len exprimiert wird und auf gesunden Zellen nahezu nicht. PankoMab­GEX® ist ein Anti­
körper, der ein tumorspezifisches Kohlenhydrat/Protein Konformationsepitop auf MUC1 (TA­
MUC1) bindet und ADCC gegen TA­MUC1 exprimierende Tumorzellen induzieren kann. Ob
PankoMab­GEX® als Grundlage für die Entwicklung eines Immunzytokins geeignet ist, wur­
de in dieser Arbeit untersucht.
Für diese Arbeit wurden insgesamt zehn Immunzytokine basierend auf PankoMab­GEX®
generiert, welche sich hinsichtlich ihrer IL­15 Potenz (IL­15mut, IL­15wt, IL­15sushi), der
FcγRIIIa Bindung sowie der Antigenbindung unterscheiden. Die Arbeit umfasste dabei die
Generierung, Produktion und Reinigung der Konstrukte sowie die Charakterisierung der Bin­
dungseigenschaften und der immunologischen Wirkung der Immunzytokine in vitro und in
vivo. Es konnte gezeigt werden, dass die Stimulation von Immunzellen mit den Immunzytoki­
nen zu einer Steigerung der Aktivierung, Proliferation, Zytotoxizität und Zytokinaussschüttung
bei NK­ und T­Zellen führt. Dabei konnte herausgestellt werden, dass das PM­IL­15sushi ein
besonders potentes Immunzytokin ist, da es die zytotoxischen Immunzellen sehr stark akti­
viert.
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Anhand der durchgeführten Analysen konnte gezeigt werden, dass sich PankoMab­GEX®
auf Grund der einzigartigen Antigenbindung für die Entwicklung eines Immunzytokins eignet.
Angesichts der deutlich stärkeren Potenz des PM­IL­15sushi im Vergleich zu den anderen un­
tersuchten Immunzytokinen sowie der vielversprechenden Wirksamkeitsstudie in vivo wurde
dieses Konstrukt als potentielles, neuartiges Therapeutikum ausgewählt.
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2 Abstract

Cytokines are promising immunotherapeutical drugs to treat cancer. Especially IL­15 is a
potent cytokine as it strongly activates NK and CD8+ T cells which are important for tumor
cell reduction. In vitro and in vivo studies already demonstrated tumor shrinkage after the
combination therapy using an antibody and IL­15 or using IL­15 alone. The administration is
dose limited due to strong toxicities. Therefore, low concentrations are administered which
are not effective enough to enhance immune cell activity in the tumor microenvironment.
Furthermore, serum half­life of IL­15 is only 30min. Using IL­15 for immunotherapy main­
ly activates circulating immune cells whereas immune cells in the tumor microenvironment
get less activated. That is why immunocytokines are promising products for immunotherapy.
Newly antigenspecific immunocytokines are generated by linking a cytokine to an antibody.
These immunocytokines induce immune cell activation in the tumor microenvironment and
prolong serum half­life.
One promising tumor antigen is TA­MUC1 which is expressed on solid tumors and is virtually
absent on normal tissue. PankoMab­GEX® is an antibody which binds a novel carbohydrate/
protein mixed epitope on the tumor marker MUC1 and mediates ADCC against TA­MUC1
expressing tumor cells. During this study it was analyzed if PankoMab­GEX® is a suitable
antibody to generate an immunocytokine.
This study included the generation of ten immunocytokines based on PankoMab­GEX®which
differ in IL­15 potency (IL­15mut, IL­15wt, IL­15sushi), FcγRIIIa binding and antigen binding.
The generation, production and down stream purification of all immunocytokines were part of
this study as well as the analysis of the binding characterization and the immunological effect
in vitro and in vivo. It was shown that immune cell stimulation using immunocytokines enhance
the NK and T cell activation, proliferation, cytotoxicity and cytokine secretion. It turned out,
PM­IL­15sushi is a highly potent immunocytokine which strongly activates cytotoxic immune
cells.
Regarding the generated data it is confirmed that PankoMab­GEX® is a potent antibody
to develop an immunocytokine because of its unique antigen binding. The strong potency
and great outcome of the efficacy study in vivo using PM­IL­15sushi compared to the other
immunocytokines recommend that PM­IL­15sushi should be selected as a new anticancer
therapeutic.
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Teil II

Einleitung

3 Antikörper in der Krebstherapie

Chemotherapie, Bestrahlung und operative Tumorentfernung waren lange Zeit die einzigen
Therapieansätze im Bereich der Krebstherapie, die jedoch oftmals nicht zur Ausheilung der
Erkrankung führten, da die Therapien unspezifisch auf sich teilende Zellen wirken. Zusätzlich
bringen diese Therapien hoheNebenwirkungenmit sich, weil auch gesunde Körperzellen zer­
stört werden. Trotz der Erfolge neuer Therapieansätze in der Krebsforschung in den letzten
Jahren sind Krebserkrankungen immer noch die zweithäufigste Todesursache in Deutsch­
land [1]. Weltweit wurde Lungenkrebs im Jahr 2015 auf Platz fünf der häufigsten Todesursa­
chen von derWorld Health Organization gelistet [2] und bei der ausschließlichen Betrachtung
der Todesursachen in Industrienationen fiel auf, dass in diesen Ländern vermehrt Brust­ und
Darmkrebserkrankungen auftreten und auch zum Tode führen. Das Robert Koch Institut geht
davon aus, dass bis zum Jahr 2020 die Inzidenz für Brust­, Lungen­ und Prostatkrebs wei­
terhin zunehmen wird, jedoch die allgemeine Krebssterblichkeit eingeschränkt werden kann
[1]. Diese positive Prognose geht vor allem auf die immer neuen Entwicklungen der Krebs­
therapie zurück. Durch die zielgerichtete Immuntherapie können Tumorzellen auf Grund der
Expression tumorspezifischer oder tumorassoziierter Antigene von entsprechenden thera­
peutischen Antikörpern erkannt werden. Tumorspezifische Antigene werden auf Grund von
Mutationen von Tumorzellen, aber nicht von gesunden Zellen exprimiert. Beispielsweise ist
das Gen, welches das Protein p53 kodiert, bei Tumorzellen häufig mutiert und stellt somit ein
tumorspezifisches Antigen dar [3]. Tumorassoziierte Antigene können von tumorösen sowie
gesunden Zellen exprimiert werden, wobei Tumorzellen das Antigen überexprimieren. Ein
Beispiel für ein tumorassoziiertes Antigen ist der humane epidermale Wachstumsfaktor Re­
zeptor 2 (HER2), welcher von Brustkrebszellen überexprimiert wird und auf Grund dessen
die Bindung eines anti­HER2/neu Antikörpers möglich wird [4].
Den Anfang der zielgerichteten Krebstherapie bildete Anastrozol im Jahr 1996. Dieser Aro­
matasehemmer wird bei der Brustkrebstherapie eingesetzt, um den Estrogenspiegel im Blut
zu senken, wodurch dem Tumor das Estrogen zur Proliferation fehlt [5]. Anastrozol bildete die
Grundlage der Entwicklung weiterer Signaltransduktionshemmer, wie zum Beispiel Imatinib.
Es inhibiert die Tyrosinkinasefunktion der Wachstumsrezeptoren auf der Zelloberfläche, was
zum programmierten Zelltod der Tumorzellen führt [6].
Der monoklonale Antikörper Rituximab leitete im Jahr 1997 den Beginn der Krebsimmun­
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therapie ein. Rituximab bindet spezifisch an CD20 (cluster of differentiation) positive Zellen
und wird heutzutage als Standardtherapie bei Non­Hodgkin­Lymphom Patienten eingesetzt
[7]. Schon ein Jahr später erhielt Trastuzumab die Zulassung bei metastasierendem, HER2­
positivem Brustkrebs [4]. Beide Antikörper binden spezifisch über die variablen Domänen
an das jeweilige Tumoroberflächenantigen und aktivieren über den Fc­Teil FcγRIIIa (CD16a)
positive Immunzellen, wie NK­Zellen und Makrophagen. Über diese Bindung wird die antikör­
perabhängige zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC) bei NK­Zellen und die antikörperabhängige
zellvermittelte Phagozytose (ADCP) bei Makrophagen gegen die Tumorzellen induziert [8].
Des Weiteren kann über den Fc­Teil die komplementabhängige Zytotoxizität (CDC) vermittelt
werden [9].
Da die Tumormikroumgebung allerdings stark inhibierend auf die Immunzellen wirken kann,
werden derzeit weitere Ansätze entwickelt, um die Aktivierung des Immunsystems zu opti­
mieren. Im Idealfall setzt sich die Tumormikroumgebung neben den Tumorzellen und dessen
Gefäßsystem aus Immunzellen, Fibroblasten, Perizyten und Adipozyten zusammen. Für die
Immuntherapie ist es wichtig, dass sich eine hohe Anzahl an Immunzellen in der Tumormikro­
umgebung befindet, damit diese gegen den Tumor aktiviert werden können. Ein Beispiel für
solche inflammatorisch „heißen“ Tumore, die vor allem sehr gut von NK­Zellen infiltriert sind,
sind gastrointestinale Stromatumore mit einem Anteil an ca. 25% NK­Zellen [10]. Diese Tu­
more eignen sich demzufolge besonders für die klassische Antikörpertherapie. Im Gegensatz
dazu gibt es aber auch Tumore, die nicht von Immunzellen infiltriert, sondern von den Immun­
zellen umgeben sind (immune­excluded tumors). Dazu gehören vor allem nicht­kleinzellige
Lungentumore [11]. Als immunologisch „kalte“ Tumore werden Tumore deklariert, welche kei­
ne Immunzellen in ihrer direkten Umgebung haben [12]. Patienten mit immunologisch „kalten“
Tumoren sprechen deshalb schlecht auf eine Immuntherapie an und müssen auf ein positi­
ves Ansprechen der Bestrahlungs­ oder Chemotherapie hoffen. Um das Anwendungsgebiet
der Krebsimmuntherapie zu erweitern, werden derzeit verschiedene Ansätze erprobt, welche
die Infiltration des Tumorgewebes mit Immunzellen verbessern sollen (Kapitel 5).
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Abbildung 1: Immunzellen in der Tumormikroumgebung

Die Kommunikation zwischen den Immun­ und Tumorzellen in der Tumormikroumgebung
wird durch Zytokine (Interleukin­6 (IL), IL­10, IL­23), Chemokine (CXC­Chemokin­Ligand­1
(CXCL), CXCL8, CXCL12),Wachstumsfaktoren (transformierenderWachstumsfaktor­β (TGF­
β), epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF))
und Enzyme (Mesenchymale­Epidermale Transition Rezeptor­Tyrosinkinase (c­Met), Sarco­
ma (c­Src) Tyrosinkinase) gesteuert [13]. Dabei schützt sich der Tumor vor einem Angriff des
Immunsystems indem zum Beispiel immunsuppressive Zytokine ausgeschüttet und auf der
Zelloberfläche Antigene präsentiert werden, die zu einer Inhibierung der Immunzellen füh­
ren (Abbildung 1). Ziel der heutigen Immuntherapeutika ist es, diesen Schutz des Tumors
vor einem Angriff des Immunsystems aufzuheben und die Immunzellen vor Ort zu reaktivie­
ren. Deshalb stehen aktuell Immun­Checkpoint­Inhibitoren wie Nivolumab und Atezolizumab
im Fokus der aktiven Immuntherapie bei Krebspatienten. Das Prinzip dieser Antikörper be­
ruht darauf, die durch die Tumorzellen induzierten immunsupressiven Blockaden der T­Zellen
aufzuheben, um die Immunzellen gegen den Tumor zu reaktivieren. Nivolumab und Atezoli­
zumab wirken dabei auf die programmed cell death protein 1 (PD­1) ­ programmed cell death
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protein 1 ligand (PD­L1) Blockade. Im gesunden Körper wird durch die Bindung von PD­L1
an aktivierten PD­1 exprimierenden T­Zellen Apoptose und Anergie induziert, wodurch das
Immunsystem vor einer Überaktivierung geschützt wird [14]. Da viele Tumorzellen ebenfalls
PD­L1 exprimieren, werden die in der Tumormirkoumgebung vorhanden T­Zellen inhibiert
und greifen den Tumor nicht an. Bei der Immuntherapie mit anti­PD­1 und anti­PD­L1 Anti­
körpern kann diese Blockade aufgehoben und die T­Zellen reaktiviert werden [15]. Für die
Immuntherapie sind bereits folgende anti­PD­L1 Antikörper zugelassen: Atezolizumab bei
Patienten mit Urothelialkarzinom, Avelumab für Merkelzellkarzinom Patienten und Durvalum­
ab gegen Blasenkarzinom [16]. Ein weiterer Ansatz die PD­1/PDL­1 Kaskade zu blockieren,
ist das PD­1 an der T­Zelloberfläche zu binden, sodass die Bindung der T­Zellen an den PD­1
Liganden der Tumorzellen blockiert wird. Nivolumab ist ein anti­PD­1 Antikörper und ist seit
2015 bei Patienten mit nicht­resezierbaren oder metastasierenden Melanomen und bei lo­
kal fortgeschrittenem oder metastasiertem, nicht­kleinzelligem Lungenkarzinom zugelassen
[17, 18].

4 Zytokine in der Krebstherapie

Mit dem fortschreitenden Verständnis der Tumorentstehung und der Schutzmechanismen
der Krebszellen vor dem Immunsystem ist die Aktivierung des Immunsystems stärker in den
Fokus der Forschungen geraten, um den Körper bei der Abwehr von Tumorzellen besser
zu unterstützen. Ein Ansatz zur Aktivierung des Immunsystems stellen Zytokine dar, welche
spezifisch Immunzellpopulationen stimulieren. Die Immunzellen selber sezernieren sowohl
immunsupprimierende als auch ­stimulierende Zytokine, die dann auf die sezernierende Zel­
le selbst (autokrin) oder auf benachbarte Zellen (parakrin) wirken. Diese niedermolekularen
Peptidmediatoren werden deshalb als Botenstoffe des Immunsystems bezeichnet und sind
hochwirksam. Der Oberbegriff Zytokin schließt alle Interleukine, Interferone, Tumornekrose­
faktoren, koloniestimulierende Faktoren und Chemokine ein. In der derzeitigen Krebstherapie
werden hauptsächlich Interleukine und Interferone eingesetzt [19].
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4.1 Interferon­alpha

Interferon­alpha (IFN­α) war das erste Zytokin, welches bei Patienten mit Melanom im vier­
ten Stadium eingesetzt und von der Food and Drug Administration (FDA) später zur Behand­
lung von Melanom, Nierenzellkarzinom, HIV­assoziiertem Kaposi­Sarkom, follikulärem Lym­
phom und Haarzellenleukämie zugelassen wurde [20, 21]. Die immunomodulatorischen Ei­
genschaften von IFN­α sind komplex. Es steigert die Zytotoxizität und das Überleben von NK­
Zellen, die Antikörperproduktion von B­Zellen, die Reifung von dendritischen Zellen, erhöht
die Chemotaxis, das CD8+ T­Zellpriming gegen den Tumor und induziert die Generierung
und das Überleben von zytotoxischen T­Zellen (CTL) und CD8+ Gedächtnis­T­Zellen [22, 23].
Des Weiteren wirkt IFN­α anti­tumoral indem es die Expression von Haupthistokompatibili­
tätskomplex (MHC)­Klasse I Oberflächenmolekülen auf Tumorzellen induziert und die Tumo­
rangionese hemmt. In einigen Tumorzellen induziert IFN­α außerdem Caspase­abhängige
Apoptose [24]. Bei einer Behandlung mit IFN­α sind Fieber, Müdigkeit, Muskelschmerzen
und bei längerer Therapie auch Autoimmunerkrankung zu erwarten. Auf Grund der kurzen
Halbwertszeit von Zytokinen ist seit 2011 pegyliertes IFN­alpha von der FDA für Melanom­
patienten zugelassen, welches zudem besser von den Patienten vertragen wird und dabei
genauso effektiv bei metastasierenden Tumorerkrankungen wie nicht pegyliertes IFN­α wirkt
[25].

4.2 Interleukin­2

Ein weiteres von der FDA für die Behandlung von Patienten mit metastasierendem Nie­
renzellkarzinom und Melanom zugelassenes Zytokin ist Interleukin­2 (IL­2) [26]. IL­2 wird
hauptsächlich von CD4+ Helferzellen produziert und wirkt proliferationsinduzierend auf NK­
Zellen, CD8+ T­Zellen, B­Zellen und aktiviert die NK­Zell­ und T­Zell­Zytotoxizität sowie die
Antikörperproduktion von B­Zellen [27]. Außerdem fördert eine Aktivierung der Immunzell­
populationen mit IL­2 die Produktion und Sekretion von immunstimulierenden Zytokinen wie
IFN­α, IL­1β und IFN­γ [28]. Auf Grund der starken Sekretion weiterer immunstimulierender
Zytokine kommt es bei vielen Patienten durch die IL­2 Therapie zu teils schweren Neben­
wirkungen, die bis hin zur Ausprägung von Autoimmunerkrankungen führen können. Für die
Behandlung mit hochkonzentriertem IL­2 wird das Kapillarlecksyndrom als weitere Neben­
wirkung beschrieben, wobei die kapillaren Gefäße durchlässig werden, was zu einem hypo­
volämischen Schock, zur Hypotonie und Ausbildung von Ödemen bei den Patienten führen
kann [29, 30]. Auch der aktivierungsinduzierte Zelltod (activation induced cell death, AICD)
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wird mit der Wirkung von IL­2 verbunden. Dieser dient normalerweise als Schutz des Im­
munsystems vor einer Autoimmunreaktion, ist für die Immuntherapie jedoch nachteilig, da
beim AICD die T­Zellen in Apoptose gehen. Ursache dafür ist die Entwicklung der T­Zellen
nach der Aktivierung mit IL­2. Zuerst erfolgt durch die IL­2 induzierte Aktivierung und einem
zusätzlichen Antigenkontakt die klonale Expansion der T­Zellen [31]. Anschließend werden
jedoch antigenspezifische T­Zellen durch die längere Anwesenheit von IL­2 in ihrer Umge­
bung für die Apoptose sensibilisiert. Es gibt mehrere Signalwege, die am AICD beteiligt sind
[32, 33, 34, 35, 36]. Hauptsächlich wird der AICD über den CD95­CD95L Signalweg vermit­
telt, bei dem die aktivierten T­Zellen CD95L hochregulieren und darüber die Apoptose von
benachbarten CD95+ T­Zellen induzieren können [37]. Sekretieren T­Zellen CD95L, ist es
sogar möglich, dass sie sich selbst in Apoptose bringen. Diese schweren Nebenwirkungen
und die kurze Halbwertszeit der Zytokine, die im Fall von IL­2 ungefähr sechs Minuten beträgt
[38], sind die Nachteile dieser Therapieform.

4.3 Interleukin­15

4.3.1 IL­15 Rezeptor

Wie Interleukin­2 gehört Interleukin­15 zur Proteinstrukturfamilie der Vier­Helix­Bündel Zy­
tokine [39]. Obwohl beide Zytokine nur wenig Gemeinsamkeiten auf DNA Ebene und der
Abfolge der Aminosäuresequenz aufweisen, zeigen sie in der Sekundär­ und Tertiärstruktur
gleiche strukturelle Merkmale auf, durch die es ihnen ermöglicht wird, an dieselben Rezep­
toruntereinheiten zu binden [40, 39]. Der IL­2/IL­15 Rezeptor besteht aus den spezifischen
alpha­Ketten IL­2Rα Kette (CD25) bzw. der IL­15Rα Kette (CD215), sowie den gemeinsa­
men β­ (CD122) und γ­ (CD132) Ketten. Die Bindungsaffinität zur β­ und γ­Untereinheit ist für
beide Zytokine gleich (Kd 10e­9M) [39]. Dahingegen bindet IL­15 1000fach affiner an die IL­
15Rα Untereinheit (Kd 10e­11M) als IL­2 an die IL­2Rα Untereinheit (Kd 10e­8M) [41, 42]. Die
α­Rezeptorunterheiten beider Rezeptoren beinhalten eine bzw. beim IL­2Rα zwei sogannte
„sushi“­Domänen, welche auf Grund ihrer Cysteine und der damit verbundenen Ausbildung
von Disulfidbrückenbindungen oft bei Protein­Protein Interaktionen zu finden sind [42]. Durch
die Substitution des ersten bzw. vierten Cysteins der IL­15Rα Untereinheit konnte gezeigt
werden, dass keine Bindung des IL­15 an den Rezeptor mehr stattfinden kann [43].
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4.3.2 Funktion von IL­15

Im Plasma zirkulierendes IL­15 ist als Heterodimer an sIL­15Rα gebunden, wodurch das
single­chain IL­15 vor intrazellulärer Degradation geschützt und dessen Recycling in den
Zellen gefördert wird [44]. Hauptsächlich wird humanes IL­15 jedoch als membranständiger
Komplex am IL­15Rα auf dendritischen Zellen, Monozyten und Bindegewebszellen präsen­
tiert, wie es in Abbildung 2 dargestellt ist [45, 46].

Abbildung 2: IL­15 Signalkaskade in IL­15Rβ/γ exprimierenden Zellen
Adaptiert nach Mishra 2014 [47]

Die IL­15 Expression wird in dendritischen Zellen durch die Aktivierung mit Typ 1 Interfe­
ronen, Lipopolysaccharid oder Agonisten des Toll­like Rezeptors induziert [48]. Binden NK­
bzw. T­Zellen über den IL­15Rβ/γ an den membranständigen IL­15Rα­IL­15 Komplex auf
dendritischen Zellen oder Monozyten, bildet sich eine immunologische Synapse, worüber die
Proliferation, die zytotoxische Aktivierung sowie durch Inhibition der Apoptose das Überleben
der NK­ und T­Zellen induziert wird. Dabei erfolgt die Aktivierung der Protein­Tyrosinkinasen
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Janus Kinase (JAK) 1 und JAK3 innerhalb weniger Minuten nach der Bindung von IL­15 an
die β/γ Einheit des Rezeptors [49]. Diese Aktivierung führt zu einer Phosphorylierung der
Transkriptionsfaktoren, Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription (STAT) 3 und
STAT5 sowie deren Translokation in den Zellkern [50, 51]. Zu den Transkriptionsprodukten
zählen allen voran das Protein Bcl­2, welches Apoptose inhibiert [52], mTOR, was das Über­
leben, Wachstum und die Proliferation der Zellen reguliert [53], sowie die Expression von
Zytokinen wie zum Beispiel IFN­γ, TNF­α und GM­CSF [40]. Die Sekretion dieser Zytokine
bewirkt eine Aktivierung weiterer Immunzellen in der Umgebung [54].
Für die Maturation von NK­Zellen spielt IL­15 ebenfalls eine wichtige Rolle. Während die
NK­Progenitorzellen im Knochenmark noch kein CD122 exprimieren, wird CD122 bei NK­
Vorläuferzellen hochreguliert [55], wodurch die Bindung von IL­15 möglich ist. Es folgt ei­
ne Ausreifung der Zelle in eine CD56bright NK­Zelle, welche abhängig vom IL­15 ist [56].
CD56bright NK­Zellen sind schnell proliferierende Zellen, welche eine starke IFN­γ Sekretion
aufweisen und besitzen somit eine immunmodulatorische Funktion [57], weshalb sie vor allem
im lymphatischen oder inflammatorischen Gewebe zu finden sind [58]. Im Vergleich zu den
CD56bright NK­Zellen sind die CD56dim NK­Zellen an zytotoxischen Prozessen beteiligt. Ob­
wohl CD56bright und CD56dim als zwei NK­Zellphänotypgruppen beschrieben werden, konnte
schon mehrfach gezeigt werden, dass CD56bright Zellen zu CD56dim Zellen ausdifferenzieren
können [59, 60, 61, 62]. Werden ausgereifte NK­Zellen weiterhin mit IL­15 stimuliert, kön­
nen diese Zellen einen memory­like Phänotyp ausprägen, welcher durch die Expression von
CD57, CD69, CD94, natural killer group 2 member C (NKG2C) und killer cell immunoglobulin­
like receptor (KIR) sowie starke Produktion von Perforin und IFN­γ charakterisiert ist. Diese
memory­like NK­Zellen sind zirkulierende, zytotoxische Zellen, die auf Grund ihrer hohen
CD16 Expression sehr gut mit Hilfe einer Antikörpertherapie gegen die Tumorzellen aktiviert
werden können [63].

4.3.3 Präklinische und klinische Untersuchungen mit IL­15

Im Gegensatz zur Autoimmuntherapie, bei der versucht wird mit IL­15 Antagonisten die Im­
munzellen zu inhibieren, wird in der Krebstherapie rekombinant humanes IL­15 (rhIL­15) un­
tersucht, um die Immunzellen gegen die Tumorzellen zu aktivieren. Eine Vielzahl an Maus­
studien mit rhIL­15 zeigten den positiven Einfluss von rhIL­15 auf das Überleben von krebs­
kranken Mäusen [64, 65, 66]. Dabei konnte sogar gezeigt werden, dass sich durch die Sti­
mulation mit rhIL­15 tumorreaktive CD8+ T­Zellen ausbilden [67]. Auf Grund dieser positiven
in vivo Ergebnisse erfolgte eine Toxizitätsstudie in Makaken, bei denen nach der Infusion mit
20µg/kg/Tag rhIL­15 eine erhöhte Anzahl an zirkulierenden NK­ und CD8+ T­Zellen nachge­
wiesen wurde [68]. Folglich wurde eine Studie zur Dosisfindung bei Patienten mit metastasie­
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rendem Melanom bzw. Nierenkarzinom durchgeführt, in der die maximal tolerierte Dosis auf
0,3µg/kg/Tag rhIL­15 festgelegt wurde, nachdem sich bei den Patienten mit 1,0µg/kg/Tag und
3,0µg/kg/Tag rhIL­15 schwere Nebenwirkung wie Hypotonie und Thrombozytopenie zeigten.
Bei fünf von achtzehn Patienten war eine Tumorrückbildung von 10­30% festzustellen [69].

Abbildung 3: IL­15 Superagonist ALT­803 der Firma Altor Bioscience

In Kombination mit therapeutischen Antikörpern wird aktuell das Produkt von Altor Biosci­
ence ALT­803 getestet. Die Besonderheit des ALT­803 ist, dass die Produktionszellen das
rhIL­15 und den IL­15Ralpha/Fc­Teil ko­exprimieren und sich daraus ein löslicher, stabiler
Komplex bildet, welcher in der Abbildung 3 dargestellt ist [70]. Zudem enthält die Sequenz
des rhIL­15 eine N72D Punktmutation, wodurch die Bindungsaffinität zum IL­15Rβ erhöht
wird und folglich die Aktivierung verstärkt abläuft [71]. ALT­803 wird derzeit sowohl als Mono­
therapie bei Patienten mit soliden Tumoren und multiplem Myelom als auch in Kombination
mit weiteren Antikörpern getestet. In einer Phase I Studie wurde ALT­803 bei 33 Patienten
mit malignen hämatologischen Erkrankungen getestet, welche nach einer allogenen hämato­
poetischen Stammzelltransplantation erneut erkrankten [72]. Die getesteten Dosen von 1, 3,
6 und 10µg/kg wurden gut vertragen. Es wurde keine dosislimitierende Toxizität oder Graft­
versus­host­Krankheit festgestellt. Die Behandlung mit ALT­803 führte zu einer gesteigerten
Aktivierung, Proliferation und Expansion von NK­ und CD8+ T­Zellen. 19% der Patienten spra­
chen auf die Therapie an einschließlich eines Patienten, welcher eine komplette Remission
über 7 Monate zeigte [72]. Die Kombination aus ALT­803 und Rituximab wird bei indolenten
Non­Hodgkin Lymphom Patienten und bei nicht­kleinzelligen Lungenkrebspatienten wird die
Kombination aus ALT­803 und Nivolumab erprobt [73].

