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1. Abstrakt

T-Zellen besitzen zahlreiche wertvolle Eigenschaften fur die Tumortherapie. Mit bis zu
80% bilden die verschiedenen T-Zell Subpopulationen den Hauptteil der Lymphozyten
im peripheren Blut und zeichnen sich zusatzlich durch eine starke Proliferation in Folge
einer Aktivierung und einer hohen Zytotoxizitat aus. Eine Moglichkeit T-Zellen fur die
Tumortherapie gezielt zu nutzen, stellen T-Zell-rekrutierende bispezifische Antikorper
dar, wobei die therapeutische Anwendung haufig von hohen Nebenwirkungen aufgrund
von Zytokinsekretion der T-Zellen, aber auch aufgrund der unzureichenden Selektivitéat
der Expression des Zielantigens begleitet wird. So zeichnen sich die meisten der aktuell
verwendeten Tumorantigene nur durch eine erhthte Expression auf Tumorzellen aus,
werden aber auch auf zahlreichen Normal-geweben exprimiert. Um die Anwendbarkeit
von T-Zell-rekrutierenden Antikorpern weiter zu verbessern, sind daher Tumorantigene
von hochstem Interesse, die keine Expression auf Normalgeweben zeigen. Ein solches
Antigen ist TA-MUC1, das nur auf Tumorzellen fir Antikdrper zugénglich ist. Das Ziel
der Arbeit bestand in der Produktion und Charakterisierung von verschiedenen, gegen
TA-MUCL1 gerichteten, T-Zell-rekrutierenden Antikérpern, um zu untersuchen, ob TA-

MUCL1 ein geeignetes Antigen flr die Rekrutierung von T-Zellen darstellt.

Als Grundlage fur die bispezifischen Antikérper wurden zunachst verschiedene gegen
CD3 gerichtete monoklonale Antikorper hinsichtlich ihrer T-Zell-Bindung und -
Aktivierung untersucht und die vielversprechendsten Kandidaten fur die Expression als
bispezifische Antikérper ausgewéahlt. Dabei konnten auch die bispezifischen Antikérper
mit hohen Produktivititen in GlycoExpress® herstellt und durch die Etablierung
geeigneter Aufreinigungsschritte erfolgreich isoliert werden. Funktionell wurden
zunachst drei Konstrukte verglichen, bei denen verschiedene anti-CD3 scFv an die Ck-
Domane eines IgG1 fusioniert wurden. Trotz vergleichbarer Bindung zeigten die scFv-
Doméanen Unterschiede in der vermittelten T-Zell-Aktivierung und induzierten
Zytokinfreisetzung in unterschiedlichem Mal3e, wobei scFvOkt3.2 sich durch eine
verringerte  Tumorzell-unabhangige  Zytokinfreisetzung und  T-Zell-Aktivierung
auszeichnete. Um einen Einfluss des gewahlten Formates zu untersuchen, wurden
anschlieBend zwei Konstrukte detaillierter funktionell analysiert, bei denen scFvOkt3.2
an die Ck- oder an die CH3-Domane fusioniert wurde. Dabei fuhrte die Fusion an die
CH3-Domaéane zu den besten funktionellen Ergebnissen. So vermittelte dieses Konstrukt

eine im Vergleich verbesserte CD3-Bindung, was zu einer starken Aktivierung und
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Proliferation von T-Zellen sowie zu einer starken zytotoxischen Wirkung gegen TA-
MUC1-positive Tumorzellen fiihrte. Uberraschend war jedoch das Ergebnis, dass trotz
der verbesserten CD3-Bindung eine verbesserte Tumorzell-unabhangige Aktivierung

und Costimulation durch das Ck-Konstrukt vermittelt wurde.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit die Eignung von TA-MUC1 als
vielversprechendes Tumorantigen fur T-Zell-rekrutierenden Antikérper gezeigt werden.
Die untersuchten PM-CD3-Konstrukte vermittelten in vitro alle wichtigen Funktions-
weisen, wie Aktivierung und Proliferation von T-Zellen sowie Zytotoxizitat. Fur eine
klinische Anwendung sind allerdings noch weiterfihrende sicherheitsrelevante

Untersuchungen notig.
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2. Abstract

T cells possess several valuable properties for tumor therapy. With up to 80% different
T cell subsets account for the majority of the lymphocyte population within the
peripheral blood, which proliferate strongly and are highly cytotoxic after activation. One
opportunity to use T cells for tumor therapy is the development of T cell recruiting bi-
specific antibodies. However, the therapeutic application of those antibodies is often
accompanied by severe adverse events that mainly depend on cytokine release by T
cells as well as the non-selective expression of targeted tumor antigen. Most tumor
antigens in clinical use are characterized by upregulated expression on tumor cells but
show broad expression on normal healthy tissue as well. To reduce effects on healthy
cells antigens that are exclusively expressed on tumor cells are of highest interest. One
such promising tumor antigen is TA-MUCL1. During this study different T cell recruiting
bi-specific antibodies that target TA-MUCL1 were produced and characterized to analyze
if TA-MUCL is a suitable antigen for T cell recruitment.

Four different anti-CD3 antibodies were analyzed regarding T cell binding and activation
to choose the most promising candidates for expression as bi-specific antibodies. As a
first step three constructs with three different anti-CD3 scFv’s fused to the Ck domain of
an IgG1l were compared in functional assays. Despite comparable CD3 binding the
scFv’'s showed clear differences in T cell activation and cytokine release. The antibody
construct containing scFvOkt3.2 induced less target cell independent cytokine release
and T cell activation compared to the other constructs. Following the analysis of the
different scFv’'s two constructs, scFvOkt3.2 fused to the Ck or CH3 domain, were
characterized in more detail to analyze a potential influence of the chosen construct
format. The subsequent functional tests showed best results for the CH3 fusion. This
construct mediated improved CD3 binding leading to enhanced T cell activation and
proliferation as well as to increased cytotoxicity against TA-MUC1 positive tumor cells.
Surprisingly stronger target cell independent activation and costimulation was mediated
by the Ck construct.

In summary this study shows that TA-MUCL1 is a valuable tumor antigen for T cell
recruiting bi-specific antibodies. The analyzed PM-CD3 constructs are able to induce in
vitro T cell activation and proliferation as well as T cell dependent cytotoxicity. However,

for clinical application additional assays regarding the safety profile are necessary.
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3. Einleitung
3.1 Krebserkrankungen und Therapiemdglichkeiten

Mit 482.500 Neuerkrankungen im Jahr 2013 zahlt Krebs zu den haufigsten Krankheiten
in Deutschland und obwohl in den letzten Jahren zahlreiche Fortschritte im Bereich der
Krebstherapie gemacht wurden, ist Krebs mit 223.088 Todesfallen im Jahr 2013 auch
nach wie vor nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithaufigste Todesursache in
Deutschland (1). Konventionell wird die Mehrheit der Krebspatienten einer kurativen
Operation unterzogen, welche haufig mit einer Chemotherapie oder Bestrahlung
kombiniert wird. Da diese Form der Behandlung unspezifisch gegen sich teilende Zellen
wirkt, sind neben den Krebszellen auch gesunde Zellen betroffen, was zu starken
Nebenwirkungen fuhrt. Um diese sehr breite unspezifische Wirkungsweise und damit
verbundene Nebenwirkungen gegen gesundes Gewebe zu verringern, werden mehr
und mehr spezifischere alternative Therapiemdglichkeiten entwickelt. Diese
zielgerichteten Therapien sollen spezifisch nur gegen Krebszellen wirken und das
gesunde Gewebe des Patienten aussparen. Es werden zwei Hauptarten von
zielgerichteten Therapien unterschieden: 1. Kleinmolekul-Inhibitoren und 2. Mono-

klonale Antikorper.

Kleinmolekil-Inhibitoren werden genutzt um fur die Progression von Krebs wichtige
Signalwege der Zellproliferation, Differenzierung, Migration und Apoptose oder
Rezeptoren von Wachstumsfaktoren zu inhibieren (2). Dabei ist die Grundlage fur die
Entwicklung von Kleinmolekil-Inhibitoren die Erkenntnis, dass zahlreiche durch
Mutationen oder Translokationen intrinsich aktivierte Kinasen den normalen zellularen
Kontroll-mechanismen entgehen und so essentiell fir die Progression von Krebszellen
werden (3). Um diesem Mechanismus entgegen zu wirken, binden Kleinmolekuil-
Inhibitoren an die entsprechenden Kinasen, inaktivieren diese und verhindern so die
Signal-weiterleitung. Bis 2015 wurden bereits 10 verschiedene Kleinmolekul-Inhibitoren
von der FDA zur Behandlung von verschiedenen Krebsindikationen zugelassen und
zahlreiche weitere werden in klinischen Phasen getestet (4).

Eine Alternative zu Kleinmolekul-Inhibitoren bieten monoklonale Antikérper. Zahlreiche
monoklonale Antikorper (mAbs) sind bereits fir die klinische Anwendung im Bereich der
Krebstherapie zugelassen und eine steigende Anzahl wird jedes Jahr in klinischen

Phasen getestet oder von der EMA (European Medicines Agency) und FDA (Food and
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Drug Administration) zur Behandlung zugelassen (5). Seit die ersten therapeutischen
mAbs mit Hilfe der Hybridom-Technik hergestellt wurden (6), ermoglichten zahlreiche
Fortschritte im Bereich der Herstellung und dem Design von monoklonalen Antikérpern
die Produktion von chiméren, humanisierten und humanen mAbs was zu wichtigen
Verbesserungen bei Nebenwirkungen und Effizienz gefuhrt hat. Durch die Bindung von
Tumor-assoziierten Antigenen bieten monoklonale Antikorper die Mdoglichkeit auf
verschiedene Weise, wie zum Beispiel Blockierung der Bindung eines Liganden und
Stérung der Signalweiterleitung oder komplementabhangiger Toxizitat (CDC) gegen
Tumorzellen zu wirken. Weitere wichtige anti-Tumor Mechanismen, die durch
monoklonale Antikoérper vermittelt werden, sind antikbrperabhangige zellvermittelte
Toxizitat (ADCC) und antikorperabhangige zellvermittelte Phagozytose (ADCP). Dabei
binden Immunglobulin G bindende Membranrezeptor (Fcy-Rezeptoren) tragende
Immunzellen an den Fc-Teil der Antikdrper und verstarken so die antitumorale Wirkung
(7). Obwohl bereits sehr vielversprechende Antikorper fur die klinische Behandlung von
Krebserkrankungen zugelassen sind, wird Antikbrper-Engineering routinemalfiig
angewendet um weitere Verbesserungen wie eine Verringerung der Immunogenitat,
eine Steigerung der Fc-vermittelten Effektorfunktionen oder eine Verbesserung der
Zytotoxizitdt durch Kopplung von Antikdrpern mit zytotoxischen Agenzien zu
ermdglichen. Eine weitere Mdglichkeit die Effektivitat von monoklonalen Antikérpern zu

verbessern, bieten bispezifische Antikorper.

3.2 Bispezifische Antikérper fir die Krebstherapie

Bispezifische Antikdrper bieten die Mdglichkeit einige Nachteile von monospezifischen
Antikdrpern durch eine weitere Spezifitat zu verbessern. Dabei unterscheidet man zwei
grundlegende Prinzipien von bispezifischen Antikdrpern, bei denen entweder 1) beide
Spezifitaten direkt gegen den Krebs, zum Beispiel gegen verschiedene Rezeptoren
oder l6sliche Faktoren, gerichtet sind oder 2) die zweite Spezifitat zur Rekrutierung von
Effektorzellen oder Molekllen genutzt wird.

Zahlreiche Formate von bispezifischen Antikérpern befinden sich zurzeit in der pra-
klinischen und klinischen Erprobung. Man unterscheidet dabei zwischen Immunglobulin
(Ig)-artigen Konstrukten, die einen Fc-Teil tragen, und kleineren Konstrukten. Abbildung

1 zeigt einen Uberblick tiber die am haufigsten beschriebenen Formate.
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Abbildung 1: Ubersicht iiber verschiedene bispezifis che Antikorperkonstrukte.

Die obere Reihe zeigt Immunglobulin (Ig)-artige bispezifische Antikdrperkonstrukte wohingegen die
untere Reihe kleinere bispezifische Konstrukte und Fusionsproteine zeigt. Adaptiert nach Kontermann
und Brinkmann, 2015 (8).

Werden monospezifische Antikorper an ihren Amino- oder Carboxy-Termini durch
zusatzliche variable leichte (VL) und schwere Doménen (VH) oder scFv-Fragmente
(single chain variable fragment) erweitert, entstehen tetravalente bispezifische
Antikdrper, die jedes Antigen bivalent binden (DVD-lg, dual variable domain
immunoglobulin; 1gG-scFv, Immunglobulin G-scFv). Eine Alternative um ohne
zusatzliche Doménen tetravalente Antikérper zu erhalten, stellt das 2 in 1-lgG Format
dar, bei dem die VH- und VL-Domé&nen unterschiedliche Antigene erkennen kdnnen.
Ein Vorteil dieser symmetrischen Formate ist, dass sie aus Homodimeren der leichten
und schweren Kette gebildet werden, was die Expression und Reinigung der Antikdrper
deutlich erleichtert. Im Gegensatz dazu fihrt die Expression von asymmetrischen
bispezifischen Antikérpern, die jedes Antigen nur monovalent binden und aus
verschiedenen leichten und schweren Ketten gebildet werden, zu einem hohen Grad an
fehlgepaarten Antikérpern. Um dies zu verhindern, wurden verschiedene Strategien
entwickelt um die gewiunschte Heterodimerisierung der unterschiedlichen Ketten zu
forcieren. Eine Mdglichkeit eine bevorzugte Heterodimerisierung der schweren Ketten
zu erreichen ist die Verwendung von chiméren Antikdrpern, deren eine schwere Kette
dem Maus lgG2a Isotyp und deren andere schwere Kette dem Ratten IgG2b Isotyp
entspricht (Triomab, Abbildung 1). Dieser Isotypen-Mix bildet bevorzugt Heterodimere
und bietet so eine einfache Mdglichkeit die Heterodimerisierung der schweren Ketten zu
erreichen (9; 10). Die am haufigsten beschriebene Methode um die gewiinschte

Paarung von unterschiedlichen schweren Ketten zu erreichen, stellt allerdings die knob-
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into-hole (kih) Methode dar (11). Dabei wird in einer der schweren Ketten eine kleine
Aminosaure durch eine groRe Aminosaure (knob), zum Beispiel ein Threonin durch ein
Tyrosin, ersetzt und in der zweiten schweren Kette in gegentberliegender Position eine
groBe Aminosaure durch eine kleinere Aminosaure (hole). Dies fuhrt dazu, dass es
primar zu der gewinschten Heterodimerisierung der schweren Ketten kommt und
prozentual weniger Homodimere gebildet werden. Zwei Konstrukte in denen die knob-
into-hole Methode genutzt wird, sind CrossMab und kih 1gG. Dabei unterscheiden sich
beide Formate jedoch in der gewahlten Methode, welche eine Fehlpaarung der leichten
Ketten verhindern soll. So nutzt das kih IgG die sogenannte common light chain (eine
leichte Kette, die gemeinsam von beiden schweren Ketten gebunden wird und die
Bindung an beide Antigene ermdglicht), wohingegen bei der CrossMab Technologie fur
ein Paar aus leichter und schwerer Kette die CH1- Domane mit der konstanten Domane
der leichten Kette getauscht wurde und so eine korrekte Paarung der leichten Ketten
forciert wird (12). Immunglobulin-artige Formate bieten durch ihren Fc-Teil einige
Vorteile gegenuber kleineren Formaten. So kénnen zum einen fir herkdmmliche
monoklonale Antikdrper entwickelte Methoden zur Herstellung und Reinigung wie zum
Beispiel die Protein A-Chromatographie meist problemlos auf die bispezifischen
Formate Ubertragen werden und zum anderen werden zahlreiche wertvolle
Eigenschaften von monospezifischen Antikérpern Uber den Fc-Teil vermittelt. Dazu
zahlt unter anderem die Rekrutierung von Immunzellen fiur ADCC und ADCP, aber auch
die Bindung von Komplement-Proteinen fiir CDC oder die Bindung des neonatalen Fc-
Rezeptors, welcher ein Recycling der Antikdrper und damit eine verlangerte

Serumhalbwertszeit ermoglicht (13; 14).

Im Gegensatz zu den Immunglobulin-artigen Formaten zeichnen sich kleinere Formate
durch eine erhthte Gewebepenetration und geringere Serumhalbwertszeit aus. Dies
fuhrt zwar dazu, dass regelmafiigere oder sogar kontinuierliche Infusionen wahrend der
Behandlung notwendig werden, ermoglicht aber auch eine bessere Kontrolle bei
eventuell auftretenden Nebenwirkungen (15). Kleinere bispezifische Formate werden
haufig durch die Fusion von zwei scFv hergestellt, die entweder als ein Polypeptid
(BiTE, Bispecific T cell Engager) oder zwei Polypeptide (DART, Dual-Affinity Re-
Targeting, Abbildung 1) exprimiert werden. Eine Alternative bieten Konstrukte, die tber
zwei Polypeptide exprimiert werden und eine bivalente Antigenbindung (tandAb,
Tandem diabody) vermitteln kdnnen (16; 17; 18). Um die geringe Serumhalbwertszeit
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von kleineren Formaten zu erhéhen, werden zusatzlich Fusionsproteine genutzt. Dabei
wird durch zusétzliche Fusion von einem Fc-Teil (DART-Fc) oder humanem Serum-
albumin (HSA, scFv-HSA-scFv) ahnlich zu den Immunglobulin-artigen Konstrukten das
durch den neonatalen Fc-Rezeptor vermittelte Recycling genutzt um die Serum-

halbwertszeit zu erhéhen (19).

Einer der Nachteile, den herkdbmmliche monoklonale Antikérper haben und der durch
bispezifische Konstrukte verbessert werden kann, ist ihre Monospezifitdt. So handelt es
sich bei den meisten Krebsarten um komplexe Krankheiten, die eine Vielzahl von
Faktoren wie die gesteigerte Expression von verschiedenen Rezeptoren beinhalten,
wodurch die alleinige therapeutische Behandlung eines einzelnen Faktors meist nicht
ausreicht. So kann die Therapie mit monoklonalen Antikdrpern zu einer angeworbenen
Resistenz fuhren, die haufig auf eine Hochregulation der Expression von alternativen
Rezeptoren zurtickgefuhrt werden kann (20; 21). Folglich sollte die Blockierung von
mehreren Rezeptoren durch Kombinationstherapien die therapeutische Effizienz
verbessern und in der Tat wurden bereits vielversprechende Ergebnisse mit
Kombinationstherapien, die gegen verschiedene Wachstumsfaktoren, verschiedene
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen oder verschiedene Epitope eines Antigens gerichtet sind,
erzielt (22; 23; 24). Dennoch erfordern Kombinationstherapien die Entwicklung und
Zulassung von verschiedenen Antikdrpern, was mit deutlich gesteigerten Kosten fur die
Entwicklung, die Herstellung und die klinische Erprobung verbunden ist. Eine glnstigere
Alternative zu Kombinationstherapien stellen deshalb bispezifische Antikorper dar, die
mit beiden Spezifititen gegen krebsrelevante Faktoren gerichtet sind. Einige
Kombinationen gegen die bispezifische Antikérper in fortgeschrittenen klinischen
Phasen bereits getestet werden sind: Ang-2 (Angiopoietin-2) und VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor), EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) und Her3
(Human Epidermal growth factor Receptor 3), IGF-1R (Insulin-like Growth Factor 1
Receptor) und Her3 oder Herl und MET (Mesenchymal-Epithelial Transition factor) (8).