4.4 Weitere proinflammatorische Interleukine

Neben IFN­α, IL­2 und IL­15 gibt es noch weitere immunzellstimulierende Interleukine, die
für die Tumortherapie von Interesse sind. Dazu zählt Interleukin­12, welches von antigenprä­
sentierenden Zellen produziert wird [74]. Die Funktionen von IL­12 sind die Aktivierung und
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Proliferationsinduktion von NK­ und T­Zellen sowie die Steigerung der Effektorfunktion die­
ser Immunzellen, indem die Sekretion weiterer proinflammatorischer Zytokine reguliert wird
[75, 76, 77]. Des Weiteren führt die Stimulation von NK­Zellen mit IL­12 zu einer gesteiger­
ten Produktion von Perforin und Granzym B [78]. Bis zum derzeitigen Zeitpunkt gibt es noch
keine Zulassung von der FDA für die Therapie von Krebspatienten mit IL­12 als rekombinant
hergestelltes Protein oder als Immunzytokin.
Ein weiteres als proinflammatorisch beschriebenes Zytokin ist IL­18. Es wird hauptsächlich
von Makrophagen produziert und von nahezu allen Immunzellen gebunden [79, 80]. Die Sti­
mulation von Immunzellen mit IL­18 führt zu einer starken IFN­γ Sekretion, weshalb es auch
als IFN­γ induzierender Faktor beschrieben ist [81]. Eine Hochregulation von IL­18 wird vor
allem bei Autoimmunerkrankungen wie dem Hashimoto beobachtet [82, 83], wobei ein Zu­
sammenhang der IL­18 Stimulation und einer verstärkten IFN­γ, TNF­α und IL­1β Sekretion
gezeigt werden konnte [84].
IFN­γ wird ebenfalls durch die Stimulation von Immunzellen mit IL­21 sekretiert. IL­21 wird
von T­ und NK­Zellen produziert und wirkt proinflammatorisch auf nahezu alle Immunzell­
populationen [85]. Eine Stimulation mit IL­21 steigert die Phagozytose von Makrophagen,
die Zytotoxizität und Proliferation von NK­ und zytotoxischen T­Zellen und die Proliferation
und IgG Produktion von B­Zellen [85, 86]. In zahlreichen in vitro Studien mit rhIL­21 konnte
ein anti­Tumoreffekt durch die Immunzellstimulation gezeigt werden [87]. In einer klinischen
Phase I Studie mit 15 Dickdarmkrebspatienten, in welcher rhIL­21 mit Cetuximab kombinierte
wurde, wurde eine verstärkten T­ und NK­Zellaktivierung in den Patienten analysiert [88]. Die
Erkrankung blieb bei 9 von 15 Patienten durch die Behandlung in einem stabilen Zustand.
Es konnte kein Rückgang der Krankheit festgestellt werden [88].
Ebenfalls NK­Zellaktivierende Eigenschaften werden dem Interleukin­27 zugeschrieben. Es
wird von Monozyten und dendritischen Zellen produziert und steigert vor allem die zytotoxi­
sche Effektorfunktion der NK­Zellen und CD8+ T­Zellen [89]. Die Stimulation mit IL­27 führt
zudem zu einer erhöhten IFN­γ Sekretion in NK­Zellen [89]. Außerdem hat IL­27 einen Ein­
fluss auf die Differenzierung und Antikörperproduktion von B­Zellen [90]. In vivo konnte in
Mäusen ein guter anti­Tumoreffekt durch die IL­27 Behandlung gezeigt werden [91, 92]. Wei­
tere klinische Daten gibt es derzeit noch nicht.

5 Immunzytokine

Der Begriff Immunzytokin beschreibt ein Fusionsprotein bestehend aus einem Antikörper und
einem Zytokin. Dabei kann der Antikörper ein Immunglobulin G (IgG) sein oder aus Fragmen­
ten daraus bestehen. Der Hauptgrund für die Entwicklung von Immunzytokinen mit tumor­
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spezifischen Fab­Teil ist die Aktivierung der Immunzellen in der Tumormikroumgebung. Da
das Immunzytokin auf Grund seiner Antigenbindung sich im Tumor anreichern kann, soll das
immuninhibitorische Milieu des Tumors durch stimulierende Zytokine verändert werden. Bei
Verwendung eines IgG mit funktionellem Fc­Teil kann zusätzlich zur Bindung der Tumorzelle
über den Fab­Teil und der Aktivierung der Immunzellen über das immunstimulierende Zyto­
kin noch ADCC durch die aktivierten NK­Zellen sowie ADCP über die Makrophagen vermittelt
werden [93]. Ein weiterer Vorteil von Fusionsproteinen mit Fc Teil ist eine Halbwertszeitver­
längerung der sonst so schnell abgebauten Zytokine durch das über den FcRn vermittelte
Antikörperrecycling [94]. Die Zytokine weisen in der Tumormikroumgebung unterschiedliche
Wirkungen auf. Für IL­2, IL­12 und TNF­α ist eine massive Tumorinfiltration durch T­ und
NK­Zellen beschrieben [95, 96, 97]. Zusätzlich aktivieren Zytokine wie IL­2 und TNF­α das
Endothelium, was die Aufnahme anderer Therapeutika in den Tumor begünstigt [98, 99].
Das von Roche entwickelte Immunzytokin Cergutuzumab Amunaleukin (CEA­IL2v) erzeug­
te erst kürzlich sehr gute Ergebnisse im Mausmodell, wo gezeigt werden konnte, dass das
Immunzytokin sehr stark im Tumor angereichert wird [100]. Da die mutierte IL­2 Variante
nicht an CD25 bindet, aktiviert es lediglich die zytotoxischen CD8+ T­ und NK­Zellen. Somit
verschiebt sich das CD4:CD8 T­Zellverhältnis deutlich, was ebenfalls in der Studie gezeigt
werden konnte. Die NK­ und CD8+ T­Zellpopulationen expandierten um ein zehnfaches und
dieses Level konnte bis zu 14 Tage nach der Gabe des Immunzytokins bei CD8+ T­Zellen
und bei NK­Zellen über einen Zeitraum von sieben Tagen aufrechterhalten werden. Zusätz­
lich erreichte das Fusionsprotein CEA­IL2v eine im Vergleich zu löslichem IL­2 verlängerte
Plasmahalbwertszeit, die eine Anreicherung im Tumor weiter begünstigte [100].

Abbildung 4: Immunzytokin der Firma Altor Bioscience basierend auf dem ALT­803 aus Ab­
bildung 3 mit vier zusätzlichen anti­CD20 single­chain­Fragmenten

Altor Bioscience entwickelte ebenfalls auf Grundlage ihres ALT­803 ein Immunzytokin, wel­
ches an CD20 positive Zellen bindet. In der Abbildung 4 ist zu erkennen, dass sie dabei
die Grundstruktur des ALT­803 beibehalten haben, welche um jeweils vier anti­CD20 single­
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chain­Fragmente ergänzt wurde. Dabei ist ein single­chain­Fragment an die sushi­Sequenz
gebunden, während das andere single­chain­Fragment am IL­15 gebunden ist. In in vitro
Versuchen konnten sie zeigen, dass mit dem targetierenden anti­CD20 Immunzytokin der
ADCC Effekt, die Komplement­abhängige Zytotoxizität (CDC) und die Apoptoseinduktion bei
B­Zellen im Vergleich zur Behandlung mit Rituximab deutlich verbessert werden kann. So­
wohl in Xenograft Modellen in der Maus als auch in Makaken konnte mit dem anti­CD20
ALT­803 Fusionsprotein eine starke anti­Tumoraktivität nachgewiesen werden [93].
In präklinischen Studien erzeugten Immunzytokine in Kombination mit bereits bestehenden
Tumortherapeutika vielversprechende Synergieeffekte hinsichtlich des Tumorrückgangs. Im­
munzytokine werden daher in der Forschung in Kombinationmit Bestrahlungstherapien [101],
Chemotherapien [102],Checkpoint­Inhibitoren [103] und antigenbindenden Antikörpern [104]
untersucht. Auch mit CEA­IL2v wurden Kombinationsstudien an Mäusen mit Trastuzumab
bzw. Cetuximab durchgeführt, die zu einem Tumorrückgang führten und das Überleben der
Mäuse deutlich verbesserte im Vergleich zur Monotherapie mit CEA­IL2v bzw. Trastuzumab
oder Cetuximab [100].
Die Folgen einer Langzeittherapie mit Immunzytokinen sind noch schwierig einzuschätzen.
Da die Immunzellen bei einer Infusion mit Immunzytokinen schon im Blut aktiviert werden,
muss mit Hyperzytokinämie und daraus resultierenden starken Nebenwirkungen gerechnet
werden. In einer Dosisfindungsstudie von ALT­803 mit Konzentrationen von 1 (n=6), 3 (n=3),
6 (n=4) und 10µg/kg (n=3) und einer wöchentlichen Gabe über 4 Wochen entwickelten die
Patienten, die mit 6 und 10µg/kg behandelt wurden, Fieber, welches jedoch bereits 12h nach
der Infusion zurück ging [105]. Des Weiteren wurde 4h nach der Infusion ein starker Anstieg
von IFN­γ und IL­6 im Serum gemessen. Die Nebenwirkungen waren jedoch nicht dosisli­
mitierend. Es konnte zudem eine dosisabhängige Proliferation von CD8+ T­ und NK­Zellen
nach 3 bzw. 5 Tagen der Erstinfusion beobachtet werden. In der Patientengruppe mit 10µg/kg
nahm die absolute Anzahl an NK­Zellen über den Verlauf von 28 Tagen stetig zu [105]. Diese
Ergebnisse lassen darauf schließen, dass eine Therapie mit geringen Dosen verträglich und
gleichzeitig auch effektiv sein kann.

6 Tumoroberflächenantigen TA­MUC1

Ein für die Immuntherapie interessantes Tumoroberflächenantigen stellt das tumorassozi­
ierte Mucin­1 (TA­MUC1) dar. Im Normalgewebe ist epitheliales Mucin­1 (MUC1) ein stark
glykosyliertes Typ 1 Transmembranprotein, das als Heterodimer vorliegt und auf der apika­
len Zelloberfläche von epithelialen Geweben exprimiert wird [106]. Dazu gehören der Ma­
gen, die Gallenblase, die Lunge, die Nieren und Brustdrüsen [107]. Des Weiteren ist MUC1
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auch auf hämatopoetischen Zellen wie den T­ und B­Zellen oder den Erythroblasten zu fin­
den [108]. Nach der abgeschlossenen Synthese von MUC1 im endoplasmatischen Retiku­
lum entstehen durch proteolytische Spaltung zwei Fragmente: die größere extrazelluläre N­
terminale MUC1 Untereinheit und die kleinere C­terminale MUC1 Untereinheit, welche aus
einer kurzen extrazellulären Domäne, einer Transmembrandomäne und einem zytoplasmati­
schen Abschnitt besteht [109]. Die N­terminale MUC1 Untereinheit besteht aus einer Prolin­,
Serin­ und Threonin­reichen (PST) Domäne, welche sich je nach Individuum aus 20­120
Tandem­Wiederholungen einer Aminosäuresequenz aus 20 Aminosäuren mit fünf potentiel­
len O­Glykosylierungen zusammensetzt [110]. Die Funktionen vonMUC1 sind vielfältig unter­
sucht worden. Dazu gehört unter anderem der Schutz vor Bakterien und viralen Pathogenen
durch Bildung und Aufrechterhaltung des Mucus [111], sowie die Beteiligung bei Adhäsions­
und Anti­Adhäsions­Mechanismen [112, 113].
Obwohl MUC1 auch in epithelialen Normalgeweben stark exprimiert wird, unterscheidet es
sich in den Tumorzellen dahingehend, dass die bei Normalgeweben hauptsächlich apikale
Expression in den Tumorzellen verloren geht [112]. Zusätzlich wird MUC1 in Tumorgewebe
häufig stärker exprimiert und stellt somit ein interessantes Antigen dar. In Tumorzellen fördert
MUC1 die Glukoseaufnahme und den Stoffwechsel der Zellen. Zudem vermittelt es die Pro­
duktion von Wachstumsfaktoren und ist an Tumorinvasion, Metastasierung, Angiogenese,
und Resistenzausbildung gegenüber Apoptose sowie Chemotherapeutika beteiligt [109].
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Abbildung 5: Vergleich der Glykosylierung des Mucin­1 auf Normalgewebe zum Tumorgewe­
be
Adaptiert nach Prima Biomed (Immunocellular Cell Therapy Approach to Clinical Success Case Study of
CVac™, Commercial Translation of Regenerative Medicine London 2013)

Im Vergleich zu auf Normalgewebe zu findenden MUC1 weist TA­MUC1 eine veränderte O­
Glykosylierung auf, wodurch neue Peptidepitope und Kohlenhydrat­Tumorantigene zugäng­
lich werden [114]. PankoMab­GEX® ist ein von der Glycotope GmbH entwickelter humani­
sierter monoklonaler Antikörper, der ein tumorspezifisches Kohlenhydrat/Protein Konformati­
onsepitop auf MUC1 (TA­MUC1) erkennt. Aufgrund der spezifischen Bindung an TA­MUC1 ist
PankoMab­GEX® in der Lage, zwischen Tumorgewebe und Normalgewebe zu unterschei­
den [115]. Dabei erfolgt die Bindung von PankoMab­GEX® an die PDTRP Sequenz (Pro­
lin, Asparaginsäure, Threonin, Arginin, Prolin) innerhalb der Tandem­Wiederholungen des
MUC1, wenn das Threonin Core­1­ (Thomson­Friedenreich Antigen, TF) oder Tn­ (TF Vor­
gänger) glykosyliert ist [115]. Die komplexe, verzweigte Glykosylierung des MUC1 auf Nor­
malgewebe wird im Tumorgewebe nicht mehr ausgebildet, wie in Abbildung 5 zu sehen ist.
Die spezifische Bindung von PankoMab­GEX® wurde bereits auf einer Vielzahl von soliden
Tumoren, wie bei Ovarial­, Lungen­ und Brustkrebs, nachgewiesen [116, 117, 118]. Die erste
klinische Phase I Studie mit PankoMab­GEX® erzielte sehr gute Ergebnisse hinsichtlich der
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Verträglichkeit, Sicherheit und einer erfolgversprechenden anti­karzinogenen Wirkung. Auf­
grund der guten Verträglichkeit, bei der keine antikörperabhängigen Toxizitäten festgestellt
werden konnten, wurde PankoMab­GEX® in einer Phase IIb Erhaltungsstudie bei Patienten
mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom untersucht [119]. Bei diesem Studiendesign konnte
zwischen PankoMab­GEX® und dem Placebo kein Unterschied festgestellt werden [120].

7 Fragestellung

Als Weiterentwicklung der bestehenden Krebstherapien mit Antikörpern stellen Immunzytoki­
ne einen interessanten und vielversprechenden Ansatz dar. Dabei können die guten Ergeb­
nisse der Antikörpertherapie mit den Vorteilen der Zytokintherapie kombiniert werden, um
die Behandlung von Krebserkrankungen durch eine stärkere Immunstimulation zu optimie­
ren. Zusätzlich kann die sonst sehr geringe Halbwertszeit der Zytokine durch die Bindung an
einem klassischen IgGAntikörper verlängert werden. Somit besteht dieser Nachteil der bishe­
rigen Zytokintherapie nicht mehr. Einen großen Vorteil von Immunzytokinen bietet die spezifi­
sche Antikörperbindung an Tumorzellen, die demzufolge zu einer zielgerichteten Aktivierung
der Immunzellen in der Tumormikroumgebung führen soll. Da der Antikörper PankoMab­
GEX® tumorspezifisch an TA­MUC1 bindet, ist dieser Antikörper als Grundlage für die Her­
stellung und Untersuchung eines Immunzytokins sehr vielversprechend. PankoMab­GEX®
wurde bei Patienten mit Ovarialkarzinom getestet und konnte im Vergleich zur Placebo­
Gruppe nicht zu einer Verbesserung der Krankheit führen. Die Tumormikroumgebung von
Ovarialkarzinomen ist als sehr immunsuppressiv beschrieben [121], sodass die Entwick­
lung von Immunzytokinen für diese Tumorerkankung einen besonders interessanten An­
satz bietet. Deshalb sollen in dieser Arbeit die Vorteile eines Immunzytokins bestehend aus
PankoMab­GEX® und eines Zytokins im Vergleich zu dem bereits bestehenden PankoMab­
GEX® in der Behandlung von soliden Tumoren herausgestellt werden. Basierend auf dem
Erkenntnisstand, dass PankoMab­GEX® ein gut verträglicher, therapeutischer Antikörper ist,
soll anhand der Generierung eines Immunzytokins auf Grundlage dieses Antikörpers die
Funktion des PankoMab­GEX® erweitert werden, sodass die Immunzellen in der Tumormi­
kroumgebung zusätzlich stimuliert werden. PankoMab­GEX® dient dabei auf Grund seiner
spezifischen Tumorbindung als Carrier, um das Zytokin gezielt zum Tumor zu bringen. Dies
hätte zum Vorteil, dass sich die Immunzellen im Tumor anreichern sowie aktiver gegen den
Tumor arbeiten könnten.
Bestandteil dieser Arbeit ist es, sechs Interleukine (IL­2, IL­12, IL­15, IL­18, IL­21, IL­27) hin­
sichtlich ihrer immunzellstimulierenden Eigenschaften zu vergleichen und auf Grund der Er­
gebnisse der Aktivierungs­, Proliferations­ und Zytotoxizitätsinduzierung ein Interleukin aus­
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zuwählen. Das ausgewählte Interleukin soll im Folgenden an die CH3­Domäne des Panko­
Mab­GEX® gekoppelt, in der humanen Produktionszelllinie der Glycotope GmbH produziert
und gereinigt werden. Die in dieser Arbeit verwendeten Immunzyoktine sind monomeran­
gereichert und endotoxinfrei, um sie in immunologischen Analysen testen zu können. Da
PankoMab­GEX® ein bereits vollständig charakterisierter, therapeutischer Antikörper ist, liegt
das Hauptaugenmerk dieser Arbeit auf der Untersuchung der Aktivierung und Proliferation
der Immunzellen in Folge der Stimulation durch das Immunzytokin, sowie der Steigerung der
Zytotoxizität von NK­Zellen gegenüber den Tumorzellen.
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Teil III

Material und Methoden

8 Herstellung rekombinanter Proteine

Zur Herstellung rekombinanter Immunzytokine wurden ausgewählten IL­15 Sequenzen in
das Glycotope­eigene Vektorsystem zur Expression rekombinanter Antikörper kloniert. Der
Vektor enthält den konstanten Teil des Immunglobulins (Ig) des firmeneigenen Antikörpers
PankoMab­GEX®. An der CH3 (heavy chain, schwere Kette) Domäne dieses Antikörpers er­
folgt N­terminal die Ligation der jeweiligen IL­15 Sequenz über einen GGGGS (G4S)4 Linker.
Die verwendeten IL­15 Sequenzen wurden dafür bei Geneart (Thermo Fisher Scientific, Re­
gensburg) in Auftrag gegeben. Dabei wurde einmal die unveränderte humane IL­15 (IL­15wt)
Aminosäuresequenz verwendet, eine IL­15 Aminosäuresequenz mit der Mutation I67E (nach
Bernard 2004, IL­15mut) und die IL­15Rα sushi­Domäne mit der über einen weiteren (G4S)4
Linker gekoppelten IL­15 Aminosäuresequenz (IL­15sushi) verwendet. Die Sequenzen sind
in der Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Übersicht über die verwendeten IL­15 Aminosäuresequenzen

interne Bezeichnung Aminosäuresequenz

IL­15mut NWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLL
ELQVISLESGDASIHDTVENLEILANNSLSSNGNVTESGCKEC
EELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTS

IL­15wt NWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLL
ELQVISLESGDASIHDTVENLIILANNSLSSNGNVTESGCKECE
ELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTS

IL­15sushi ITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTE
CVLNKATNVAHWTTPSLKCIRGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMK
CFLLELQVISLESGDASIHDTVENLIILANNSLSSNGNVTESG
CKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTS

Der fertige Expressionsvektor wurde lyophilisiert geliefert (~5μg/Vial) und in 50μl H2O ge­
löst. Für die Herstellung von Plasmid­Präparationen (z.B. Maxi­Präparationen) waren 0,1­
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1μl dieser Lösung ausreichend, um dam­/dcm­ chemisch kompetente E. coli Zellen (New
England BioLabs) zu transformieren. Die aus den Mini­Präparationen (GeneJET Plasmid Mi­
niprep Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham)) enthaltenen Plasmide wurden präparativ mit
Fast Digest XbaI (Thermo Fisher Scientific) und Fast Digest SmaI (Thermo Fisher Scientific)
verdaut. Gleichzeitig wurde der Expressionsvektor entsprechend verdaut und dephosphory­
liert (FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher Scientific)), damit eine
Re­Ligation vermieden wird.
Mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese wurden die geschnittenen Plasmidfragmente, wel­
chemit 6x DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific) versetzt, auf ein 1% (w/v) Agarosegel
(HEEO ultra­quality agarose, Roth, Karlsruhe) geladen und bei 70V für 60­120min getrennt
wurden. Als Standard wurde der GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder bzw. GeneRuler 1kb
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Das Gel wurde 30min mit GelRed (Bio­
trend, Köln) gefärbt und anschließend konnten die DNA Banden im BIO­VISION documen­
tation system 3000 superbright (Peqlab, Erlangen) sichtbar gemacht werden.
Die Reinigung der geschnittenen Plasmide aus dem Agarosegel erfolgte mit Hilfe des Ge­
neJET Gel Extraction Kits (250) (Thermo Fisher Scientific). Expressionsvektor und Insert
wurden in der nachfolgenden Ligation zusammengebracht. Die Mengen an Vektor bzw. In­
sert, die in einem Ligationsansatz gemischt wurden, richteten sich nach deren Größen und
wurden wie folgt berechnet:

DNA Menge (Fragment)[ng] = 5 ∗ DNA Menge (V ektor)[ng] ∗ Länge (Insert)[bp]
Länge (V ektor)[bp]

Der Ligationsansatz wurde gut gemischt und mindestens 1h bei RT inkubiert (Rapid DNA
Dephos & Ligation Kit (Roche, Basel), T4 DNA Ligase (Invitrogen, Carlsbad)). Die Transfor­
mation des Ligationsansatzes in dam+ kompetente NEB 5­alpha E. coli Zellen (New England
BioLabs, Ipswich) erfolgte nach Herstellervorschrift. Nach der Überprüfung der Ligation durch
die Betrachtung der Restriktionskontrollen im Agarosegel sowie einer externen Sequenzie­
rung konnte die aus den Maxi­Präparationen (EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Venlo)
enthaltene DNA PvuI­liniearisiert werden.
Zur Linearisierung wurde PvuI (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Hierzu wurden 100μg
DNA mit 20μl 10x Puffer und 5μl Enzym in einem 200μl Ansatz gemischt und für mindestens
16h bei 37°C inkubiert. Anschließend folgte die Phenol/ Chloroform­Aufreinigung der linearen
DNA (Roti­Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol (Roth), Trichlormethan/ Chloroform (Roth),
Sodium acetate solution 3M (Sigma Aldrich, St. Louis)). Das Verhältnis der UV­Messung
260nm/280nm am Nanodrop (Thermo Fisher Scientific) muss im Bereich von 1,8±0,1 liegen,
um eine einwandfreie Qualität der DNA zu gewährleisten.
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9 Kultivieren, Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Kultivierung aller in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien erfolgte bei 37°C, 8% CO2 und
95% relativer Luftfeuchtigkeit. Die Suspensionszelllinien wurden je nach Wachstum alle 2­3
Tage in Zellkulturflaschen (Techno Plastic Products TPP, Trasadingen) verdünnt und mit Zell­
zahlen zwischen 2x105vitale Zellen/ml und 1x106vZ/ml kultiviert. Adhärente Zelllinien wurden
ab einer Konfluenz von ca. 80% mit Accutase (Sigma Aldrich) gelöst und entsprechend ver­
dünnt in den Zellkulturflaschen ausgesät. Die verwendeten Zelllinien und deren Medien sind
in der Tabelle 2 dargestellt. Alle Medienbestandteile wurden von der Firma Biochrom bezo­
gen.

Tabelle 2: Übersicht über alle verwendeten Zelllinien

Zelllinie Ursprung Medium Zusätze (% in v/v)

MUC1­4T1 murin, Brustkrebs RPMI 10% FKS, 1%
L­Glutamin

Jurkat human, T­Zell Leukämie RPMI 10% FKS, 1%
L­Glutamin

MCF­7 human, Brustkrebs RPMI 10% FKS, 1%
L­Glutamin

Ovcar­3 human, Ovarialkarzinom RPMI 20% FKS, 1%
L­Glutamin,
0,02µg/ml Insulin

T47D human, Brustkrebs RPMI 10% FKS, 1%
L­Glutamin

GEX® human, myeloische Leukämie GTM 0,002% HSA

Die Kryokonservierung der serumfreien Zellen erfolgte in Kryoröhrchen (Alpha Laboratories,
Eastleigh) bei einer Vitalität von mindestens 90% mit 2x106vZ/ml im Kulturmedium ohne Se­
lektionsdruck, welchem 10%(v/v) DMSO (Sigma Aldrich) beigefügt wurden. Für serumhaltige
Zellen wurde 7,5%(v/v) DMSO hinzugesetzt. PBMCs wurden mit Zellzahlen von 4x107vZ/ml
in Einfriermedium bestehend aus 15% AIMV Medium (Gibco, Karlsruhe), 75% hitzeinakti­
viertem FKS und 10% DMSO eingefroren. Die Lagerung aller Zellen erfolgte in flüssigem

29



Stickstoff. Die kryokonservierten Zellen wurden zuerst auf Eis und anschließend bei RT auf­
getaut und in 37°C vorgewärmtes Medium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde 5min
bei 311 x g zentrifugiert, der Überstand verworfen und die Zellen wurden mit 2x105vZ/ml in
6­Wellplatten (TPP) definiert ausgesät. Bei stabil transfizierten Zellen wurde nach 2 Tagen
oder wenn die Zellvitalität über 80% betrug der Selektionsdruck zum Medium gegeben.