Ein weiterer grol3er Nachteil, den monospezifische Antikorper haben, ist, dass sie nicht
in der Lage sind T-Zellen, die als die starksten Immunzellen des humanen Immun-
systems gelten, direkt zu rekrutieren (25; 26). T-Zellen besitzen zahlreiche wertvolle
Eigenschaften, die sie zu einem vielversprechenden Werkzeug der Krebstherapie
machen. So kommen T-Zellen in hoher Anzahl im menschlichen Immunsystem vor und

vermitteln eine langanhaltende zytotoxische Wirkung, was sie zu einer grof3en Quelle
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von Immunzellen macht, die in der Lage sind den Krebs zu attackieren und zu
infiltrieren (25). Zusatzlich proliferieren T-Zellen in Folge einer Aktivierung sehr schnell
und besitzen das Potenzial ein immunologisches Gedachtnis zu generieren, was zu
einer langanhalten antitumoralen Wirkung fiihren kann (27). Dennoch exprimieren T-
Zellen keine Fc-Rezeptoren und konnen folglich nicht direkt mit dem Fc-Teil von
monoklonalen Antikorpern interagieren. Dieser Nachteil kann durch den Einsatz von
bispezifischen Antikérpern, deren zweite Spezifitdt gegen den T-Zell Co-Rezeptor CD3
(Cluster of Differentiation 3) auf den T-Zellen gerichtet ist, umgangen werden. Durch die
Bindung von CD3 werden T-Zellen effektiv rekrutiert und durch die weitere Spezifitat
des bispezifischen Antikdrpers ist es moglich eine von den Restriktionen des MHC
(major histocompatibility complex) unabhangige T-Zell-Antwort zu erzeugen (25; 26).
Dies hat den Vorteil, dass im Gegensatz zu einer natirlich auftretenden MHC-
abhangigen T-Zell-Aktivierung, die zu einer monoklonalen T-Zell-Antwort fuhrt, durch

den bispezifischen Antikorper eine polyklonale T-Zell-Antwort erzeugt wird.

3.3 Bispezifische T-Zell-rekrutierende Antikorper

Es wurden bereits zwei bispezifische T-Zell-rekrutierende Antikérper zur Behandlung
zugelassen, Catumaxomab (Removab® 2009) und Blinatumomab (Blincyto®, 2014).
Beide unterscheiden sich dabei mal3geblich in ihrem Format und ihrem Ansatz T-Zellen
zu rekrutieren und beide haben dadurch bestimmte Vor- und Nachteile gegeniiber dem

jeweils anderen Format.

Der erste T-Zell-rekrutierende Antikdrper, der behdrdlich zugelassen wurde, ist
Catumaxomab, ein sogenannter trifunktionaler bispezifischer Antikérper, der gegen das
epitheliale Zelladhasionsmolekil (EpCAM, Epithelial Cell Adhesion Molecule) gerichtet
ist. Catumaxomab ist ein Triomab und besteht folglich aus zwei Halbantikdrpern der
Maus IgG2a und Ratten IgG2b Isotypen (Abbildung 3). Neben der Rekrutierung von T-
Zellen durch die Bindung an CD3 kénnen an den dadurch gebildeten chiméaren Fc-Teil
zusatzlich auch Fcy-Rezeptor I, lla und lll-positive Immunzellen binden. Dies ermdglicht
es Catumaxomab gleichzeitig T-Zellen aber auch andere Arten von Immunzellen wie
NK-Zellen, Makrophagen und dendritische Zellen zu aktivieren, was die Starke der
antitumoralen Wirkung von Catumaxomab deutlich erhéht (28; 29; 30). Die gleichzeitige

Bindung von T-Zelle, Krebszelle und einer weiteren Immunzelle wird als Tri-Zell-
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Komplex beschrieben (Abbildung 2) und bietet neben der alleinigen Aktivierung von
weiteren Immunzellen auch eine physiologische Costimulation fir die T-Zellen. Die so
vermittelte Costimulation fuhrt dabei zu einer gesteigerten T-Zell-Aktivierung,
Proliferation und Differenzierung im Vergleich zu der alleinigen Bindung tber CDS3.
Neben den T-Zell abhéngigen Wirkmechanismen vermittelt Catumaxomab durch die
breite Aktivierung von verschiedenen Immunzellen diverse weitere antitumorale
Mechanismen wie die antikorperabhangige zellvermittelte Toxizitat (ADCC) oder
Phagozytose (28). Zusatzlich zu den positiven Effekten auf die antitumorale Wirkung, ist
ein weiterer Vorteil die durch den chimaren Fc-Teil vermittelte verlangerte

Serumhalbwertszeit durch Recycling Uber den neonatalen Fc-Rezeptor.

Krebszelllyse
MHC-unabhéngig

-
.
v
~
.
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Fey-R*
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des durch Cat umaxomab vermittelten Tri-Zell-Komplexes.
Die gleichzeitige Bindung von Tumorantigen, CD3 auf einer T-Zelle und zusétzlicher Fcy-Rezeptor-
positiver Immunzelle fuhrt zur Bildung des Tri-Zell-Komplexes, bei dem durch gegenseitige Costimulation
die T- und Immunzellaktivierung gesteigert wird, was zu einer erhéhten antitumoralen Wirkung fuhrt.
Adaptiert nach Chelius et al., 2010 (10).

Auch wenn die Bildung des Tri-Zell-Komplexes zu einer gesteigerten T-Zell-Aktivierung
fuhrt, ist ein Nachteil dieses Ansatzes, dass die Bindung von T-Zellen tber CD3 bei
gleichzeitiger Bindung von weiteren Fcy-Rezeptor-positiven Immunzellen bereits
ausreicht um eine Aktivierung der T-Zellen und weiterer Immunzellen zu erreichen (31).
Dadurch kann Catumaxomab eine vom eigentlichen Krebsantigen-unabhangige
Aktivierung von Immunzellen vermitteln, welche zu Tumorantigen-unabhangiger

Toxizitat fuhren kann (32). Die klinische Anwendung von Catumaxomab ist durch starke
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Nebenwirkungen wie dem cytokine release syndrome gepragt, welche bis heute eine
intravendse Gabe von Catumaxomab verhindern. So wurde Catumaxomab nur fir die
intraperitoneale Behandlung von malignem Aszites zugelassen und es ist nach wie vor
nicht vollstadndig untersucht, welchen Anteil die Tumorantigen-unabhangige Aktivierung,
die nicht humane Ratten-Maus-Hybrid Struktur oder die sehr breite Expression von
EpCAM auf Normalgewebe an den beobachteten starken Nebenwirkungen haben (33;
34).

Catumaxomab (Removab®) Blinatumomab (Blincyto®)

anti-cD3 anti-EpCAM

anti-CD19
anti-CD3

Ratte IgG2b Maus IgG2a

Abbildung 3: Schematische lllustration von Catumaxo mab und Blinatumomab.

Catumaxomab wird aus zwei Halbantikérpern des Ratten IgG2b und Maus IgG2a Isotyps gebildet.
Blinatumomab hingegen besteht aus zwei scFv, die Uber einen flexiblen Linker miteinander verbunden
sind.

Im Gegensatz dazu wird Blinatumomab (Blincyto®), der zweite T-Zell-rekrutierende
bispezifische Antikdrper, der zur Behandlung von rezidivierten oder refraktaren B-
Vorlaufer akuten lymphatischen Leukamien zugelassen wurde, im BiTE® Format
produziert. Dabei wurden die VH- und VL-Domanen von zwei gegen CD3 auf T-Zellen
und CD19 (Cluster of Differentiation 19) auf B-Zellen gerichteten Antikdrpern Uber
flexible Linker miteinander verbunden (Abbildung 3). Blinatumomab vermittelt dieselben
T-Zell-abhangigen Wirkmechanismen wie Catumaxomab. So aktiviert Blinatumomab T-
Zellen und induziert deren Proliferation, Differenzierung und die T-Zell-vermittelte
Zytotoxizitat. Da Blinatumomab allerdings alleinig T-Zellen Gber CD3 bindet und durch
den fehlenden Fc-Teil keine weiteren Immunzellen gebunden werden, ist die CD19-
Bindung notwendig um eine Stimulation der T-Zellen zu erreichen (35). Obwohl eine
strikt antigenabhangige T-Zell-Aktivierung aktuell als allgemein wichtige und wertvolle

Eigenschaft angesehen wird, hat auch dieser Ansatz seine eigenen Einschrankungen.
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So zeigen neuere Studien, dass hauptsachlich Effektor-Gedachtnis-T-Zellen, eine
Untergruppe der T-Zellen, die unabhangig von Costimulation funktionieren, zu der
Effektivitat von Blinatumomab und vergleichbaren Formaten beitragen (36). Andere T-
Zell Untergruppen hingegen werden aufgrund der fehlenden Costimulation nicht
vollstdndig genutzt, sodass eine zusatzliche Costimulation nétig ist um das vollstandige
Potenzial des T-Zell-Repertoires zu nutzen und eine gesteigerte Zytotoxizitat zu
erreichen (37; 38). Eine weitere umstrittene Eigenschaft von BiTE-Konstrukten ist ihre
geringe Serumhalbwertszeit. Auf der einen Seite erlaubt die geringe Serum-
halbwertszeit eine schnelle Unterbrechung der Therapie, wenn behandlungsabhangige
Nebenwirkungen auftreten, was ein grof3er Vorteil fur die Sicherheit dieser Antikorper
ist. Auf der anderen Seite jedoch sind durch die geringe Serumhalbwertszeit
durchgéngige Infusionen notwendig, die eine groRe Herausforderung fir die meisten
Patienten darstellen (39). Obwohl die BIiTE-vermittelte T-Zell-Aktivierung in in-vitro
Versuchen strikt antigenabhangig ist, wurde dennoch eine antigenunabhéngige T-Zell
Umverteilung bei der klinischen Anwendung beschrieben, welche mdglicherweise einen
Einfluss auf die bei der Behandlung mit Blinatumomab haufig auftretenden
Nebenwirkungen des Zentralnervensystems hat. Es ist allerdings zurzeit noch nicht
sicher, ob die beobachteten Nebenwirkungen des Zentralnervensystems mit der

Bindung an CD3 auf den T-Zellen oder der Bindung an CD19 zusammenhangt (40).

Auch wenn T-Zell-rekrutierende Antikdrper sehr vielversprechende Therapeutika sind,
ist aufgrund der hohen Wirksamkeit von T-Zellen eine gro3tmdgliche Tumorspezifitat
notwendig um die sogenannte on-target/off-tumor Toxizitat zu vermeiden. So werden
die meisten fur die Krebstherapie genutzten Antigene auf Krebszellen lediglich starker
exprimiert, sind aber auch auf zahlreichen Normalgeweben vorhanden, was das
therapeutische Fenster fur T-Zell-rekrutierende Antikorper sehr klein macht. Daher
richten sich die meisten zurzeit entwickelten T-Zell-rekrutierenden Antikérper gegen
hamatologische Tumore um durch die Bindung von Antigenen, die nur auf
hamatologischen Zellen exprimiert werden, ungewollte Nebenwirkungen zu reduzieren.
Im Bereich der soliden Tumore ist die Wahl des passenden Antigens aufgrund der sehr
breiten Expression auf Normalgeweben deutlich schwieriger und zahlreiche Ansétze
zeigen hohe Nebenwirkungen durch on-target/off-tumor Toxizitat (41; 42; 34). Daher ist
die einzige Moglichkeit solche Nebenwirkungen zu verhindern hochspezifische Antigene

zu nutzen, die keine Expression auf Normalgewebe zeigen, wie zum Beispiel eine
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mutierte Variante des EGF-Rezeptors EGFRVIII (43). Da die Auswahl an bekannten
Antigenen, die dieser Anforderung entsprechen, allerdings sehr begrenzt ist gilt eins der
grof3ten Interessen der derzeitigen Forschung der Evaluierung neuer Antigene, die eine
maoglichst geringe off-tumor Expression zeigen und fir die Rekrutierung von T-Zellen

geeignet sind.

3.4 Mucin 1
3.4.1 Struktur und Expression

Epitheliales Mucin 1 (MUC-1) ist ein stark glykosyliertes Typ 1 Transmembranprotein
Heterodimer, das vom MUC1 Gen kodiert wird. Wahrend seiner Synthese wird MUC-1
im endoplasmatischen Retikulum proteolytisch in zwei Fragmente gespalten. Dabei
entstehen die groRere N-terminale Untereinheit (MUC1-N) und die kleinere C-terminale
Untereinheit (MUC1-C), wobei beide Untereinheiten Uber nichtkovalente Wechsel-

wirkungen weiter miteinander verbunden bleiben (Abbildung 4).

. PST-Domane mit
N-Terminale N
Domine — ° VNTR Region
(MUC1-N)
Extrazellulire Doméne
— [ }'(inklusive SEA-Domane)
C-Terminale .
Domine — Transmembrandomane
(MUC1-C)
} Zytoplasmatischer Teil

Abbildung 4: Schematische Darstellung von MUC-1.

Die C-terminale Untereinheit (MUC1-C) von MUC-1 besteht aus einer extrazellularen Domane, einer
Transmembrandomane und dem zytoplasmatischen Teil und ist Gber die SEA-Doméane (Sea urchin
sperm protein, enterokinase and agrin) mit der N-terminalen Untereinheit (MUC1-N) durch nichtkovalente
Wechselwirkungen verbunden. MUC1-N besteht aus der PST-Doméane die wiederum aus einer variablen
Anzahl an Tandem-Wiederholungen (VNTR Region) aus je 20 Aminosauren mit finf potentiellen O-
Glykosilierungsstellen besteht. Adaptiert nach Gendler et al., 1990 (46).

Die Untereinheit MUC1-C besteht aus einer kurzen extrazellularen Domane, der
Transmembrandoméane und einem zytoplasmatischen Teil. MUC1-N hingegen besteht

aus einer Prolin-, Serin- und Threonin-reichen Doméane (PST-Domane) sowie der SEA-
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(Sea urchin sperm protein, enterokinase and agrin) Doméne, welche auch die
Spaltstelle beinhaltet, und bildet den extrazellularen Bereich von MUC-1 (44). Die PST-
Doméne selbst besteht wiederum aus einer variablen Anzahl an Tandem-
Wiederholungen (VNTR Region, variable number tandem repeat) aus je 20
Aminosauren mit funf potentiellen O-Glykosilierungsstellen, von denen je nach
Individuum 20-120 Wiederholungen exprimiert werden (45). In gesundem Gewebe wird
MUC-1 auf der apikalen Zelloberflache von nahezu allen epithelialen Geweben, wie
zum Beispiel den Brustdrisen, der Lunge, der Niere, der Gallenblase, dem Uterus, dem
Magen, dem Oesophagus, der Prostata und dem Pankreas exprimiert (47). Aber auch
einige hamatopoetische Zellen wie aktivierte T-Zellen, B-Zellen und Erythroblasten
exprimieren MUC-1 (48; 49; 50).

3.4.2 Funktion

Einhergehend mit der weit verbreiteten Expression von MUC-1 wurden auch zahlreiche
verschiedene Funktionen beschrieben. So ist ahnlich zu sekretorischen Mucinen auch
MUC-1 bei der Bildung und Aufrechterhaltung des Mucus beteiligt und hat dadurch
unter anderem eine schiutzende Funktion vor bakteriellen Infektionen und viralen
Pathogenen (51; 52). Weiterhin wurde eine Rolle von MUC-1 bei Zell-Zell-Interaktionen
durch Adhasions- und Anti-Adhasions-Mechanismen beschrieben. Dabei konnte gezeigt
werden, dass MUC-1 sowohl Zell-Zell, als auch Zell-Matrix Interaktionen blockieren
kann, was vermutlich darauf zurtickzufuhren ist, dass MUC-1 durch die Grof3e und den
Aufbau seiner extrazellularen Domane andere Adhasionsmolekiile wie zum Beispiel N-
CAM (Neural cell adhesion molecule), die eine relativ kurze extrazellulare Doméne
ausbilden, maskiert und damit ihre Interaktion mit anderen Adh&sionsmolekilen sterisch
hindert. Zudem scheint die hohe Anzahl an Sialinsauren der VNTR Region durch ihre
negative Ladung einen entscheidenden Einfluss auf die Adhasion von Zellen zu haben
(53; 54). Im Gegensatz dazu kann MUC-1 aber auch an Adh&sionsvorgangen beteiligt
sein. So kann MUC-1 unter anderem auch die Lewis Blutgruppenantigene sialyl-Lewis*
und sialyl-Lewis® tragen, welche wiederum von Selektinen erkannt und gebunden
werden konnen (55). Ebenso konnte gezeigt werden, dass die VNTR Region von MUC-
1 an ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule 1) bindet und somit zur Zellbindung
beitragt (56; 57). Zusatzlich scheint auch die hoch konservierte zytoplasmatische

Doméane von MUC-1 einen Einfluss auf die Zell-Zell Interaktion durch Beteiligung an
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zahlreichen Signalwegen zu haben. Dafur spricht neben der starken Konservierung der
zytoplasmatischen Domé&ne auch, dass sie sieben Tyrosin-Phosphorylierungsstellen
sowie Bindestellen fir SH2 (Src-homology 2)-Domanen Proteine und Kinasen enthalt
(58; 59). Zu den verschiedenen Proteinen, die mit MUC-1 interagieren, gehdren unter
anderem die c-src Tyrosinkinase, die Serinkinase GSK3B (Glykogensynthase-Kinase
3B), Grb2/SOS (Growth factor receptor-bound protein 2/Son of Sevenless), das an der
Ras-Signalkaskade beteiligt ist, sowie 3-Catenin, welches am WNT- und src-Signalweg
beteiligt ist (60; 61; 62).

3.4.3 MUC-1 bei Krebserkrankungen

Neben den vielfaltigen Funktionen in gesundem Gewebe gilt MUC-1 auch als
Onkoprotein. So vermittelt MUC-1 die Produktion von Wachstumsfaktoren und férdert
die Glukoseaufnahme und den Stoffwechsel von Tumorzellen, was deren Uberleben
und der Proliferation dient. Zudem wurde auch eine Beteiligung von MUC-1 an
Tumorinvasion, Metastasierung, Angiogenese sowie der Resistenz gegen Apoptose
und Chemotherapeutika gezeigt (46). Durch seine vielfaltige Beteiligung an der
Entwicklung und dem Verlauf von Krebserkrankungen dient MUC-1 seit Mitte der 80er
Jahre vor allem bei Brustkrebspatienten als Tumormarker und als vielversprechendes
Tumorantigen (63). Die Grunde daflr liegen trotz seiner breiten Expression in
gesundem Gewebe zum einen darin, dass die hauptsachlich apikale Expression von
MUC-1 in gesundem Gewebe in Tumorgewebe verloren geht, wodurch MUC-1 fir
therapeutische Antikérper erreichbar wird, und zum anderen darin, dass MUC-1 in

epithelialen Tumoren zusatzlich stark tberexprimiert wird (54).