10 Zellzählung

Die Zellzählungen erfolgten gemäß der Herstellerangaben mit Hilfe des Guava® easyCyte
(Merck Millipore, Burlington) oder dem Luna­FL Automated Cell Counter (Logos Biosystems,
Seoul) durch Färbung der Zellen mit Trypanblau (Biochrom, Berlin) bzw. dem AO/PI Cell
Viability Kit (Logos Biosystems).

11 Stabile Transfektion von Zellen

Um die Transfektion erfolgreich durchführen zu können, wurden nur Zellen verwendet, die
eine Vitalität >85% besitzen und die nicht länger als drei Monate kultiviert wurden. Am Vortag
der Transfektion wurden die Zellen mit 2x105vZ/ml definiert ausgesät. Die Transfektion er­
folgte mit dem Cell Line Nucleofector Kit V (Lonza, Basel). Pro Transfektionsansatz wurden
2x106 vitale Zellen zentrifugiert (5min, 300 x g), der Überstand abgenommen und das Zell­
pellet in 100µl Nucleofectorsolution aufgenommen. Es erfolgte die Zugabe von 9µg DNA und
anschließend die Elektroporation (Nucleofector® II Device, Lonza) der Zellen. Zuletzt wur­
den die Zellen in Kulturmedium aufgenommen, im Brutschrank in 6­Wellplatten kultiviert und
nach 48h Stunden mit dem jeweiligen Selektionsdruck versetzt. Die Expressionsvektoren der
schweren und leichten Kette enthalten Selektionsmarker, die es den erfolgreich transfizier­
ten Zellen in Anwesenheit von Puromycin (schwere Kette) (Clontech, Fremont) und Metho­
trexat (leichte Kette) (Sigma Aldrich) ermöglicht zu überleben, während die nicht transfizier­
ten Zellen unter diesen Kultivierungsbedingungen absterben. Methotrexat ist ein Folsäure­
Analogon, welches die Dihydrofolatreduktase inhibiert. Diese katalysiert die Umwandlung
von Folsäure zu Tetrahydrofolsäure, welche sowohl für die Biosynthese von Glycin aus Se­
rin und Thymidin­Monophosphat aus Deoxyuridin als auch für die Purin­Biosynthese verant­
wortlich ist. Auf Grund des Methotrexats führt die Inhibierung der Dihydrofolatreduktase zum
Zelltod. Nur die Zellen, welche zusätzlich zu dem Zielgen mit dem Dihydrofolatredukatse­
Gen transfiziert wurden, können überleben. Wird der Selektionsdruck schrittweise erhöht,
führt dies zu einer gesteigerten Genamplifikation und Produktivität der Zellen, da sowohl das
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Dihydofolatreduktase­Gen als auch das Zielgen amplifiziert wird [122]. Puromycin wirkt als
Analogon für die Aminoacyl­tRNA, weshalb die Verwendung zu einem Abbruch der Translati­
on bei Säugetierzellen führt [123]. Die Produktion der Zellen wurde nach zwei Wochen Kulti­
vierung Octet® QKe System (Pall FortéBio, Menlo Park) durch die Verwendung von Protein­G
gekoppelten Sensoren (Pall FortéBio) überprüft. Für den Vergleich der Produktionsrate zwi­
schen den Zellen mit unterschiedlichem Selektionsdruck wurden die Zellen mit 2x105 vitalen
Zellen/ml definiert in 5ml ausgesät. Nach 72h Inkubation im Brutschrank wurden die Zellzah­
len und Titer bestimmt und verglichen. Die Zellpools mit den besten Produktionsraten wurden
für die Klonentwicklung ausgewählt. Das verwendete Amplifikationsschema ist in Tabelle 3
dargestellt.

Tabelle 3: Amplifikationsschema

Amplifikationsstufe Methotrexat [nM] Puromycin [µg/ml]

1 50 0,4
2 100 0,4
3 200 0,8
4 400 1,6

12 Klonierung von Zellen durch Aussaat in semisolidem
Medium

Um eine genetisch möglichst einheitliche Zellpopulation zu erhalten, wurden Populationen
aus einer isolierten Zelle gezüchtet. Die aus einer Zelle hervorgehende Zellpopulation wird
„Klon“ genannt. Durch den Einsatz eines geeigneten fluoreszenzmarkierten Proteins konnte
die Produktivität der einzelnen Klone bereits während der Klonierung überprüft werden.
Die Methode der Aussaat in semisolidem Medium beruht darauf, möglichst viele gut sepa­
rierte und regelmäßig geformte, aus einer Einzelzelle entstandene Kolonien zu züchten. Zu
diesem Zweck wurden die Zellen mit Dichten von 500 Zellen/ml in 40ml CloneMatrix Concen­
trate (Molecular Devices, San José) zusammen mit dem CloneDetect Antikörper (Molecular
Devices) sowie 50ml 2xGTM Medium in 6­Well Platten ausgesät. Nach zwei Wochen Inku­
bation im Brutschrank wurden die stark fluoreszierenden Klonkolonien mit dem ClonePix 2
Systems (Molecular Devices) identifiziert und in 96­Well Rundbodenplatten mit GTM Medi­
um ohne Selektionsdruck überführt. Nach weiteren zwei Wochen wurden die Klone auf ihre
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Produktivität überprüft. Die Klone mit dem besten Titer wurden mit Selektionsdruck kultiviert
und 3­5 Klone für die Kryokonservierung ausgewählt.

13 Produktion von Zellkulturüberstand zur Antikörperge­
winnung

Die Produktion der Antikörper erfolgte im 5L Maßstab. Dafür wurden 2x105 vitale Zellen/ml
in Medium ohne Selektionsdruck in 5x1L Spinnerflaschen überführt und geerntet sobald die
Vitalität unter 80% betrug. Durch einmaliges Abzentrifugieren der Zellsuspension in 500ml­
Zentrifugenbechern bei 3000 x g, 30min und 4°C wurden die Zellen vom Überstand getrennt.
Der Überstand wurde über einen 3μm Filter (Vorabtrennung) und 1,2μm Filter (Feinabtren­
nung) (PALL Corporation, New York) filtriert. Anschließend erfolgte die Sterilfiltration über
einen 0,22 μm „rapid“­Filtermax Filter (TPP).

14 Aufreinigung der Antikörper mittels Protein­A

Für die Aufreinigung der Antikörper wurde nach der Equilibrierung der HiScreen MabSelect
SuRe Säule (GE Healthcare) mit 1xPBS (Biochrom) der Überstand über Nacht mit Laufge­
schwindigkeiten von 4,5­4,7ml/min mit Hilfe einer Äkta Start Anlage (GE Healthcare) auf­
getragen. Nach dem erfolgreichen Auftrag erfolgte ein Waschschritt der Säule mit 1xPBS
bis die Grundlinie (Signal <20mAu) wieder erreicht wurde. Anschließend wurde der Antikör­
per mit dem Elutionspuffer bestehend aus 0,1M Zitronensäure (Roth), 0,15M Natriumchlorid
(Roth) und einem pH von 3,6 von der Säule eluiert. Die 1ml Peakfraktionen wurden in 200µl
2,45M Kaliumphosphatpuffer (Roth) mit einem pH von 7,2 neutralisiert und mit einem 50kDa
Amicon­Ultra Zentrifugationsfilter (Merck Millipore) auf 1xPBS umgepuffert und steril filtriert.
Die Proteinbestimmung erfolgte am NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific) unter Be­
rücksichtigung der in Tabelle 4 verwendeten Extinktionskoeffizienten. Die Antikörper wurden
bei 4°C gelagert.
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Tabelle 4: Extinktionskoeffizienten zur Konzentrationsbestimmung

Konstrukt Extinktionskoeffizient

PM­IL­15mut/ PM­IL­15mut NA 1,299
PM­IL­15wt/ PM­IL­15wt NA 1,299
PM­IL­15sushi/ PM­IL­15sushi NA 1,346
MOPC­IL­15wt/ MOPC­IL­15wt NA 1,341
MOPC­IL­15sushi/ MOPC­IL­15sushi NA 1,385

15 Analytische und präparativeGrößenausschlusschroma­
tografie

Die analytische Monomerbestimmung und präparative Monomeranreicherung der Antikörper
erfolgte mittels Größenausschlusschromatografie mit der Säule SuperdexTM 200 10/300 GL
(GE Healthcare), welche an eine Äkta Prime Anlage (GE Healthcare) angeschlossen wurde.
Als Laufpuffer wurde steriles 1xPBS verwendet. Für die analytische Untersuchung wurden
200µg des Proteins aufgetragen, die Laufgeschwindigkeit wurde auf 0,3ml/min eingestellt
und es erfolgte keine Fraktionierung.
Auf Grund der hohen Aggregatanteile in allen Antikörperkonstrukten wurde anschließend ei­
ne präparative Aggregatabreicherung mit derselben Größenausschlusschromatografiesäule
durchgeführt. Die Fließgeschwindigkeit betrug ebenfalls 0,3ml/min, wobei nach 6ml Durch­
laufvolumen die Probe injiziert und auf die Säule aufgetragen wurde. Ab 7ml Durchlaufvolu­
men startete die Fraktionierung von 0,3ml/Fraktion. Die Fraktionen wurden gesammelt und
steril filtriert. Die anschließende Analytik erfolgte mit 40µg Probe an einer HPLC­Anlage mit
der ACQUITY UPLC ProteinSEC Column 450 2,5μm 4,6x150mm Säule (Waters, Milford). In
Tabelle 5 sind die Ergebnisse der analytischen SEC aller Immunzytokine vor und nach der
präparativen SEC dargestellt.
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Tabelle 5: Analyse der Immunzytokine vor und nach präparativer SEC

Konstrukt
vor präparativer SEC nach präparativer SEC
D/A M F D/A M F

PM­IL­15mut 32,1 54,4 13,5 3,3 93,8 2,9
PM­IL­15mut NA 33,7 55,2 11,1 14,9 82,0 3,1
PM­IL­15wt 25,3 74,7 ­ 3,1 96,3 0,6
PM­IL­15wt NA 26,0 74,0 ­ 4,8 94,8 0,4
PM­IL­15sushi 59,0 41,0 ­ 6,3 93,7 ­
PM­IL­15sushi NA 49,3 50,7 ­ 1,6 98,1 0,3
MOPC­IL­15wt 16,9 81,1 2,0 3,3 93,4 3,3
MOPC­IL­15wt NA 21,7 78,3 ­ 13,5 82,6 3,9
MOPC­IL­15sushi 56,2 43,8 ­ 2,2 95,6 2,2
MOPC­IL­15sushi NA 60,7 39,1 ­ 2,0 97,7 0,3

D= Dimer, A= Aggregat, M= Monomer, F= Fragment

16 Endotoxinbestimmung

Im Anschluss an die erfolgreiche Monomeranreicherung erfolgte die Bestimmung des Endo­
toxingehaltes in den Proben intern in der Arbeitsgruppe Down Stream Processing (DSP). Da­
für wurden die Proben mit dem ToxinSensor™ Chromogenic LAL Endotoxin Assay Kit (Gen­
Script, New Jersey) bei einer Konzentration von 30µg/ml vermessen. Als Standard wurde das
Lipopolysaccharid (Sigma Aldrich) aus E. coli verwendet. Für die Verwendung der Proben in
den immunologischen Versuchen sollte der Anteil an Endotoxin geringer als 0,125EU/ml sein.

17 Isolierung von PBMCs aus Primärmaterial

Das in dieser Arbeit verwendete humane Primärmaterial stammte aus Frischblut (Praxis von
Herrn Dr. Christ, Berlin) und Buffy Coats (Deutsches Rotes Kreuz, Berlin). Die Aufreinigung
erfolgte mittels einer Ficoll­Dichtezentrifugation bestehend aus 20ml Biocoll Separating So­
lution (Biochrom), welche mit 20ml Primärmaterial beschichtet wurden. Die Falkons (TPP)
wurden 12min bei 1045 x g mit langsamer Beschleunigung und Bremse zentrifugiert. Die
PBMCs wurden von der auf dem Biocoll aufliegenden Schicht abgenommen und zweimal mit
50ml 1xPBS bei einer Zentrifugation von 700 x g für 10min gewaschen. Zuletzt wurden sie in
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dem jeweiligen Versuchsmedium aufgenommen, gezählt und entsprechend dem jeweiligen
Versuch auf eine bestimmte Zellzahl eingestellt.

18 Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrische Untersuchung von Zellen erfolgte am Attune NxT Flow Cytome­
ter (Thermo Fisher Scientific). Die Zellen wurdenmit einer Zellzahl von 1x105Z/Well in 96­Well
Rundplatten (TPP) mit den jeweiligen fluoreszierenden Primärantikörpern in 50µl 1xPBS/5%
FKS (Biochrom) für 20min auf Eis gefärbt. Nach zweimaligem Waschen der Zellen (300 x
g, 5min) mit 200µl/Well mit 1xPBS/5% FKS wurden die Zellen in 100µl PBS und 10% DAPI
(Merck Millipore) aufgenommen und analysiert.
Bei der Färbung mit fluoreszierenden Sekundärantikörpern erfolgte zuerst die Bindung des
Primärantikörpers in 1xPBS/5% FKS für 30min auf Eis. Anschließend wurde nach zweima­
ligem Waschen der Zellen (300 x g, 5min) mit in 1xPBS/5% FKS der Sekundärantikörper
ebenfalls in 1xPBS/5% FKS für 30min auf Eis inkubiert. Nach weiterem zweimaligen Wa­
schen konnten die gefärbten Zellen in 100µl PBS analysiert werden. Die Tabelle 6 zeigt die
verwendeten Antikörper und deren eingesetzten Verdünnungen.
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Tabelle 6: Übersicht über verwendete fluoreszierende Primär­ und Sekundärantikörper

Antigen Fluoreszenz­
markierung

Klon Firma eingesetzte
Verdünnung

CD3 APC­Vio770 REA613 Miltenyi Biotech 1:800
CD4 BV421 RPA­T4 BioLegend 1:500
CD8 AF700 SK1 BioLegend 1:400
CD14 FITC REA599 Miltenyi Biotech 1:1000
CD19 FITC HIB19 BioLegend 1:400
CD25 APC REA570 Miltenyi Biotech 1:80
CD45 Pacific Blue HI30 BioLegend 1:400
CD56 BV711 NCAM16.2 BD Pharming 1:600
CD69 PE FN50 BioLegend 1:200
F(ab´)2
goat anti
human
IgG(H+L)

PE Polyklonal Jackson
Laboratory

1:100

19 Aktivierung von PBMCs, NK­ und T­Zellen

Für die Untersuchung des Aktivierungszustandes der einzelnen Immunpopulationen wurden
sowohl PBMCs als auch aufgereinigte NK­ und T­Zellen verwendet. Die Aufreinigung der
NK­ und T­Zellen aus den PBMCs erfolgte laut der Herstellerangaben der verwendeten Dyn­
abeads Kits (Invitrogen). Die Zellen wurden mit einer definierten Zellzahl von 1,5x105vZ/Well
in RPMI und 5% FKS ausgesät und mit den jeweiligen Zytokin­ bzw. Antikörperkonzentratio­
nen über einen Zeitraum von bis zu 5 Tagen bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die in dieser
Arbeit verwendeten Zytokine sind in der Tabelle 7 dargestellt. Die Analyse der Aktivierung
erfolgte nach 24h, 48h, 72h bzw. 5 Tagen durch die Färbung der Oberflächenmarker CD25
und CD69 mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern und der Detektion am Attune Nxt Flow Cy­
tometer.
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Tabelle 7: Übersicht über verwendete Zytokine

Zytokin Firma

IL­2 Peprotech
IL­10 Peprotech
IL­12 Peprotech
IL­15 Peprotech
IL­18 Biovision
IL­21 Peprotech
IL­27 Peprotech
TGF­β Peprotech

20 Proliferation von NK­Zellen und PBMCs

20.1 Analyse der Proliferation mittels CellTiter Glow®

Die Proliferation von aufgereinigten NK­Zellen nach der Stimulation mit den jeweiligen Zy­
tokinen wurde unter Verwendung der CellTiter Glow® Reagenz (Promega, Madison) durch­
geführt. Die Reagenz lysiert die Zellen und generiert ein in Abhängigkeit des ATP­Gehalts
in der Zelle stabiles Lumineszenz­Signal, welches detektiert werden konnte. Der Gesamt­
ATP­Gehalt ist abhängig von der Anzahl an vitalen Zellen im jeweiligen Ansatz. Anhand des
gemessenen Floureszenz­Signals kann auf die Anzahl der Zellen im Experiment geschlos­
sen werden. Die Zellen wurden dafür mit einer Zellzahl von 1x105vZ/Well ausgesät und mit
dem jeweiligen Interleukin für 72h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 100µl des Überstandes
wurden im Anschluss im 100µl der CellTiter Glow Reagenz vermischt und laut Herstelleran­
gaben für 10min inkubiert. Die Auswertung der Lumineszenz erfolgte am Tecan Infinite F200
(Tecan, Männedorf).

20.2 Analyse der Proliferation mittels Cell Trace Violet

Bei der Betrachtung der Proliferation aller Immunzellen nach Stimulation mit den jeweiligen
Immunzytokinen wurden die Zellen mit Cell Trace Violet (CTV, Thermo Fisher Scientific) be­
laden. Das CTV diffundiert in die Zellen und bindet intrazellulär Amine. Bei jeder Zellteilung
wird das CTV an die Tochterzellen in gleichen Teilen weitergegeben, sodass sich das CTV­
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Signal in den Zellen verringert. Diese Signalunterschiede von geteilten und nicht geteilten
Zellen können im Durchflusszytometer detektiert werden. Die Beladung der Zellen erfolgte
nach Herstellerprotokoll. Die Zellen wurden mit einer Zellzahl von 1,5x105vZ/Well mit den je­
weiligen Antikörperkonzentrationen bei 37°C im Brutschrank in RPMI und 5% FKS inkubiert.
Nach 5 Tagen Inkubation wurden die Immunzellen mit fluoreszierenden Antikörpern gefärbt
und es folgte die Detektion am Attune Nxt Flow Cytometer.

21 Ermittlung der natürlichen sowie antikörperabhängigen
zellvermittelten Zytotoxizitätmittels Europiumbeladung
der Zielzellen

Die Testung der Antikörper auf ihre Funktion, NK­Zellen zu aktivieren und natürliche Zytoto­
xizität gegenüber Jurkatzellen bzw. ADCC gegenüber antigenspezifischen Zielzellen zu ver­
mitteln, erfolgte auf Grundlage der Beladung der jeweiligen Zielzellen mit Europium, welches
bei der Zelllyse der Zielzellen freigesetzt wird und im Überstand detektiert werden kann. Die
Detektion der Zelllyse beruht auf der Chelatisierung des Europiums mit den Liganden, wel­
che in der DELFIA® Enhancement Solution (PerkinElmer, Waltham) enthalten sind. Dabei
entstehen stark fluoreszierende Chelate, welche detektiert werden können.
Die Beladung der Zielzellen mit Europium erfolgte durch Elektroporation der Zellen. Dafür
wurden 3x106 vitale Zielzellen mit PBS gewaschen und anschließend in 100µl kaltem Euro­
piumpuffer (50mMHepes, 93mMNaCl, 5mMKCl, 2mMMgCl2, 10mMDTPA, 2mMEuropium­
III­acetat, pH 7,4) aufgenommen und in eine vorgekühlte Elektroporationsküvette überführt.
Nach 10 minütiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen mittels des Nucleofector® Device
(Lonza) elektroporiert und erneut 10min auf Eis stehen gelassen. Anschließend wurden die
Zielzellen sechsmal mit 14ml Medium (RPMI + 5% FKS) gewaschen und dabei für 5min bei
311 x g zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellen in 5ml Medium auf­
genommen, gezählt und auf 5x104vZ/ml eingestellt.
Die Antikörperverdünnungen wurden 10­fach mit dem Medium angesetzt, da im Well eine
1:10 Verdünnung mit den Effektor­ und Zielzellen stattfindet. Es wurden jeweils 20µl der An­
tikörper in Triplikaten in 96­Well Rundbodenplatten (TPP) vorgelegt. Anschließend erfolgte
die Zugabe von 100µl der europiumbeladenen Zielzellen und 80µl der Effektorzellen, welche
zuvor auf 5x106vZ/ml eingestellt wurden, damit ein Effektor­ zu Zielzellratio von 80:1 im Well
vorliegt. Für die Kontrollansätze wurden jeweils in sechsfach Bestimmungen 100µl Medi­
um und 100µl der europiumbeladenen Zielzellen (Spontanrelease), 100µl Medium und 100µl
Überstand der europiumbeladenen Zielzellen (Basalrelease) und 80µl Medium, 100µl der
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europiumbeladenen Zielzellen und 20µl 10% Triton­X 100 (Sigma Aldrich) (Maximalrelease)
pipettiert. Daraus lässt sich mit folgenden Formeln die Spontanlyse sowie die spezifische
Lyse berechnen.

Spontanlyse [%] = (SR−BR)
(MR−BR)

∗ 100

Spezifische Lyse [%] = (ER−SR)
MR−BR)

∗ 100

Die Ansätze wurden für 5h bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 8% CO2 inkubiert. Anschlie­
ßend erfolgte eine Zentrifugation der Platten für 5min bei 311 x g, sodass 25µl des Über­
standes zu 200µl der DELFIA® Enhancement Solution in weiße 96­ Well Flachbodenplatten
(Corning, Kaiserslautern) hinzugegeben werden konnten. Nach 10min Inkubation konnte das
Fluoreszenzsignal am Tecan Infinite F200 (Tecan) mit einer Zeitverzögerung von 400μs, einer
Anregungswellenlänge von 340nm und einer Emissionswellenlänge von 612nm durchgeführt
werden.

22 Ermittlung der antikörperabhängigen zellvermittelten
Zytotoxizität mittels Lactatdehydrogenase­Detektion

Ein weitere Möglichkeit die Lyse von Tumorzellen basierend auf dem ADCC­Effekt zu unter­
suchen basiert auf der Sekretion von LDH (Lactatdehydrogenase) durch apoptotische Zellen.
Der Vorteil dieses Experiments ist die längere Inkubationszeit von bis zu 48h. Dahingegen
ist der Versuchsansatz mit Europium auf eine Inkubationszeit von 5h limitiert, da die Euro­
piumbeladung der Zielzellen nicht stabil ist und bei einer längeren Inkubation der Wert der
Spontanlyse ansteigt.
Für die Durchführung des Versuchs wurden die Zielzellen in 96­Well Flachbodenplatten mit
einer Zellzahl von 1,5x104vZ/Well in 200µl RPMI + 10% FKS + 1% L­Glutamin ausgesät und
über Nacht im Brutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 8% CO2 anwachsen gelas­
sen. Am nächsten Tag wurden die Platten bei 311 x g für 5min zentrifugiert, das Medium
wurde abgenommen und die Zellen wurden in 100µl Phenolrot­freiem Medium (Biochrom) +
1% FKS aufgenommen. Dazu wurden 20µl der zehnfach angesetzten Antikörperverdünnung
und 80µl der PBMCs mit einer Zellzahl von 2x105vZ/ml dazu gegeben. Als Kontrollen dienten
der Basalrelease­Ansatz bestehend aus Effektor­ und Zielzellen sowie dem Maximalrelease­
Ansatz bestehend aus Zielzellen mit Zugabe von 1% Triton­X 100. Nach 24stündiger Inku­
bation im Brutschrank wurden die Platten für 5min bei 311 x g zentrifugiert und 100µl des
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Überstandes mit 100µl der Reaction mixture des Cytotoxicity Detection Kit (Roche) zusam­
men pipettiert. Nach maximal 30min Inkubation im Dunkeln wurde die Absorption bei 492nm
mit einer Referenzwellenlänge von 630nm am EnSpire® 2300 Multilabel Reader (Perkin El­
mer) gemessen. Die Berechnung der Lyse erfolgt auf Grundlage folgender Formel:

Spezifische Lyse [%] = (ER−BR)
(MR−BR)

∗ 100

23 Zytokinanalyse nach Immunzellstimulation

Die Analyse der Zytokine GM­CSF, INF­γ, TNF­α und MIP­1α erfolgte mit U­PLEX Platten
(Meso Scale Discovery, Rockville). Die Zytokinanalyse wurde von Überständen verschiede­
ner PBMC Spender durchgeführt, welche für 24h, 48h und 72h mit den jeweiligen Antikörpern
im 96­Well Rundbodenplatten stimuliert wurden. Die Durchführung erfolgte laut Herstellerpro­
tokoll und die Detektion im SECTOR Imager 2400 (Meso Scale Discovery).
Die Analyse der Granzym B Sekretion erfolgte laut Herstellerprotokoll des Granzyme B Duo
Set ELISA Kit (R&D Systems, Minneapolis) und die Detektion wurde am Tecan Infinite F200
(Tecan) durchgeführt.

24 MUC1 Antigen ELISA

Das glykosylierteMUC1­Protein (Biosyntan, Berlin) wurdemit 50μl/Well auf eineMaxisorp 96­
Wellplatte pipettiert. Die Platte wurde über Nacht im Kühlschrank bei 5°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurde die Beschichtungslösung verworfen und die Mikrotiterplatte ausgeschla­
gen. Anschließend wurde die Platte insgesamt viermal mit je 200μl Waschpuffer (1x DPBS
mit 0,05%(v/v) Tween 20 (Roth)) gewaschen. Bevor 200μl/Well der Blocklösung (1xDPBS
mit 2% BSA (Roth)) auf die Platte gegeben wurde, wurde der Waschpuffer aus der Platte
geschlagen. Nach dem Blocken der Platte für 2­4 Stunden bei Raumtemperatur wurde die
Platte erneut viermal mit dem Waschpuffer gewaschen und ausgeschlagen. Die Proben und
der Standard wurden mit einem Volumen von 50µl auf die Platte gegeben und für 2h auf
einem Horizontalschüttler (Thermo Fisher Scientific) mit 300rpm inkubiert. Es folgte erneut
ein Waschschritt mit viermaligem Waschen und Ausschlagen der Platte. Danach wurde der
POD­gekoppelte rabbit anti­human IgG Fc fragment specific (Jackson Immuno Research) mit
einer Konzentration von 50ng/ml und einem Volumen von 50µl auf die Platte pipettiert und die
Platte erneut bei 300rpm für 1h inkubiert. Nach viermaligem Waschen und Ausschlagen der
Platte wurden 100µl TMB­Fertiglösung (Tebu­Bio, Offenbach) dazugegeben. Das Abstoppen
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der Reaktion erfolgte nach 3­10min mit je 50µl 2,5N Schwefelsäure (Roth). Unmittelbar nach
demAbstoppen wurde die Mikrotiterplatte im EnSpire 2300Multilabel (Perkin Elmer) bei einer
Wellenlänge von 450nm mit 630nm Korrektur vermessen.

25 FcγRIIIaV AlphaScreen™

Die Alpha® Plattform (Perkin Elmer) beruht auf der chemisch­physikalischen Interaktion von
sogenannten Donor­und Akzeptorbeads. Der rekombinate FcγRIIIaV­His wird an Nickel­che­
latierte Donorbeads gebunden. Die humanen Antikörper der Probe (IgG) und die Kaninchen­
Antikörper, welche kovalent an den Akzeptorbeads gebunden sind, konkurrieren um die Bin­
dung an den FcγRIIIaV. Bei Interaktion der Kaninchen­Antikörpermit FcγRIIIaVwerdenDonor­
und Akzeptorbeads in räumlicheNähe gebracht (s<200nm), wodurch nach Anregung (680nm)
gebildeter Singulett­Sauerstoff auf die Akzeptorbeads übergehen kann. Diese emittieren da­
durch Licht im Wellenlängenbereich von 520­620nm. Bei Vorhandensein eines höher affinen
Antikörpers konkurriert dieser mit dem Akzeptorbead­gebundenen Kaninchen­Antikörper um
die Interaktion mit dem FcγRIIIaV (CD16aV). Folglich wird die Emission konzentrationsab­
hängig reduziert. CD16aV beschreibt die homozygote Variante des CD16a Rezeptors, bei
der an der Aminosäurestelle 158 ein Valin vorzufinden ist. Der CD16aV Rezeptor bindet hu­
manes IgG1 mit einer höheren Affinität als die homozygote CD16aF Variante, bei der an der
Aminosäurestelle 158 ein Phenylalanin exprimiert wird.
Es wurden zunächst je 15μl FcγIIIaV­Rezeptor mit einer Konzentration von 0,5µl/Well auf
eine 96­Well ½ area plate (Corning) pipettiert. Dann erfolgte die Zugabe von je 15μl Anti­
körperprobe/Well. Die Proben wurden für 30min auf dem Horizontalschüttler bei ca. 180rpm
bei Raumtemperatur inkubiert. Bevor die Akzeptor­ und Donorbeads mit einem Volumen von
20µl/Well dazugeben wurden, wurde die Stammlösung bestehend aus je 50μg/ml der Beads
in einem lichtundurchlässigen Reaktionsgefäß angesetzt. Die Zugabe der Beads erfolgte in
einem abgedunkelten Raum ohne künstliche Lichtquellen. Nach der Inkubation für 1h wurden
die Proben im EnSpire 2300 Multimode (Perkin Elmer) gemessen (Dunkeladaption für 2 min,
Anregungswellenlänge 680nm, Emissionswellenlänge 520­620nm).

26 IL­15 Rezeptorbindung

Die Überprüfung der IL­15 Rezeptorbindung erfolgte mittels ELISA. Dafür wurden die re­
kombinant humanen IL­15 Rezeptoren α (Fc Chimera, R&D Systems) bzw. β (Fc Chimera,
Abcam) jeweils mit 50µl/Well und einer Konzentration von 1µg/ml über Nacht bei 4°C auf
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96­Well Maxisorp Platten gebunden. Vor und nach dem Blocken für 2h bei Raumtempera­
tur mit 200µl/Well 2% BSA/PBS erfolgte ein dreimaliges Waschen der Platten mit 200µl/Well
0,05% Tween 20/1xPBS mit anschließendem Ausschlagen der Platten. Es wurden 50µl der
Proben auf die Platte pipettiert und für 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wur­
den die Platten erneut mit 200µl/Well 2% BSA/PBS gewaschen und ausgeschlagen. Danach
wurde der POD­gekoppelte rabbit anti­human IgG F(ab´)2 fragment specific (Jackson Im­
muno Research) Sekundärantikörper mit einem Volumen 50µl/Well und einer Konzentration
von 50ng/ml für 1h inkubiert. Nach erneutem Waschen und Ausschlagen der Platten erfolgte
die Zugabe von 100µl/Well TMB. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte nach 3­10min mit je
50µl 2,5N Schwefelsäure (Roth). Unmittelbar nach dem Abstoppen wurde die Mikrotiterplat­
te im EnSpire 2300 Multilabel (Perkin Elmer) bei einer Wellenlänge von 450nm mit 630nm
Korrektur vermessen.

27 In vivo Pharmakokinetikanalyse

Die Durchführung der Pharmakokinetik erfolgte bei der Experimental Pharmacology & Onco­
logy Berlin­Buch GmbH. Es wurden 3 weibliche C57BL/6 Mäuse pro Gruppe verwendet. Es
wurden C57BL/6 Mäuse für die Pharmakokinetikanalyse verwendet, um den Vergleich mit
HEK293 produzierten hIL­15 herstellen zu können. Die Serumhalbwertszeit von 30min wur­
de in C57BL/6 Mäusen analysiert. Den Tieren wurden 250pmol des jeweiligen Antikörpers
intravenös gegeben. Dies entspricht 47,75µg von PM­IL­15sushi Fcko und 43,5µg von PM­
IL­15wt Fcko. Das Serum wurde nach folgenden Zeitpunkten entnommen: 5min, 1h, 6h, 1d,
2d, 3d, 4d, 5d und 8d. Des Weiteren wurde vor und nach der Behandlung das Blut der Mäuse
entnommen und mittels Durchflusszytometrie auf die Immunzellpopulationen untersucht. Die
dabei verwendeten Antikörper sind in Tabelle 8 aufgelistet.
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Tabelle 8: Verwendete Antikörper für die Analyse der Milz

Antigen Floureszenz­
markierung

Klon Hersteller Verdünnung

CD3 FITC 17A2 BioLegend 1:400

CD8 BV421 53­6.7 BioLegend 1:1000

CD45R APC­Cy7 RA3­6B2 BioLegend 1:6800

MHC­II APC M5/114.15.2 BioLegend 1:1000

Das Serum wurde in einem Titer­ELISA analysiert. Dafür wurden je 50 μl/well mit 2μg/ml
des Maus anti­human Igκ Antikörper (BD Biosciences) in 0,1M Carbonatpuffer (pH 9,6) auf
96­Well Maxisorp Platten (Nunc®, Thermo Fisher) über Nacht bei 4°C beschichtet. Anschlie­
ßend wurden die beschichteten Platten einmal mit Waschpuffer (1xDPBS mit 0,05% Tween
20 (Roth)) gewaschen, ausgeschlagen und für 2h bei RTmit 200μl/well Blocklösung (5% BSA
(Sigma Aldrich) in 1xDPBS) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen und Ausschlagen wurden
die Überstände sowie die Standardreihemit 50μl/well aufgetragen und 1h bei RT inkubiert. Es
folgte ein erneutes dreimaligesWaschen und Ausschlagen der Platten mit Waschpuffer sowie
die Zugabe des Sekundärantikörpers POD­gekoppelter goat anti­human IgG Fcγ fragment
specific (Jackson ImmunoResearch), welcher für 30min bei RT inkubierte. Der Detektionsan­
tikörper wurde je nach Lot 1:15.000 – 1:60.000 in 1% BSA/DPBS verdünnt eingesetzt. Nach
dreimaligen Waschen wurden 100μl/well TMB (Tebu­Bio) für 3­10min im Dunkeln inkubiert
und anschließend mit jeweils 50μl/well 2.5N Schwefelsäure (Roth) gestoppt. Die Absorption
wurde bei 450nm und 620nm am Tecan Infinite F200 gemessen.

28 Wirksamkeitsstudie in vivo

Die Wirksamkeitsstudie wurde ebenfalls bei Experimental Pharmacology & Oncology Berlin­
Buch GmbH durchgeführt. Für die Wirksamkeitsstudie wurden vorab 4T1 Zellen mit TA­
MUC1 transfiziert, da für ein syngenes Mausmodel keine murinen TA­MUC1 exprimierenden
Tumorzellen existieren. Das Protokoll lehnt sich an die Versuche um Pulaski und Ostrand­
Rosenberg an, welche mit 4T1 Zellen ein gutes Anwachsen sowie eine Metastasierung der
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Zellen zeigen konnten [124]. Es wurden insgesamt 9 weibliche Balb/c Mäuse verwendet,
so dass 3 Tiere/Gruppe mit 200µl der jeweiligen Reagenz intraperitoneal behandelt werden
konnten. Gruppe A erhielt die PBS­behandelte Kontrollgruppe, Gruppe B wurde mit 1mg/kg
und Gruppe C mit 200µg/kg PM­IL­15sushi­Fcko behandelt. Als Tumorzellen wurden TA­
MUC1­transifizierte 4T1 Zellen verwendet, welche an Tag 0 appliziert wurden. Die Behand­
lung der Tiere erfolgte ab Tag 1 zweimal wöchentlich. An Tag 21 wurde die Studie beendet.
Es wurden der Tumor der 0,2mg/kg PM­IL­15sushi­Fcko behandelten und der unbehandelten
Gruppe in der Durchflusszytometrie hinsichtlich ihrer Immunzellpopulationen analysiert. Die
verwendeten Antikörper sind in der Tabelle 9 aufgelistet.

Tabelle 9: Verwendete Antikörper für die Analyse des Tumors

Antigen Floureszenz­
markierung

Klon Hersteller Verdünnung

CD3 BV711 17A2 BioLegend 1:200

CD8 BV421 53­6.7 BioLegend 1:1000

CD45 APC­Cy7 30F11 BioLegend 1:600

NK­1.1 FITC PK136 BioLegend 1:200
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Teil IV

Ergebnisse

29 Auswahl eines immunzellstimulierenden Interleukins

29.1 Aktivierung von NK­ und T­Zellen

Für die Auswahl eines für ein Immunzytokin geeigneten Interleukins wurden insgesamt sechs
Interleukine verglichen. IL­2, IL­12, IL­15, IL­18, IL­21 und IL­27 sind in der Literatur als Bo­
tenstoffe beschrieben, welche aktivierend auf NK­ und T­Zellen wirken. Aus diesem Grund
wurden in Vorversuchen diese Interleukine hinsichtlich ihrer immunzellstimulierenden Eigen­
schaften untersucht.
Um die Aktivierung der NK­ und T­Zellen nach der Stimulationmit den jeweiligen Interleukinen
genauer zu betrachten, wurden isolierte NK­ und T­Zellen mit 50ng/ml des jeweiligen Inter­
leukins stimuliert. Nach 24h, 48h bzw. 72h wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie auf
die Expression der Aktivierungsmarker CD25 und CD69 untersucht. Sowohl CD25 als auch
CD69 werden bei einer Aktivierung von NK­ bzw. T­Zellen hochreguliert, weshalb es über
diese Marker möglich ist, Rückschlüsse auf den Aktivierungszustand der Zellen zu treffen.
Um eventuelle Wechselwirkungen verschiedener Immunzellpopulationen während der Akti­
vierung darzustellen, wurde zusätzlich zu den isolierten NK­ und T­Zellen auch die Aktivierung
von stimulierten PBMCs analysiert. Die Untersuchung der Aktivierung von NK­ und T­Zellen
wurde insgesamt sechsmal mit PBMCs und dreimal mit aufgereinigten NK­ bzw. T­Zellen mit
jeweils unterschiedlichen Spender­PBMCs durchgeführt. In der folgenden Abbildung 6 wird
das Ergebnis der Aktivierung eines Spenders dargestellt.
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Abbildung 6: CD25 und CD69 Expression auf NK­Zellen nach Interleukinstimulation
Die Stimulation erfolgte mit 50ng/ml des jeweiligen Interleukins, die Zellen wurden nach 24h, 48h und 72h
mittels Durchflusszytometrie analysiert, CD25 Expression auf (A) aufgereinigten NK­Zellen und (C) NK­Zellen
in PBMCs, CD69 Expression auf (B) aufgereinigten NK­Zellen und (D) NK­Zellen in PBMCs, dargestellt sind
repräsentative Mittelwerte (n=2) eines Spenders

In der Abbildung 6 ist der prozentuale Anteil an aktivierten CD25­ bzw. CD69­positiven NK­
Zellen dargestellt. Die Expression der Aktivierungsmarker CD25 und CD69 wird nach der
Stimulation der NK­Zellen hochreguliert, was sich sowohl bei den isolierten NK­Zellen als
auch den NK­Zellen, welche in einem Immunzellpool stimuliert wurden, zeigt. Nach 48h Sti­
mulation ist mit allen Interleukinen das maximale Expressionslevel erreicht, was daran zu
erkennen ist, dass die Expression nach 72h bereits runterreguliert wird. Vor allem IL­15 sti­
mulierte NK­Zellen regulieren nach 48h Inkubation sowohl CD25 als auch CD69 bis zu 100%
hoch. Da dieser Effekt schon bei den aufgereinigten NK­Zellen zu erkennen ist, wird durch die
Ko­Kultivierung mit den anderen Immunzellen keine Steigerung der Expression mehr indu­
ziert. Die Stimulation mit IL­2 induziert nach 48h ebenfalls eine CD69 Expression von bis zu
100% bei aufgereinigten NK­Zellen. Im Vergleich dazu ist die Expression bei ko­kultivierten
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NK­Zellen mit 90% positiven Zellen geringer. Dieser Effekt wird bei der Betrachtung derWerte
nach 24h Stimulation noch deutlicher. Während die CD69 Expression bei den aufgereinig­
ten NK­Zellen 80% beträgt, liegt die Expression bei den ko­kultivierten NK­Zellen bei 55%
CD69­positiven Zellen. Die Stimulation mit IL­12 und IL­21 über 48h resultiert lediglich in
einer Hochregulation von bis zu 50% (IL­12) und 37% (IL­21) CD69. Dabei kann die Expres­
sion von IL­12 stimulierten, ko­kultivierten NK­Zellen auf 65%CD69­positive Zellen gesteigert
werden. Für IL­12 ist zusätzlich eine Hochregulation der CD25 Expression auf 28% positive
Zellen festzustellen. Keine Veränderung des CD25 und CD69 Expressionslevels konnte bei
IL­18 und IL­27 stimulierten NK­Zellen gezeigt werden. Die TGF­β enthaltene Negativkon­
trolle zeigte ebenso keine Aktivierung der einzelnen Immunzellen.
Da durch die T­Zellaufreinigung nur CD3+ T­Zellen angereichert wurden, wurden für die Ana­
lyse mittels des Durchflusszytometers die Oberflächenantigene CD4+ und CD8+ zusätzlich
angefärbt. In der Abbildung 7 werden die Ergebnisse der Aktivierung von CD4+ T­Zellen dar­
gestellt.
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Abbildung 7: CD25 und CD69 Expression auf CD4+ T­Zellen nach Interleukinstimulation
Die Stimulation erfolgte mit 50ng/ml des jeweiligen Interleukins, die Zellen wurden nach 24h, 48h und 72h
mittels Durchflusszytometrie analysiert, CD25 Expression auf (A) aufgereinigten CD4+ T­Zellen und (C) CD4+

T­Zellen in PBMCs, CD69 Expression auf (B) aufgereinigten CD4+ T­Zellen und (D) CD4+ T­Zellen in PBMCs,
dargestellt sind repräsentative Mittelwerte (n=2) eines Spenders

Wie schon bei den NK­Zellen ist auch für die CD4+ T­Zellen das maximale Expressionslevel
nach einer 48 stündigen Stimulation erreicht. Die Ko­Kultivierung der Immunzellen wirkt sich
besonders auf die CD4+ T­Zellen aus. Durch die Stimulation mit IL­15 zeigt sich eine Stei­
gerung der CD69 Expression nach 48h Stimulation von 15% bei aufgereinigten T­Zellen auf
37% positiven Zellen bei Ko­Kultivierung mit weiteren Immunzellen. Dieser Effekt ist eben­
falls bei der CD25 Expression zu beobachten. Auch bei der Stimulation mit IL­2 und IL­12
ist ein positiver Einfluss der Ko­Kultivierung auf die CD69 Expression auf CD4+ T­Zellen zu
erkennen. Wie bei den NK­Zellen zu erkennen war, zeigt sich auch bei den CD4+ T­Zellen
keine Änderung des Expressionslevels durch die Stimulation der Zellen mit IL­18 bzw. IL­27.
Im Vergleich aller Interleukine zeigt IL­15 den größten Effekt auf die Aktivierung der CD4+

T­Zellen.
Die Abbildung 8 stellt die CD25 und CD69 Expression der CD8+ T­Zellen nach der Stimulation
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mit den jeweiligen Interleukinen dar.

Abbildung 8: CD25 und CD69 Expression auf CD8+ T­Zellen nach Interleukinstimulation
Die Stimulation erfolgte mit 50ng/ml des jeweiligen Interleukins, die Zellen wurden nach 24h, 48h und 72h
mittels Durchflusszytometrie analysiert, CD25 Expression auf (A) aufgereinigten CD8+ T­Zellen und (C) CD8+

T­Zellen in PBMCs, CD69 Expression auf (B) aufgereinigten CD8+ T­Zellen und (D) CD8+ T­Zellen in PBMCs,
dargestellt sind repräsentative Mittelwerte (n=2) eines Spenders

Bei den CD8+ T­Zellen zeigt sich, dass die längere Kultivierung über 72h zu einer höheren
Expression der Aktivierungsmarker im Vergleich zu der Kultivierung über 48h führt. Dies wird
besonders bei der Kultivierung der Zellen mit IL­15 deutlich. Auch bei den CD8+ T­Zellen führt
die Stimulation von PBMCs zu einer verstärkten Aktivierung im Vergleich zu den isolierten
T­Zellen. Nach 72h beträgt die CD25 Expression auf aufgereinigten T­Zellen 16%, bei ko­
kultivierten 32% positive Zellen und die CD69 Expression 24% bei aufgereinigten und 50%
positive Zellen bei ko­kultivierten Zellen. Dieser Einfluss lässt sich auch bei IL­2 stimulierten
T­Zellen erkennen, wobei die CD25 Expression sehr gering ist und auch die CD69 Expression
bei aufgereinigten CD8+ T­Zellen lediglich 10% und bei ko­kultivierten Zellen 20% beträgt und
somit geringer ist als bei IL­15 stimulierten Zellen. Die Aktivierung der aufgereinigten T­Zellen
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mit IL­21 zeigt nach 24h eine Hochregulation von CD69 auf CD8+ T­Zellen, welche nach 48h
jedoch schon wieder abnimmt. Ein Einfluss der Ko­Kultivierung mit weiteren Immunzellen ist
dabei nicht zu erkennen.
Abschließend ist festzuhalten, dass IL­2 und IL­15 den größten Einfluss auf die Aktivierung
der NK­, CD4+ T­Zellen und CD8+ T­Zellen zeigen. Vor allem bei der Betrachtung der T­Zellen
wird bestätigt, dass eine Ko­Kultivierung der Immunzellen zu einer gesteigerten Aktivierung
führt.

29.2 Granzym B Sekretion

Da gezeigt werden konnte, dass die Aktivität von Immunzellen durch die Stimulation mit In­
terleukinen beeinflusst wird, sollte untersucht werden, ob auch die Granzym B Produktion
und Sekretion in den Immunzellen durch die Interleukinstimulation beeinflusst wird. Granzym
B ist maßgeblich an dem Prozess der NK­Zellvermittelten Zytotoxizität beteiligt. Die NK­Zelle
sekretiert diese Protease zusammen mit Perforin, wodurch die Membran der Zielzelle per­
foriert wird und durchlässig für das Granzym B wird, was zum Abbau der DNA der Zielzelle
und somit deren Zelltod führt. Deshalb wurde die Granzym B Sekretion im Überstand von
vorstimulierten PBMCs (50ng/ml des jeweiligen Interleukins) nach einer Stimulationzeit von
24h, 48h und 72h mit Hilfe eines ELISA­Kits analysiert. Die Ergebnisse der Untersuchung
sind in Abbildung 9 dargestellt.

Abbildung 9: Bestimmung der Granzym B Sekretion von PBMCs nach Stimulation mit Inter­
leukinen
Die Stimulation erfolgte mit 50ng/ml des jeweiligen Interleukins, die Überstände wurden nach 24h, 48h und
72h abgenommen, Analyse der Überstände erfolgte im ELISA, dargestellt sind die anhand der Standardkurve
zurück gerechneten Mittelwerte (n=2), LLOQ: lower limit of quantification
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Anhand der Analyse des Überstandes ist zu erkennen, dass nach einer Inkubationszeit von
24h die Granzym B Sekretion noch sehr gering ist und lediglich bei den IL­2 und IL­15 sti­
mulierten PBMCs überhalb des unteren Detektionslimits liegt. Eine verstärkte Sekretion von
Granzym B ist nach der Stimulation der PBMCs mit IL­2, IL­15 und IL­21 nach 48h und 72h
zu erkennen. Dabei konnte in dem Ansatz mit IL­15 vorstimulierten PBMCs eine Granzym B
Konzentration von 316pg/ml nach einer Inkubationszeit von 72h gemessen werden, was in
diesem Versuch die höchste gemessene Konzentration ist. Im Vergleich dazu ist in der Me­
diumkontrolle und der Negativkontrolle, welche mit IL­10 stimulierte PBMCs enthält, sowie
in den mit IL­12, IL­18 und IL­27 stimulierten Proben keine Zunahme der Granzym B Sekre­
tion über den gesamten Zeitraum zu detektieren. In diesem Versuch zeigt sich der starke
immunzellstimulierende Effekt von IL­2, IL­15 und IL­21.

29.3 Natürliche Zytotoxizität von NK­Zellen

Der Einfluss der ausgewählten Interleukine auf die natürliche Zytotoxizität der NK­Zellen wur­
de ebenfalls betrachtet. Dafür wurden aus eingefrorenen PBMCs aufgereinigte NK­Zellen mit
50ng/ml des jeweiligen rekombinant humanen Interleukins für 24h vorstimuliert und am fol­
genden Tag zusammen mit Jurkatzellen untersucht. Die Jurkatzellen sind mit Europiumpuffer
beladen, welcher bei der Zielzelllyse im Überstand frei gesetzt wird und detektiert werden
kann. Der Versuch wurde insgesamt viermal mit jeweils unterschiedlichen PBMC Spendern
durchgeführt. In Abbildung 10 ist das Ergebnis der Analyse eines Spenders dargestellt.
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Abbildung 10: Zytotoxizität von aufgereinigten und über 24h stimulierten NK­Zellen gegen­
über Jurkatzellen
Die Stimulation der NK­Zellen erfolgte mit 50ng/ml des jeweiligen Interleukins 24h bevor die europiumbelade­
nen Jurkatzellen dazu gegeben wurden, eingesetztes E:T Verhältnis 3:1, Inkubationszeit: 5h, dargestellt ist ein
repräsentatives Ergebnis eines Experiments mit PBMCs eines Spenders, Mittelwerte (n=3) der berechneten
spezifischen Lyse ± SEM

Durch Zugabe von IL­2, IL­12, IL­15, IL­18 oder IL­21 kann die natürliche Zytotoxizität der NK­
Zellen gegenüber der Jurkatzellen gesteigert werden. Dabei zeigt sich, dass eine Stimulation
der NK­Zellen mit IL­15 zu einer 100%igen Lyse der Jurkatzellen führt. Im Vergleich zur Medi­
umkontrolle mit 40% lysierten Zellen wird dabei eine Steigerung der natürlichen Zytotoxizität
um den Faktor 2,5 erhalten. In den Ansätzen mit IL­2 bzw. IL­12 stimulierten NK­Zellen sind
ca. 80% lysierte Zielzellen enthalten, was im Vergleich zur Mediumkontrolle einer Verdopp­
lung an lysierten Zellen entspricht. Im Vergleich dazu wird durch die Stimulation der NK­Zellen
mit IL­18 bzw. IL­21 nur eine geringe gesteigerte Zytotoxizität von 10% lysierten Zellen im Ver­
gleich zur Mediumkontrolle induziert. Obwohl IL­27 als NK­Zellaktivierend beschrieben ist, ist
nach einer Stimulation mit diesem Interleukin kein Einfluss auf die natürliche Zytotoxizität der
NK­Zellen in diesem Versuchsansatz auszumachen. Es ist vielmehr ein immunsuppressiver
Effekt durch die IL­27 Stimulation zu beobachten, was durch eine Zielzelllyse von insgesamt
29% lysierten Zellen zu zeigen ist. TGF­β wurde in diesem Versuch als Negativkontrolle mit­
geführt, da es als immunsuppressiv beschrieben ist. Nach der Stimulation der NK­Zellen mit
TGF­β zeigt sich, dass die NK­Zellen in ihrer natürlichen Zytotoxizität gegenüber den Jur­
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katzellen gehemmt werden und im Vergleich zur Mediumkontrolle eine geringere natürliche
Zytotoxizität von 21% lysierten Zellen aufweisen.

29.4 Proliferation von NK­Zellen

Als abschließende Untersuchung des Interleukinvergleichs wurden NK­Zellen aufgereinigt,
drei Tage mit den jeweiligen Interleukinen stimuliert und anschließend die Proliferation mit
Hilfe des CellTiter­Glo® Lumineszenz Assays analysiert. Bei der Bindung der in demCellTiter­
Glo®enthaltenen Luziferase und dem von der Zelle enthaltenen ATP entsteht eine stabile
Lumineszenz, die abhängig vom ATP­Gehalt zu detektieren ist. Eine Anforderung an das
spätere Immunzytokin ist es, dass die Proliferation der NK­Zellen durch die Interleukinstimu­
lation gesteigert wird, um eine Vermehrung der Immunzellen in der Tumormikroumgebung zu
induzieren. In der Abbildung 11 ist der Vergleich der Stimulation mit 50ng/ml IL­2, IL­12, IL­15
und IL­21 auf die Proliferation der NK­Zellen dargestellt. Die Stimulation mit TGF­β dient als
Negativkontrolle. Insgesamt wurde dieser Versuch zweimal mit unterschiedlichen Spendern
durchgeführt.

Abbildung 11: Proliferation von NK­Zellen nach dreitägiger Interleukinstimulation
Die Stimulation erfolgte mit 50ng/ml des jeweiligen Interleukins, nach 72h wurden die Überstände geerntet und
mit dem CellTiter­Glo® Kit vermessen, dargestellt sind die Mittelwerte (n=2) eines Spenders

Auf Grund der gemessenen Lumineszenzen nach der Interleukinstimulation der NK­Zellen
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kann auf einen hohen ATP­Gehalt dieser Zellen und somit deren Proliferation geschlossen
werden. Im Vergleich zur Mediumkontrolle und der Negativkontrolle ist die Lumineszenz in
dem mit IL­2 stimulierten Ansatz doppelt so hoch und bei dem mit IL­15 stimulierten Ansatz
sogar dreifach so hoch. Auch durch die Stimulation der Zellen mit IL­12 sowie IL­21 wird
eine Proliferation in den NK­Zellen induziert. Dabei führt die Stimulation der NK­Zellen mit
IL­12 bzw. IL­21 lediglich zu einer 1,5fachen Steigerung des Lumineszenzsignals. Demzu­
folge proliferieren durch die Stimulation mit IL­12 und IL­21 weniger NK­Zellen als durch IL­2
bzw. IL­15 Stimulation. Die Proliferation der NK­Zellen wird durch die TGF­β Stimulation nicht
beeinflusst.