3.4.4 TA-MUC1 und PankoMab-GEX ©

Eine Eigenschaft, die MUC-1 zu einem vielversprechenden Antigen fur die Rekrutierung
von T-Zellen macht, ist eine in Tumorgewebe veréanderte O-Glykosylierung durch die im
Vergleich zu Normalgewebe neue Peptidepitope und neue Kohlenhydrat-Tumor-
antigene zuganglich werden (64). PankoMab-GEX® ist ein von der Glycotope GmbH
entwickelter humanisierter und glykooptimierter monoklonaler Antikorper, der ein

solches tumorspezifisches Kohlenhydrat/Protein Kombinationsepitop von MUC-1 (TA-
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MUC1) erkennt und dadurch zwischen TA-MUC1 auf Tumorgewebe und MUC-1 auf
Normalgewebe unterscheiden kann (65).

TA-MUCL1 verbindet die durch die aberrante Glykosylierung vermittelte ausgezeichnete
Tumorspezifitat mit der hohen Affinitéat eines Proteinepitops. PankoMab-GEX® erkennt
dabei innerhalb der Tandem-Wiederholungen von MUC-1 die PDTRP Sequenz (Prolin,
Asparaginsaure, Threonin, Arginin, Prolin), wenn das Threonin eine TF (Thomsen-
Friedenreich Antigen) oder Tn (TF Vorlaufer) Glykosylierung tragt. Die Expression von
TA-MUCL1 auf humanen Tumorgeweben wurde in einer Vielzahl von Studien untersucht
(66; 67; 68; 69; 70). Dabei konnte gezeigt werden, dass TA-MUCL1 in aul3ergewdhnlich
vielen epithelialen Tumorarten wie zum Beispiel in Ovarial- und Lungenkarzinomen
sowie in Brustkrebsarten in einem hohen Mal3e (80%-100% der Tumore) exprimiert
wird, was die therapeutische Relevanz von TA-MUC1 unterstreicht. Weitere
therapeutisch interessante Indikationen, die eine hohe TA-MUC1 Expression zeigen,
sind Karzinome mit Ursprung in Zervix, Endometrium, Niere, Urothel und den
Schilddriusen (Glycotope GmbH, nicht veroffentlicht). Weitere Eigenschaften, die TA-
MUCL1 zu einem wertvollen Antigen fir die Krebstherapie machen, sind die Expression
auf nahezu allen Zellen der positiven Tumore sowie die Expression auf Metastasen und
Krebsstammzellen (Glycotope GmbH, nicht verdffentlicht). Eine erste Kklinische
Bestatigung fir die Eignung von TA-MUC1 als wertvolles Antigen fur die Krebstherapie
hat die Phase-I Studie von PankoMab-GEX® bereits geliefert. Dabei zeichnete sich
PankoMab-GEX® als sicher und gut vertraglich, sowie mit einer vielversprechenden
anti-Tumor Wirkung aus. Zusatzlich konnten keine antigenabhangigen Toxizitaten
beobachtet werden, sodass PankoMab-GEX® aktuell in einer Phase-llb Studie als
Erhaltungstherapie bei fortgeschrittenem Ovarialkarzinom getestet wird (71).

3.5 Fragestellung

T-Zell-rekrutierende bispezifische Antikdrper sind vielversprechende Wirkstoff-
kandidaten fur die Tumortherapie. Durch die hohe Wirksamkeit der T-Zellen sind jedoch
Antigene mit hochster Tumorspezifitat nétig um starke on-target/off-tumor Toxizitat, die
fur die meisten Antigene, die in der Antikorpertherapie verwendet werden, haufig ist, zu
vermeiden. Die einzigartige Tumorspezifitat von TA-MUCL1 verbunden mit der nahezu

nicht vorhandenen Normalgewebsbindung und der breiten Indikations- und
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Patientenabdeckung machen TA-MUC1 zu einem aussichtsreichen Antigen fiur die
Rekrutierung von T-Zellen. In dieser Arbeit sollten ausgehend von PankoMab-GEX®
verschiedene T-Zell-rekrutierende bispezifische Antikérper entwickelt werden um die
Eignung von TA-MUCL fir die T-Zell-Rekrutierung zu untersuchen. Um einen Vergleich
zu bereits beschriebenen Antigenen zu haben, wurden zusatzlich vergleichbare
Konstrukte auf der Basis von Trastuzumab, einem bereits behérdlich zugelassenen
Antikérper gegen das Antigen Her2/neu (human epidermal growth factor receptor 2)
entwickelt. Dabei sollten sowohl T-Zell-abhangige Mechanismen wie T-Zell-Aktivierung
und Zytotoxizitat als auch die Ausschittung von Zytokinen als erste Einschatzung tber
die Sicherheit einer therapeutischen Anwendung untersucht werden. Da die
Eigenschaften von T-Zell-rekrutierenden bispezifischen Antikérpern deutlich durch die
Wahl des jeweiligen Formates beeinflusst werden, wurden fir diese ersten proof of
concept Studien Formate gewahlt, die auf den IgG1 Varianten von PankoMab-GEX®
und Trastuzumab beruhen. So sollte sichergestellt werden, dass ahnlich zu
Catumaxomab, Uber die zusatzliche Rekrutierung von Fcy-Rezeptor-positiven
Immunzellen weitere Costimulationen fur die T-Zellen vermittelt werden und eine
Nutzung des gesamten T-Zell-Repertoires mdéglich wird. Um die Bindung von Fcy-
Rezeptor-llla positiven Immunzellen zu optimieren, wurden die Antikdrper zudem in der
humanen GEX®-Fuc- Zelllinie des GlycoExpress® (GEX®) Systems der Glycotope
GmbH exprimiert. GEX®-Fuc- besitzt ein reduziertes Fucosylierungspotential was zur
Produktion von Antikdrpern mit reduziertem Fucosegehalt fuhrt, welche eine deutlich

erh6he Bindung an den Fcy-Rezeptor-llla zeigen.
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4. Methodik
4.1 Zellkultur

4.1.1 Isolation von PBMCs aus Leukapheresaten

Die Leukapheresate wurden vom Institut fur Transfusionsmedizin der Charité Berlin
oder dem Haema Blutspendedienst Rostock bezogen. Um PBMCs aus dem
Leukapheresat zu gewinnen, wurde die Ficoll-Dichtezenrifugation eingesetzt. 20 ml
Biocoll Separating Solution (Biochrom, Berlin) wurden mit 10 ml Leukapheresat
Uberschichtet und bei 1045 x g fur 12 min bei RT zentrifugiert. Anschlie3end wurde die
dem Biocoll aufliegende Schicht abgenommen, auf vier 50 ml Ro6hrchen (TPP,
Trasadingen) aufgeteilt und auf jeweils 50 ml mit PBS aufgefillt, bevor sie erneut bei
700 x g fur 10 min bei RT zentrifugiert wurden. Nachdem der Uberstand verworfen
wurde, wurden die Zellpellets vereinigt und zwei Mal in 25 ml PBS bei 311 x g fur 10
min und RT gewaschen. Das Zellpellet wurde anschlieend in 50 ml PBS auf-
genommen und die Zellzahl bestimmt. Um die PBMCs zu kryokonservieren, wurden sie
in Einfriermedium aus 15% AIMV Medium (Gibco, Karlsruhe), 75% hitzeinaktiviertem
FKS (Biochrom, Berlin) und 10% DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim) auf 4x10° vzZ/ml
eingestellt und in Flussigstickstoff eingefroren.

4.1.2 Zellkultur eukaryotischer Zelllinien

Tabelle 1 gibt einen Uberblick tber die verwendeten Zelllinien. Die verschiedenen
Zelllinien wurden in ihrem entsprechenden Medium (Biochrom, Berlin; Octapharma,
Langenfeld) in Zellkulturflaschen (TPP, Trasadingen) bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit
und 8% CO; kultiviert. Adharent wachsende Zelllinien wurden bei einer Konfluenz von
~80% mit Trypsin-EDTA (Gibco, Karlsruhe) oder Accutase (PAA Laboratories GmbH,
Pasching) vom Flaschenboden gel6st. Suspensionszelllinien wurden durch Verdiinnung

mit neuem Medium bei Zelldichten zwischen 2x10° vZ/ml und 1x10° vZ/ml kultiviert.
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Tabelle 1:Verwendete humane Tumorzelllinien.

Zelllinie Herkunft Wachstum Medium

GEX®-Fuc’ CML Suspension GTM, 0,1% HSA
0, -
GEX®-HIDS CML Suspension GTM, 0,002% HSA, 1xHT-Supplement,
1x Cycl. LLL

Jurkat T-Zell Leukamie Suspension RPMI, 10% FKS, 1% Glutamin
MCF-7 Mammakarzinom | adharent RPMI, 10% FKS, 1% Glutamin
T-47D Mammakarzinom | adharent RPMI, 10% FKS, 1% Glutamin
ZR-75-1 Mammakarzinom | adharent RPMI, 10% FKS, 1% Glutamin

4.1.3 Einfrieren von Zellen und Lagerung

Serumfrei kultivierte Zellen wurden mit einer Dichte von 2x10° vZ/ml mit je 1 ml pro
Kryoréhrchen (Cotech, Berlin) eingefroren. Als Einfriermedium wurde Kulturmedium
ohne Selektionsdruck und 10% DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim) verwendet. Bei
serumhaltigen Zellkulturen wurde als Einfriermedium Kulturmedium mit 7,5% DMSO

verwendet.

4.1.4 Zellzdhlung

Zellzahlungen wurden entweder mit dem Guava® easyCyte (Merck Millipore,
Darmstadt) nach Herstellerangaben oder dem Luna-FL Automated Cell Counter (Logos
Biosystems, Villeneuve d’Ascq) mittels Trypanblau (Biochrom, Berlin) oder dem AO/PI
Cell Viability Kit (Logos Biosystems, Villeneuve d’Ascq) durchgefihrt. Alternativ wurden
die Zellen mit Trypanblau gefarbt und in Neubauer-Zahlkammern (VWR, Darmstadt)

gezahlt.

4.1.5 Generierung stabiler Einzelklone zur Antikdrp  erproduktion

4.15.1 Transiente Transfektion

Am Vortag der transienten Transfektion wurden die GEX®-H9D8-Zellen mit 2x10° vZ/ml
ausgesat und Uber Nacht in GTM (Biochrom, Berlin) mit 1x HT-Supplement (Gibco,
Karlsruhe) und 1x Cyclodextrin LLL (Linolsaure-Cyclodextrin, Linolenséure-
Cyclodextrin, Liponséure-Cyclodextrin; Cyclolab, Budapest) bei 37°C, 8% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit  kultiviert. Am Tag der Transfektion erfolgte eine weitere
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Zellzahlbestimmung und die Zellen wurden erneut auf 2x10° vZ/ml eingestellt. Fiir einen
100 ml Ansatz wurden 100 ug DNA (Vy:VL Verhéltnis von 2:1) in 20 ml Opti-MEM®
(Gibco, Karlsruhe) aufgenommen und 100 pl Plus™ Reagent (Invitrogen, Karlsruhe)
hinzugegeben. Nachdem die Lésung durch vortexen gemischt wurde, wurde sie fur 15
min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden der Lésung 300 pl Lipofectamine® LTX
(Invitrogen, Karlsruhe) zugegeben, gemischt, und weitere 30 min bei RT inkubiert. Im
Anschluss wurde die DNA-LOsung erneut gemischt und tropfenweise unter Schwenken
zu den Zellen gegeben. Die transfizierten Zellen wurden bei 37°C, 8% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Der Kulturiiberstand wurde nach 4 Tagen geerntet und bei
-20°C eingefroren. Folgende Expressionsvektoren wurden verwendet:

Tabelle 2: Fur die transiente Transfektion verwende  te Vektoren.

Vektorname Konstrukt
pEFdhfrmut(-)Ck_OKT3mVL leichte k-Kette Okt3.1 und Okt3.2 IgG1
pEFpuroCgl OKT3mVH1 schwere y-Kette Okt3.1 IgG1
pEFpuroCgl OKT3mVH2 schwere y-Kette Okt3.2 IgG1
pEFpuroCgl UCHT1mVH schwere y-Kette cUCHT1 IgG1
pEFdhfrmut(-)Ck_UCHT1mVL leichte k-Kette cUCHT1 IgG1
pEFpuroCgl _UCHT1hVH schwere y-Kette hUCHT1 IgG1
pEFdhfrmut(-)Ck_UCHT1hVL leichte k-Kette hUCHT1 IgG1

4.15.2 Stabile Transfektion

Die stabile Transfektion der GEX®-Fuc™-Zellen wurde durch Elektroporation mit dem Cell
Line Nucleofector® Kit (Amaxa, KéIn) durchgefiihrt. In Vorbereitung auf die Transfektion
wurde zunachst die Nucleofector® Solution durch Zugabe von Supplement 1 zu der
Nucleofector® Solution nach Herstellerangaben angesetzt und auf Raumtemperatur
erwarmt. AnschlieBend wurden pro Transfektionsansatz 2x10° vZ/ml der am Vortag mit
2x10° vZ/ml ausgeséten Zellen in ein 15 ml Réhrchen (TPP, Trasadingen) tiberfiihrt und
5 min bei RT und 300 x g zentrifugiert. Wahrend der Zentrifugation wurden 100 pl
Nucleofector® Solution mit 9 pg DNA gemischt und das Zellpellet nach Abnahme des
Uberstandes in der Nucleofector®-DNA-Solution resuspendiert. Der Zell-DNA-Mix wurde
anschlieBend in die Elektroporationskiivette berfihrt und mit dem Nucleofector®
(Amaxa, Koln) elektroporiert. Nach der Elektroporation wurden die Zellen in GTM-

Medium Uberfuhrt und in 6-well Platten fur 48 h kultiviert, bevor das entsprechende
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Selektionsmedium zugegeben wurde. Folgende Vektoren wurden fir die stabile

Transfektion verwendet:

Tabelle 3: Fir die stabile Transfektion verwendete

Vektoren.

Vektorname

Konstrukt

pHBG1AdhfrCkn_hPMVLn

leichte k-Kette hPankoMab 1gG1

pHBG1ApuroCg1lnCH3-4GS-0Okt3.1scFv_hPMVHnN

schwere y-Kette hPankoMab IgG1 mit
Okt3.1 scFv an der CH3-Domane

pHBG1ApuroCg1nCH3-4GS-Okt3.2scFv_hPMVHN

schwere y-Kette hPankoMab 1gG1 mit
Okt3.2 scFv an der CH3-Doméne

pHBG1ApuroCg1lnCH3-4GS-UchtlscFv_hPMVHnN

schwere y-Kette hPankoMab 1gG1 mit
cUCHT1 scFv an der CH3-Domaéane

pHBG1ApuroCgln_hPMVHn

schwere y-Kette hPankoMab IgG1

pHBG1AdhfrCkn-4GS-Okt3-1scFv_hPMVLn

leichte k-Kette hPankoMab IgG1 mit Okt3.1
scFv an der Ck-Doméne

pHBG1AdhfrCkn-4GS-Okt3-2scFv_hPMVLn

leichte k-Kette hPankoMab IgG1 mit Okt3.2
scFv an der Ck-Doméne

pHBG1AdhfrCkn-4GS-UchtlscFv_hPMVLn

leichte k-Kette hPankoMab IgG1 mit
cUCHT1 scFv an der Ck-Domaéne

pHBG1AdhfrCkneu_hTrasVLneu

leichte k-Kette hTrastuzumab IgG1

pHBG1ApuroCglnCH3-4GS-0Okt3.1scFv_hTMVHnN

schwere y-Kette hTrastuzumab IgG1 mit
Okt3.1 scFv an der CH3-Doméne

pHBG1ApuroCglnCH3-4GS-0Okt3.2scFv_hTMVHnN

schwere y-Kette hTrastuzumab IgG1 mit
Okt3.2 scFv an der CH3-Doméne

pHBG1ApuroCg1lnCH3-4GS-UchtlscFv_hTMVHnN

schwere y-Kette hTrastuzumab IgG1 mit
cUCHT1 scFv an der CH3-Domane

pHBG1ApuroCgln_hTrasVHn

schwere y-Kette hTrastuzumab IgG1

pHBG1AdhfrCkn-4GS-Okt3.1scFv_hTrasVLn

leichte k-Kette hTrastuzumab IgG1 mit
Okt3.1 scFv an der Ck-Doméne

pHBG1AdhfrCkn-4GS-Okt3.2scFv_hTrasVLn

leichte k-Kette hTrastuzumab IgG1 mit
Okt3.2 scFv an der Ck-Doméne

pHBG1AdhfrCkn-4GS-UchtlscFv_hTrasVLn

leichte k-Kette hTrastuzumab 1gG1 mit
cUCHT1 scFv an der Ck-Doméne

4.1.5.3 Amplifikation und Selektion

Zwei Tage nach erfolgter Transfektion wurde den Zellen Selektionsmedium mit
Methotrexat (Sigma Aldrich, Steinheim) und Puromycin (Takara Bio Eur., St. Germain-
en-Laye) zugesetzt. Durch die Methotrexat beziehungsweise Puromycin Zugabe
wurden die Zellen selektiert, die die leichte beziehungsweise schwere Kette stabil
integriert haben. Zuséatzlich wurde der eingesetzte Selektionsdruck schrittweise erhéht
um eine Genamplifikation und dadurch gesteigerte Produktivitdt zu erreichen. In
Abhangigkeit der Vitalitdt und des Zellwachstums wurde dabei folgendes Amplifikations-

schema verwendet:
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Tabelle 4: Verwendetes Amplifikationsschema.

Amplifikationsstufe Methotrexat [NM] Puromycin [ug/ml]
1. Amplifikationsstufe 50 0,4
2. Amplifikationsstufe 100 0,4
3. Amplifikationsstufe 200 0,8
4. Amplifikationsstufe 400 1,6
5. Amplifikationsstufe 800 3,2

4.1.5.4 Klonierung von Zellen durch Aussaat in semi  solidem Medium

Die Klonierung von Zellen durch Aussaat in semisolidem Medium dient dazu, eine
genetisch einheitliche Zellpopulation zu erhalten. Hierfir wurden 50 ml 2x
konzentriertes GTM-Medium (Biochrom, Berlin), 40 ml CloneMatrix Concentrate for
semi-solid media (Molecular Devices, Biberach an der Rif3) sowie 500 pl HSA 20%
(Octapharma, Langenfeld) und 1x Cyclodextrin LLL gemischt und das semisolide
Medium mit sterilem Wasser auf 100 ml aufgefullt. AnschlieBend wurden die zu
klonierenden Zellen (500 Zellen/ml) sowie 500 pl CloneDetect Human I1gG (H+L)
Specific, FITC (Molecular Devices, Biberach an der Ril3) zur Detektion der produzierten
Antikdrper zugegeben. Die Zellen wurden im semisoliden Medium mit dem Antikorper
mit je 2 ml/well in 6-well Platten (Greiner CELLSTAR fiir Suspensionskultur, Greiner
Bio-One, Frickenhausen) ausgeséat und bei 37°C, 8% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit fur
14 Tage kultiviert. Die am starksten fluoreszierenden Einzelzellkolonien wurden danach
durch den ClonePix FL (Molecular Devices, Biberach an der Ril3) identifiziert und in 96-
well Platten mit GTM-Medium ohne Selektionsdruck uberfuhrt. Entsprechend dem
Wachstum der einzelnen Zellklone wurden die Zellen zunachst in 24-well Platten und
anschlieBend in 6-well Platten mit GTM-Medium und Selektionsdruck uberfuhrt.
Nachdem die Zellen mindestens 10 Tage unter Selektionsdruck gewachsen waren,
wurde die spezifische Produktivitatssrate bestimmit.

4.1.5.5 Bestimmung der spezifischen Produktivitatsr  ate

Die spezifische Produktivitatsrate (SPR) wird in Pikogramm pro Zelle pro Tag (pcd)
angegeben und beschreibt die Menge an Antikorper, die pro Zelle an einem Tag

produziert wird. Um die SPR zu bestimmen, wurden die Zellen mit einer
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Ausgangszellzahl von 4x10* Zellen/ml in frischem GTM-Medium ohne Selektionsdruck
aufgenommen und je 500 pl in 24-well Platten ausgesat. Nach 3 Tagen wurden die
Zellzahl (siehe 4.1.4) sowie die Proteinmenge im Uberstand mittels Titer-ELISA
bestimmt (siehe 4.2.1). Dafir wurden die 500 ul in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 tberfuhrt,
abzentrifugiert und der Uberstand fur die Titer-Bestimmung abgenommen. Anhand der
ermittelten Ergebnisse wurde die SPR mit folgender Formel berechnet:

Gesamtproteinmenge im Uberstand
SPR =
Integral Cell Area

Die Integral Cell Area ist dabei folgendermaf3en definiert:

(Endzellzahl - Anfangszellzahl) x Tage in Kultur

log ( Endzellzahl )
9 Anfangszelllzahl

Integral Cell Area =

SPR-Bestimmungen wurden von den transfizierten Zellpoolen fur die jeweiligen
Selektionsdruckstufen sowie zur Klonauswahl von den Einzelzellklonen durchgefihrt.
Auf Grundlage der SPR-Ergebnisse wurden die Klone ausgewahlt, die spater

kryokonserviert und fur die Produktion von Kulturiiberstanden verwendet wurden.

4.1.5.6 Produktion von antikorperhaltigen Zellkultu ruberstanden

Zur Produktion von antikérperhaltigen Zellkulturiiberstanden wurden 2x10° vZ/ml in
GTM-Medium ohne Selektionsdruck in Spinnerflaschen ausgeséat. Sobald die Vitalitat
der Zellen < 80% war, wurden die Uberstande geerntet und die Zellen mittels
Zentrifugation (30 min, 3000 x g, 4°C) abgetrennt. AnschlieRend wurde der Uberstand
Uber einen 1,2 um Filter (Pall, Dreieich) filtriert und bei -20°C eingefroren.

4.2 Biochemische Methoden

Alle verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen

Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) und Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen.
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4.2.1 Titer-ELISA

Um die Antikorper-Titer in den Zellkulturiberstdnden zu bestimmen, wurde ein
Sandwich-ELISA eingesetzt. Dafiir wurden 96-well-Maxisorp Platten (Nunc® Thermo
Fisher, Dreieich) mit Maus anti-human Igk Antikérper (BD Biosciences, Heidelberg) bei
einer Konzentration von 2ug/ml in 0,1M Carbonatpuffer (pH 9,6) mit je 50 ul/well Gber
Nacht bei 4°C beschichtet. Die beschichteten Platten wurden einmal mit Waschpuffer
(0.05 % Tween 20 in 1xDPBS) gewaschen und anschlielend fur 2 h bei RT mit 200
pl/well Blocklésung (5% BSA in 1xDPBS) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen
zu blockieren. Nach drei weiteren Waschschritten wurden die Uberstande sowie eine
PankoMab-GEX® Standardreihe mit 50 pl/well aufgetragen und 1 h bei RT inkubiert.
Um eine genauere Ruckrechnung der Titer der Zellkulturiiberstande zu ermdéglichen,
wurden diese dabei in jeweils 3 Verdinnungen bestimmt. Nach erneutem drei-maligen
Waschen der Platten mit Waschpuffer erfolgte die Detektion fir 30 min bei RT durch
Ziege anti-human IgG Fc-POD (Jackson ImmunoResearch, Newmarket). Der
Detektionsantikorper wurde je nach Lot 1:15000 — 1:60000 in 1% BSA/DPBS verdinnt
eingesetzt. Vor der Entwicklung wurden drei weitere Waschschritte durchgefuhrt, bevor
100 pl/well TMB (Tebu-Bio Laboratories, Offenbach) fur 10 min im Dunkeln bei RT
zugegeben wurden. Um die Substratentwicklung abzustoppen, wurden 50 pl/well 2.5 N
Schwefelsaure zugegeben und anschlieRend die Absorption bei 450 und 620 nm an
einem ELISA-Reader (Plattenreader Infinite-200, Tecan GmbH, Crailsheim) gemessen.
Die Ruck-rechnung der Proteinkonzentration anhand der Standardkurve erfolgte mit der
Software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., San Diego) unter einer 4-

Parameter-Funktion (4PL, 4-parametric logistic equation) mit Wichtung ,1/Y*.

4.2.2 Protein A-Affinitatschromatographie

Die Aufreinigung der bispezifischen Antikdrper erfolgte mittels Protein A-
Affinitatschromatographie tber HiTrap rProtein A FF oder MabSelectSuRe Saulen
durch eine AKTAprime (alle GE Healthcare, Freiburg). Bevor der Uberstand mit einer
Flussgeschwindigkeit von < 1 ml/min aufgetragen wurde, wurde der Uberstand Uber
einen 0,22 um ,rapid“-Filtermax Filter (TPP, Trasadingen) steril filtriert und die Protein A
Saule mit Bindungspuffer (PBS, pH 7,4) aquilibriert. Nachdem der Uberstand vollstandig
aufgetragen wurde, wurde die Saule mit Bindungspuffer gewaschen bis die Grundlinie
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wieder erreicht war. AnschlieBend wurden die gebundenen Antikdrper durch saure
Elution mit Elutionspuffer (0.1 M Citrat, 0.15 M NaCl, pH 3.6 - 2,2) von der Saule geldst
und in 1 ml Fraktionen in 1,5 ml ReaktionsgefaRen mit 200 pl Neutralisationspuffer
(2,45 M Kaliumphosphat, pH 7,2) gesammelt. Die gesammelten Fraktionen, die den
Elutionspeak enthielten, wurden vereinigt und tber 50 kDa Amicon Ultra Filtrations-
einheiten (Merck Millipore, Darmstadt) auf 1 x PBS umgepuffert, bevor sie tber einen
0,22 um Millex Filter (Merck Millipore, Darmstadt) steril filtriert wurden. Die Lagerung
der gereinigten Antikorper erfolgte bei 4°C.

4.2.3 Proteinbestimmung

Die Konzentration der aufgereinigten Antikdrper wurde mittels NanoDrop 2000c UV-Vis
Spektralphotometer (Thermo Fisher, Dreieich) bestimmt. Dabei wird die Absorption der
Antikdrper bei einer Wellenlange von 280 nm gemessen und die Proteinkonzentration in
Abhangigkeit der jeweiligen Extinktionskoeffizienten berechnet. Die Extinktions-
koeffizienten der verschiedenen bispezifischen Antikorper wurden anhand der
Aminosauresequenz  bestimmt (Expasy, Swiss Institute of Bioinformatics,
http://web.expasy.org/protparam/). Tabelle 5 gibt einen Uberblick tiber die verwendeten

Extinktionskoeffizienten.

Tabelle 5: Ubersicht iiber die fur die Proteinbestim  mung verwendeten Extinktionskoeffizienten.

Konstrukt Extinktionskoeffizient
PM-Ck-scFvOkt3.1 / PM-CH3-scFvOkt3.1 1,672
PM-Ck-scFvOkt3.2 / PM-CH3-scFvOkt3.2 1,672
PM-Ck-scFVUCHT1 / PM-CH3-scFVUCHT1 1,619
TM-Ck-scFvOkt3.1 / TM-CH3-scFvOkt3.1 1,697
TM-Ck-scFvOkt3.2 / TM-CH3-scFvOkt3.2 1,697
TM-Ck-scFVYUCHT1 / TM-CH3-scFvUCHT1 1,644

4.2.4 GroRRenausschlusschromatographie

Fur die GroRenausschlusschromatographie wurde eine Superdex™ 200 10/300 GL
Sdule (GE Healthcare, Freiburg) an einer AKTAprime (GE Healthcare, Freiburg)
verwendet. Die analytische GroRenausschlusschromatographie (SEC, size-exclusion

chromatography) erfolgte bei einer Flussrate von 0,5 ml/min durch Injektion von 100-
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150 pg der gereinigten Antikorper Uber eine 200 pl Probenschleife. Fir praparative
Zwecke wurde die GroRenausschlusschromatographie hingegen bei einer Flussrate von
0,3 ml/min durchgefihrt. Dabei wurden je nach Konzentration der gereinigten Antikorper
0,5-4 mg uber eine 500 ul Probenschleife injiziert und die aufgetrennten Monomere in
0,5 ml Fraktionen gesammelt. Als Laufpuffer wurde sowohl fir die analytische als auch
fur die praparative SEC PBS Dulbecco ohne Mg2" und Ca2" (Biochrom, Berlin)
eingesetzt. Um den prozentualen Anteil an Multimeren, Dimeren, Monomeren und
Fragmenten zu berechnen, wurde die Prime View Software (GE Healthcare, Freiburg)
verwendet. Dabei wurden die Peakflachen des Chromatogramms relativ zueinander
berechnet.

4.2.5 Endotoxin Bestimmung

Da sowohl die Protein A-Affinitdtschromatographie als auch die GréfRRenausschluss-
chromatographie unter nicht sterilen Bedingungen durchgefuhrt wurden, wurden die
gereinigten Antikorper im Anschluss auf Endotoxin-Verunreinigungen untersucht. Dazu
wurde das ToxinSensor™ Chromogenic LAL Endotoxin Assay Kit (GenScript,
Piscataway) nach Herstellerangaben verwendet. Als interne Referenzen wurden
PankoMab-GEX® aus GMP Herstellung sowie Lipopolysaccharide von Escherichia coli
(Sigma-Aldrich, Steinheim) eingesetzt. Um einen Einfluss von Endotoxin-
verunreinigungen auf die funktionellen Untersuchungen auszuschlie3en sollten die

untersuchten Proben dabei vergleichbar zur Referenz sein.

4.3 Funktionelle Charakterisierung

Alle verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen

Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) und Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen.

4.3.1 Durchflusszytometrie

Fiur die durchflusszytometrischen Farbungen wurden je nach Aufgabenstellung 1-2x10°
Z/well in 96-well Rundbodenplatten gefarbt. Wurden fluoreszenzmarkierte Primar-

antikorper verwendet, erfolgte die Zugabe der Antikorper zu den Zellen in 50ul PBS mit
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5% FKS (Biochrom, Berlin) fir 20 min bei 4°C im Dunkeln. Anschlie3end wurden 150
ul/well PBS zugegeben, die Zellen abzentrifugiert (311 x g; 5 min; RT), der Uberstand
verworfen und der Waschschritt ein weiteres Mal mit 200 pl/well PBS mit 5% FKS
wiederholt, bevor die Zellen fir die durchflusszytometrische Analyse in 100 pl PBS

aufgenommen wurden.

Erfolgte die durchflusszytometrische Farbung mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten
Sekundarantikdrpern, wurde das Farbeprotokoll angepasst. Nach einer Inkubation mit
den Primarantikérpern fir 30 min folgte eine weitere 30 mindtige Inkubation mit den
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérpern bei 4°C im Dunkeln. Zwischen den beiden
Antikdrperinkubationen wurden zwei weitere Waschschritte durchgefihrt. Die durch-
flusszytometrische Analyse erfolgte am FACS Canto Il (BD Biosciences, Heidelberg)
oder am Attune NXT Flow Cytometer (Thermo Fisher, Dreieich). Fur die Auswertung
wurde FlowJo vX (FlowJo, LLC, Ashland) oder die FACSDiva Canto Il Software (BD
Biosciences, Heidelberg) verwendet. Tabelle 6 gibt einen Uberblick Uber die

verwendeten Antikdrper.

Tabelle 6: Verwendete Antikdrper in der Durchflussz ~ ytometrie.

Antigen Fluorophor Klon Verdiinnung Hersteller

CD3 PerCP-Cy5.5 SK7 1:20 eBioscience
CD4 PE-Vio770 REA623 1:800 Miltenyi Biotech
CD8 AF700 SK1 1:400 BioLegend
CDh14 APC-Cy7 HCD14 1:200 BioLegend
CD19 FITC HIB19 1:400 BioLegend
CD25 APC M-A251 1:20 BD Biosciences
CD45 APC 5B1 1:600 Miltenyi Biotech
CD56 PE 5.1H11 1:150 Miltenyi Biotech
CD69 PE FN50 1:20 BD Biosciences
Mouse IgG1k PE MOPC-21 1:20 BD Biosciences
Mouse IgG1k APC MOPC-21 1:20 BD Biosciences
Mouse IgG1k PerCP-Cy5.5 MOPC-21 1:20 BD Biosciences

AF700, Alexa Fluor® 700; APC, Allophycocyanin; APC-Cy7, Allophycocyanin-Cyanine7; FITC,
Fluoresceinisothiocyanat; PE, Phycoerythrin; PE-Vio770, Phycoerythrin-Vi0®770; PerCP-Cy5.5, Peridinin-
Chlorophyll-Protein-Cyanine5.5



Methodik 28

4.3.2 Fixierung von Zellen

War eine sofortige durchflusszytometrische Messung nicht moéglich, wurden die Zellen
mit dem BD Cytofix™ Fixation Buffer (BD Biosciences, Heidelberg) nach Hersteller-
angaben fixiert und bis zur durchflusszytometrischen Analyse innerhalb einer Woche

bei 4°C im Dunkeln gelagert.

4.3.3 Zellbindung

Die Zellbindung der verschiedenen Antikérper und Antikdrperkonstrukte wurde mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Dazu wurde die Bindung an TA-MUC1- und Her2-
positive ZR-75-1-Zellen sowie die Bindung an CD3-positive Jurkat-Zellen analysiert.
2x10° Zellen/well wurden, wie unter 4.3.1 beschrieben, mit den zu untersuchenden
Antikdrperverdiinnungen inkubiert und die gebundenen Antikdrper anschlieRend mit
einem 1:200 verdinnten R-PE gekoppelten Sekundarantikérper (R-Phycoerythrin
AffiniPure F(ab'), Fragment Goat Anti-Human IgG (H+L), Jackson ImmunoResearch,

Newmarket) detektiert.

4.3.4 T-Zell-Aktivierung

Um die antikérpervermittelte T-Zell-Aktivierung zu tiberpriifen, wurden 0,4-1x10° vz/ml
PBMCs in AIM-V oder RPMI mit 10% FKS und 1% L-Glutamin mit den verschiedenen
Antikdrperverdiinnungen versetzt und bei 37 °C fur 48 h inkubiert. In einigen Ansatzen,
in denen der Einfluss von Zielzelllinien untersucht werden sollte, wurden zusétzlich TA-
MUC1- und Her2-positive T-47D-Zellen in einem E:T-Verhéltnis (Effektor zu Target
Verhéltnis) von 1:1 oder 5:1 zugegeben. Nach 24 h und 48 h wurden die PBMCs
geerntet und gemafR 4.3.1 mittels Durchflusszytometrie untersucht. Dabei wurde die
Expression der Aktivierungsmarker CD69 und CD25 auf den CD3-positiven T-Zellen
durch fluoreszenzmarkierte Antikorper (siehe Tabelle 6) bestimmt. Um unspezifische
Hintergrundfluoreszenz auszuschlieBen, wurden zusatzliche Farbungen mit den

entsprechenden Isotyp-Kontrollen durchgefihrt.
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4.3.5 T-Zell-Proliferation

Die Proliferation der T-Zellen wurde mit Hilfe des CellTrace™ Violet (CTV) Cell
Proliferation Kit (Thermo Fisher, Dreieich) durchflusszytometrisch bestimmt. CTV ist in
der Lage in die Zellen zu diffundieren und bindet dort intrazellular an Amine, wodurch
eine Fluoreszenzfarbung der Zellen erreicht wird. Teilen sich die CTV markierten Zellen
in Folge einer induzierten Proliferation, wird das CTV mit jeder Zellteilung zu gleichem
Mafle an beide Tochterzellen weitergegeben, wodurch die Proliferation durch Abnahme
der Fluoreszenz geteilter Zellen durchflusszytometrisch messbar wird. Fir die
Markierung von PBMCs mit CTV wurden PBMCs auf 1x10° vZ/ml in PBS eingestellt und
mit 2 uM CTV in DMSO gemal3 den Herstellerangaben fur 20 min bei 37°C im Dunkeln
markiert. Anschliel3end wurden die Zellen mit dem 5-fachen Volumen an RPMI mit 5%
FKS gemischt und fir 5 min bei 37°C inkubiert. Nach dem Abzentrifugieren der Zellen
(311 x g, 5 min, RT) wurde der Uberstand entfernt und der Waschschritt ohne die 5-
mindtige Inkubation wiederholt. Um die antikdrperabhdngige Proliferation zu
untersuchen, wurden 1,5x10° vZ/ml der CTV markierten PBMCs mit den Antikérper-
verdunnungen fur 5 Tage bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 8% CO, in RPMI mit 10%
FKS und 1% L-Glutamin kultiviert. In einigen Ansétzen, in denen der Einfluss von
Zielzelllinien untersucht werden sollte, wurden zusatzlich 3x10* vZ/well TA-MUC1- und
Her2-positive MCF-7-Zellen (E:T 5:1) zugegeben. Nach der 5-tdgigen Kultivierung
wurde die Proliferation der CD4'- und CD8"-T-Zellen gemaR 4.3.1 mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Um spezifisch die T-Zell-Proliferation zu bestimmen,
wurde die in Tabelle 7 dargestellte Farbung eingesetzt. Die lebend/tot Farbung erfolgte

durch Zugabe von 20 pg/ml 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) vor der Messung.

Tabelle 7: Farbung der T-Zell-Proliferation.