29.5 Zusammenfassung der Vorversuche

Wenn alle Ergebnisse der Vorversuche zusammengefasst betrachtet werden (Tabelle 10),
werden durch die Stimulation der Immunzellen mit IL­15 die für eine Immunzytokintherapie
geeignetsten Eigenschaften gemessen, da sowohl die natürliche Zytotoxizität, die Granzym
B Sekretion als auch die Proliferation der NK­Zellen gesteigert wird. Zudem lässt sich die
Aktivierung der NK­ und T­Zellen über die Aktivierungsmarker CD25 und CD69 nachweislich
steigern. Im Vergleich wurden durch die Stimulation mit IL­2 ebenfalls vor allem NK­Zellen
aktiviert sowie eine erhöhte Granzym B Sekretion, natürliche Zyotoxizität und Proliferation
von NK­Zellen erhalten. Für IL­12 und IL­21 konnte ein geringer Einfluss auf die Aktivierung
der Immunzellen, die Proliferation von NK­Zellen sowie die Granzym B Sekretion (IL­21) und
natürliche Zytotoxizität (IL­12) gezeigt werden. Mit IL­18 und IL­27 wurde kein Einfluss auf
die Immunzellen in den durchgeführten Experimenten festgestellt. Auf Grund der Ergebnisse
wurde IL­15 schlussendlich für die Entwicklung eines Immunzytokins basierend auf dem be­
reits von der Firma Glycotope GmbH entwickelten, therapeutischen anti­TA­MUC1 Antikörper
PankoMab­GEX® ausgewählt.
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Tabelle 10: Zusammfassung der Vorversuche

IL­2 IL­12 IL­15 IL­18 IL­21 IL­27

Aktivierung NK­Zellen ++ + +++ ­ + ­

Aktivierung T­Zellen + + +++ ­ + ­

Granzym B Sekretion ++ ­ +++ ­ ++ ­

Natürliche Zytotoxizität ++ ++ +++ + + ­

Proliferation NK­Zellen ++ + +++ n.d. + n.d.
+++ starker Einfluss, ++ mittlerer Einfluss, + geringer Einfluss, ­ kein Einfluss, n.d. nicht
definiert
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30 Vergleich verschiedener PM­IL­15 Immunzytokine

30.1 Generierung, Produktion und Reinigung der PM­IL­15 Immunzy­
tokine

Vor der Generierung der PM­IL­15 Immunzytokine wurde eine umfassende Literaturrecher­
che durchgeführt, welche dazu führte, dass Immunzytokine mit unterschiedlichen IL­15 Po­
tenzen entwickelt werden sollten. Das PM­IL­15wt bildet dabei das Immunzytokin mit einer
normalen IL­15 Potenz, da es die humane IL­15 Aminosäuresequenz enthält. Die PM­IL­
15mut Variante ist das Immunzytokin mit der geringsten IL­15 Potenz. Es enthält die Mutati­
on I67E in der IL­15 Aminosäuresequenz. Auf Grund dieser Mutation ist die Bindung an die
IL­15Rα­Untereinheit inhibiert. Bernard et al. konnten zeigen, dass die Mutation in der IL­
15 Sequenz zu einer Proliferationsinhibierung bei NK­Zellen im Vergleich zum IL­15wt führt
[125]. Die höchste Potenz soll mit dem PM­IL­15sushi erzeugt werden. Es beinhaltet zusätz­
lich zur IL­15wt Sequenz die Sequenz der IL­15Rα sushi­Domäne. Diese Domäne verstärkt
die Bindung des IL­15 an die IL­15Rβ/γ­Untereinheit, weshalb die Signalweiterleiterung po­
tenter ablaufen soll. Die unterschiedlichen IL­15 Varianten wurden an die CH3 Domäne des
PankoMab­GEX® über einen (G4S)4­Linker gekoppelt und sind in Abbildung 12 dargestellt.
Zusätzlich zu den ADCC­kompetenten Immunzytokinen wurden noch Fcko Immunzytokine
generiert. Diese sind auf Grund der Mutation N297A am Fc­Teil nicht glykosyliert und ver­
mitteln keinen ADCC mehr. Um den Einfluss der Antigenbindung im ADCC besser unter­
suchen zu können, wurden MOPC21 (Mouse IgG1 Isotype Control)­IL­15 Immunzytokine
entwickelt, welche kein TA­MUC1 binden. Dafür wurde sowohl die IL­15wt als auch die IL­
15sushi Sequenz über einen (G4S)4­Linker an die CH3­Domäne gekoppelt. Es wurden zudem
Fc­glykosylierte als auch Fcko MOPC­Immunzytokine generiert.
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Abbildung 12: Übersicht über die Immunzytokine PM­IL­15sushi, PM­IL­15wt und PM­IL­
15mut

Die Produktion wurde in 5x1L Zellkulturspinner bzw. im 5L Batch­Verfahren durchgeführt. Die
Aufreinigung erfolgte zuerst mit einer Protein A Säule und anschließend erfolgte die Aggrega­
tabreicherung mit Hilfe einer SEC (Kapitel 15). Die Ausbeute betrug nach der Aufreinigung in­
klusive Aggregatabreicherung 8,2% PM­IL­15mut, 20,8% PM­IL­15wt, 16,7% PM­IL­15sushi,
6,9% PM­IL­15mut­ Fcko, 12,7% PM­IL­15wt­ Fcko und 17,5% PM­IL­15sushi­ Fcko. Die Wer­
te beziehen sich hierbei auf die Ausbeute, welche nach der Protein A Aufreinigung erhalten
wurden. Die beste Ausbeute wurde demnach für das PM­IL­15wt Konstrukt erhalten.

30.2 Bindungseigenschaften der PM­IL­15 Immunzytokine

30.2.1 Antigenbindung

Inwiefern die Kopplung der IL­15 Varianten an den PankoMab­GEX® Antikörper die Bindung
beeinflusst, sollte zunächst in der Analyse der Bindung des Fab­Teil an TA­MUC1 positive
Zellen gezeigt werden. Als TA­MUC1 positive Zelllinie wurden T47D (1,93*106 ABC, antigen
binding capacity) verwendet. Die Detektion der Bindung der PM­IL­15 Konstrukte erfolgt mit­
tels Durchflusszytometrie mit einem PE­markierten Sekundärantikörper, welcher die F(ab’)2
Domäne von humanen IgG bindet. Zusätzlich zu den PM­IL­15 Immunzytokinen wurden die
MOPC­IL­15 Immunzytokine untersucht. Damit sollte gezeigt werden, dass im Vergleich zu
den PM­IL­15 Konstrukten mit den MOPC­IL­15 Konstrukten keine Zellbindung stattfindet.
Die Ergebnisse sind in der Abbildung 13 dargestellt.

57



Abbildung 13: Antigenbindung der Immunzytokine an T47D
TA­MUC1 Bindungseigenschaften der Immunzytokine (A) mit funktionellem Fc­Teil und (B) ohne funktionellen
Fc­Teil im Vergleich zu PankoMab­GEX® an T47D, Detektion: F(ab’)2 goat anti human IgG(H+L)

Anhand der Abbildung 13 wird deutlich, dass alle PM­IL­15 Konstrukte in gleichem Maße wie
PankoMab­GEX® an die TA­MUC1 positive Zelllinie T47D binden. Bei Verwendung hoher
Konzentrationen zeigen die MOPC­IL­15 Immunzytokine eine leichte Bindung, welche im
Antigen­ELISA nochmals untersucht werden sollte und in der Abbildung 14 dargestellt ist.
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Abbildung 14: Antigenbindung von PankoMab­GEX® sowie die IL­15sushi Immunzytokine
an glykosyliertes MUC1
MUC1 Bindungseigenschaften der IL­15sushi Immunzytokine im Vergleich zu PankoMab­GEX® an glykosyl­
iertes MUC1, Detektion: POD rabbit anti­human IgG Fc fragment specific

Im Antigen­ELISA kann keine Bindung der MOPC­IL­15sushi Konstrukte an das glykosyl­
ierte MUC1 Peptid gezeigt werden. Somit kann bestätigt werden, dass die MOPC­IL­15 Im­
munzytokine kein TA­MUC1 binden. Zudem kann in diesem ELISA gezeigt werden, dass die
PM­IL­15sushi Immunzytokine vergleichbar zum PankoMab­GEX® binden. Die etwas affi­
nere Bindung des PM­IL­15sushi kann durch den höheren Aggregatgehalt erklärt werden,
welcher grundsätzlich zu einer stärkeren Bindung führt.

30.2.2 FcγRIIIaV­Bindung

Die Bindung an den FcγRIIIaV, welcher hauptsächlich auf NK­Zellen, aber auch auf Mo­
nozyten und Makrophagen exprimiert wird, ist entscheidend für die Vermittlung der antikör­
perabhängigen zellvermittelten Zytotoxizität. Um zu zeigen, dass die Bindung bei den Fcko
Konstrukten nicht mehr stattfindet, wurde ein AlphaLISA durchgeführt. Da alle Konstrukte auf
demselben Backbone basieren, wurde der AlphaLISA lediglich mit den Konstrukten PM­IL­
15wt und PM­IL­15wt­Fcko durchgeführt. In der Abbildung 15 sind die Ergebnisse des Alpha­
LISA zu sehen.
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Abbildung 15: FcγRIIIaV­Bindung von PM­IL­15wt und PM­IL­15wt­Fcko
FcγRIIIaV Bindungseigenschaften von PM­IL­15wt und PM­IL­15wt­Fcko im Vergleich zu PankoMab­GEX®,
Detektion: Emission der Akzeptorbeads (AlphaScreen™ Plattform, Perkin Elmer)

Die Bindung an den FcγRIIIaV erfolgt nur bei der Verwendung des PankoMab­GEX® und
des PM­IL­15wt Konstrukts. Demzufolge kann für die Konstrukte mit Fc­Glykosylierung die
Bindung an den Rezeptor nachgewiesen werden. Dabei bindet das PM­IL­15wt Konstrukt
potenter an den FcγRIIIaV als PankoMab­GEX®. Bei der Betrachtung des PM­IL­15wt­Fcko
Konstrukts ist keine Bindung an den FcγRIIIaV zu erkennen.

30.2.3 IL­15 Rezeptorbindung

Der IL­15 Rezeptor setzt sich aus drei Untereinheiten, der α­, β­ und γ­Untereinheit, zusam­
men. Deshalb erfolgt die Untersuchung der Bindung an den IL­15 Rezeptor mit Hilfe eines
ELISA, bei welchem jeweils die Bindung an eine Untereinheit ermittelt werden kann. Wich­
tig für die Signalweiterleitung ist die Bindung an die IL­15Rβ/γ­Untereinheit. In dieser Arbeit
wurde die Bindung der Immunzytokine an die α­ und β­Rezeptoruntereinheit untersucht. Die
Ergebnisse des ELISA sind in der Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Bindung der Fcko­Immunzytokine an den IL­15Rα bzw. IL­15Rβ
Bindungseigenschaften von PM­IL­15mut­Fcko, PM­IL­15wt­Fcko und PM­IL­15sushi­Fcko im Vergleich zu
PankoMab­GEX®, Detektion: POD rabbit anti­human IgG F(ab’)2 fragment specific

IL­15Rα wird lediglich von PM­IL­15wt­Fcko und PM­IL­15mut­Fcko gebunden, wobei PM­IL­
15wt­Fcko potenter an die α­Unterheit bindet. Für PM­IL­15sushi­Fcko findet keine Bindung
an die α­Unterheit statt. Bei der Betrachtung der Bindung an die β­Unterheit wird ersichtlich,
dass PM­IL­15sushi­Fcko hingegen diese Rezeptorunterheit sehr potent bindet. Auch PM­IL­
15wt­Fcko bindet die β­Unterheit, jedoch weniger affin als PM­IL­15sushi­Fcko. Bei dem PM­
IL­15mut­Fcko ist selbst bei der höchsten getesteten Konzentration von 5,7nM keine Bindung
an die β­Unterheit zu erkennen. Wie zu erwarten war, bindet PankoMab­GEX® keine der
untersuchten IL­15 Rezeptoruntereinheiten.

30.3 Aktivierung der Immunzellpopulationen

Für die Analyse der Aktivierung der einzelnen Immunzellpopulationen (NK­, NKT­, CD4+ T­,
CD8+ T­Zellen) wurden PBMCs aus Frischblut aufgereinigt, mit den jeweiligen PM­IL­15 Kon­
strukten stimuliert und nach 5 Tagen Inkubation im Brutschrank auf die CD25 und CD69 Ex­
pression mittels Durchflusszytometrie untersucht. Dieser Versuch wurde insgesamt fünfmal
durchgeführt. Exemplarisch wird daraus das Ergebnis für einen Spender in Abbildung 17
dargestellt.
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Abbildung 17: Expression von CD25 und CD69 auf NK­Zellen nach Stimulation mit PM­IL­
15mut bzw. PM­IL­15mut­Fcko
Stimulation der PBMCs mit PM­IL­15mut bzw. PM­IL­15mut­Fcko über 5 Tage, Startkonzentration 114nM 1:3
Verdünnung, Konzentration PankoMab­GEX® 201nM, (A) CD25 und (B) CD69 Expression auf NK­Zellen aus
PBMCs, dargestellt sind Einzelmessungen

Bei der Aktivierung der Immunzellen durch die Inkubation mit den PM­IL­15mut und PM­IL­
15mut­Fcko wird deutlich, das lediglich die NK­Zellen aktiviert werden, weshalb die T­Zellen in
dieser Übersicht nicht mit dargestellt wurden. Ein Einfluss auf die Aktivierung der NK­Zellen
zeigt sich erst ab einer Konzentration von 28,5nM (CD25) Expression bzw. 1nM (CD69). Im
Vergleich dazu wird CD69 bei der Stimulation von PM­IL­15sushi bereits ab einer Konzen­
tration von unter 0,01nM und bei der Stimulation von PM­IL­15wt ab einer Konzentration von
0,03nM eine Hochregulation von CD69 auf NK­Zellen erreicht, was eine bis zu ca. 100fach
höhere Potenz dieser Konstrukte im Vergleich zum PM­IL­15mut Konstrukt darstellt (Abbil­
dung 18).
In dem folgenden Experiment, welches in der Abbildung 18 dargestellt ist, wurden die PM­
IL­15sushi und PM­IL­15wt Konstrukte mit und ohne funktionellem Fc­Teil dahingehend ver­
glichen, ob sie eine CD25 Expression induzieren.
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Abbildung 18: Expression von CD25 auf NK­, NKT­, CD4+ und CD8+ T­Zellen nach Stimula­
tion mit PM­IL­15wt/sushi bzw. PM­IL­15wt­Fcko/sushi­Fcko
Stimulation der PBMCs mit PM­IL­15wt/sushi bzw. PM­IL­15wt/sushi­Fcko über 5 Tage, Startkonzentration
114nM 1:3 Verdünnung, Konzentration PankoMab­GEX® 201nM, CD25 Expression auf (A) NK­, (B) NKT­, (C)
CD4+ und (D) CD8+ T­Zellen aus PBMCs, dargestellt sind Einzelmessungen

Bei der Betrachtung der Ergebnisse der CD25 Expression nach 5 Tagen Stimulation mit
den jeweiligen PM­IL­15 Konstrukten wird deutlich, dass CD25 vor allem auf NK­, NKT­ und
CD4+ T­Zellen in Abhängigkeit der jeweiligen PM­IL­15 Immunzytokinkonzentration hoch­
reguliert wird. Der Einfluss der Fc­glykosylierten im Vergleich zu den Fcko Immunzytokinen
wird vor allem bei den NK­Zellen ersichtlich. Bereits bei einer Konzentration von 0,007nM
PM­IL­15sushi ist eine starke Hochregulation von CD25 zu detektieren, während für den­
selben Effekt eine Konzentration von 0,028nM PM­IL­15sushi­Fcko benötigt wird. Dieser Ef­
fekt ist auch bei der Betrachtung der PM­IL­15wt und PM­IL­15wt­ Fcko zu beobachten. Das
PM­IL­15sushi Konstrukt wirkt am potentesten auf die NK­Zellaktivierung gefolgt vom PM­IL­
15sushi­Fcko, PM­IL­15wt und PM­IL­15wt­Fcko Immunzytokin. Die PM­IL­15sushi und PM­
IL­15sushi­Fcko Immunzytokine induzieren bei NKT­, CD4+ und CD8+ T­Zellen die stärkste
Aktivierung gefolgt von den PM­IL­15wt und PM­IL­15wt­Fcko Immunzytokinen. In der Abbil­
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dung 19 sind die Ergebnisse der CD69 Expression nach Stimulation mit PM­IL­15 Immunzy­
tokinen auf den verschiedenen Immunzellpopulationen dargestellt.

Abbildung 19: Expression von CD69 auf NK­, NKT­, CD4+ und CD8+ T­Zellen nach Stimula­
tion mit PM­IL­15wt/sushi bzw. PM­IL­15wt/sushi­Fcko
Stimulation der PBMCs mit PM­IL­15wt/sushi bzw. PM­IL­15wt/sushi­Fcko über 5 Tage, Startkonzentration
114nM 1:3 Verdünnung, Konzentration PankoMab­GEX® 201nM, CD69 Expression auf (A) NK­, (B) NKT­, (C)
CD4+ und (D) CD8+ T­Zellen aus PBMCs, dargestellt sind Einzelmessungen

Das Ergebnis der CD69 Expression spiegelt das Ergebnis der CD25 Expression wider. Die
Aktivierung der NK­Zellen durch das PM­IL­15sushi Immunzytokin ist sehr potent und indu­
ziert schon bei geringen Konzentrationen eine starke Hochregulation von CD69. Der Einfluss
des Fc­Teils auf die NK­Zellen wird bei der CD69 Expression noch deutlicher erkennbar als
bei der CD25 Expression. Die höhere Potenz der Fc­glykosylierten Variante im Vergleich zur
Fcko­Variante ist sowohl bei der Betrachtung der PM­IL­15sushi als auch der PM­IL­15wt Im­
munzytokine zu erkennen. Bei der Betrachtung der NKT­Zellen zeigt sich, dass die Stimula­
tion dieser Zellpopulationen bereits bei geringen Konzentrationen von 0,1nM PM­IL­15sushi
bzw. PM­IL­15sushi­ Fcko zu einer verstärkten CD69 Expression führt. Im Vergleich dazu wer­
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den für dieselbe Aktivierung mit den PM­IL­15wt bzw. PM­IL­15wt­ Fcko Konstrukten 7,1nM
benötigt. Auch auf die CD4+ und CD8+ T­Zellen wirkt die Stimulation mit PM­IL­15sushi bzw.
PM­IL­15sushi­ Fcko potenter als die Stimulation mit PM­IL­15wt bzw. PM­IL­15wt­ Fcko.

30.4 Zytokinprofil der PM­IL­15 Antikörper

Anhand der Zytokinausschüttung von stimulierten PBMCs kann ein Rückschluss auf die
Verträglichkeit der Immunzytokine gezogen werden. Eine hohe Zytokinausschüttung proin­
flammatorischer Zytokine führt zwar zu einer erweiterten Immunzellstimulation, jedoch kann
diese zu einem Zytokinsturm im Patienten führen, der schwerwiegende Nebenwirkungen für
den Patienten bedeuten kann. Deshalb ist es von Interesse, die Zytokinausschüttung im Ver­
gleich zu bereits in Klinik bekannten Therapeutika zu untersuchen. Aus diesem Grund wurde
der OKT3 Antikörper mitgeführt, der T­Zellen stimuliert. Die Behandlung mit OKT3 führte zu
einer starken Zytokinausschüttung in den Patienten. In der Abbildung 20 ist die Analyse der
gemessenen Zytokine von acht Spendern dargestellt.
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Abbildung 20: Zytokinausschüttung von PBMCs nach PM­IL­15 Stimulation
Inkubation der PBMCs über 72h, Vermessung der Zytokine (A) GM­CSF, (B) IFN­γ, (C) MIP­1α und (D) TNF­α
aus den Überständen mit MSD UPLEX Platten (ULOQ ­ upper limit of quantitation)

Anhand der gemessenen Zytokinausschüttung zeigt sich, dass vor allem die Stimulation der
PBMCs mit PM­IL­15sushi zu einer erhöhten Sekretion von GM­CSF, IFN­γ, MIP­1α und
TNF­α führt. Die Stimulation der PBMCs mit den verschiedenen PM­IL­15 Immunzytokinen
resultiert in einer hohen IFN­γ Ausschüttung, wobei bei Verwendung hoher Konzentrationen
der Immunzytokine IFN­γ Konzentrationen über dem oberen Detektionslimit gemessen wur­
den. Für GM­CSF, MIP­1α und TNF­α wurde das obere Detektionslimit nicht überschritten.
Bei Betrachtung aller Ergebnisse ist zu erkennen, dass die Stimulation mit den Fcko­Varianten
zu einer etwas geringeren Zytokinausschüttung führt im Vergleich zu den dazu gehörigen Im­
munzytokinen mit funktionellem Fc­Teil. Dies wird vor allem bei der Betrachtung der Zytokin­
ausschüttung von GM­CSF und TNF­α nach PM­IL­15 bzw. PM­IL­15sushi­Fcko Stimulation
ersichtlich. Wenn 114nM des jeweiligen Immunzytokins eingesetzt werden, werden im Mittel
GM­CSF Konzentrationen von 45pg/ml (PM­IL­15wt), 40pg/ml (PM­IL­15wt­Fcko), 741pg/ml
(PM­IL­15sushi) und 78pg/ml (PM­IL­15sushi­Fcko) sekretiert. Die Konzentrationen von se­
kretiertemTNF­α betragen bei Stimulationmit 114nM imMittel 93pg/ml (PM­IL­15wt), 60pg/ml
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(PM­IL­15wt­Fcko), 1.469pg/ml (PM­IL­15sushi) und 130pg/ml (PM­IL­15sushi­Fcko). Bei Be­
trachtung der IFN­γ Konzentration wurden nach der Stimulation mit 114nM folgende Kon­
zentrationen im Mittel analysiert: 5.301pg/ml (PM­IL­15wt), 6.141pg/ml (PM­IL­15wt­Fcko),
33.300pg/ml (PM­IL­15sushi) und 17.743pg/ml (PM­IL­15sushi­Fcko). Die MIP­1α Konzentra­
tionen betragen nach der Stimulation mit 114nM im Mittel 118pg/ml (PM­IL­15wt), 117pg/ml
(PM­IL­15wt­Fcko), 55pg/ml (PM­IL­15sushi) und 573pg/ml (PM­IL­15sushi­Fcko), wobei das
Maximum der MIP­1α Sekretion nach Stimulation mit PM­IL­15sushi bereits bei einer Kon­
zentration von 4,6nM (874pg/ml) erreicht wurde. Im Vergleich zu OKT3 zeigt sich, dass die
Stimulation mit PM­IL­15sushi zu einer höheren Zytokinausschüttung führt als die Stimulation
mit OKT3. Dabei muss berücksichtigt werden, dass OKT3 mit einer viel geringeren Konzen­
tration von 0,34nM eingesetzt wurde. Im direkten Vergleich ist OKT3 bei der Betrachtung der
Zytokindaten bei Verwendung der geringen Konzentration viel potenter in der Induktion der
Zytokinausschüttung als die PM­IL­15 Immunzytokine.

30.5 Natürliche Zytotoxizität

Der Einfluss der Immunzytokine auf die natürliche Zytotoxizität von NK­Zellen kann mit euro­
piumbeladenen Jurkatzellen, welche TA­MUC1 negativ sind, untersucht werden. Die Abbil­
dung 21 zeigt die Lyse der Jurkatzellen nach 5h Inkubation mit den PBMCs sowie den PM­
IL­15 Immunzytokinen.

67



Abbildung 21: Induktion der natürlichen Zytotoxizität von NK­Zellen durch PM­IL­15 Immun­
zytokine
Die Stimulation der PBMCs erfolgte mit unterschiedlichen Startkonzentrationen für die jeweiligen Konstrukte,
E:T Verhältnis 80:1, Inkubationszeit: 5h, dargestellt sind die Mittelwerte (n=3) der spezifischen Lyse + SEM
eines Spenders

Die Stimulation der NK­Zellen mit den jeweiligen Immunzytokinen resultiert in einer gesteiger­
ten natürlichen Zytotoxizität. Dabei induzieren die Immunzytokine eine Zielzelllyse entspre­
chend der IL­15 Potenzen: IL­15sushi> IL­15wt> IL­15mut. Bereits in geringen Konzentra­
tionen des PM­IL­15sushi Konstrukts von 0,006nM wird eine Zielzelllyse induziert, wogegen
mit dem PM­IL­15wt Konstrukt eine Konzentration von 0,16nM und mit PM­IL­15mut 12,7nM
benötigt wird, um vergleichbare Zielzelllysen zu induzieren. Zudem ist zu beobachten, dass
die Fcko­Varianten im Vergleich zu den Fc­glykosylierten eine geringere Zielzelllyse induzie­
ren. Die zusätzliche Stimulation über den FcγRIII resultiert demzufolge in einer stärkeren
Aktivierung der Zytotoxizität der NK­Zellen.

30.6 Antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität

30.6.1 Einfluss der Fc­Glykosylierung auf die antikörperabhängige zellvermittelte Zy­
totoxizität

Der Einfluss der Immunzytokine auf die Effektorfunktionen der NK­Zellen wurde zusätzlich
im ADCC­Versuch untersucht. Der Versuch wurde mit zwei Zelllinien durchgeführt, welche
eine hohe (T47D; 1,93*106 ABC) und niedrige (Ovcar­3; 7,68*104 ABC) TA­MUC1 Expres­
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sion zeigen. Der Versuch wurde mit den T47D Zellen fünfmal und mit den Ovcar­3 Zellen
dreimal mit jeweils unterschiedlichen Spendern durchgeführt. Exemplarisch wird lediglich ei­
ne Abbildung aus den durchgeführten Versuchen gezeigt. In Abbildung 22 ist das Ergebnis
des ADCC­Versuchs mit den T47D als Zielzelllinie dargestellt.