Marker Population
7-AAD Lebend/Tot
CTV proliferierte Zellen
CD4 CD4"-T-Zellen
CD8 CD8"-T-Zellen
CD14 Monozyten
CD19 B-Zellen
CD45 Lymphozyten
CD56 NK-Zellen
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4.3.6 Zytokinfreisetzung

Um die antikdrperabhangige Zytokinfreisetzung zu untersuchen, wurden verschiedene
Versuchsbedingungen getestet. Dabei wurde die Zytokinfreisetzung zum einen in
Vollblut und zum anderen in PBMCs untersucht. Zusatzlich wurden die Antikdrper in
flussiger Phase zugegeben oder an 96-well Platten beschichtet. In einigen Ansétzen
wurde zudem der Einfluss von TA-MUCL1- und Her2-positiven Zielzellen untersucht. Die
antikdrperabhangige Zytokinfreisetzung wurde in sterilen 96-well Platten (TPP,
Trasadingen) untersucht. Zur Beschichtung der Antikdrper an die well-Oberflache
wurden in Triplikaten in jedes well 1 ug oder 10 pg der Antikdrper in 50 pul PBS gegeben
und tber Nacht unter einer laufenden Sterilbank antrocknen gelassen. Nach 2-maligem
Waschen mit PBS wurden dann 200 pl Vollblut beziehungsweise 1,5x10° PBMCs pro
well zugegeben und die Platten bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 8% CO, fiur 4 h
(Vollblut) oder 24 h (PBMCs) inkubiert. In einigen Ansétzen, in denen der Einfluss von
Zielzellen auf die Zytokinfreisetzung untersucht werden sollte, wurden zusatzlich noch
1x10* T-47D-Zellen pro well zugegeben. In diesen Ansatzen wurden, bedingt durch das
maximal mogliche Volumen, nur 150 pl/well Vollblut eingesetzt. In den Ansatzen mit
fliussiger Antikorpergabe wurden 1 pug oder 10 pg der Antikérper in PBS direkt zu 150-
200 pliwell Vollblut oder den PBMCs (1,5x10° vZ/well) gegeben und fiir 4 h (Vollblut)
oder 24 h (PBMCs) inkubiert. Bei den transient hergestellten Okt3.1, Okt3.2, cUCHT1
und hUCHT1 konnten aufgrund der vorliegenden Konzentrationen hingegen nur 285
ng/well Antikbrper zugegeben werden. Nach der Inkubationszeit wurden die Platten bei
311 x g, 5 min und RT zentrifugiert und 60 pl Plasma in eine weitere 96-well Platte zur
spateren Zytokinbestimmung Uberfuhrt. Die Lagerung des Plasmas bis zur Analyse
erfolgte bei -80°C.

Die freigesetzten Konzentrationen von IFN-y, IL-18, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12p70, IL-13 und TNF-a wurden anschliel3end mit dem SECTOR Imager 2400 (Meso
Scale Discovery, Rockville) durch das TH1/TH2 10-PLEX Ultra-sensitive Kit, das
Human IL-2 Kit und das Human Proinflammatory | Kit (alle Meso Scale Discovery,
Rockville) bestimmt und die relative Zytokin-Freisetzung im Verhaltnis zu den jeweiligen
Ausgangsantikorpern berechnet. Statistische Signifikanzen zwischen den jeweiligen
bispezifischen Antikérpern wurden mittels ungepaartem t-test (GraphPad Prism 5,
GraphPad Software, Inc., San Diego) bestimmit.
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4.3.7 T-Zell ADCC mit voraktivierten T-Zellen

Um die antikdrpervermittelte T-Zell abhéngige Zytotoxizitdt zu untersuchen wurden
voraktivierte T-Zellen verwendet. Dazu wurden T-Zellen mit dem Dynabeads Untouched
Human T cells Kit (Thermo Fisher, Dreieich) nach Herstellerangaben isoliert und fir 5
Tage mit dem Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28 Kit (Thermo Fisher, Dreieich)
in RPMI mit 10% FKS und 1% L-Glutamin oder AIM-V bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit
und 8% CO, aktiviert. Zur gleichzeitigen Expansion der isolierten T-Zellen wurde dem
Medium noch 30 U/ml rekombinantes Interleukin-2 (Peprotech GmbH, Hamburg)
zugegeben. Nach 5 Tagen wurden die Dynabeads® gemaR Herstellerangaben entfernt
und die aktivierten T-Zellen im ADCC als Effektorzellen eingesetzt. Um die durch die
verschiedenen Konstrukte vermittelte Zytotoxizitat quantifizieren zu kdnnen, wurden die
Zielzellen mittels Elektroporation mit Europium beladen und die freigesetzte Menge an

Europium nach Inkubation mit den voraktivierten T-Zellen ermittelt.

Europiumbeladung der Zielzellen:

3x10° T-47D-Zellen wurden in 100 pl kaltem Europiumpuffer (50 mM Hepes, 93 mM
NaCl, 5 mM KCIl, 2 mM MgCl,, 10 mM DTPA, 2 mM Europium-lll-acetat, pH 7,4)
aufgenommen, in eine vorgekuhlte, sterile Elektroporationskivette Uberfihrt, und 6-10
min auf Eis inkubiert, bevor die Zellen mit dem Nucleofector® (Amaxa, Koln)
elektroporiert wurden. Nach erfolgter Elektroporation wurden die Zellen erneut 6-10min
auf Eis inkubiert, bevor sechs Waschschritte mit jeweils 14 ml Medium (RPMI mit 5%
FKS) durchgefuhrt wurden. Zwischen jedem Waschschritt erfolgte die Zentrifugation der
Zellen fur 5 min bei 311 x g. Nach dem 6. Waschschritt wurde das Zellpellet in 5 ml

Medium aufgenommen, die Zellzahl bestimmt und auf 5x10* vZ/ml eingestellt.

Durchfihrung des ADCC-Assays:

Die zu testenden Antikorperverdinnungen wurden 10-fach konzentriert in RPMI mit 5%
FKS angesetzt und in Triplikaten je 20 ul in 96-well Rundbodenplatten vorgelegt. Zu
den Antikérpern wurden anschlieRend 100 pl der europiumbeladenen Zielzellen (5x10*
vZ/ml) sowie 80 ul der voraktivierten T-Zellen (6,25x10° vZ/ml) in einem E:T Verhaltnis
von 10:1 zugegeben und 4 h bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 8% CO, inkubiert.
Nach der vierstindigen Inkubation wurden die 96-well Platten 5 min bei 311 x g
zentrifugiert und 25 pl des Uberstandes in weiBe 96-well Flachbodenplatten (Corning

GmbH, Kaiserslautern) tberfiihrt, in denen 200 pl DELFIA® Enhancement Solution
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(Perkin Elmer, Waltham) vorgelegt waren. Das bei der Zelllyse freigesetzte Europium
chelatisiert dabei mit Liganden in der DELFIA® Enhancement Solution, wobei stark
fluoreszierende Chelate entstehen, die nach 10-mindtiger Inkubationszeit mittels
zeitverzogerter Fluoreszenzmessung gemessen wurden. Die Fluoreszenzmessung
wurde am Tecan Infinite F200 (Tecan, Crailsheim) mit einer Zeitverzégerung von 400
us, einer Anregungswellenlange von 340 nm und einer Emissionswellenlange von 612

nm durchgefuhrt.
Fur die Berechnung der spezifischen Lyse wurde folgende Formel verwendet:

(ER-SR)

(MR-BR) 10V

Spezifische Lyse [% |=
ER = Experimenteller Release (100 pl Zielzellen + 80 pl Effektorzellen + 20 ul
Antikdrper)
SR = Spontanrelease (100 pul Zielzellen + 100 pl Medium)
BR = Basalrelease (100 pl Uberstand der Zielzellen nach Europiumbeladung + 100 pl
Medium)
MR = Maximalrelease (100 pl Zielzellen + 20 pl Triton-X-100 (10%) + 80 ul Medium)

SR, BR und MR wurden dabei in Sechsfach-Bestimmungen angesetzt.
Als weiteres Mal3 fur die erfolgreiche Europiumbeladung der Zielzellen wurde zudem
die spontane Lyse der Zielzellen, welche < 30% sein sollte, nach folgender Formel

berechnet:

(SR-BR)

(MR-BR) 10V

Spontane Lyse [%] =

Die berechneten spezifischen Lysen wurden als Dose-Response Kurven dargestellt und
der Kurvenfit mit der Software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., San Diego)
mittels 4-Parameter logistischem Plot berechnet.

4.3.8 NK-Zell ADCC

Die antikorpervermittelte NK-Zell abhangige Zytotoxizitat wurde ebenfalls durch
Europiumfreisetzung nach dem unter 4.3.7 beschriebenen Protokoll bestimmt. Dabei

wurde statt der voraktivierten T-Zellen eine NK-Zelllinie der Glycotope GmbH als
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Effektoren eingesetzt, die mit dem V-Allotyp des Fcy-Rezeptors llla (KHyG1-CD16aV)

transfiziert ist.

4.3.9 PBMC ADCC

Um die T-Zell vermittelte antikbrperabhangige Zytotoxizitat ohne Voraktivierung der T-
Zellen untersuchen zu kénnen, wurde ein weiterer Versuchsaufbau verwendet, der es
ermdglicht die antikdrperabhéngige spezifische Lyse von Zielzellen Uber 24 h zu
beobachten. Dafiir wurden 1,5x10* MCF-7-Zellen/well in 200 pl RPMI + 10% FKS + 1%
L-Glutamin in 96-well Flachbodenplatten ausgesat und Uber Nacht bei 37°C, 95%
Luftfeuchtigkeit und 8% CO- kultiviert. Am folgenden Tag wurden die Platten fiir 3 min
bei 311 x g zentrifugiert und der Uberstand abgenommen, bevor 2x10° PBMCs sowie
die Antikdrperverdiinnungen in Triplikaten in einem gesamt Volumen von 200 pl
Phenolrot-freiem RPMI (Biochrom, Berlin) + 1% FKS zugegeben wurden. Die
Bestimmung der spezifischen Lyse der Zielzellen erfolgte durch Quantifizierung der bei
der Lyse freigesetzten Menge an Lactat-Dehydrogenase (LDH) mithilfe des Cytotoxicity
Detection Kit (Roche, Mannheim) nach Herstellerangaben. Dazu wurden nach 24-
stundiger Inkubation bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 8% CO, die Platten 10 min bei
250 x g zentrifugiert und 100 pl des Uberstandes in eine 96-well Flachbodenplatte
Uberfahrt. Nach Zugabe von 100 pl Reaction mixture und maximal 30-minutiger
Inkubationszeit im Dunkeln wurde die Absorption bei 492 nm mit einer Referenz-
wellenlange von 630 nm am EnSpire® 2300 Multilabel Reader (Perkin Elmer, Waltham)

gemessen.

Fur die Berechnung der spezifischen Lyse wurde folgende Formel verwendet:

(ER-BR)

(MR - BR) 100

Spezifische Lyse [%] =

ER = Experimenteller Release (Zielzellen + Effektorzellen + Antikdrper)
BR = Basalrelease (Zielzellen + Effektorzellen)

MR = Maximalrelease (Zielzellen + 1% Triton-X-100)

ER, BR und MR wurden dabei in Triplikaten angesetzt.
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5. Ergebnisse
5.1 Auswahl geeigneter anti-CD3 Antikérper zur Gen erierung von scFv-

Fragmenten

Die Rekrutierung der T-Zellen sollte durch scFv-Fragmente erfolgen, die gegen CD3
gerichtet sind. Daher wurden zunachst vier verschiedene anti-CD3 Antikorper transient
in GEX®-HID8-Zellen transfiziert und die so produzierten Antikdrper hinsichtlich ihrer
Zellbindung und T-Zell-Aktivierung untersucht. Um einen Einfluss des Isotyps
auszuschlieB3en, wurden alle Antikorper als humane IgG1 exprimiert. Bei den getesteten
anti-CD3 Antikdrpern wurden bei dem intern als Okt3.1 bezeichneten Antikorper die
variablen Doménen (VH und VL) von der CD3-Bindedom&ane von Blinatumomab
tubernommen. Der intern als Okt3.2 bezeichneten Antikérper tragt in Anlehnung an eine
Publikation von Kipriyanov und Kollegen (72) eine zuséatzliche Mutation (C100AA) in der
VH-Domane, da fur die Mutation C100AS ein positiver Effekt auf die Stabilitdt und
bakterielle Expression beschrieben wurde. Neben Okt3.1 und Okt3.2 wurden noch die
variablen Domé&nen von einer chimaren Variante sowie einer humanisierten Variante
des UCHT1 Antikdrpers verwendet (73). Die getesteten UCHT1 Varianten binden die ¢-
Untereinheit von CD3 wohingegen die Okt3.1 und Okt3.2 Varianten ein Konformations-

epitop binden, das zusammen mit der y- oder d-Untereinheit gebildet wird (74).

5.1.1 Zellbindungsstudien der anti-CD3 IgG1 Antikér  per

Ein wichtiges Kriterium fr die erfolgreiche Rekrutierung der T-Zellen ist die Bindung an
CD3. Um eventuelle Unterschiede der vier getesteten Antikdrper hinsichtlich ihrer CD3-
Bindung zu untersuchen, wurden die Antikoérper in zwei Konzentrationen (1 pg/ml und 4
png/ml) mit CD3-positiven Jurkat-Zellen inkubiert und die Bindung an CD3 mit einem
fluoreszenmarkierten Sekundarantikdrper nachgewiesen und in der

Durchflusszytometrie analysiert.
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Abbildung 5: Bindung der anti-CD3 Antikérper an CD3  -positive Jurkat-Zellen.

Jurkat-Zellen wurden mit 1 pg/ml und 4 pg/ml der anti-CD3 Antikérper hUCHT1, cUCHT1, Okt3.1 und
Okt3.2 sowie einem unspezifischen higG1l als Isotypkontrolle inkubiert. Die Detektion der Antikdrper
erfolgt mit einem anti-human 1I1gG (H+L) RPE gekoppeltem Sekundarantikbrper mittels
Durchflusszytometrie. Dargestellt ist der Mittelwert (n=2) der prozentualen Anzahl positiver Zellen (A)
sowie der medianen Fluoreszenzintensitat (B).

Alle anti-CD3 Antikorper zeigten in den eingesetzten Konzentrationen eine starke
Zellbindung an CD3-positive Jurkat-Zellen. Bezogen auf die Anzahl der positiven Zellen
zeigten cUCHT1, Okt3.1 und Okt3.2 mit >99% gebundener Jurkat-Zellen in beiden
Konzentrationen eine vergleichbare Bindung (Abbildung 5.A). Betrachtet man jedoch
auch den Median der Fluoreszenzintensitat, wird deutlich, dass bei zwar vergleichbarer
Anzahl gebundener Jurkat-Zellen cUCHT1 (MFI mit 1pg/ml von 7367) im Vergleich mit
Okt3.1 (MFI mit 1pg/ml von 9490) und Okt3.2 (MFI mit 1ug/ml von 9819) eine geringere
Anzahl an CD3-Molekilen pro Zelle gebunden hat (Abbildung 5.B). Die insgesamt
schwachste CD3-Bindung vermittelt die humanisierte Variante von UCHT1, hUCHT1,
was sich sowohl in einer leichten Reduktion des prozentualen Anteils an positiven
Zellen sowie in einer deutlichen Reduktion der Fluoreszenzintensitat gezeigt hat. So
wurden mit 1 pg/ml hUCHTL1 nur 95,2% der Jurkat-Zellen (MFI von 5213) und mit 4
pg/ml nur 96,2% (MFI von 5458) gebunden.

5.1.2 T-Zell-Aktivierung der anti-CD3 IgG1 Antikorp  er

Die Bindung von Antikérpern an CD3 auf T-Zellen kann zu einer Aktivierung der T-
Zellen fuhren. Zwei typische Marker fur die T-Zell-Aktivierung sind CD69 und CD25.
CD69 ist das erste induzierte Glykoprotein, das auf der Zelloberflache von T-Zellen
nach ihrer Aktivierung messbar wird und gilt daher als ein friher Aktivierungsmarker.
Bei CD25 handelt es sich um die a-Kette des IL-2 Rezeptors, dessen Expression
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ebenfalls in Folge einer T-Zell-Aktivierung stattfindet und eine Aussage uber den Grad
der T-Zell-Aktivierung ermoglicht. Um die antikorpervermittelte T-Zell-Aktivierung zu
untersuchen wurden PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) von einem
gesunden Spender mit den verschiedenen anti-CD3 Antikdrpern in einer
Konzentrationsreihe von 0,1 ng/ml bis 10 ng/ml fur 48h inkubiert und die Expression von
CD69 nach 24h und die Expression von CD25 nach 48h mittels Durchflusszytometrie

bestimmt.

Dabei fihrte die Inkubation mit Okt3.1 und Okt3.2 zur starksten T-Zell-Aktivierung.
Beide Antikorper induzierten bereits bei 0,1 ng/ml eine vergleichbare CD69-Expression
auf 35,8%, beziehungsweise 40,7% der CD3-positiven T-Zellen (Abbildung 6.A). Auch
die CD25-Expression nach 48-stundiger Inkubation war mit 12,6% und 16,8% der CD3-
positiven Zellen vergleichbar (Abbildung 6.C). Durch eine Erhéhung der Antikorper-
konzentration auf 10 ng/ml konnte ein weiterer Anstieg des Anteils an CD25- und CD3-
positiven T-Zellen auf 26,7% und 30,3% erreicht werden. Die CD69-Expression liel3
sich hingegen durch die Konzentrationserhbhung nur geringfigig auf 45,5%
beziehungsweise 45,6% steigern. Auch die Auswertung der medianen Fluoreszenz-
intensitdt der CD69- und CD25-Expression (Abbildung 6.B und D) bestétigt die
vergleichbare T-Zell-Aktivierung durch Okt3.1 und Okt3.2.
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Abbildung 6: Anti-CD3 Antikérper vermittelte T-Zell -Aktivierung.

PBMCs wurden mit 0,1 ng/ml, 1 ng/ml und 10 ng/ml Okt3.1, Okt3.2, cUCHT1 und hUCHT1 inkubiert und
die CD69-Expression (A und B) nach 24h sowie die CD25-Expression (C und D) der CD3-positiven T-
Zellen nach 48h mittels Durchflusszytometrie analysiert.

Die durch cUCHT1 und hUCHTL1 erreichte T-Zell-Aktivierung war im Vergleich zu
Okt3.1 und Okt3.2 bei niedrigen Antikérperkonzentrationen schwécher. So zeigten von
den mit 0,1 ng/ml cUCHT1 und hUCHT1 inkubierten CD3-positiven T-Zellen lediglich
2,4% und 0,6% nach 24h eine CD69-Expression (Abbildung 6.A) und 0,1%
beziehungsweise 2,5% nach 48h eine CD25-Expression (Abbildung 6.C). Bei h6herer
Antikdrperkonzentration war die durch cUCHT1 und hUCHT1 vermittelte T-Zell-
Aktivierung vergleichbar zur Okt3.1- und Okt3.2-vermittelten T-Zell-Aktivierung. So
exprimierten nach der Inkubation mit 10 ng/ml cUCHT1 und hUCHT1 48,7% und 42,9%
der T-Zellen CD69 und 37,5% beziehungsweise 32,0% der T-Zellen CD25. Auch die
Auswertung des Medians der Fluoreszenzintensitat der CD69-Farbung (Abbildung 6.B)
und der CD25-Farbung (Abbildung 6.D) bestatigen die starkere T-Zell-Aktivierung durch
Okt3.1 und Okt3.2 im Vergleich zu den Antikérpern hUCHT1 und cUCHT1.
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5.1.3 Anti-CD3 antikorperabhangige Zytokinfreisetzu  ng

Die Bindung von anti-CD3 Antikorpern an T-Zellen fdahrt nicht nur zu einer
antikorpervermittelten T-Zell-Aktivierung, sondern dadurch auch zu einer oftmals
starken Zytokinfreisetzung, die in der therapeutischen Anwendung zu starken
Nebenwirkungen fihren kann und eine groRe Herausforderung darstellt. Um frihzeitig
maogliche Unterschiede in der Zytokinfreisetzung zu untersuchen, wurde neben der T-
Zell-Aktivierung auch die durch die verschiedenen anti-CD3 Antikdrper verursachte
Zytokinfreisetzung untersucht. Dafur wurde Vollblut mit den vier anti-CD3 Antikdrpern
inkubiert und die freigesetzte Menge an IL-1j3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-

13, IFN-y und TNF-a quantitativ mittels Elektrochemilumineszenz bestimmit.
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Abbildung 7: Anti-CD3 Antikérper abhangige Zytokinf

reisetzung in Vollblut.

Okt3.1, Okt3.2, cUCHT1 und hUCHT1 wurden mit Vollblut eines gesunden Spenders inkubiert und die
freigesetzte Menge an IFN-y (A), IL-1B (B), IL-13 (C), IL-5 (D), IL-10 (E), TNF-a (F), IL-2 (G), IL-4 (H), IL-
12p70 () und IL-8 (nicht gezeigt) mit dem TH1/TH2 10-PLEX Ultra-sensitive Kit von Meso Scale
Discovery bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert (n=3) + SD der freigesetzten Zytokine.

Die hochste Konzentration an IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-1B, IFN-y und TNF-a
konnte dabei in dem mit Okt3.1 inkubierten Vollblut, gefolgt von dem mit Okt3.2
inkubierten Vollblut bestimmt werden (Abbildung 7). Lediglich bei IL-10 und TNF-a
wurde in dem mit cUCHT1 behandelten Vollblut eine etwas hohere Freisetzung als in

dem mit Okt3.2 inkubierten Vollblut gemessen. Im Vergleich mit hUCHTL1 verursachte
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CUCHTL1 eine hohere IL-4, IL-10, IL-13, IFN-y und TNF-a Freisetzung wohingegen mit
hUCHT1 eine hohere IL-1B3, IL-2 und IL-5 Freisetzung ausgeldst wurde. Von den vier
untersuchten Antikérpern verursachte keiner eine im Vergleich zur Mediumkontrolle
signifikant héhere Freisetzung von IL-12p70. Da zur Bestimmung der Zytokine ein Kit
verwendet wurde, wurde auch die freigesetzte Menge von IL-8 gemessen. Dabei lagen
die gemessenen IL-8 Konzentrationen in allen Ansatzen oberhalb des Standards und
damit aul3erhalb des dynamischen Bereichs des Assays. Ursache hierfir, ist die hohe
Konzentration von an Erythrozyten gebundenem IL-8, weswegen eine Aussage Uber die
Wirkung der getesteten Antikorper auf die IL-8 Freisetzung in diesem Ansatz nicht
getroffen werden kann. Zusammenfassend verursachen alle vier untersuchten
Antikdrper einen Anstieg der verschiedenen gemessenen Zytokine, der mit dem Grad

der T-Zell-Aktivierung korreliert.

5.2 Entwicklung von bi-spezifischen T-Zell-rekruti erenden Antikorpern

Um die Eignung von PankoMab-GEX® als T-Zell-rekrutierenden Antikdrper zu testen,
wurden sechs verschiedene Konstrukte hergestellt (Abbildung 8). Dabei wurden
ausgehend von PankoMab-GEX® einem IgG1 uber flexible Linker drei verschiedene
gegen CD3 gerichtete scFv-Fragmente an die Ck-Doméne der leichten Kette oder an
die CH3-Domane der schweren Kette von PankoMab-GEX® fusioniert. Aufgrund der
Ergebnisse zur T-Zell-Aktivierung, Zellbindung und Zytokinfreisetzung in Vollblut
wurden fur die Generierung des scFv-Konstruktes die anti-CD3 Antikdrper Okt3.1,
Okt3.2 und cUCHT1 gewabhlt. Die variablen Domanen von Okt3.2 wurden fur das scFv-
Konstrukt ausgewahlt, da Okt3.2 bei vergleichbarer CD3-Bindung und T-Zell-
Aktivierung eine geringere Zytokinfreisetzung als Okt3.1 vermittelte. Weil Okt3.2 aber
auch eine zusatzliche Mutation tragt, die zuvor noch nicht beschrieben oder analysiert
wurde, wurde zuséatzlich Okt3.1 zur Generierung des scFv-Konstruktes genutzt, der von
Blinatumomab abstammt, welcher sich zu Beginn dieser Arbeit bereits in fort-
geschrittenen klinischen Studien befand. Daher konnte davon ausgegangen werden,
dass sich das scFv-Fragment fur die Rekrutierung von T-Zellen eignet. Um zusétzlich
noch ein Konstrukt zu erhalten, das bei einer vergleichbaren CD3-Bindung eine
verringerte T-Zell-Aktivierung und Zytokinfreisetzung vermittelt, wurde cUCHT1 gewahlt.
Fur die Optimierung der Bindung von Fcy-Rezeptor-llla positiven Immunzellen an den

Fc-Teil der Antikérper, die unter anderem antikdrperabhangige zellvermittelte
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Zytotoxizitat durch NK-Zellen erhéht, wurden alle Konstrukte in der GEX®-Fuc- Zelllinie

der GlycoExpress®-Plattform der Glycotope GmbH produziert.

PM-Ck Konstrukte PM-CH3 Konstrukte

|~ PankoMab-GEX® leichte Kette

>— PankoMab-GEX® IgG1

—— PankoMab-GEX ® schwere Kette

—

scFvOkt3.1
scFvOkt3.2
scFvUcht1

Abbildung 8: PankoMab-CD3-Konstrukte zur Rekrutieru ng von T-Zellen.

Blau: Schwere Kette von PankoMab-GEX® bestehend aus VH-, CH1-, CH2- und CH3-Domane; Lila:
Leichte Kette von PankoMab-GEX® bestehend aus VL- und Ck-Domane; Griin/Rot: anti-CD3 scFv-
Fragment bestehend aus anti-CD3 VH- und VL-Domaéne.

Zusatzlich wurden Konstrukte hergestellt, die als Kontrolle fur mdgliche Effekte dienen
sollten, die vom Zielantigen TA-MUC1 abhéngig sind. Dabei handelt es sich um sechs
weitere Konstrukte, die auf Trastuzumab, einem gegen Her2 gerichteten IgG1, beruhen

und analog zu den PankoMab-CD3-Konstrukten aufgebaut sind.

5.2.1 Herstellung von Produktionsklonen

Die verschiedenen Konstrukte wurden in GEX®-Fuc- der GlycoExpress®-Plattform der
Glycotope GmbH exprimiert. Dabei wurde die Zelllinie zunachst transfiziert und um eine
Produktivitatssteigerung zu erreichen jeweils der entstandene Zellpool unter
steigendem Selektionsdruck kultiviert bevor durch Einzelzellklonierung stabile
Produktionszellklone gewonnen wurden. Da nur Material fur biochemische und
funktionelle Charakterisierungen gewonnen werden sollte und kein Hoch-
produktionsklon gesucht wurde, wurden eine zum normalen Vorgehen verkirzte
Selektionsdruckerhhung und auch nur eine einmalige Einzelzellklonierung

durchgefihrt.
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Abbildung 9: Spezifische Produktivitatsrate der PM- CH3- und PM-C k-Konstrukte.

Zur Bestimmung der spezifischen Produktivitdtsrate der Zellpoole wurde nach drei tagiger Kulturdauer
der Antikorpertiter der Kulturen mittels Titer-ELISA bestimmt und anhand der Anfangs- und Endzellzahlen
die spezifische Produktivitatsrate errechnet. Die spezifische Produktivitatsrate wird in pg/Zelle/Tag (pcd)
angegeben.

® PM-Ck-scFvOkt3.1

Produktivitat [pg/Zelle/Tag] >
£

Produktivitat [pg/Zelle/Tag] m

o

Bei den PM-CH3-Konstrukten zeigte PM-CH3-scFVUCHT1 mit 5,1 pg/Zelle/Tag (pcd)
die hochste spezifische Produktivitatsrate (SPR) gefolgt von PM-CH3-scFvOkt3.2 mit
2,1 pcd (Abbildung 9.B). Die Erhohung des Selektionsdrucks sorgte bei allen
Konstrukten bis zu der Druckstufe von 200 nM MTX und 0,8 pg/ml Puromycin fir eine
Steigerung der SPR wohingegen die weitere Erh6hung des Selektionsdrucks zu keiner
weiteren Steigerung fihrte. Im Gegensatz dazu konnte bei den PM-Ck-Konstrukten die
SPR durch eine Steigerung des Selektionsdrucks weiter erhoht werden. Ein weiterer
Unterschied zu den PM-CH3-Konstrukten zeigte sich darin, dass PM-Ck-scFVUCHT1
mit 4,4 pcd im Vergleich zu PM-Ck-scFvOkt3.1 mit 5,7 pcd und PM-Ck-scFvOkt3.2 mit
6,6 pcd die geringste Produktivitat aufwies (Abbildung 9.A).

Bei den als Kontrollkonstrukten hergestellten TM-CH3-Konstrukten fiihrte die Erhéhung
des Selektionsdrucks nur in der Druckstufe von 400 nM MTX und 1,6 pg/ml Puromycin
zu einer Steigerung der spezifischen Produktivitdtsrate und auch zwischen den
einzelnen Konstrukten unterschied sich die Produktivitdt nur sehr gering, wobei der
Zellpool von TM-CH3-scFvOkt3.1 in allen Druckstufen im Vergleich zu den anderen
Konstrukten eine etwas hohere Produktivitat zeigte (Abbildung 10.B). Wie schon bei
den PM-Ck-Konstrukten konnte im Gegensatz dazu bei den TM-Ck-Konstrukten die
SPR durch die Steigerung des Selektionsdrucks mit jeder Druckstufe weiter erhodht
werden. Dabei zeigten die drei Konstrukte in den Druckstufen 100/0,4, 200/0,8 und
400/1,6 (nM MTX/ug/ml Puromycin) jeweils vergleichbare spezifische Produktivitats-
raten von ungeféahr 2 bis 3,5 pcd und erst bei der Druckstufe von 800 nM MTX und 3,2
pg/ml Puromycin zeigte TM-Ck-scFVUCHT1 mit 8,3 pcd im Vergleich zu TM-Ck-
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scFvOkt3.1 mit 3,3 pcd und TM-Ck-scFvOkt3.2 mit 5,9 pcd eine deutlich héhere
spezifische Produktivitatsrate (Abbildung 10.A).

A Spezifische Produktivitatsrate B Spezifische Produktivitdtsrate
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Abbildung 10: Spezifische Produktivitatsrate der TM -CH3- und TM-C k-Konstrukte.

Zur Bestimmung der spezifischen Produktivitdtsrate der Zellpoole wurde nach drei tagiger Kulturdauer
der Antikorpertiter der Kulturen mittels Titer-ELISA bestimmt und anhand der Anfangs- und Endzellzahlen
die spezifische Produktivitadtsrate errechnet. Die spezifische Produktivitatsrate wird in pg/Zelle/Tag
angegeben.

Um eine genetisch einheitliche Zellpopulation zur Produktion der Antikérper zu erhalten,
wurden alle Konstrukte auf der Druckstufe 200 nM MTX / 0,8 ug/ml Puromycin und die
PM-Ck-Konstrukte zusatzlich auf der Druckstufe 400 nM MTX / 1,6 pg/ml Puromycin
sowie die TM-Ck-Konstrukte zusatzlich auf der Druckstufe 800 nM MTX / 3,2 pg/mi
Puromycin durch Aussaat in semisolidem Medium kloniert. Die daraus gewonnen
Einzelzellklone wurden erneut nach ihrer Produktivitat selektiert und jeweils ein Klon fur
die Produktion von antikérperhaltigem Uberstand ausgewahlt. Zusammenfassend
konnten alle Konstrukte trotz der verkirzten Klonentwicklung und unterschiedlicher
Produktivitat in ausreichender Menge fur die folgenden funktionellen Untersuchungen

produziert werden.

5.2.2 Reinigung der Antikdrper

Die verschiedenen Antikdrper wurden tber Protein A-Saulen gereinigt. Da Protein A die
Antikdrper im Bereich der CH2- und CH3-Domane bindet und die zusatzlichen scFv-
Fragmente eventuell das Bindeverhalten an Protein A beeinflussen kdnnten, wurde
zunachst ein Screening durchgefihrt um den optimalen pH-Wert fir die Elution der
Antikdrper von der Protein A-Séaule zu bestimmen. Daflr wurde ein Natriumcitratpuffer
mit pH 3,6 hergestellt und der pH-Wert schrittweise um pH 0,2 reduziert bis kein
Produkt mehr von der Saule eluiert wurde. Um sicherzugehen, dass das gesamte
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Produkt von der Séaule eluiert wurde, wurde anschlieBend ein zusatzlicher
Elutionsschritt mit pH 2,2 durchgefihrt.

A PM-Ck-scFvOkt3.1 B PM-Ck-scFvOkt3.2 C PM-Ck-scFVUCHT1
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Abbildung 11: Screening der Elutionsbedingungen der PM-Ck-Konstrukte.
Elution von PM-Ck-scFvOkt3.1 (A), PM-Ck-scFvOkt3.2 (B) und PM-Ck-scFvUCHT1 (C) von der Protein

A-Saule mit variierendem pH-Wert des Elutionspuffers. Durch eine anschlieRende Elution bei pH 2,2 wird
kein Protein mehr von der Saule eluiert.

Alle PM-Ck-Konstrukte werden wie auch der Ausgangsantikérper PankoMab-GEX® bei
einem pH-Wert von 3,6 fast vollstandig von der Protein A Saule eluiert. Durch eine
weitere Reduzierung des pH-Wertes auf 3,4 konnte keine weitere Steigerung der
Ausbeute erzielt werden (Abbildung 11). Obwohl auch der Ausgangsantikorper
TrasGEX® (Trastuzumab produziert in GlycoExpress®) bei einem pH-Wert von 3,6
vollstandig eluiert wird, eluiert im Gegensatz dazu bei den TM-Ck-Konstrukten ein
Elutionspuffer mit pH-Wert 3,6 die Antikdrper nicht vollstandig von der Protein A-Saule
und bei einer weiteren schrittweisen Reduzierung des pH-Wertes bis pH 3 kann
weiteres Produkt eluiert werden. Je nach scFv-Fragment konnte dabei ein
unterschiedlich starker Einfluss auf die Elutionsbedingungen beobachtet werden. So
eluiert TM-Ck-scFVUCHT1 fast vollstandig bei pH 3,4 und bei TM-Ck-scFvOkt3.1 und
TM-Ck-scFvOkt3.2 wurden bis zu pH 3,2 noch deutliche Produktmengen eluiert, die
weiter analysiert wurden (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Screening der Elutionsbedingungen der TM-Ck-Konstrukte.

Elution von TM-Ck-scFvOkt3.1 (A), TM-Ck-scFvOkt3.2 (B) und TM-Ck-scFvUCHT1 (C) von der Protein
A-Saule mit variierendem pH-Wert des Elutionspuffers. Durch eine anschlieRende Elution bei pH 2,2 wird
kein Protein mehr von der Saule eluiert.

Um die pH Bedingungen flr die Elution der TM-Ck-Konstrukte zu analysieren, wurden
exemplarisch die bei unterschiedlichen pH-Werten eluierten Fraktionen von TM-Ck-
scFvOKkt3.1 TM-Ck-scFvOkt3.2

chromatographie (SEC, size-exclusion chromatography) untersucht.

und mittels  analytischer  GroRRenausschluss-

Tabelle 8: Monomergehalt der bei pH 3,6, pH 3,4 und
scFvOkt3.1 und TM-C k-scFvOkt3.2.
Der Monomeranteil der einzelnen

chromatographie (SEC) bestimmt.

pH 3,2 eluierten Fraktionen von TM-C k-

Fraktionen wurde mittels analytischer GroéRenausschluss-

Konstrukt pH-Wert MononEoe;or]AnteiI Monomer Anlt\iti)lnb:rizgrj?;) ]auf Gesamt
3,6 75,4 82,5
TM-Ck-scFvOkt3.1 3.4 44,6 13,6
3,2 9,8 3,8
3,6 86,6 69,1
TM-Ck-scFvOkt3.2 3,4 59,3 24,4
3,2 11,2 2,6

Sowohl bei TM-Ck-scFvOkt3.1 als auch bei TM-Ck-scFvOkt3.2 eluierte bei pH 3,6 mit
82,5% und 69,1% bereits der Hauptanteil der Monomerfraktion der Antikorper. Dennoch
wurden durch die Reduktion des pH-Wertes auf 3,4 noch weitere 13,6% Monomere von
TM-Ck-scFvOkt3.1 und 24,4% Monomere von TM-Ck-scFvOkt3.2 eluiert. Durch die
weitere Reduzierung des pH-Wertes auf 3,2 konnten entsprechend die restlichen 3,8%
der Monomere von TM-Ck-scFvOkt3.1 und bei TM-Ck-scFvOkt3.2 die restlichen 2,6%
der Monomere eluiert werden (Tabelle 8). Die bei pH 3,0 gesammelten Fraktionen

enthielten keine ausreichende Menge des Antikdrpers um mittels analytischer SEC
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untersucht zu werden. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurden bei allen
nachfolgenden Reinigungen die PM-Konstrukte bei einem pH-Wert von 3,6 und die TM-

Konstrukte bei einem pH-Wert von 3,4 eluiert.

5.2.3 Aggregationsverhalten  der  bispezifischen  T-Ze ll-rekrutierenden

Antikorper

Bispezifische Antikorper zeigen haufig eine hohere Tendenz zu aggregieren. Um den
Einfluss des scFv-Anteils auf die Aggregation der Antikérper zu untersuchen, wurden
von allen TM-Ck- und PM-Ck-Konstrukten die bei pH 3,6 eluierten Fraktionen durch
analytische GrolRenausschlusschromatographie untersucht und der enthaltene
Monomeranteil verglichen.

Tabelle 9: Bestimmung der Aggregation der TM-C k- und PM-C k-Konstrukte.

Der prozentuale Anteil an Multimeren, Dimeren, Monomeren und Fragmenten der bei pH 3,6 eluierten
Antikérper wurde durch analytische GréRenausschlusschromatographie bestimmt.