Abbildung 22: Europium­ADCC mit PBMCs gegen T47D durch PM­IL­15 Immunzytokine
Europium­ADCC zum Vergleich der unterschiedlichen Immunzytokine gegen T47D, E:T Verhältnis von 80:1, In­
kubationszeit: 5h, Startkonzentration 114nM (Immunzytokine) und 201nM (PankoMab­GEX®) 1:3 Verdünnung,
dargestellt sind die Mittelwerte (n=3) der berechneten spezifischen Lyse + SEM eines Spenders

Die Zielzelllyse der T47D Zelllinie ist bei allen verwendeten PM­IL­15 Immunzytokinen kon­
zentrationsabhängig. Im Vergleich aller PM­IL­15 Konstrukte zeigt das PM­IL­15sushi Im­
munzytokin schon in sehr geringen Konzentrationen von 0,002nM eine potente Induktion
der Zielzelllyse durch die NK­Zellen. Weniger potent im Vergleich zu dem PM­IL­15sushi Im­
munzytokin ist das PM­IL­15wt Konstrukt, bei dem ab einer Konzentration von 0,22nM eine
Zielzelllyse zu detektieren war. Wie zu erwarten war, ist das PM­IL­15mut Immunzytokin im
Vergleich zu den anderen PM­IL­15 Immunzytokinen das Konstrukt mit der geringsten In­
duktion der Zielzelllyse durch die NK­Zellen. Einen Einfluss auf die Zielzelllyse zeigt sich bei
diesem Konstrukt ab einer Konzentration von 0,83nM. Diese unterschiedliche Potenzen der
PM­IL­15 Immunzytokine werden auch anhand der berechneten mittleren effektiven Konzen­
trationen (EC50) ersichtlich, welche für das PM­IL­15sushi Konstrukt 0,006nM, PM­IL­15wt
0,617nM und PM­IL­15mut 3,196nM betragen. Damit liegen die EC50 Werte der Immun­
zytokine alle deutlich unter dem EC50 des PankoMab­GEX® von 6nM. Obwohl die Fcko­
Konstrukte keine Bindung an den FcγRIII der NK­Zellen vermitteln, induzieren sie eine Lyse
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der T47D Zellen. Im Vergleich zu den Konstrukten mit funktionellem Fc­Teil führt die Inkuba­
tion mit den Fcko­Konstrukten jedoch zu einer geringeren Zytotoxizität, was sich anhand der
EC50 Werte von 0,032nM (PM­IL­15sushi­Fcko), 3,311nM (PM­IL­15wt­Fcko) und 64,880nM
(PM­IL­15mut­Fcko) widerspiegelt. Die folgende Abbildung 23 zeigt den ADCC­Versuch mit
den Ovcar­3 als Zielzelllinie.

Abbildung 23: Europium­ADCC mit PBMCs gegen Ovcar­3 durch PM­IL­15 Immunzytokine
Europium­ADCC zum Vergleich der unterschiedlichen Immunzytokine gegen eine schwach TA­MUC1 exprimie­
rende Zielzelle mit einem verwendeten E:T Verhältnis von 80:1, Inkubationszeit: 5h, Startkonzentration 114nM
(Immunzytokine) und 201nM (PankoMab­GEX®) 1:3 Verdünnung, dargestellt sind die Mittelwerte (n=3) der
berechneten spezifischen Lyse + SEM eines Spenders

Auch bei der Verwendung der gering TA­MUC1 exprimierenden Zelllinie Ovcar­3 können mit
den Immunzytokinen Zelllysen induziert werden, während PankoMab­GEX® keine Zelllyse
induziert. Die EC50 beträgt für PM­IL­15sushi 0,081nM, PM­IL­15wt 1,021nM und PM­IL­
15mut 6,671nM. Beim Vergleich zu dem Versuch mit den T47D als Zielzellen verschiebt sich
die EC50 hinzu höheren Konzentrationen. Des Weiteren sind die Maximallysen bei der Ver­
wendung der Ovcar­3 Zellen geringer. Das PM­IL­15sushi Konstrukt induziert bei der Ver­
wendung einer niedrig TA­MUC1 exprimierenden Zelllinie, wie bereits in dem Versuch mit der
TA­MUC1 hochexprimierenden T47D Zelllinie gezeigt wurde, am potentesten die Zielzelllyse
durch die NK­Zellen gefolgt von dem PM­IL­15wt sowie dem PM­IL­15mut Konstrukt. Bei der
Betrachtung der Fcko­Konstrukte zeigt sich ein vergleichbares Ergebnis zu dem Versuch mit
den T47D als Zielzelllinie. Die berechneten EC50 der Fcko­Konstrukte betragen 0,100nM für
PM­IL­15sushi­Fcko, 16,750nM PM­IL­15wt­Fcko und 22,640nM für PM­IL­15mut­Fcko. Dem­
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zufolge sind die Fcko­Konstrukte weniger potent im Vergleich zu den jeweiligen Konstrukten
mit funktionellem Fc­Teil.

30.6.2 Einfluss der Antigenbindung auf die antikörperabhängige zellvermittelte Zyto­
toxizität

Um den Einfluss der Antigenbindung im ADCC zu untersuchen, wurden die antigenunspezi­
fischen MOPC­IL­15 mit den PM­IL­15 Konstrukte verglichen. Im Vergleich der PM­IL­15 und
MOPC­IL­15 Antikörper kann überprüft werden, wie wichtig die Antigenbindung an TA­MUC1
für die Aktivierung der Zytotoxizität der NK­Zellen gegenüber der Tumorzellen ist. Insgesamt
wurde dieser Versuch dreimal mit verschiedenen Spendern durchgeführt. In Abbildung 24 ist
das Ergebnis der Analyse eines Spenders dargestellt.

Abbildung 24: Europium­ADCCmit PBMCs gegen Ovcar­3 durch PM­IL­15 und MOPC­IL­15
Immunzytokine
Europium­ADCC zur Ermittlung der Antigenabhängigkeit der Immunztokine gegen Ovcar­3, E:T Verhältnis von
80:1, Inkubationszeit: 5h, Startkonzentration 114nM (Immunzytokine) und 201nM (PankoMab­GEX®) 1:3 Ver­
dünnung, dargestellt sind (A) die PM­IL­15 und MOPC­IL­15 mit funktionellem Fc­Teil und (B) Fcko­Varianten
der PM­IL­15 und MOPC­IL­15 Immunzytokine, Mittelwerte (n=3) der berechneten spezifischen Lyse + SEM
eines Spenders

Der Einfluss der Antigenbindung auf die Zytotoxizität der NK­Zellen wird anhand der höheren
maximalen Zielzelllysen bei Verwendung der PM­IL­15 Konstrukte mit funktionellem Fc­Teil
von bis zu 66% Lyse im Vergleich zu einer Maximallyse von 30% (MOPC­IL­15sushi) deut­
lich. Die MOPC­IL­15 Konstrukte induzieren lediglich natürliche Zytotoxizität der NK­Zellen
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gegenüber den Zielzellen, während auf Grund der Antigenbindung der PM­IL­15 Konstrukte
zusätzlich ADCC vermittelt werden kann. Die unterschiedlichen Potenzen der IL­15wt und IL­
15sushi Konstrukte ist dabei sowohl bei den MOPC­IL­15 als auch den PM­IL­15 Konstrukten
zu erkennen. Immunzytokine mit der IL­15sushi Variante zeigen schon in sehr geringen Kon­
zentration von 0,017nMMOPC­IL­15sushi bzw. PM­IL­15sushi eine Zielzelllyse. Im Vergleich
dazu werden durch die IL­15wt Immunzytokine höhere Konzentrationen von 0,216nMMOPC­
IL­15wt bzw. PM­IL­15wt für vergleichbare Zielzelllysen benötigt. Ein Einfluss des Fc­Teils ist
sowohl bei den PM­IL­15 als auch MOPC­IL­15 Konstrukten zu erkennen. Die Effektorfunk­
tion der NK­Zellen wird durch den funktionellen Fc­Teil zusätzlich gesteigert. Die Antigenbin­
dung der PM­IL­15 Antikörper ist entscheidend für die Zielzelllyse im ADCC­Versuch bei der
Verwendung von Konstrukten mit funktionellem Fc­Teil.

30.6.3 Betrachtung der Effektorfunktion im Langzeit­Zytotoxizitäts­Versuch

Des Weiteren erfolgte die Analyse der Effektorfunktion der Immunzellen mit einem Langzeit­
Zytotoxizitäts­Versuch. Im Vergleich zum Europium­ADCC Ansatz werden dabei nicht die
Zielzellen beladen, sondern es wird die freigesetzte Lactatdehydrogenase (LDH) im Über­
stand gemessen. LDH wird von allen apoptotischen Zellen sekretiert. Durch die Messung
des freigesetzten LDH ist es möglich die Zytotoxizität über 24h zu betrachten. Der Versuchs­
ansatz wurde mit fünf Zelllinien und sechs unterschiedlichen PBMC­Spendern durchgeführt.
Exemplarisch wird nur ein Versuch mit MCF­7 Zielzellen (8,41*104 ABC) in der Abbildung 25
dargestellt.
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Abbildung 25: Langzeit­Zytotoxizitäts­Versuch mit PBMCs gegen MCF­7 durch PM­IL­15 Im­
munzytokine
Langzeit­Zytotoxizitäts­Versuch zur Ermittlung der Effektorfunktion von Immunzellen über einen Zeitraum von
24h, verwendetes E:T Verhältnis von 10:1, Inkubationszeit: 24h, Startkonzentration 114nM (Immunzytokine) 1:3
Verdünnung, PankoMab­GEX® Konzentration 201nM , dargestellt sind die Mittelwerte (n=3) der berechneten
spezifischen Lyse + SEM eines Spenders

Auf Grund des geringen E:T Verhältnis von 10:1 wird bei der Verwendung des PankoMab­
GEX® Antikörpers keine Zytotoxizität vermittelt. Im LDH­Zytotoxizitäts­Versuch wird der Ein­
fluss des funktionellen Fc­Teils auf die Effektorfunktion der Immunzellen bei Verwendung der
PM­IL­15 Konstrukte erneut herausgestellt. Während die NK­Zellen mit den Fcko­Varianten
keinen ADCC vermitteln, sondern durch die gesteigerte natürliche Zellzytotoxizität bis zu 44%
(PM­IL­15sushi­ Fcko, PM­IL­15wt­ Fcko) der Zielzellen in Apoptose bringen, werden bei der
Verwendung der PM­IL­15 Konstrukte mit funktionellem Fc­Teil Zielzelllysen von bis zu 80%
induziert (PM­IL­15sushi). Das bedeutet, dass sich die Maximallyse auch in diesem Expe­
riment aus der natürlichen Zytotoxizität und der antikörperabhängigen zellvermittelten Zyto­
toxizität zusammensetzt. Dies zeigt den wichtigen Effekt, dass die PM­IL­15 Immunzytoki­
ne zu einer deutlichen Verbesserung des ADCC­Effektes im Vergleich zu PankoMab­GEX®
führen, welcher in diesem Versuchsansatz keine Zielzelllyse vermittelt. In diesem Langzeit­
Zytotoxizitäts­Versuch wird zudem bestätigt, dass das PM­IL­15sushi Konstrukt im Vergleich
zu den PM­IL­15wt und PM­IL­15mut Konstrukten am stärksten Zielzelllyse induziert.

30.7 Proliferation der unterschiedlichen Immunzellpopulationen

Die Untersuchung der Proliferation der einzelnen Immunzellpopulation erfolgte durch das
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Markieren der Zellen mit CellTrace™ Violet (CTV). Die Detektion des CTV erfolgt mittels
Durchflusszytometrie. Das CTV lagert sich in dem Zellplasma der Zelle an und wird bei der
Zellteilung auf die zwei Tochterzellen aufgeteilt, weshalb in der Durchflusszytometrie ein ge­
ringeres CTV Signal bei geteilten Zellen gemessen wird. Die Ergebnisse der Proliferation
der verschiedenen Immunzellen nach der Stimulation mit den Immunzytokinen wird in der
Abbildung 26 gezeigt.

Abbildung 26: Proliferation von NK­, NKT­, CD4+ und CD8+ T­Zellen nach Stimulation mit
PM­IL­15wt/sushi bzw. PM­IL­15wt/sushi­Fcko
Stimulation der PBMCs mit PM­IL­15wt/sushi bzw. PM­IL­15wt/sushi­Fcko über 5 Tage, Startkonzentration
114nM 1:3 Verdünnung, Konzentration PankoMab­GEX® 201nM, Proliferation von (A) NK­, (B) NKT­, (C) CD4+

und (D) CD8+ T­Zellen aus PBMCs, dargestellt sind Einzelmessungen

Die Immunzellen proliferieren in Abhängigkeit der PM­IL­15 Immunzytokine. Dabei proliferie­
ren die NK­ und NKT­Zellen stärker als die CD4+ und CD8+ T­Zellen. Wie schon in der Aktivie­
rung gezeigt wurde, ist der Einfluss des Fc­Teil lediglich bei den NK­Zellen festzustellen. Die
Proliferationsinduktion ist bei den NK­Zellen bei Verwendung des PM­IL­15sushi Konstrukts
potenter als PM­IL­15sushi­Fcko bzw. ist PM­IL­15wt potenter als PM­IL­15wt­Fcko. Wird die
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Proliferation der NKT­, CD4+ und CD8+ T­Zellen betrachtet, sind das PM­IL­15sushi bzw.
PM­IL­15sushi­Fcko Konstrukt potenter als das PM­IL­15wt bzw. PM­IL­15wt­Fcko Konstrukt.

30.8 Einfluss der Antikörper auf die Immunzellpopulationen

Auf Grund der IL­15 Rezeptorexpression der B­, NK­, T­Zellen und Monozyten wäre es denk­
bar, dass durch die Konstrukte mit funktionellem Fc­Teil die NK­Zellen die körpereigenen IL­
15 Rezeptor­exprimierenden Zellen angreifen. Dazu wurden PBMCs mit den jeweiligen PM­
IL­15 Konstrukten über einen Zeitraum von 24h, 48h und 72h inkubiert und anschließend die
Immunzellpopulationen mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die Ergebnisse dieser Ana­
lyse sind in der Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27: Immunzellpopulationen nach Stimulation mit PM­IL­15wt/sushi bzw. PM­IL­
15wt­Fcko/sushi­Fcko
Stimulation der PBMCs mit PM­IL­15wt/sushi bzw. PM­IL­15wt/sushi­Fcko über 24h, 48h und 72h, Konzentrati­
on 114nM, Anzahl an Zellen der jeweiligen Immunzellpopulationen nach (A) 24h, (B) 48h und (C) 72h, dargestellt
sind Mittelwerte (n=2) + SEM
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Nach 48h Inkubation der Immunzellen mit den jeweiligen PM­IL­15 Immunzytokinen ist ein
geringer Rückgang der Anzahl der Zellen bei Betrachtung der NK­, NKT­ und CD8+ T­Zellen
zu erkennen. Bei den CD4+ T­Zellen ist dagegen eine Zunahme zu beobachten. Da keine der
betrachteten Immunzellpopulationen verschwindet, ist nicht von einem durch die Immunzy­
tokine induzierten ADCC gegen die körpereigenen Immunzellen auszugehen.
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31 In vivo Untersuchungen

31.1 Ermittlung der Serumhalbwertszeit in C57BL/6 Mäusen

Zur Untersuchung der Serumhalbwertszeit von PM­IL­15wt­Fcko und PM­IL­15sushi­Fcko wur­
de eine Pharmakokinetikanalyse durchgeführt. Dabei sollte untersucht werden, ob die höhere
Affinität des PM­IL­15sushi­Fcko zum IL­15Rβ/γ einen Einfluss auf die Halbwertszeit im Ver­
gleich zu demweniger affinen PM­IL­15wt­Fcko hat. Dafür wurden die Konstrukte mit 250pmol
i.v. in jeweils drei C57BL/6 Mäuse injiziert. Es wurden 5min, 1h, 6h, 1d, 2d, 3d, 4d, 5d und 8d
nach der Injektion Serumproben entnommen und die Konzentrationen von PM­IL­15wt­Fcko
und PM­IL­15sushi­Fcko mittels ELISA bestimmt. In Abbildung 28 sind die Absolutwerte der
Serumtiter sowie die Serumhalbwertzeiten der einzelnen Tiere dargestellt.
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Abbildung 28: Absolutwerte der Serumtiter und die berechneten Serumhalbwertszeiten von
PM­IL­15wt­Fcko und PM­IL­15sushi­Fcko
Die Antikörpertiter wurden mittels ELISA ermittelt, dargestellt sind (A) Messwerte der Serumtiter und (B) die
berechneten Serumhalbwertszeiten der Immunzytokine

Aus der Gruppe der mit PM­IL­15sushi­Fcko behandelten Tiere verstarb ein Tier bereits an
Tag 5 nach der Injektion. Es war jedoch trotzdem möglich, die Serumhalbwertszeit für das
PM­IL­15sushi­Fcko Konstrukt zu berechnen, da in den zwei Tieren dieser Gruppe ab Tag
5 kein Titer im Serum mehr gemessen werden konnte und für die Berechnung der Halb­
wertszeit die Messzeitpunkte 5min­4d ausreichend waren. Über die gemessenen Titer kön­
nen Rückschlüsse auf die Serumhalbwertszeit getroffen werden. Die Serumhalbwertszeit der
zwei verwendeten Konstrukte unterscheidet sich sehr stark, wobei die drei Tiere pro Gruppe
untereinander sehr gut vergleichbar sind. Während das PM­IL­15sushi­Fcko Konstrukt bereits
nach 14h seine Halbwertszeit im Serum erreicht hat und 96h nach der Injektion nicht mehr
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im Serum nachgewiesen werden konnte, konnte PM­IL­15wt­Fcko mit einer Halbwertszeit von
71,5h sogar nach 8 Tagen noch im Serum nachgewiesen werden.
In dieser PK­Studie wurden zudem die CD4+ und CD8+ T­Zellpopulationen vor und nach der
Injektion in der Durchflusszytometrie analysiert. Da in der Gruppe, der mit PM­IL­15sushi­
Fcko behandelten Tiere, ein Tier bereits an Tag 5 verstarb, fehlt für dieses Tier der Wert an
Messtag 8 in der Betrachtung der Zellpopulationen. Die Ergebnisse sind in der folgenden
Abbildung 29 zu sehen.

Abbildung 29: Verteilung der CD4+ und CD8+ T­Zellpopulationen vor und 8 Tage nach der
Injektion
Dargestellt sind die Anteile an CD4+ und CD8+ T­Zellen berechnet auf die gesamte gemessene Anzahl an
lebenden Zellen (A) vor der Injektion und (B) 8 Tage nach der Injektion

Vor der Behandlung der Tiere ist der Anteil von CD4+/CD8+ T­Zellen in allen Tieren vergleich­
bar. 8 Tage nach der Injektion zeigt sich, dass der Anteil an CD4+ T­Zellen in den mit PM­IL­
15sushi­Fcko behandelten Tieren abnimmt und demzufolge der Anteil an CD8+ T­Zellen stark
zunimmt, sodass sich das Verhältnis von CD4+: CD8+ T­Zellen von 50 : 50 vor der Injekti­
on hinzu 3 : 97 entwickelt. Bei den mit PM­IL­15wt­Fcko behandelten Tieren verändert sich
ebenfalls das CD4+: CD8+ Verhältnis hinzu 40 : 60. Die Stimulation der Immunzellen in vivo
resultiert demzufolge in einer starken Aktivierung und Proliferation der CD8+ T­Zellen in der
Zirkulation.

31.2 Wirksamkeitsstudie

Um ein erstes Ergebnis bezüglich der Verträglichkeit und Wirksamkeit der Immuzytokine in
vivo zu erhalten, wurden zwei Gruppen á 3 Tiere/Gruppe mit jeweils 1mg/kg bzw. 0,2mg/kg
PM­IL­15sushi­Fcko behandelt. Die Konzentrationen wurden anhand der in vitro Ergebnisse
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ausgewählt. Da die Wirksamkeit und Verträglichkeit des Ursprungsantikörpers Pankomab in
umfangreichen präklinischen und klinischen Studien untersucht wurde, wurde bewusst auf
das Konstrukt mit funktionellem Fc­Teil verzichtet, da zuerst die Wirkung des IL­15sushi im
Tumor untersucht werden sollte. Der zusätzliche Einfluss des Fc­Teils sollte in dieser Stu­
die noch nicht betrachtet werden. Eine Tumorreduktion auf Grundlage eines ADCC­Effektes
kann mit dieser Studie demnach nicht erwartet werden. Vielmehr dient dieser Versuch der
Untersuchung der Immunzellen im Tumor. Das Ziel der Immunzytokine soll die Anreicherung
von IL­15 auf Grund der Tumorspezifität des Pankomab im Tumor sein, die wiederrum zu
einer Aktivierung und Proliferation der Immunzellen vor Ort führen soll. Auf Grund der che­
motaktischen Wirkung von IL­15 ist zudem mit einer Migration von Immunzellen zum Tumor
zu rechnen. Als Vergleichsgruppe diente eine mit PBS behandelte Gruppe. Da die Gruppe,
welche mit 1mg/kg PM­IL­15sushi­Fcko behandelt wurde, die zweite Injektion nicht vertragen
hatte, konnten ausschließlich die Ergebnisse der unbehandelten Gruppe mit der 0,2mg/kg
PM­IL­15sushi­Fcko behandelten Gruppe verglichen werden. Als Ergebnis wurde der Tumor
am Ende der Studie an Tag 21 in der Durchflusszytometrie analysiert. Die Abbildung 30 zeigt
die Ergebnisse dieser Analyse.

Abbildung 30: Anteil der unterschiedlichen Zellpopulationen im Tumor der behandelten und
unbehandelten Tiere
Analyse der Zellen im Tumor mittels Durchflusszytometrie an Tag 21

Anhand des Tumorwachstums sind zunächst keine Unterschiede zwischen der behandelten
und unbehandelten Gruppe auszumachen (nicht dargestellt). Bei der Betrachtung der Tu­
morzellsuspension mittels Durchflusszytometrie wurde in der behandelten Gruppe ein Anteil
von insgesamt 4% Tumorzellen analysiert. Im Vergleich dazu enthält die Tumorzellsuspen­
sion in der unbehandelten Gruppe einen Anteil von 22% Tumorzellen. Zudem sind in der
behandelten Gruppe mit einem Anteil von 15% CD8+ und 18% CD8­ mehr T­Zellen im Tu­
mor. Zum Vergleich dazu befinden sich im unbehandelten Tumor lediglich jeweils 1% CD8+

bzw. CD8­T­Zellen. Sowohl in der behandelten als auch unbehandelten Gruppe sind eine
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Vielzahl an Leukozyten vorhanden, welche in der Analyse nicht genauer bestimmt werden
konnten.
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Teil V

Diskussion

32 Vergleich proinflammatorischer Zytokine

Die Forschung an Immuntherapeutika für die Krebstherapie hat sich in den letzten 20 Jah­
ren stetig weiterentwickelt. Nach der Entwicklung und Zulassung von klassichen Antikörpern
wie Rituximab schreitet auch die Entwicklung innovativer Immuntherapeutika ständig voran,
um die Tumortherapie zu optimieren. Vor allem Checkpoint­Inhibitoren erlangen seit einigen
Jahren Zulassungen zur Behandlung verschiedenster Indikationen, wie zum Beispiel bei me­
tastasierenden Melanomen oder Urothelialkarzinomen. Doch in den letzten Phase III Studien
zeigte sich, dass auch die vielversprechende Wirkung von Checkpoint­Inhibitoren limitiert ist.
Für Tecentriq wurde in der IMblaze370 Studie in Kombination mit Cobimetinib bei Patienten
mit kolorektalem Karzinom der Endpunkt des progressionsfreien Überlebens nicht erreicht
(NCT02788279). Tecentriq scheiterte ebenfalls in der IMvigor211 Studie bei Patienten mit
Blasenkrebs (NCT02302807). Auch die Kombitherapie aus Keytruda und dem IDO1­Inhibitor
Epacadostat bei Patientenmit metastasierendemMelanomwurde gestoppt, da der erste Mei­
lenstein der Studie nicht erreicht wurde (Keynote­252/ ECHO­301 Studie, NCT02752074).
Deshalb geraten neben den Checkpoint­Antikörpern vor allem auch Immunzytokine in den
Fokus der Forschung, da sie zum einen eine gute Kombination zur Therapie mit Checkpoint­
Inhibitoren darstellen und zum anderen auch als Monotherapie aussichtsreiche Ergebnisse
erzielen. Die hoch potenten Zytokine wie zum Beispiel IL­2 haben den Nachteil, dass sie für
die Monotherapie auf Grund von starken Toxizitäten dosislimitierend sind [28]. Die Adminis­
tration von geringen Dosen sowie die kurze Halbwertszeit der Zytokine ist demzufolge nicht
ausreichend, um einen Therapieeffekt zu erzielen [38]. Antigenspezifische Immunzytokine
haben den Vorteil die Immunzellen in der Tumormikroumgebung gezielt zu aktivieren und das
immunsuppressive Milieu, welches durch den Tumor gebildet wird, aufzuheben [100]. Dies
führt zu einer Aktivierung der Immunzellen, welche proliferieren und weitere proinflammato­
rische Zytokine ausstoßen können, wodurch die Tumorabwehr gesteigert werden kann. Für
die Therapie von soliden Tumoren ist aktuell Cergutuzumab Amunaleukin (CEA­IL2v) von
Roche in der Entwicklung. Die bei Cergutuzumab Amunaleukin verwendete IL­2 Variante bin­
det nicht an CD25, weshalb es keine CD4+ sondern ausschließlich zytotoxische CD8+ und
NK­Zellen aktiviert [100]. In vivo konnte gezeigt werden, dass diese exklusive Aktivierung zu
einer Verschiebung des CD4+/CD8+ Verhältnisses und einer Expansion der NK­ und CD8+

T­Zellen führt. Zudem konnte die Halbwertszeit des IL­2 deutlich verlängert werden [100].
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Ein weiteres Immunzytokin, welches von Altor Bioscience entwickelt wird und CD20 bindet,
konnte bisher in in vitro Versuchen im Vergleich zu Rituximab eine deutlich gesteigerte Zyto­
toxizität gegenüber Tumorzellen induzieren. Das Konstrukt basiert auf ALT­803, einem IL­15
Superagonist, welcher die IL­15Rα sushi­Domäne enthält [93]. Die in vivo Studien von ALT­
803 in Xenograft Mäusen und Makaken zeigten ebenfalls eine stärkere Tumorreduktion im
Vergleich zu Rituximab [93]. Auf Grund dieser vielversprechenden Untersuchungen ist die
Entwicklung weiterer antigentargetierenden Immunzytokine für die Tumortherapie von gro­
ßem Interesse. Deshalb wurden in dieser Arbeit Immunzytokine generiert, welche auf dem
von der Firma Glycotope entwickelten PankoMab­GEX® basieren. Dieser Antikörper bindet
das Kohlenhydrat­Protein­Epitop TA­MUC1, welches nahezu ausschließlich auf Tumoren ex­
primiert wird. TA­MUC1wird dabei auf vielen soliden Tumoren, wieMagen­, Gallenblase­ oder
Nierenkrebs, exprimiert [115]. Deshalb bietet die spezifische Tumorbindung des PankoMab­
GEX® eine gute Voraussetzung für die Entwicklung eines Immunzytokins.
Die Entwicklung eines Immunzytokins basierend auf PankoMab­GEX® umfasste ein Scree­
ning verschiedener Zytokine, aus denen das Vielversprechenste ausgewählt werden sollte.
Die Auswahl eines Zytokins, welches für die Entwicklung eines Immunzytokins am geeig­
netsten ist, basierte auf den Ergebnissen der Voruntersuchungen, in denen insgesamt sechs
Interleukine miteinander verglichen wurden. IL­2, IL­12, IL­15, IL­18, IL­21 und IL­27 sind als
proinflammatorische Interleukine beschrieben und wurden aus diesemGrund für die Entwick­
lung eines Immunzytokins ausgewählt. Die Voruntersuchungen beinhalteten die Betrachtung
des Einflusses der Interleukine auf die natürliche Zytotoxizität der NK­Zellen, der Granzym
B Sekretion sowie der Aktivierung von NK­ und T­Zellen und der Proliferation von NK­Zellen
nach der Interleukinstimulation.
Die Stimulation mit IL­18 bzw. IL­27 zeigte keine Aktivierung der Immunzellen (Tabelle 10).
Da laut Literatur die Stimulation mit IL­18 bzw. IL­27 zu einer gesteigerten IFN­γ Sekretion
führen soll [81, 89], wurde erwartet, dass ein Einfluss auf die Aktivierung der Immunzellen zu
erkennen ist. In dieser Arbeit wurden bei der Verwendung von 50ng/ml IL­27 keine Stimulation
der Immunzellen erreicht. Ziblat et al. konnte dahingegen eine gesteigerte Aktivierung, Proli­
feration und Zytotoxizität von NK­Zellen nach der Stimulation mit 10ng/ml IL­27 beobachten.
Dabei verwendete die Gruppe um Ziblat et al. als zusätzliche Stimulation 1ng/ml IL­15. Da
IL­15 schon in geringen Konzentrationen sehr potent aktivierend auf NK­Zellen wirkt, kann
die Kombination aus IL­15 und IL­27 zu der gesteigerten Aktivierung geführt haben. Ziblat
et al. zeigte zudem, dass eine zu IL­15 und IL­27 zusätzliche Stimulation mit IL­18 die IFN­γ
Sekretion erhöht [89]. In dieser Arbeit wurde IL­18 als alleiniger Stimulus betrachtet und es
konnte lediglich eine gesteigerte natürliche Zytotoxizität beobachtet werden. Kawashima et
al. konnte in vitro nach 7d Stimulation von PBMCs mit 50ng/ml IL­18 keinen Effekt auf die