Konstrukt Ausgangskonzentration Multimer Dimer Monomer Fragmente
[mg/mi] [%] [%6] [%] [%]
PM-Ck-scFvOkt3.1 2,1 1,69 9,21 88,77 0,33
PM-Ck-scFvOkt3.2 2,8 1,28 6,80 91,93
PM-Ck-scFvUCHT1 3,6 3,59 17,99 78,42
TM-Ck-scFvOkt3.1 1,6 4,13 13,05 75,43 3,26
TM-Ck-scFvOkt3.2 1,7 4,01 9,39 86,60
TM-Ck-scFVUCHT1 8,6 1,91 10,63 87,43

Bei den PM-Ck-Konstrukten enthielt PM-Ck-scFvOkt3.2 mit 92% den grof3ten Anteil an
Monomeren gefolgt von PM-Ck-mscFvOkt3.1 mit 89%. Der geringste Monomergehalt
wurde bei PM-Ck-scFYUCHT1 mit 78% bestimmt (Tabelle 9). Umgekehrt wurde jeweils
fur das PM-Ck-scFVUCHT1 Konstrukt, das den niedrigsten Monomergehalt aufweist,
der hochste Anteil an Multimeren (3,6%) und Dimeren (18%) bestimmt. Einhergehend
mit dem hoheren Monomergehalt enthielten dementsprechend PM-Ck-scFvOKkt3.1
sowie PM-Ck-scFvOkt3.2 deutlich geringere Multimer- und Dimeranteile. Fragmente
(0,3%) wurden nur bei PM-Ck-scFvOkt3.1 bestimmit.

Im Gegensatz dazu wurde bei den TM-Ck-Konstrukten fir TM-Ck-scFvUCHT1 und TM-
Ck-scFvOkt3.2 mit ~87% der hochste Monomergehalt bestimmt. Bezogen auf den

Dimer- und Multimeranteil unterschieden sich beide Konstrukte jedoch leicht. So hatte
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TM-Ck-scFYUCHT1 einen hdéheren Dimeranteil und TM-Ck-scFvOkt3.2 einen hoheren
Anteil an Multimeren. Die Elutionsfraktionen von TM-Ck-scFvOkt3.1 enthielten mit 75%
den geringsten Monomeranteil und entsprechend den hdchsten Anteil an Dimeren
(13%) und Fragmenten (3%). Der Multimeranteil von TM-Ck-scFvOkt3.1 war hingegen
vergleichbar zu TM-Ck-scFvOkt3.2 (4%).

Zusammenfassend ergab sich, bezogen auf den Monomeranteil, bei den PM-Ck
Konstrukten folgende Abstufung:

PM-Ck-scFvOkt3.2 > PM-Ck-scFvOkt3.1 > PM-Ck-scFVUCHT1

Und bei den TM-Ck-Konstrukten folgende Abstufung:

TM-Ck-scFVYUCHT1 = TM-Ck-scFvOkt3.2 > TM-Ck-scFvOkt3.1

Um die TM-Ck und PM-Ck-Konstrukte funktionell vergleichen zu kdnnen, wurden von
allen Antikdrpern Monomerpraparationen mit >95% Monomeren durch préparative
GroRRenausschlusschromatographie  hergestellt. So sollte ein  Einfluss der

verschiedenen Aggregatgehalte ausgeschlossen werden.

5.2.4 Ausschluss von Endotoxinverunreinigungen

Bevor die funktionellen Untersuchungen der Antikorper erfolgten, wurden die jeweiligen
Monomerpraparationen mittels LAL-Assay untersucht um sicherzustellen, dass wahrend
der Reinigung der Antikorper sowie der praparativen SEC zur Abreicherung des
Aggregatgehaltes keine Endotoxine in die jeweiligen Proben gelangt sind. So sollte
ausgeschlossen werden, dass es durch Endotoxine zu einer Verfalschung der
Ergebnisse bei der funktionellen Untersuchung kommt.

Endotoxin Assay
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Abbildung 13: LAL-Assay zur Untersuchung einer even tuellen Endotoxinverunreinigung der
Monomerpraparationen.

Die Bestimmun% des Endotoxingehaltes erfolgte mittels LAL-Assay. Als Kontrollen wurden der Blank,
PankoMab-GEX™ aus GMP Herstellung (Referenz) sowie Lipopolysaccharide aus E.coli als
Positivkontrolle gemessen. Die TM-Ck-Konstrukte wurden mit einer Konzentration von 10000 ng/ml und
die PM-Ck-Konstrukte mit einer Konzentration von 40000 ng/ml getestet. Dargestellt ist der Mittelwert
(n=2).
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Die spater in den funktionellen Untersuchungen eingesetzten Antikorper enthielten nach
der Praparation der Monomere kein Endotoxin (Abbildung 13). Die fir die
verschiedenen Monomerpraparationen bestimmten O.D.-Werte lagen alle im Bereich
des Blank-Wertes und der internen Referenz.

5.3 Charakterisierung der Wirkmechanismen der PM-C k- und TM-Ck-
Konstrukte

5.3.1 Bindung der PM-C k-Konstrukte an TA-MUC1

Zunachst wurde anhand der PM-Ck-Konstrukte Uberprift, ob die zusatzlichen scFv-
Fragmente die Antigenbindung an TA-MUC1 stéren. Dafir wurde mittels
Durchflusszytometrie die Zellbindung der verschiedenen PM-Ck-Konstrukte in einer
Konzentrationsreihe von 100 pg/ml bis 1 ng/ml mit der Zellbindung des IgG1l

Ausgangsantikérpers  PankoMab-GEX® an TA-MUC1-positive ZR-75-1-Zellen
verglichen.
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Abbildung 14: Zellbindung der PM-C  k-Konstrukte an TA-MUC1-positive ZR-75-1-Zellen.

ZR-75-1-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen (100 pg/ml; 5x 1:10 verdinnt) von PM-Ck-
scFvOkt3.1 (A), PM-Ck-scFvOkt3.2 (B), PM-Ck-scFVUCHT1 (C) sowie PankoMab-GEX® inkubiert. Die
Detektion der Antikdrper erfolgt mit einem anti-human IgG (H+L) RPE gekoppeltem Sekundarantikdrper
mittels Durchflusszytometrie. Dargestellt ist der Mittelwert (n=2) der prozentualen Anzahl positiver Zellen

(A bis C) sowie der medianen Fluoreszenzintensitat (MFI) (D) in Abhéngigkeit der Stoffmengen-
konzentration.
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Die durch Durchflusszytometrie bestimmte Zellbindung von PM-Ck-scFvOkt3.1
(Abbildung 14.A), PM-Ck-scFvOkt3.2 (Abbildung 14.B) und PM-Ck-scFVUCHT1
(Abbildung 14.C) an TA-MUC1l-positive ZR-75-1-Zellen war Uber den getesteten
Konzentrationsbereich bezogen auf die prozentual positiven Zellen und die mediane
Fluoreszenzintensitat (Abbildung 14.D) vergleichbar zu dem Ausgangsantikdrper
PankoMab-GEX®. Die zuséatzlich an die Ck-Domé&ne fusionierten scFv-Fragmente
zeigten keinen Einfluss auf die TA-MUC1-Bindung.

5.3.2 Bindung der PM-C k- und TM-C k-Konstrukte an CD3

Um die CD3-Bindung der aus den unterschiedlichen anti-CD3 Antikérpern entwickelten
scFv-Fragmente zu untersuchen, wurde die Zellbindung an CD3-positive Jurkat-Zellen
untersucht. Daftr wurden die verschiedenen PM-Ck- und TM-Ck-Konstrukte ausgehend
von 100 pg/ml in einer 10-fachen seriellen Verdinnung bis 1 ng/ml mit Jurkat-Zellen
inkubiert und die Zellbindung mittels Durchflusszytometrie analysiert.
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Abbildung 15: Zellbindung der TM-C k- und PM-C k-Konstrukte an CD3-positive Jurkat-Zellen.
Jurkat-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen (100 pg/ml; 5x 1:10 verdinnt) von PM-Ck-
scFvOkt3.1, PM-Ck-scFvOkt3.2 und PM-Ck-scFYUCHT1 (A und C), sowie TM-Ck-scFvOkt3.1, TM-Ck-
scFvOkt3.2 und TM-Ck-scFvUCHT1 (B und D) inkubiert. Die Detektion der Antikérper erfolgt mit einem
anti-human IgG (H+L) RPE gekoppeltem Sekundarantikdrper mittels Durchflusszytometrie. Dargestellt ist
der Mittelwert (n=2) der prozentualen Anzahl positiver Zellen (A und B) sowie der medianen
Fluoreszenzintensitat (C und D) in Abhéngigkeit der Stoffmengenkonzentration.
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Bezogen auf die prozentual positiven Zellen ist die Bindung der scFv-Fragmente von
TM-Ck-scFvOkt3.1, TM-Ck-scFvOkt3.2 und TM-Ck-scFvUCHT1 an CD3-positive
Jurkat-Zellen vergleichbar (Abbildung 15.B). So betragt der Anteil gebundener Zellen
bei 1 pg/ml Antikérper mit TM-Ck-scFvOkt3.1 87,4%, mit TM-Ck-scFvOkt3.2 85,0% und
mit TM-Ck-scFVvUCHT1 87,0%. Auch bei den PM-Ck-Konstrukten zeigen die
unterschiedlichen scFv-Fragmente wie bereits die anti-CD3 Ausgangsantikorper
(Abbildung 5) eine vergleichbare Bindung der Jurkat-Zellen (Abbildung 15.A). Betrachtet
man jedoch die mediane Fluoreszenzintensitat, zeigen jeweils TM-Ck-scFvOkt3.1
(Abbildung 15.D) und PM-Ck-scFvOkt3.1 (Abbildung 15.C) eine leicht erh6hte mediane
Fluoreszenzintensitat, was darauf schlieRen lasst, dass im Vergleich zu den anderen

Konstrukten mehr Antikdrpermolekiile pro Zelle gebunden haben.

5.3.3 Zielzell-unabhangige T-Zell-Aktivierung

Da die verschiedenen Konstrukte einen funktionellen Fc-Teil besitzen, wurde vermutet,
dass sie eine Zielzell-unabhangige T-Zell-Aktivierung vermitteln. Um dies zu
untersuchen, wurden PBMCs mit den entsprechenden Antikérperkonstrukten inkubiert
und die Expressionen von CD69 und CD25 als Marker fur die T-Zell-Aktivierung durch
Durchflusszytometrie bestimmt.
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Abbildung 16: Anti-CD3 Antikrper vermittelte T-Zel I-Aktivierung.

PBMCs wurden mit verschiedenen Konzentrationen (100 ng/ml; 3x 1:10 verdinnt) von Okt3.1, Okt3.2,
cUCHT1 sowie PM-Ck-scFvOkt3.1, PM-Ck-scFvOkt3.2 und PM-Ck-scFvYUCHT1 bei fur 24h inkubiert und
die CD69-Expression (A) sowie die CD25-Expression (B) der CD3-positiven T-Zellen mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Dargestellt ist der Mittelwert (n=2) der prozentualen Anzahl positiver
Zellen in Abhéngigkeit der Konzentration.
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Die starkste T-Zell-Aktivierung wurde durch die IgGs Okt3.1 und Okt3.2 induziert
(Abbildung 16.A und B). So exprimierten bereits 35,6% und 52,1% der T-Zellen, die mit
0,1 ng/ml Okt3.1 und Okt3.2 inkubiert wurden, CD69 und 35,9% beziehungsweise
49,9% der T-Zellen exprimierten CD25. Wie schon in den Vorversuchen gezeigt (siehe
Abbildung 6), weist cUCHTL1 erneut eine deutlich geringere T-Zell-Aktivierung auf und
induzierte bei 0,1 ng/ml eine CD69-Expression bei nur 4,4% und eine CD25-Expression
bei 6,0% der T-Zellen. Eine deutliche Aktivierung der T-Zellen durch cUCHT1 wurde
erst bei 1 ng/ml mit 44% CD69- und 41,6% CD25-positiven T-Zellen gemessen. Die
maximale T-Zell-Aktivierung wurde bei Okt3.1, Okt3.2 und cUCHT1 mit 10 ng/ml
Antikorper erreicht und lag ungefahr bei 60% CD69- und CD25-positiven T-Zellen.

Im Vergleich zu den Ausgangsantikorpern zeigten die PM-Ck-Konstrukte hingegen alle
eine reduzierte T-Zell-Aktivierung. So induzierte keines der Konstrukte bei einer
Konzentration von 1 ng/ml eine erhdhte Expression von CD25 oder CD69. Weiterhin
war auffallig, dass entgegen der starkeren T-Zell-Aktivierung durch die IgGs Okt3.1 und
Okt3.2 im Vergleich zu cUCHT1, bei den PM-Ck-Konstrukten PM-Ck-scFVUCHT1 die
starkste T-Zell-Aktivierung ausgeldst hat. Die Inkubation mit PM-Ck-scFvUCHT1 fluhrte
bei einer Antikdrperkonzentration von 10 ng/ml zu einer CD69-Expression bei 58,9%
und einer CD25-Expression von 54,8% der T-Zellen. 10 ng/ml PM-Ck-scFvOkt3.1 und
PM-Ck-scFvOkt3.2 fihrte hingegen nur bei 23,6% beziehungsweise 26,1% der T-Zellen
zu einer CD69-Expression und bei 19,2% und 10,7% der T-Zellen zu einer CD25-
Expression. Damit induzierten beide Konstrukte noch eine deutlich geringere T-Zell-
Aktivierung als die Ausgangsantikérper. Auch durch eine weitere Erhéhung der
Konzentration auf 100 ng/ml konnten beide Konstrukte nicht die gleiche maximale T-
Zell-Aktivierung induzieren wie PM-Ck-scFVUCHT1 und die Ausgangsantikorper.
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Abbildung 17: T-Zell-Aktivierung durch die TM-C  k-Konstrukte.

PBMCs wurden mit verschiedenen Konzentrationen (134 ng/ml; 3x 1:10 verdunnt) von TM-Ck-
scFvOkt3.1, TM-Ck-scFvOkt3.2 und TM-Ck-scFVUCHT1 fur 48h inkubiert und die CD69-Expression (A)
nach 24h sowie die CD25-Expression (B) nach 48h der CD3-positiven T-Zellen mittels

Durchflusszytometrie analysiert. Dargestellt ist der Mittelwert (n=2) der prozentualen Anzahl positiver
Zellen in Abhéangigkeit der Konzentration.
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Um die Ergebnisse der PM-Ck-Konstrukte zu bestatigen wurde die durch die TM-Ck-
Konstrukte vermittelte T-Zell-Aktivierung untersucht. Dazu wurden erneut PBMCs mit
den entsprechenden Antikorpern inkubiert und die Expressionen von CD69 und CD25
als Marker fur die T-Zell-Aktivierung durch Durchflusszytometrie bestimmt. Auch bei
dem Vergleich der TM-Ck-Konstrukte induzierte TM-Ck-scFvUCHT1 die starkste T-Zell-
Aktivierung (Abbildung 17). Durch die Inkubation mit TM-Ck-scFVvUCHT1 (13,4 ng/ml)
exprimierten 93,1% der T-Zellen CD69 und 90,3% der T-Zellen exprimierten CD25. Im
Vergleich dazu wurden mit TM-Ck-scFvOkt3.1 und TM-Ck-scFvOkt3.2 die T-Zellen
nicht so stark aktiviert. So betrug nach der Inkubation mit TM-Ck-scFvOkt3.1 die Anzahl
der positiven Zellen nur 77,7% (CD69) und 65,4% (CD25) und nach der Inkubation mit
TM-Ck-scFvOkt3.2 nur 66,7% (CD69) und 59,1% (CD25). Diese Ergebnisse wurden
auch mit den PM-Ck-Konstrukten erzielt. Das scFVUCHT1-Konstrukt vermittelt die
starkste Zielzell-unabhéngige T-Zell-Aktivierung. Da die Zellen des hier verwendeten
Spenders jedoch allgemein eine deutlich starkere T-Zell-Aktvierung zeigt als der
Spender in dem Versuch mit den PM-Ck-Konstrukten fallt der Unterschied zu TM-Ck-
scFvOkt3.1 und TM-Ck-scFvOkt3.2 geringer aus. Zusammenfassend konnten durch die
Auswahl der drei unterschiedlichen scFv-Fragmente Konstrukte entwickelt werden, die
zum einen eine deutlich reduzierte Zielzell-unabhéngige T-Zell-Aktivierung zeigen als
die Ausgangsantikdrper und zum anderen durch die Wahl der verschiedenen scFv-

Fragmente ein variables Mal3 an T-Zell-Aktivierung ermdglichen.
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5.3.4 PM-Ck und TM-Ck antikorperabhangige Zytokinfreisetzung

Um die Wirkung der bispezifischen Antikorper auf T-Zellen weiter zu charakterisieren,
wurde die Zytokinfreisetzung untersucht. Dafur wurden die PM-Ck- und TM-Ck-
Konstrukte, sowie PankoMab-GEX® und TrasGEX® mit PBMCs oder Vollblut unter
verschiedenen Bedingungen inkubiert und die Zielzell-unabhangige Zytokinfreisetzung
bestimmt. Dabei wurde zum einen die Inkubationsdauer angepasst, je nachdem ob
PBMCs (24 Stunden) oder Vollblut (4 Stunden) verwendet wurden. Zum anderen
wurden die Antikorper entweder flussig hinzugegeben oder durch vorheriges
Antrocknen an Mikrotiterplatten beschichtet. Um zusétzlich die Zielzell-abhéngige
Zytokinfreisetzung zu untersuchen, wurden in einigen Ansatzen noch TA-MUC1-positive
T-47D-Zellen zugegeben. Als Positivkontrolle wurde MabCampath® (Alemtuzumab)
eingesetzt, ein Antikorper, der bereits klinisch zugelassen ist und dessen Anwendung
mit Zytokinfreisetzung verbunden ist. Die freigesetzten Konzentrationen von IFN-y, IL-
1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13 und TNF-a wurden quantitativ
mittels Elektrochemilumineszenz bestimmt und die erhdhte Freisetzung im Verhaltnis zu

den jeweiligen Ausgangsantikdrpern berechnet.
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Abbildung 18: PM-C k induzierte Zytokinfreisetzung.
PBMCs (Spender 1) oder Vollblut (Spender 2-4) wurden mit den PM-Ck-Konstrukten, PankoMab-GEX®
und MabCampath® inkubiert und die freigesetzte Konzentration an IL-8 (A), IL-12p70 (B), IL-13 (C), IL-4
(D), IL-5 (E), IL-10 (F), IFN-y (G), IL-1B (H), IL-2 (1), IL-6 (J) und TNF-a (K) gemessen. Die verschiedenen
Spender sind durch verschiedene Farben gekennzeichnet wobei verschiedene Symbole unterschiedliche
Versuchsbedingungen kennzeichnen (e Antikdrper beschichtet; o Antikdrper beschichtet + Zielzellen; m
flissiger Antikérper; ¢ Antikorper fliissig + Zielzellen). Dargestellt ist die Erhéhung der Zytokinfreisetzung
bezogen auf PankoMab-GEX"™ (n=3) sowie der Mittelwert aller Experimente.
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Generell war die freigesetzte Menge an Zytokinen stark abhangig von den jeweiligen
Versuchsbedingungen sowie den individuellen Spendern von Vollblut oder PBMCs. So
wurden zum Beispiel mit dem Vollblut von Spender 4 deutlich hohere
Zytokinkonzentrationen freigesetzt als mit dem von Spender 2 (jeweils durch Inkubation
mit 1 pg beschichtetem Antikorper, siehe z.B. Abbildung 18.G und Abbildung 19.D).
Weiterhin bewirkten die bispezifischen Antikorper eine hohere Zytokinfreisetzung, wenn
sie in flissiger Phase vorlagen und nicht zuvor an die 96-well Platten gebunden wurden
(sieche Spender 1 und Spender 2). Werden MabCampath® und die Ausgangsantikdrper
PankoMab-GEX® und TrasGEX® hingegen an die 96-well Platte gebunden, induzieren
sie eine hohere Zytokinfreisetzung als bei flissiger Antikdrpergabe. Durch die
unterschiedliche Auswirkung des Beschichtens von mono- und bispezifischen
Antikorpern ist ein direkter Vergleich zwischen MabCampath® und den bispezifischen
Antikérpern in diesem Versuchsaufbau nicht moglich. Dennoch kann das Profil der
verschiedenen freigesetzten Zytokine verglichen werden. Da allerdings keine
ausreichenden Daten in der Literatur dartiber vorliegen, welches Modell die im
Patienten zu erwartende Zytokinfreisetzung genauer widerspiegelt, wurden dennoch
beide Versuchsansatze durchgefuhrt und die jeweilige Zytokinfreisetzung immer in
Bezug auf PankoMab-GEX® und TrasGEX® dargestellt, da beide Antikérper schon in

einer klinischen Phase | als vertraglich eingestuft wurden.