84



IFN­γ Sekretion feststellen. Erst nach Ko­Stimulation mit 1ng/ml IL­12 wurden hohe IFN­γ­
Titer im Überstand gemessen [126]. Auf Grund dieser Ergebnisse ist anzunehmen, dass nach
IL­18 Stimulation in vitro ohne Ko­Stimulation keine Aktivierung bei aufgereinigten PBMCs zu
erkennen ist. Da kein Immunzytokin mit zwei unterschiedlichen Zytokinen generiert werden
sollte und IL­27 und IL­18 keinerlei Aktivierung bzw. Proliferation von Immunzellen induzierte,
wurden diese Zytokine in dieser Arbeit nicht weiter betrachtet.
Eine erhöhte Expression der Aktivierungsmarker CD25 bzw. CD69 konnte durch die Stimu­
lation mit IL­12 (CD25 und CD69) und IL­21 (CD69) auf NK­Zellen beobachtet werden (Ab­
bildung 6). Auf die Expression von CD25 und CD69 von CD4+ und CD8+ T­Zellen konnte
in dieser Arbeit ein geringer Einfluss der Stimulation mit IL­12 bzw. IL­21 gezeigt werden
(Abbildung 7 und 8). Für IL­12 und IL­21 ist beschrieben, dass die CD25 bzw. CD69 Expres­
sion vor allem auf NK­Zellen induziert wird, diese jedoch in der Kombination mit IL­2 (IL­21)
bzw. IL­15 (IL­12) verstärkt wird [127, 128]. Dies entspricht den in dieser Arbeit beobachte­
ten Ergebnissen und bestätigt, dass die Aktivierung von IL­12 und IL­21 auf T­Zellen durch
weitere Analysen zu untersuchen sind. CD25 und CD69 eignen sich nicht für die Analyse
der T­Zellaktivierung nach IL­12 bzw. IL­21 Stimulation. Bei der Betrachtung der Zytotoxizität
und Proliferation von NK­Zellen konnte in dieser Arbeit ein Einfluss durch die Stimulation mit
IL­21 gezeigt werden (Abbildung 10 und 11). IL­21 wird als proliferationsinduzierend auf NK­,
T­ und B­Zellen beschrieben [87]. Des Weiteren steigert IL­21 in NK­ und CD8+ T­Zellen die
Zytotoxizität [129]. Somit konnten die in der Literatur beschriebenen Angaben für IL­21 in die­
ser Arbeit bestätigt werden. Auch die Granzym B Produktion nach IL­21 Stimulation konnte in
dieser Arbeit nachgewiesen werden (Abbildung 9) und entspricht den Angaben der Literatur
[130]. Bei der Betrachtung des Einflusses auf die natürliche Zytotoxizität konnte die Stimu­
lation mit IL­12 eine erhöhte Zielzelllyse induzieren. Auch die Proliferation von NK­Zellen
wurde durch IL­12 gesteigert. Dies entspricht den in der Literatur beschriebenen Angaben,
dass Aktivierung, Proliferation und Effektorfunktion von NK­Zellen durch IL­12 vermittelt wird
[131, 132]. Die Granzym B Sekretion wurde durch die Stimulation mit IL­12 nicht beeinflusst.
Laut Literatur sollte IL­12 jedoch die Granzym B Produktion steigern [133]. Argentati et al.
zeigte bereits mit ex vivo aufgereinigten murinen Immunzellen, dass eine Stimulation von
IL­12 zu einer Aktivierung der Granzym B Produktion führt. Dabei wurde die Granzym B Ex­
pression mittels RT­PCR analysiert [133]. Die Gruppe um Chowdhury et al. konnte zudem in
humanen CD8+ isolierten T­Zellen nach IL­12 Stimulation durch intrazelluläre Färbung mit­
tels der Durchflusszytometrie einen Anstieg von Granzym B beobachten. Bei Argentati et al.
und Chowdhury et al. erfolgte die Messung der Granzym B Produktion in der Zelle, während
in dieser Arbeit die Sekretion von Granzym B durch die Analyse des Überstandes erfolgte.
Demzufolge ist es möglich, dass die Granzym B Produktion in der Zelle nach IL­12 Stimu­
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lation ansteigt, dieses jedoch nicht sekretiert wird und somit nicht im Überstand analysiert
werden kann. Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Stimulation mit IL­12 bzw. IL­21
zu einer Aktivierung der Immunzellen führt. Diese ist dabei jedoch nicht so potent wie die
Stimulation mit IL­2 oder IL­15 (Tabelle 10).
Nach der Stimulation der PBMCs mit IL­2 bzw. IL­15 konnte eine starke Hochregulation von
CD25 und CD69 auf allen Immunzellpopulation beobachtet werden (Abbildung 6, 7 und 8).
Dabei wurde die CD25 und CD96 Expression nach IL­15 Stimulation deutlich stärker induziert
als durch IL­2 Stimulation. Vor allem auf NK­ und CD8+ T­Zellen wurden durch die Stimulati­
on mit IL­15 CD25 und CD69 stark hochreguliert. Interessanterweise ist die Bindungsaffinität
von IL­2 und IL­15 an die IL­2/IL­15Rβ/γ Untereinheit gleich [39]. Diese ist für die Signalwei­
terleitung entscheidend. Trotzdem wurde durch die Stimulation der PBMCs durch IL­15 eine
stärkere Lyse der Jurkatzellen induziert, was auf eine höhere Potenz des IL­15 im Vergleich
zum IL­2 schließen lässt. Diese Annahme stützen auch die Ergebnisse der Untersuchung der
Granzym B Sekretion sowie der Proliferation der NK­Zellen nach der Stimulation mit IL­2 bzw.
IL­15 (Tabelle 10). Die Wirkung von IL­2 und IL­15 wurde bereits ausgiebig auf NK­Zellen in
der Literatur untersucht [39]. Dabei beobachtete Pillet et al., dass inaktive NK­Zellen die IL­
15Rα Untereinheit gering und die IL­2/IL­15Rβ Untereinheit CD122 sehr hoch exprimieren.
In inaktivem Zustand werden die IL­2Rα sowie die IL­2/IL­15Rγ Untereinheit nicht exprimiert
[134]. Durch die Stimulation von IL­15 bzw. IL­2 wird die IL­2/IL­15Rγ Untereinheit innerhalb
von 12h hochreguliert. Die IL­15Rα erreicht sein maximales Expressionslevel 16­20h nach
IL­15 Stimulation. Währendessen wird die IL­2Rα Untereinheit CD25 nach IL­2 Stimulation
gering exprimiert und nur sehr langsam hochreguliert, sodass erst nach 48h die maximale
Expression erreicht ist. Das heißt zusammengefasst, dass für IL­15 die Anzahl an hochaffi­
nen Bindungsstellen einen Tag nach der Stimulation mit IL­15 mehr als zweifach höher ist als
die Bindungsstellen für IL­2 nach IL­2 Stimulation [134]. Dies resultiert in einer effizienteren
Signalweiterleitung sowie Aktivierung der Zellen durch die Stimulation mit IL­15. In allen in
dieser Arbeit durchgeführten Versuchen konnte eine deutlich höhere Potenz nach der Sti­
mulation mit IL­15 im Vergleich zur Stimulation mit IL­2 gezeigt werden. Ein entscheidender
Grund für die Wahl von IL­15 für die Entwicklung eines Immunzytokins ist die Wirkung von
IL­2 auf regulatorische T­Zellen. Da es zum einen besonders aktivierend auf CD4+ T­Zellen
wirkt, zum anderen aber auch AICD vermittelt, ist IL­2 ein kontroverses Zytokin [135]. Die
Aktivierung regulatorischer T­Zellen wird in der Tumortherapie vermieden, da diese immun­
suppressiv auf weitere Immunzellen wirken können [136]. Auf Grund der Vorversuche wurde
IL­15 für die Entwicklung eines Immunzytokins basierend auf dem PankoMab­GEX® ausge­
wählt.

86



33 Vergleich der PM­IL­15 Immunzytokine in vitro

33.1 Unterschiede der verschiedenen IL­15 Potenzen auf die Immun­
zellen

Bestandteil dieser Arbeit war die Entwicklung, Generierung und Produktion von gegen TA­
MUC1 gerichteten IL­15 Immunzytokinen, welche anschließend in funktionellen Versuchen
verglichen wurden. Dafür wurden insgesamt sechs antigenspezifische Immunzytokine ent­
wickelt. Der Unterschied zwischen diesen sechs Immunzytokinen ist zum einen die IL­15
Potenz und zum anderen die Affinität zum FcγRIIIa. Es wurden insgesamt drei verschiedene
IL­15 Potenzen generiert (IL­15mut, IL­15wt, IL­15sushi), welche jeweils an den PankoMab­
GEX® gekoppelt wurden. Zusätzlich zu den drei daraus entstandenen Immunzytokinen mit
funktionellem Fc­Teil wurden Fcko­Varianten entwickelt, welche keine Bindung an den FcγRI­
IIa mehr zeigen. Dadurch wird kein ADCC, CDC und keine Phagozytose vermittelt. In dieser
Arbeit wurde auf die Untersuchung des CDC verzichtet, da für den PankoMab­GEX® bisher
kein CDC­Effekt gezeigt werden konnte. Da keiner der getesteten therapeutischen Antikörper
der Firma Glycotope CDC vermittelt, wird vermutet, dass die IgG1­Antikörper auf Grund ihrer
Aminosäuresequenz kein CDC vermitteln können. Laut Kellner et al. ist es jedoch möglich
anhand von IgG1­Fc Mutationen die Bindungsaffinität der Antikörper zum C1q zu erhöhen.
Dabei sind folgende Mutationen S267E, H268F, S324T, G236A und I332E für die Steigerung
der Affinität zum C1q bedeutend [137]. Auch die Untersuchung der Phagozytose wurde in
dieser Arbeit nicht betrachtet, sollte aber für die finale Charakterisierung der Immunzytoki­
ne im Anschluss an die Arbeit noch durchgeführt werden. Für die Untersuchung der anti­
genabhängigen Funktion der Immunzytokine wurden MOPC­IL­15 Immunzytokine generiert,
welche keine humanen Antigenstrukturen binden. Die drei Hauptanforderungen an das Im­
munzytokin sind die spezifische Bindung des Tumorantigens TA­MUC1, damit das Immunzy­
tokin im Tumor angereichert werden kann, die Vermittlung von Anti­Tumorzytotoxizität sowie
die Induktion von Aktivierung, Proliferation und Zytokinfreisetzung in NK­, CD4+ und CD8+ T­
Zellen. Des Weiteren soll untersucht werden, ob körpereigene IL­15 Rezeptor­exprimierende
Immunzellen von den NK­Zellen angegriffen werden und ob die Kopplung des Zytokins an
den Antikörper zu einer Halbwertszeitverlängerung des Zytokins führt.
Nach der Generierung, Produktion und Aufreinigung zeigte sich, dass alle PM­IL­15 Immun­
zytokine einen hohen Aggregatgehalt aufweisen. Da Aggregate die Funktionalität der Im­
munzytokine beeinflussen [138], wurden die in dieser Arbeit verwendeten Immunzytokine
soweit aufgereinigt, dass ihr Monomeranteil ca. zwischen 95­100% betrug (Tabelle 5). Diese
Aufreinigung hatte zur Folge, dass die Ausbeute der Immunzytokine am Ende der Aufreini­
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gung sehr gering war. Für bispezifische Antikörper konnte gezeigt werden, dass die Länge
des Linkers entscheidend für die Entstehung von Aggregaten ist [139]. Schanz et al. zeigte
anhand des Beispiels eines bispezifischen CCR5 Antikörpers das längere Linker von 30 Ami­
nosäuren zu einer Reduktion des Aggregatgehalts von 50% auf 6% im Vergleich zu kürzeren
Linkern (20 oder 25 Aminosäuren) führen können [140]. Da die Linker der in dieser Arbeit
verwendeten Immunzytokine eine Länge von 20 Aminosäuren haben, wäre dies ein erster
Ansatz zur Proteinoptimierung. Um die Ausbeute der Produktionszellen zu erhöhen, kann
zum einen die Klonentwicklung optimiert werden beginnend bei der Optimierung des einge­
setzten DNA­Verhältnisses von leichter und schwerer Kette bei der Transfektion, sowie einer
größer angelegten Klonauswahl mit einer erhöhten Anzahl an Klonen. Zum anderen kann
der Produktions­ und Aufreinigungsprozess optimiert werden, indem individuell abgestimmte
Prozessbedingungen, wie zum Beispiel Medien­ oder Pufferoptimierung bestimmt werden.
Die unterschiedlichen Potenzen der PM­IL­15 Immunzytokine konnten in allen durchgeführ­
ten Versuchen herausgestellt werden, wobei Immunzytokine mit IL­15sushi am potentesten
gefolgt von den weniger potenten IL­15wt und den gering potenten IL­15mut Immunzytokinen
waren. Diese Unterschiede resultieren aus den verschiedenen Affinitäten der IL­15 Varianten
zu den jeweiligen IL­15 Rezeptoruntereinheiten. Die in der Arbeit verwendetete Mutation des
IL­15 an der Aminosäurestelle 67 ist dafür beschrieben, dass sowohl die Bindung an den IL­
15Rα als auch die Proliferationsinduktion im Vergleich zur IL­15wt Sequenz inhibiert ist [125].
In dieser Arbeit konnte zusätzlich zu der geringeren Bindung des IL­15mut an den IL­15Rα
noch gezeigt werden, dass IL­15mut in den getesteten Konzentrationen nicht an den IL­15Rβ
bindet (Abbildung 16). Dieser Rezeptor ist zusammen mit dem IL­15Rγ jedoch entscheidend
für die Signalweiterleitung in der Zelle [39]. Im Vergleich dazu wird die Bindung von IL­15 an
die IL­15Rβ/γ Untereinheit erhöht, wenn das IL­15 an die sushi­Domäne des IL­15Rα gekop­
pelt ist [141]. Die höhere Affinität des IL­15sushi an den IL­15Rβ im Vergleich zum IL­15wt
konnte in dieser Arbeit ebenfalls gezeigt werden. Das IL­15sushi bindet dagegen nicht an
den IL­15Rα, da die sushi­Domäne selbst ein Teil des Rezeptors ist.
Die unterschiedlichen Bindungsaffinitäten der Immunzytokine zur IL­15Rβ/γ Untereinheit zeig­
ten sich anhand die Ergebnisse der funktionellen Untersuchungen. Die geringe Potenz des
PM­IL­15mut konnte bei der Untersuchung der Aktivierung, der natürlichen Zytotoxizität so­
wie der antikörperabhängigen zellvermittelten Zytotoxizität beobachtet werden. Bereits bei
der Aktivierung wurde CD25 auf NK­Zellen erst ab einer Konzentrationen von 114nM PM­IL­
15mut hochreguliert (Abbildung 17). Die Hochregulation von CD25 und CD69 auf NK­Zellen
zeigt jedoch, dass IL­15mut die IL­15Rβ/γ Untereinheit binden kann, da ohne diese Bindung
keine Signalweiterleitung in die Zelle stattfinden kann. Aufgrund der niedrigen Affinität des
IL­15mut an die IL­15Rβ/γ Untereinheit sind im Vergleich zu IL­15wt bzw. IL­15sushi höhe­

88



re Konzentrationen von IL­15mut nötig, um eine Aktivierung der Immunzellen zu erreichen.
Im Vergleich zum PankoMab­GEX® konnte im Europium­ADCC mit dem PM­IL­15mut Kon­
strukt eine gesteigerte Zielzelllyse induziert werden, welche jedoch deutlich geringer ausfiel
als mit PM­IL­15wt und PM­IL­15sushi (Abbildung 21). Die unterschiedlichen Potenzen wer­
den anhand der berechneten EC50 Werte von 0,006nM (PM­IL­15sushi), 0,617nM (PM­IL­
15wt) und 3,196nM (PM­IL­15mut) deutlich. Die hohen benötigten Dosen des PM­IL­15mut
Immunzytokins könnten später in der Therapie sowohl ein Vorteil als auch Nachteil darstellen.
Ein Vorteil wäre die vermutlich höhere Anreicherung des Immunzytokins im Tumor. Nachtei­
lig ist dabei jedoch der geringe Einfluss auf die Aktivität der Immunzellen. In dieser Arbeit
wurde mit PM­IL­15mut lediglich eine Aktivierung von NK­Zellen, nicht aber T­Zellen erreicht.
Zudem besteht bei der Gabe hoher Dosen ein größeres Risiko für ungewünschte Injektions­
reaktionen [142]. Ein weiterer Nachteil des PM­IL­15mut Konstrukts ist vor allem die schlech­
te Produktivität und der hohe Aggregatanteil nach der Aufreinigung, weshalb die Ausbeute
nach dem gesamten Aufreinigungsverfahren sehr gering ist (Kapitel 30.1). Auf Grund der
genannten Nachteile wurde PM­IL­15mut als ungeeignet für die weitere Entwicklung eines
Immunzytokins betrachtet.
Die Potenzen der IL­15wt und IL­15sushi Immunzytokine konnten in der Aktivierung, Proli­
feration, natürlichen und antikörperabhängigen zellvermittelten Zytotoxizität und der Zytokin­
freisetzung verglichen werden. Wie erwartet, stellte sich das IL­15sushi in allen Versuchen
als deutlich potenter als das IL­15wt heraus. Dies entspricht den in der Literatur beobachteten
Ergebnissen sowie den in dieser Arbeit analysierten Bindungsaffinitäten zur IL­15Rβ/γ Unter­
einheit [141]. Die Stimulation der PBMCs mit IL­15wt bzw. IL­15sushi führt zu einer starken
Expression der Aktivierungsmarker CD25 bzw. CD69 (Abbildung 18 und 19). Die Hochre­
gulation von CD25 bzw. CD69 ist das Resultat mehrerer Aktivierungsvorgänge in der Zelle,
die allesamt dazu führen, dass die Immunzellen mehr Zytokine ausschütten und die Zyto­
toxizität gesteigert wird [40]. IL­15 wird als GM­CSF, IFN­γ, TNF­α und MIP­1α induzierend
beschrieben [143, 144, 40, 145], weshalb diese Zytokine nach der Stimulation von PBMCs
mit den Immunzytokinen analysiert wurden (Abbildung 20). Als Vergleich wurde bei der Be­
trachtung der Zytokinfreisetzung Muromonab­CD3 (OKT3) mitgeführt, da dieser Antikörper
als TNF­α und IFN­γ induzierend beschrieben ist [146]. OKT3 ist ein muriner monoklona­
ler anti­CD3 Antikörper, der für die Behandlung von Abstoßungsreaktionen nach allogener
Organtransplantation eingesetzt wird [147]. Die höhere Potenz des PM­IL­15sushi im Ver­
gleich zu PM­IL­15wt wird anhand der Ergebnisse der Zytokinfreisetzung deutlich, wobei vor
allem hohe Konzentrationen an IFN­γ nach der Stimulation der PBMCs mit PM­IL­15sushi
sekretiert werden. Bei der Analyse von sechs Spendern werden im Durchschnitt bei einer
Konzentration von 114nM 4.712pg/ml (PM­IL­15wt) und 33.300pg/ml (PM­IL­15sushi) IFN­
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γ sekretiert. Im Vergleich dazu wird mit OKT3 bereits bei einer Konzentration von 0,34nM
11.858pg/ml IFN­γ sekretiert, weshalb OKT3 eine deutlich stärkere IFN­γ Sekretion induziert
als die PM­IL­15 Immunzytokine. Rhode et al. konnte für den Super­IL­15­Agonisten ALT­
803 ebenfalls eine erhöhte IFN­γ Sekretion durch humane Immunzellen zeigen, wobei sie
für löslich hinzugegebenes ALT­803 keinen Einfluss auf die IFN­γ Sekretion zeigen konn­
ten [148]. Lediglich bei vorher immobilisiertem ALT­803 wurden hohe IFN­γ Konzentrationen
von bis zu ca. 7.000pg/ml (0,8nM) gemessen. Somit kann kein direkter Vergleich zwischen
dem ALT­803 und den PM­IL­15 Immunzytokinen angestellt werden. Da IFN­γ als stark pro­
inflammatorisches Zytokin beschrieben ist, welches Proliferation und Aktivierung in Immun­
zellen induziert, ist davon auszugehen, dass die Immunzellen zusätzlich zu dem IL­15 über
das sekretierte IFN­γ stimuliert werden [149]. Auch die GM­CSF Sekretion wurde durch die
Stimulation mit den jeweiligen PM­IL­15 Immunzytokinen gesteigert. GM­CSF wirkt dabei
proinflammatorisch auf T­Zellen und induziert die Differenzierung von Granulozyten und Ma­
krophagen [150, 151]. Die GM­CSF Sekretion ist vor allem bei der höchsten Konzentration
von PM­IL­15sushi (114nM) mit im Durchschnitt 741pg/ml GM­CSF stark erhöht, während
bei der gleichen Konzentration mit PM­IL­15wt lediglich 40pg/ml GM­CSF gemessen wur­
den. Da GM­CSF hauptsächlich von aktivierten T­Zellen produziert wird, wird erneut die stär­
kere Wirkung des PM­IL­15sushi im Vergleich zum PM­IL­15wt auf die Immunzellen deut­
lich herausgestellt. Zudem wird MIP­1α von PM­IL­15 stimulierten PBMCs sekretiert. Die­
ses Chemokin wird hauptsächlich von Makrophagen, Monozyten, NK­ und T­Zellen sekretiert
und induziert Chemotaxis von Monozyten, NK­ und B­Zellen sowie aktivierten CD8+ T­Zellen
[152, 153, 154]. Auch bei der MIP­1α Sekretion ist der potentere Einfluss von PM­IL­15sushi
im Vergleich zu PM­IL­15wt auf die Immunzellen festzustellen, was durch die stärkere Bin­
dung des PM­IL­15sushi an die IL­15Rβ/γ Untereinheit zu erklären ist. Zusätzlich zu MIP­1α
wird nach der Stimulation mit IL­15 TNF­α sekretiert, welches von Monozyten, Makrophagen
und aktivierten T­Zellen produziert wird und unter anderem das Tumorwachstum inhibieren
kann [155, 156]. Im Vergleich zum OKT3 (0,34nM), der bei der Erstinjektion zu einer starken
Entzündungsreaktion in den Patienten geführt hat [146], werden mit PM­IL­15sushi erst bei
der am höchsten getesteten Konzentration von 114nM höhere Konzentrationen von IFN­γ
und TNF­α sekretiert. Bei der Betrachtung der geringsten Konzentration von PM­IL­15sushi
(0,92nM) und PM­IL­15wt (15nM) ist dahingegen keine IFN­γ und TNF­α Sekretion zu be­
obachten, weshalb OKT3 in diesem Versuchsansatz deutlich potenter Zytokinausschüttung
induziert als die PM­IL­15 Immunzytokine. Es sollte bedacht werden, dass in den Patienten
vor allem bis zu 4h nach der Infusion mit OKT3 erhöhte Zytokinkonzentrationen gemessen
wurden [146]. Um einen direkten Vergleich zu OKT3 aufstellen zu können, müsste daher
eine weitere Analyse der Zytokinausschüttung nach kürzerer Inkubationszeit durchgeführt
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werden. Die Gefährdung der Patienten auf Grund von starken Zytokinausschüttungen durch
die PM­IL­15 Immunzytokine in der Zirkulation sollte bei in vivo Versuchen berücksichtigt und
untersucht werden. In dieser Arbeit konnte jedoch vorerst gezeigt werden, dass die Stimula­
tion der Immunzellen mit den jeweiligen Immunzytokinen zu einer Zytokinausschüttung führt,
welche bei vergleichbaren Konzentrationen deutlich geringer ausfiel als bei der Stimulation
mit OKT3. Abschließend ist festzustellen, dass die Stimulation mit PM­IL­15 Immunzytokinen
zur Sekretion weiterer proinflammatorischer Zytokine führt, welche sich allesamt positiv auf
die Immunzellen in der Tumormikroumgebung auswirken können. Durch Sekretion weiterer
Zytokine nach der Stimulation der Immunzellen mit PM­IL­15 können zum Beispiel Granu­
lozyten und Makrophagen stimuliert werden, welche durch eine Stimulation mit IL­15 nicht
direkt aktiviert werden würden. Dies ist eine entscheidende Eigenschaft des Immunzytokins,
da in der Tumormikroumgebung eine weitere Aktivierung von Immunzellen induziert werden
soll. Zudem kann durch die Ausschüttung von TNF­α der Tumor direkt in seinem Wachstum
inhibiert werden.

33.2 Einfluss der Bindung der Immunzytokine an den FcγRIIIa Rezep­
tor auf Immunzellen

Die Untersuchung der Immunzytokine beinhaltete die Bindung an den FcγRIIIa Rezeptor, wel­
cher auf Monozyten, Makrophagen und NK­Zellen exprimiert wird. Über die Bindung kann an­
tikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität durch NK­Zellen bzw. Phagozytose durch Ma­
krophagen sowie komplementvermittelte Zytotoxizität (CDC) induziert werden. Für die Ana­
lyse des Einflusses des funktionellen Fc­Teil der Immunzytokine wurde deshalb zusätzlich
zu den Immunzytokinen mit funktionellem Fc­Teil auch Immunzytokine mit einem Fcko gene­
riert, welche demzufolge kein ADCCmehr vermitteln können. In der Literatur ist beschrieben,
dass das Ausschalten der Fc­Glykosylierung durch dieMutation N297Amöglich ist [157]. Dies
konnte mittels des FcγRIIIa AlphaLISA überprüft werden. Da alle generierten Immunzytoki­
ne dieselbe Fc­Mutation enthalten, wurden PM­IL­15wt und PM­IL­15wt­Fcko exemplarisch
verglichen (Abbildung 15). Dabei zeigte sich zum einen keine Bindung des PM­IL­15wt­Fcko
an den Rezeptor und zum anderen eine höhere Affinität des PM­IL­15wt zum FcγRIIIa im
Vergleich zum PankoMab­GEX® . Leichte Änderungen der Fc­Glykosylierung der Antikör­
per können zu einer stark veränderten Affinität des Fc­Teils an den FcγRIIIa führen [158].
Mit abnehmender Core­Fukosylierung des Fc­Teils nimmt die Affinität zum FcγRIIIa zu [159].
Die Glykanstrukturen der Immunzytokine sollten daher bestimmt werden, um die FcγRIIIa­
Bindung besser beurteilen zu können.
In den ADCC Versuchen konnte bei der Verwendung der TA­MUC1 stark exprimierenden
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Zelllinie T47D, der TA­MUC1 schwach exprimierenden Zelllinie Ovcar­3 im Europium­Ansatz
über 5h und der TA­MUC1 schwach exprimierenden ZelllinieMCF­7 im Langzeit­Zytotoxizitäts­
Versuch gezeigt werden, dass die Lyse der Zielzellen nicht nur durch die Immunzytokine mit
funktionellem Fc­Teil, sondern auch durch die Fcko­Varianten vermittelt wurde. Liu et al. konn­
te in einem ADCC Versuch mit αCD20­ALT­803 gegen Daudi als Zielzellen ebenfalls zeigen,
dass bei der Verwendung einer Fcko­Variante eine Zielzelllyse vermittelt wurde, welche je­
doch mit 20% Maximallyse deutlich geringer war als bei der Verwendung der Variante mit
funktionellem Fc­Teil (Maximallyse 70%) [93]. In diesem Versuch konnte des Weiteren ge­
zeigt werden, dass das Immunzytokin potenter im Vergleich zum Rituximab ist. Eine mögli­
che Erklärung ist die gesteigerte natürliche Zytotoxizität, die auf Grund der IL­15 Stimulation
erhöht ist [40]. Dies bestätigen die Ergebnisse des Zytotoxizitäts­Ansatzes bei Verwendung
der TA­MUC1 negativen Jurkatzellen als Zielzellen (Abbildung 20). Dabei wurde die natür­
liche Zytotoxizität gegen die Jurkatzellen bei der Verwendung der Fcko­Varianten gezeigt.
Demzufolge wird die Zielzelllyse bei der Verwendung von Immunzytokinen mit funktionellem
Fc­Teil durch zwei Effekte vermittelt: die Steigerung der natürlichen Zytotoxizität der IL­15
stimulierten NK­Zellen gegenüber der Zielzellen sowie durch den ADCC Effekt. Nicht nur
bei der Betrachtung der natürlichen Zytotoxizität konnte der Einfluss des funktionellen Fc­
Teils gezeigt werden, sondern auch bei der Betrachtung der Aktivierung und Proliferation. So
induzierten PM­IL­15sushi und PM­IL­15wt eine stärkere Aktivierung der NK­Zellen als die
jeweilg entsprechenden Fcko­Varianten. Bei NKT­ und T­Zellen war dieser Unterschied dahin­
gegen nicht zu erkennen. Dies spricht dafür, dass dieser Effekt vorallem über die Bindung des
FcγRIIIa vermittelt wird, der nicht auf NKT­ und T­Zellen, aber auf NK­Zellen sehr stark expri­
miert wird [160]. Bei der Auswertung der Ergebnisse der funktionellen Analyse der mit PM­
IL­15mut­Fcko stimulierten Zellen muss berücksichtigt werden, dass dieses Konstrukt nach
der präparativen SEC noch immer 14,9% Aggregate enthielt und Aggregate zu einem falsch
positiven Ergebnis führen [138]. Das bedeutet, dass die Ergebnisse des PM­IL­15mut­Fcko in
der Auswertung vernachlässigt werden sollten. Den Einfluss auf die natürliche Zytotoxizität
von NK­Zellen durch die Stimulation des FcγRIIIa hat Bryceson et al. bereits analysiert [161].
Dabei konnte seine Gruppe zeigen, dass die direkte Stimulation des FcγRIIIa über einen
CD16 Antikörper zu einer gesteigerten natürlichen Zytotoxizität führt. Die Aktivierung über
CD16 führt außerdem zu der Hochregulation von CD69 [162]. Zudem konnte gezeigt wer­
den, dass CD25 hochreguliert wird und die Proliferation der NK­Zellen induziert wird [163].
Dies entspricht den in dieser Arbeit generierten Ergebnissen, in denen ebenfalls eine hö­
here Potenz der Immunzytokine mit funktionellem Fc­Teil im Vergleich zu den Fcko­Varianten
nachgewiesen werden konnte. Eine zusätzliche Hochregulation von CD25 und CD69 auf den
NKT­ und T­Zellen durch den funktionellen Fc­Teil konnte nicht beobachtet werden. Zudem
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hat die zusätzliche Aktivierung des funktionellen Fc­Teils keinen Einfluss auf die Proliferation
der NKT­ und T­Zellen gezeigt. Die gesteigerte Potenz, welche über den Fc­Teil vermittelt
wird, äußert sich schlussendlich lediglich in einer höheren Aktivierung, Zytotoxizität sowie
Proliferation der NK­Zellen.
Ob gegen körpereigene IL­15 rezeptorexprimierende Immunzellen ADCC vermittelt wird, wur­
de ebenfalls in dieser Arbeit untersucht (Abbildung 26). Es wurde vorerst der Einfluss der
Immunzytokine auf die NK­ und T­Zellen betrachtet. Wenn ADCC gegen die IL­15 rezeptor­
exprimierenden Zellen induziert werden würde, würde ein Verlust der jeweiligen Immunzell­
population durch die Immunzytokine mit funktionellem Fc­Teil erwartet werden, während bei
Verwendung der Fcko­Varianten keine Abnahme der Population stattfindet. Während des be­
obachteten Zeitraums konnten alle betrachteten Immunzellpopulationen nachgewiesen wer­
den. Auch wenn die Anzahl der NK­ und T­Zellen im Verlauf der Zeit schwankt, ist kein Verlust
einer bestimmten Population zu erkennen. Somit konnte unter den getesteten Bedingungen
kein ADCC­Effekt gegen körpereigene IL­15 rezeptorexprimierende Zellen beobachtet wer­
den.

33.3 Einfluss der Bindung der Immunzytokine an dasAntigen TA­MUC1

Die Untersuchung der PM­IL­15 Immunzytokine zeigte, dass alle gleich affin und vergleichbar
zu PankoMab­GEX® tumorspezifisch an TA­MUC1 positive T47D Zellen binden. Die Bindung
der IL­15 Varianten an den PankoMab­GEX® beeinflusst demzufolge die Antigenaffinität der
Immunzytokine nicht. Die MOPC­IL­15 Immunzytokine zeigten in der Untersuchung mittels
Durchflusszytometrie eine geringe Bindung an das TA­MUC1, welche im Antigen­ELISA wie­
derlegt wurden konnte. Die geringe Bindung, welche in der Analyse mittels Durchflusszy­
tometrie gemessen wurde, ist auf eine unspezifische Bindung des Sekundärantikörpers zu­
rück zu führen. Um die antigenabhängige Effektorfunktion der zytotoxischen Zellen in ADCC
Versuchen auf Grund der PM­IL­15 Immunzytokine darzustellen, konnten die MOPC­IL­15
Immunzytokine demzufolge als Vergleich mitgeführt werden, da sie das Antigen nicht bin­
den und kein ADCC vermitteln sollten. Während die MOPC­IL­15 Immunzytokine lediglich
die natürliche Zytotoxizität steigern, kann durch die Verwendung der PM­IL­15 Immunzyto­
kine mit funktionellem Fc­Teil ein ADCC­Effekt induziert werden. Dies konnte auch in einem
ADCC­Ansatz gegen TA­MUC1 positive Ovcar­3 als Zielzellen gezeigt werden, bei dem die
MOPC­IL­15 Immunzytokine lediglich eine natürliche Zytotoxizität gegenüber den Ovcar­3
vermittelten, während die PM­IL­15 Immunzytokine ADCC induzieren können (Abbildung 23).
Diese Ergebnisse entsprechen den Untersuchungen von Liu et al., der ebenfalls das αCD20­
ALT­803 Immunzytokin mit einem targetunspezifischen ALT­803 im ADCC­Ansatz verglichen
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hat und feststellen konnte, dass bei der Verwendung des targetunspezifischen ALT­803 kein
ADCC vermittelt wurde [93]. Die Antigenbindung der Immunzytokine an die Zielzelle ist dem­
zufolge entscheidend, da darüber ADCC induziert werden kann. Bei dem Versuch mit den
Ovcar­3 als Zielzellen konnte zudem gezeigt werden, dass die Immunzytokine viel potenter
Zelllyse induzieren als PankoMab­GEX®. Daran wird deutlich, dass die Kopplung des Zyto­
kins an PankoMab­GEX® zu einer Optimierung des Antikörpers führt.

33.4 Auswahl des für die Therapie geeignetsten Immunzytokins

Die Anforderungen an das Produkt umfassen die spezifische Bindung des Tumorantigens TA­
MUC1, welche bei allen in dieser Arbeit untersuchten Immunzytokinen nachgewiesen wer­
den konnte und vergleichbar zum Ausgangsantikörper PankoMab­GEX® war. Des Weiteren
soll das Produkt natürliche und antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität gegenüber
Tumorzellen induzieren. Bei der Untersuchung dieser Eigenschaften stellte sich das PM­IL­
15sushi als sehr potent heraus, da es auf Grund der starken Aktivierung der Effektorzellen
durch das IL­15sushi eine hohe natürliche Zytotoxizität vermittelt und zusätzlich über den
funktionellen Fc­Teil effektiv ADCC gegenüber den Tumorzellen induziert. Gleichzeitig konn­
te bei der Untersuchung des Einflusses von PM­IL­15sushi auf körpereigene IL­15 rezep­
torexprimierende Immunzellen bisher keine Induktion der Zytotoxizität gegenüber NK­ bzw.
T­Zellen festgestellt werden. Der funktionelle Fc­Teil vermittelt demnach effektiv ADCC ge­
genüber Tumorzellen jedoch keine Zytotoxizität gegenüber körpereigene Zellen. Zuletzt soll
das Produkt Aktivierung, Proliferation und Zytokinfreisetzung in NK­, CD4+ und CD8+ T­Zellen
induzieren. Auch bei der Untersuchung dieser Eigenschaften erzielte das PM­IL­15sushi Im­
munzytokin die potentesten Ergebnisse. Bei der Wahl des PM­IL­15wt Immunzytokins als
späteres Therapeutikum wäre auf Grund der geringen Zytokinfreisetzung ein größerer Kon­
zentrationsspielraum bei der Dosisfindung möglich, da vermutlich deutlich höhere Konzentra­
tionen von PM­IL­15wt eingesetzt werden könnten, die verträglicher sind als bei der Verwen­
dung derselben Konzentrationen des PM­IL­15sushi. Bei der Verwendung des PM­IL­15sushi
Immunzytokins als potentielles Therapeutikum muss bedacht werden, dass bei der späteren
in vivo Gabe bereits in der Zirkulation eine starke Aktivierung stattfinden kann, welche zu
einem Zytokinsturm im Patienten führen kann. Dies muss bei der Wahl der Dosierung bereits
in Mausstudien berücksichtigt werden.
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34 Pharmakokinetik und Wirksamkeitanalyse in vivo

Abschließend sollte die Funktionalität der Immunzytokine auch in vivo untersucht werden. Da
hIL­15 kreuzreaktiv in der Maus ist, ist das verwendete C57BL/6 Mausmodell geeignet, den
Einfluss der Immunzytokine auf die Immunzellpopulationen zu analysieren [164]. Es wurden
C57BL/6 verwendet, da in diesen Tieren bereits die Serumhalbwertszeit des von HEK293
produzierten hIL­15 mit 30min bestimmt wurde und somit als Vergleich herangezogen wer­
den kann [164]. Die erste in vivo Studie diente der Bestimmung der Serumhalbwertszeit. Es
sollte untersucht werden, inwieweit die Halbwertszeit von IL­15 erhöht werden kann, wenn es
am Antikörper gebunden ist. Deshalb wurden die PM­IL­15wt­Fcko und PM­IL­15sushi­Fcko
Immunzytokine für den Vergleich ausgewählt, wobei die Konstrukte ohne funktionellen Fc­
Teil gewählt wurden, um eventuelle Wechselwirkungen des Fc­Teils ausschließen zu können,
welche auch die Halbwertszeit hätten beeinflussen können. Es konnte gezeigt werden, dass
das PM­IL­15wt­Fcko Immunzytokine in der Maus mit 71,5h eine deutlich längere Serumhalb­
wertszeit hat als das PM­IL­15sushi­Fcko Konstrukt mit lediglich 14h (Abbildung 27). Obwohl
PM­IL­15wt­Fcko durch die zusätzliche Bindung an den IL­15Rα von mehr Immunzellpopu­
lationen gebunden werden kann, ist jedoch die höhere Bindungsaffinität des PM­IL­15sushi­
Fcko zu IL­15 rezeptorexprimierenden Zellen vermutlich der Grund für den schnelleren Abbau
aus dem Serum in den Tieren. Durch die höhere Bindungsaffinität an den IL­15Rβ/γ wird es
schneller von den Zellen gebunden, internalisiert und kann im Serum nicht mehr detektiert
werden [141]. Insgesamt wird die Halbwertszeit des IL­15 von 30min durch die Kopplung
an den Antikörper auf 14h erheblich verlängert [164]. In der T­Zellpopulationsanalyse des
Mausbluts, welche zusätzlich Bestandteil der Untersuchung in dieser Arbeit war, zeigte sich
zudem, dass die höhere Bindungsaffinität des PM­IL­15sushi an den IL­15Rβ/γ zu einer Po­
pulationsverschiebung der CD4+/CD8+ T­Zellen führt. Während das Verhältnis CD4+/CD8+

T­Zellen vor der Injektion noch bei 50 : 50 lag, verschob es sich 8 Tage nach der Injektion zu
3 : 97 (Abbildung 28). Ein vergleichbarer Effekt konnte auch bei der Analyse des ALT­803 in
C57BL/6 Mäusen gezeigt werden [93]. In dieser Arbeit konnte in vitro gezeigt werden, dass
durch die Stimulation mit PM­IL­15sushi­Fcko die Proliferation der CD8+ T­Zellen viel poten­
ter induziert wurde als bei CD4+ T­Zellen. Der Anstieg der CD8+ T­Zellen könnte demnach
durch eine stärkere Proliferation dieser Zellen erklärt werden. Zudem ist es denkbar, dass die
aktivierten zirkulierenden CD4+ T­Zellen migrieren. Es konnte nachgewiesen werden, dass
aktivierte zirkulierende CD4+ T­Zellen Gewebe oder auch den Thymus infiltrieren. CD4+ T­
Zellen konnten nach der Aktivierung zudem im Bauchfell, Fettgewebe und der Milz in der
Maus nachgewiesen werden [165, 166, 167].
Die Entwicklung des CD4+/CD8+ Verhältnisses nach der Stimulation mit PM­IL­15sushi­Fcko
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sollte in zukünftigen Studien weiter untersucht werden. Weiterhin sollte untersucht werden,
inwieweit der Tod der Maus aus der mit PM­IL­15sushi­Fcko behandelten Gruppe auf die
Injektion des Immunzytokins oder andere Gründe zurück zu führen ist. Da von drei Tieren
lediglich ein Tier verstorben ist und dieses erst 5 Tage nach der Injektion verstarb, kann
vorerst kein direkter Zusammenhang mit dem Versterben des Tieres auf Grund der Wirkung
des Immunzytokins gezogen werden. In weiteren in vivo Studien sollten daher verschiedene
Konzentrationen gewählt werden, um diemaximal tolerierte Dosis (MTD) ermitteln zu können.
Da die Tumormikroumgebung sehr suppressiv auf Immunzellen wirkt, wird ein Produkt be­
nötigt, welches potent Immunzellen aktivieren kann. Aufgrund der guten Funktionalität von
PM­IL15sushi­Fcko in den in vitro und in vivo versuchen, wurde PM­IL­15sushi­Fcko für die
Wirksamkeitsstudie gewählt. Das bereits ein Zytokin Auswirkungen auf die Tumorreduktion
hat, konnte in einem syngenenMausmodell mit CEA­IL2v gezeigt werden. DasCEA­IL2v wur­
de ebenfalls ohne funktionellen Fc­Teil generiert und steigerte das Überleben der C57BL/6
Mäuse im Vergleich zur unbehandelten Gruppe bei der Verwendung von MC38 als Tumor­
zellen [100]. Für die in dieser Arbeit dargestellte Wirksamkeitsstudie wurden den Mäusen
MUC1­transfizierte 4T1 injiziert, da für die ersteWirksamkeitsstudie der Einfachheit halber ein
syngenes Tumormodel verwendet werden sollte. TA­MUC1 wird in der Maus nicht exprimiert,
weshalb die 4T1 Zellen transfiziert wurden. Bei einem vorherigen Anwachsversuches der TA­
MUC1 transifizierten 4T1 Tumorzellen zeigte sich ein schnelles Tumorwachstum, weshalb
die Mäuse schon früh abgetötet werden mussten. Auf Grund des starken Tumorwachstums
startete die Therapie bereits am darauffolgenden Tag und die Behandlung umfasste eine
zweimal wöchentliche Injektion mit jeweils 1mg/ml bzw. 0,2mg/ml des PM­IL­15sushi­Fcko.
Mit Hilfe dieser ersten klein, angelegten Studie konnte gezeigt werden, dass die Behandlung
mit PM­IL­15sushi­Fcko einen Einfluss auf die Immunzellen im Tumor hat. Die durchflusszy­
tometrische Analyse der Tumorzellsuspension ergab einen geringeren Anteil an Tumorzellen
der mit 0,2mg/kg PM­IL­15sushi­Fcko behandelten Tiere im Vergleich zu der unbehandelten
PBS Kontrollgruppe. Dies war dahingehend nicht zu erwarten, da absichtlich für diese Studie
das Immunzytokin PM­IL­15sushi­Fcko ohne funktionellen Fc­Teil verwendet wurde, weshalb
kein ADCC gegen den Tumor vermittelt werden sollte. Da aber IL­15 die natürliche Zytotoxi­
zität der Immunzellen steigert, ist es als positiver Nebeneffekt zu beobachten gewesen, dass
in der behandelten Gruppe der Anteil an Tumorzellen geringer war als bei der unbehandelten
Gruppe.
Das Hauptaugenmerk dieser Studie war jedoch die Analyse der Immunzellen im Tumor. Da­
bei zeigte sich eine Immunzellanreicherung vor allem von T­Zellen von 2% in der unbehan­
delten zu 33% in der behandelten Gruppe (Abbildung 29). Dieses Ergebnis bestätigt die
Ergebnisse aus den in vitro Analysen, dass bereits in geringen Konzentrationen des PM­
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IL­15sushi­Fcko eine starke Zytotoxizität gegen Tumorzellen sowie die Proliferation von Im­
munzellen durch die Stimulation von PM­IL­15sushi­Fcko induziert werden kann. Eine weitere
Möglichkeit für die verstärkte T­Zellanreicherung kann auch der chemotaktische Einfluss des
IL­15 auf die Immunzellen sein. Die hohe Konzentration von 1mg/kg PM­IL­15sushi­Fcko wur­
de in dieser Studie nicht gut von den Mäusen vertragen. Dies äußerte sich darin, dass eine
Maus bereits in der Nacht nach der zweiten Injektion verstarb und die zwei weiteren Mäu­
se dieser Gruppe starke Entzündungsreaktionen zeigten, weshalb sie einen Tag nach der
zweiten Injektion abgetötet wurden. Um die MTD genauer zu definieren, sollte jedoch in ei­
nem weiteren Versuch die Verträglichkeit weiterer Konzentrationen in dem Bereich zwischen
0,2­1mg/ml erfolgen. Bei einer folgenden Studie sollte die Zytokinausschüttung in vivo zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Injektion analysiert werden, damit die Verträglichkeit
besser eingeschätzt werden kann. Für den Nachweis, dass das PM­IL­15sushi Immunzy­
tokin sich im Tumor anreichert und demzufolge auch das IL­15sushi in den Tumor gelangt,
sollte eine Biodistributionsstudie durchgeführt werden. Bisher ist jedoch bereits davon aus­
zugehen, dass sich PM­IL­15sushi­Fcko im Tumor anreichert, da eine Tumorinfiltration der
T­Zellen sowie Reduktion der Tumorzellen beobachtet wurde. Des Weiteren sollte der Ein­
fluss des Fc­Teils in weiteren in vivo Studien untersucht werden. Um die Funktionalität des
PM­IL­15sushi Immunzytokins in vivo eingehender zu analysieren, sollten die Aktivierung der
Immunzellen im Blut, in der Milz, den Lymphknoten und dem Tumor nach der Behandlung
untersucht werden.
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Teil VI

Ausblick
Anhand dieser Arbeit konnte vorerst gezeigt werden, dass Immunzytokine ein großes Poten­
tial für die Tumortherapie darstellen, da sie das Immunsystem am Tumor reaktivieren können
und zur Tumorreduktion beitragen können. Alle verwendeten Immunzytokine wiesen in die­
ser Arbeit eine stärkere Potenz Immunzellen zu aktivieren und Tumorzellen zu lysieren im
Vergleich zu PankoMab­GEX® auf. Auf Grund der Kopplung eines Zytokins an PankoMab­
GEX® ist es möglich den Antikörper zu optimieren. Das PM­IL­15sushi Immunzytokin ist ein
geeignetes Produkt für die Tumortherapie, da es sowohl in vitro eine gesteigerte Aktivierung,
Proliferation und Zytotoxizität von Immunzellen, aber vor allem auch in vivo eine Tumorre­
duktion sowie Immunzellanreicherung induzierte. Für die Verwendung von PM­IL­15sushi
für die Therapie müssen weitere Untersuchungen durchgeführt werden. Neben den bereits
erwähnten in vivo Studien sollten auch in vitro Analysen folgen, die für die weitere Charak­
terisierung des Immunzytokins durchgeführt werden sollten. Da Monozyten nach IL­15 Sti­
mulation ihren Phänotyp ändern und zu dendritischen Zellen ausreifen, ist es wichtig, diese
Entwicklung auch mit dem PM­IL­15sushi Immunzytokin zu untersuchen. Gleiches gilt für die
Maturation der dendritischen Zellen nach IL­15 Stimulation. Die Entwicklung des CD4+/CD8+

T­Zellverhältnisses sowie des Treg/Teff Verhältnisses nach der Stimulation mit PM­IL­15sushi
sollte ebenfalls untersucht werden. Dafür ist es entscheidend, eine gute Kinetik zu erstel­
len, wodurch der Verlauf dieser Effekte dargestellt werden kann. Um die Infiltration von Im­
munzellen zum PM­IL­15sushi Immunzytokin zu untersuchen, können verschiedene Ansätze
verfolgt werden. Unter Verwendung von Trans­Well­Platten kann die Migration der PBMCs
zum Immunzytokin analysiert werden. Bei Verwendung eines in vitro 3D­Modells kann die
Infiltration von Immunzellen in die Tumorzellen in Abhängigkeit des PM­IL­15sushi Immunzy­
tokins dargestellt werden. Als abschließende Untersuchung der durch PM­IL­15sushi indu­
zierten Zytotoxizitäten sollte die Phagozytose betrachtet werden. Da bereits bekannt ist, das
PankoMab­GEX® Phagozytose induziert, ist zu klären, ob das PM­IL­15sushi Immunzytokin
vergleichbar zum PankoMab­GEX® Phagozytose induzieren kann. Alle genannten Analysen
dienen dazu die Wirkungsweise und die Verträglichkeit des PM­IL­15sushi genauer zu be­
stimmen, damit dieses Produkt als relevant und sicher in der Klinik eingesetzt werden kann.
Ein weiterführender Ansatz könnte die Kombitherapie von Immunzytokinen und Checkpoint
Antikörpern darstellen, da Immunzytokine die Wirksamkeit von Checkpoint Antikörpern erhö­
hen könnten. Durch die gezielte Aktivierung der CD8+T­Zellen durch das PM­IL­15sushi Im­
munzytokin ist denkbar, dass die Kombitherapie mit Checkpoint Antikörpern wie zum Beispiel
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Tecentriq zu einem deutlicheren Tumorrückgang führen könnte. Inwieweit die Verwendung
dieser starken Immunaktivierung ein Zytokinsturm und weitere Nebenwirkungen induziert,
muss jedoch berücksichtigt und demzufolge sehr intensiv vorab untersucht werden.
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Abkürzungsverzeichnis

ABC Antigen binding capacity HPLC High performance liquid

chromatographyADCC Antibody­dependent cell­mediated

cytotoxicity IFN Interferon

ADCP Antibody­dependent cellular

phagocytosis

IgG Immunglobulin G

LLOQ Lower limit of quantification

ATP Adenosintriphosphat MIP Macrophage Inflammatory Protein

BSA Bovine serum albumin MOPC Mouse IgG1 Isotype Control

CD Cluster of Differentiation MTD Maximal tolerierte Dosis

CDC Complement­dependent cytotoxicity NK Natürliche Killerzelle

CH3 Constant heavy chain 3 NKT Natürliche Killer­T­Zellen

CTV CellTrace Violet OD Optische Dichte

DAPI 4′,6­diamidino­2­phenylindole OKT3 Muromonab­CD3

DMSO Dimethylsulfoxid PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell

DNA Deoxyribonucleic acid PBS Phosphate buffered saline

DSP Down Stream Process PM PankoMab­GEX®

E:T Effector : target cell ratio POD Peroxidase

EC50 Half maximal effective concentration rhIL Rekombinant humanes Interleukin

ELISA Enzyme­linked Immunosorbent Assay RT­PCR Reverse transcription polymerase

chain reactionFab Fragment antigen binding

Fc Fragment crystallizable region SEC Size Exclusion Chromatography

FcγRIIIa Low­affinity Fc receptor for

immune­complexed IgG

SEM Standard error of the mean

T T­Lymphozyt

Fcko FcγRIII binding knock out TA­MUC1 Tumor­associated Mucin 1

FcRn Neonatal Fc receptor TGF Transforming Growth Factor

FDA Food and Drug Administration TMB 3,3′,5,5′­Tetramethylbenzidin

FKS Fetales Kälberserum TNF Tumornekrosefaktor

(G4S)4 GGGGS Linker ULOQ Upper limit of quantification

GM­CSF Granulocyte macrophage

colony­stimulating factor
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