Zusammenfassend wurden durch die PM-Ck-Konstrukte jeweils geringe Menge der
Zytokine IL-1pB, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 und IL-13 freigesetzt, die in etwa
der Zytokinfreisetzung durch PankoMab-GEX® entsprachen (Abbildung 18). Eine
Ausnahme bildet dabei die durch PM-Ck-scFvOkt3.2 freigesetzte Menge an IL-1(3 und
IL-6, die mit den Spendern 3 und 4 deutlich erhoht war. Da diese erhéhte Freisetzung
mit Spender 1 und 2 nicht gemessen wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dass
es sich um eine Verunreinigung handelt. Weiterhin induzierten die PM-Ck-Konstrukte
eine vergleichbare Freisetzung an TNF-a, die allerdings in den Ansatzen mit flussiger
Antikorperzugabe im Vergleich zu PankoMab-GEX® deutlich erhdht war (Abbildung
18.K). Ein Unterschied in der durch die verschiedenen PM-Ck-Konstrukte induzierten
Zytokinfreisetzung konnte nur bei IL-2 und IFN-y bestimmt werden (Abbildung 18.G und
). Dabei induzierte PM-Ck-scFVUCHT1 eine im Mittelwert Gber alle Experimente 5-fach
hohere IL-2 und 9-fach hohere IFN-y Freisetzung im Vergleich zu PM-Ck-scFvOkt3.1

und PM-Ck-scFvOkt3.2. Aufgrund der unterschiedlichen Versuchsbedingungen lassen
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sich fur die Mittelwerte aller Versuche keine Signifikanzen berechnen. Betrachtet man
jedoch die Versuche einzeln (n=3) ergibt sich bei jedem Versuchsansatz eine fur PM-
Ck-scFVUCHT1 signifikant erhdohte IFN-y Freisetzung im Vergleich zu PM-Ck-
scFvOkt3.1 (p < 0,05 — 0,0001) sowie PM-Ck-scFvOkt3.2 (p < 0,05 — 0,001), mit
Ausnahme der Versuche mit dem Vollblut von Spender 3. Auch bei der IL-2 Freisetzung
ergibt sich bei jedem Versuchsansatz, mit Ausnahme eines Ansatzes (Spender 2, 1 ug
Antikdrper beschichtet + Zielzellen), eine signifikant hohere Freisetzung von PM-Ck-
SCFVUCHT1 im Vergleich mit PM-Ck-scFvOkt3.1 (p < 0,05 — 0,0001) und PM-Ck-
scFvOkt3.2 (p < 0,05 — 0,0001). MabCampath® hingegen induzierte lediglich eine
erhohte TNF-a und IFN-y Freisetzung im Vergleich zu PankoMab-GEX®.
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Abbildung 19: TM-C «k induzierte Zytokinfreisetzung.
PBMCs (Spender 1) oder Vollblut (Spender 2-4) wurden mit den TM-Ck-Konstrukten, TrasGEX® und

MabCampath® inkubiert und die freigesetzte Konzentration an IL-5 (A), IL-6 (B), IL-12p70 (C), IFN-y (D),
IL-2 (E), TNF-a (F), IL-1B (G), IL-4 (H), IL-8 (1), IL-10 (J) und IL-13 (K) gemessen. Die verschiedenen
Spender sind durch verschiedene Farben gekennzeichnet wobei verschiedene Symbole unterschiedliche
Versuchsbedingungen kennzeichnen (e Antikdrper beschichtet; o Antikdrper beschichtet + Zielzellen; m
flissiger Antikérper; ¢ Antikorper fliissig + Zielzellen). Dargestellt ist die Erhéhung der Zytokinfreisetzung
bezogen auf TrasGEX® (n=3) sowie der Mittelwert aller Experimente.
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Auch durch die TM-Ck-Konstrukte wurden nur geringe Mengen der Zytokine IL-1j3, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 und IL-13 freigesetzt (Abbildung 19), die in etwa der
Zytokinfreisetzung durch TrasGEX® entsprachen. Weiterhin induzierten auch die TM-
Ck-Konstrukte eine vergleichbare Freisetzung an TNF-a, die in den Ansatzen mit
flussiger Antikdrperzugabe im Vergleich zu TrasGEX® deutlich erhéht war (Abbildung
19.F). In den beiden Anséatzen mit Spender 2 bei flissiger Antikbrperzugabe induzierte
dabei TM-Ck-scFVUCHTL1 eine hohere TNF-a Freisetzung als TM-Ck-scFvOkt3.1 und
TM-Ck-scFvOkt3.2 (Abbildung 19.F). Da diese erhéhte Freisetzung mit Spender 1 nicht
gemessen wurde, sollten weitere Spender untersucht werden, um gesicherte
Ergebnisse zu bekommen. Dabei induzierte TM-Ck-scFvUCHTL1 eine im Mittelwert Gber
alle Experimente eine 4,5- beziehungsweise 3-fach hdhere IL-2 sowie eine 3-fach
hohere IFN-y Freisetzung im Vergleich zu TM-Ck-scFvOkt3.1 und TM-Ck-scFvOKkt3.2.
Aufgrund der unterschiedlichen Versuchsbedingungen lassen sich fur die Mittelwerte
aller Versuche keine Signifikanzen berechnen. Betrachtet man jedoch die Versuche
einzeln (n=3) ergibt sich fur TM-Ck-scFvUCHT1 im Vergleich zu TM-Ck-scFvOkt3.1 und
TM-Ck-scFvOkt3.2 (p < 0,05 — 0,0001) eine signifikant erhohte IFN-y und IL-2

Freisetzung in 6 beziehungsweise 5 von 8 Versuchsansatzen.

5.4 Charakterisierung der Wirkmechanismen der C  k-scFvOkt3.2- und CH3-
scFvOKkt3.2-Konstrukte

In den Zellbindungsuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass die zusatzlichen
scFv-Fragmente keinen Einfluss auf die Bindung des Antikorpers an TA-MUC1 haben
und alle eine vergleichbare CD3-Bindung aufweisen. Dennoch induzierten die scFv-
Fragmente eine unterschiedliche T-Zell-Aktivierung in Abwesenheit von Zielzellen und
verursachten bei der Inkubation mit Vollblut oder PBMCs eine unterschiedlich hohe
Zytokinfreisetzung. Da die scFv-Fragmente Okt3.2 und Okt3.1 eine vergleichbare
CD69-Expression in Abwesenheit von Zielzellen induzieren und das scFvOkt3.2-
Fragment dabei aber eine geringere Zytokinfreisetzung verursacht, wurden PM-Ck-
scFvOkt3.2 und TM-Ck-scFvOkt3.2 gewahlt, um durch den Vergleich mit PM-CH3-
scFvOkt3.2 und TM-CH3-scFvOkt3.2 zu untersuchen, ob die Fusion der scFv-
Fragmente an die CH3- oder an die Ck-Doméane der Ausgangsantikorper vorteilhafte
Eigenschaften hat.
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5.4.1 Zellbindung an TA-MUCL1 und Her2

Die Bindung von PM-Ck-scFvOkt3.2 und PM-CH3-scFvOkt3.2 sowie TM-Ck-

scFvOkt3.2 und TM-CH3-scFvOkt3.2 wurde mittels Durchflusszytometrie an TA-MUC1-
und Her2-positiven ZR-75-1-Zellen untersucht.
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Abbildung 20: Zellbindung von PM-C  k-scFvOkt3.2 und PM-CH3-scFvOkt3.2 an TA-MUC1-positi ve
ZR-75-1-Zellen.

ZR-75-1-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen (666 nM; 5x 1:10 verdinnt) von PankoMab-
GEX® sowie PM-Ck-scFvOkt3.2 (A und C) und PM-CH3-scFvOkt3.2 (B und D) inkubiert. Die Detektion
der Antikorper erfolgte mit einem anti-human 19gG (H+L) RPE gekoppeltem Sekundérantikbrper mittels
Durchflusszytometrie. Dargestellt ist der Mittelwert (n=2) der prozentualen Anzahl positiver Zellen und der
medianen Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit der Stoffmengenkonzentration.

PM-Ck-scFvOkt3.2 zeigte sowohl in der Anzahl positiver Zellen als auch im Median der
Fluoreszenzintensitéat eine zu PankoMab-GEX® vergleichbare Bindung an die Zellen,
wie schon beim Vergleich der verschiedenen scFv-Fragmente gezeigt wurde (siehe
Abbildung 14). PM-CH3-scFvOkt3.2 bindet ebenso in vergleichbarer Weise zu
PankoMab-GEX® an die TA-MUC1-positiven ZR-75-1-Zellen (Abbildung 20). Die

zusatzlichen scFv-Fragmente an der Ck- oder CH3-Domane zeigen keinen Einfluss auf
die Tumorzellbindung.
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Abbildung 21: Zellbindung von TM-C  k-scFvOkt3.2 und TM-CH3-scFvOkt3.2 an Her2-positive  ZR-
75-1-Zellen.

ZR-75-1-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen (6,66 nM; 5x 1:5 verdinnt) von TrasGEX®
sowie TM-Ck-scFvOkt3.2 (A und C) und TM-CH3-scFvOkt3.2 (B und D) inkubiert. Die Detektion der
Antikorper erfolgte mit einem anti-human IgG (H+L) RPE gekoppeltem Sekundarantikdrper mittels
Durchflusszytometrie. Dargestellt ist der Mittelwert (n=2) der prozentualen Anzahl positiver Zellen und der
medianen Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit der Stoffmengenkonzentration.

Im Gegensatz zu den PM-Konstrukten war die Bindung von TM-Ck-scFvOkt3.2 an
Her2-positive ZR-75-1-Zellen im Vergleich mit TrasGEX® sowohl in der Anzahl positiver
Zellen als auch im Median der Fluoreszenzintensitat etwas geringer. TM-CH3-

scFvOkt3.2 hingegen zeigte eine zu TrasGEX® vergleichbare Bindung der ZR-75-1-
Zellen (Abbildung 21).

5.4.2 Zellbindung an CD3-positive Jurkat-Zellen

Zusétzlich zu der Bindung von TA-MUCL1 und Her2 wurde untersucht, ob das Okt3.2
scFv-Fragment eine starkere CD3-Bindung vermitteln kann, wenn es an die Ck- oder
CH3-Domane der Ausgangsantikorper fusioniert ist. Dazu wurde die Zellbindung von
PM-Ck-scFvOkt3.2, PM-CH3-scFvOkt3.2 sowie TM-Ck-scFvOkt3.2 und TM-CH3-

scFvOkt3.2 an CD3-positiven Jurkat-Zellen mittels Durchflusszytometrie untersucht.
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Abbildung 22: Zellbindung von PM-C k-scFvOkt3.2, PM-CH3-scFvOkt3.2, TM-C k-scFvOkt3.2 und
TM-CH3-scFvOkt3.2 an CD3-positive Jurkat-Zellen.

Jurkat-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen (66,6 nM; 5x 1:10 verdinnt) von PM-Ck-
scFvOkt3.2 und PM-CH3-scFvOkt3.2 (A und C) als auch von TM-Ck-scFvOkt3.2 und TM-CH3-
scFvOkt3.2 (B und D) inkubiert. Die Detektion der bispezifischen Antikdrper erfolgt mit einem anti-human
IgG (H+L) RPE gekoppeltem Sekundarantikdrper mittels Durchflusszytometrie. Dargestellt ist der
Mittelwert (n=2) der prozentualen Anzahl positiver Zellen und der medianen Fluoreszenzintensitat in
Abhéngigkeit der Stoffmengenkonzentration.

Die CH3-Fusionsproteine zeigen im Vergleich zu den Ck-Fusionsproteinen eine deutlich
verbesserte Bindung an CD3. Bezogen auf die prozentual positiven Zellen zeigte PM-
CH3-scFvOkt3.2 (ECso = 65 pM) eine bessere CD3-Bindung als PM-Ck-scFvOkt3.2
(ECso = 464 pM), was einer Erhdhung um den Faktor 7 entspricht (Abbildung 22.A). TM-
CH3-scFvOkt3.2 (ECsp = 94 pM) erreicht eine um den Faktor 4 bessere CD3-Bindung
als TM-Ck-scFvOkt3.2 (ECso = 396 pM) (Abbildung 22.B). Vergleicht man die CH3- und
Ck-Konstrukte untereinander, zeigt PM-CH3-scFvOkt3.2 eine etwas bessere CDS3-
Bindung als TM-CH3-scFvOkt3.2, wohingegen TM-Ck-scFvOkt3.2 eine etwas bessere
Bindung als PM-Ck-scFvOkt3.2 zeigt. Auch im Median der Fluoreszenzintensitat
zeigten die CH3-Konstrukte eine deutlich verbesserte Bindung an CD3 als die Ck-
Konstrukte (Abbildung 22.C und D). Dabei war die mittels Durchflusszytometrie
bestimmte Bindung von PM-Ck-scFvOkt3.2 und TM-Ck-scFvOkt3.2 an CD3-positiven
Jurkat-Zellen vergleichbar zu den Ergebnissen der Untersuchung der verschiedenen
scFv-Fragmente (Abbildung 15). Bezogen auf die Zellbindung bietet die Fusion der
scFv-Fragmente an die CH3-Domane der Antikdrper daher einen deutlichen Vorteil

gegenuber der Fusion an die Ck-Domane.
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5.4.3 T-Zell-Aktivierung in Abhangigkeit der C  k-scFvOkt3.2- und CH3-
scFvOkt3.2-Konstrukte

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die CD3-Bindung starker ist, wenn die scFv-
Fragmente mit der CH3-Domane von PankoMab-GEX® oder TrasGEX® und nicht mit
der Ck-Domane verknlpft sind, wurde untersucht, ob sich die bessere Zellbindung auch
auf die T-Zell-Aktivierung auswirkt. Dafir wurden PBMCs mit den verschiedenen
Antikdrpern inkubiert und die Expression von CD69 und CD25 als Marker fur die T-Zell-
Aktivierung mittels Durchflusszytometrie gemessen. Zusatzlich wurden zu einigen
Anséatzen noch TA-MUC1- und Her2-positive T-47D-Zellen hinzugegeben, um zu
untersuchen, ob durch die Anwesenheit von Zielzellen die T-Zell-Aktivierung verstarkt

werden kann.
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Abbildung 23: T-Zell-Aktivierung durch die PM-Konst rukte.

PBMCs wurden mit verschiedenen Konzentrationen (1,34 pg/ml; 4x 1:10 verdinnt) von PM-Ck-
scFvOkt3.2 und PM-CH3-scFvOkt3.2 mit und ohne TA-MUC1-positiven T-47D-Zellen (E:T 5:1) fur 48h
inkubiert und die CD69-Expression (A) nach 24h sowie die CD25-Expression (B) nach 48h der CD3-
positiven T-Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert. Dargestellt ist der Mittelwert (n=2) der
prozentualen Anzahl positiver Zellen in Abhéngigkeit der Konzentration.

Nach 24-stundiger Inkubation der PBMCs mit PM-Ck-scFvOkt3.2 und PM-CHS3-
scFvOkt3.2 war die CD69-Expression sowohl mit als auch ohne Zielzellen fur beide
Konstrukte vergleichbar (Abbildung 23.A). Dabei war in Anwesenheit der Zielzellen die
CD69-Expression deutlich gesteigert. Dieser Einfluss der Zielzellen konnte bei der
CD25-Expression hingegen nach 48-stiindiger Inkubation mit PM-Ck-scFvOkt3.2 nicht
gemessen werden (Abbildung 23.B). PM-CH3-scFvOkt3.2 induzierte jedoch ohne
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Zugabe von Zielzellen eine im Vergleich zu PM-Ck-scFvOkt3.2 etwas geringere CD25-
Expression. Durch die Zugabe der Zielzellen kam es jedoch in den Ansatzen mit 134
ng/ml und 1,34 pg/ml PM-CH3-scFvOkt3.2 zu einer deutlichen Steigerung der CD25-
Expression, wie bereits bei CD69 beobachtet. Zusammenfassend vermittelte PM-CH3-
scFvOKkt3.2 eine schwachere T-Zell-Aktivierung als PM-Ck-scFvOkt3.2 in Abwesenheit
von Zielzellen, in Anwesenheit von Zielzellen jedoch eine gesteigerte CD25-Expression.
Entgegen den Ergebnissen der PM-Konstrukte induzierte bei den TM-Konstrukten in
den Ansatzen ohne Zugabe von Zielzellen TM-CH3-scFvOkt3.2 ab einer Konzentration
von 134 ng/ml eine starkere CD69-Expression als TM-Ck-scFvOkt3.2, die allerdings bei
der wiederholten Messung der CD69-Expression nach 48h und bei einem weiteren
Spender nicht bestatigt werden konnte (Daten nicht gezeigt). Wie bereits bei den PM-
Konstrukten beobachtet, fiihrte auch bei den TM-Konstrukten die Anwesenheit der
Zielzellen zu einer starkeren und fur beide Antikérper vergleichbaren CD69-Expression
(Abbildung 24.A). Nach 48-stiindiger Inkubation mit den Zielzellen konnte jedoch nur in
dem Ansatz mit TM-Ck-scFvOkt3.2 eine leichte Steigerung der CD25-positiven T-Zellen

beobachtet werden.
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Abbildung 24: T-Zell-Aktivierung durch die TM-Konst rukte.

PBMCs wurden mit wurden mit verschiedenen Konzentrationen (1,34 pg/ml; 4x 1:10 verdiunnt) von TM-
Ck-scFvOkt3.2 und TM-CH3-scFvOkt3.2 mit und ohne Her2-positiven T-47D-Zellen (E:T 5:1) fur 48h
inkubiert und die CD69-Expression (A) nach 24h sowie die CD25-Expression (B) nach 48h mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Dargestellt ist der Mittelwert (n=2) der prozentualen Anzahl positiver
Zellen in Abhéangigkeit der Konzentration.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass bei den PankoMab-Konstrukten das

CHS3-Konstrukt in Abwesenheit von Zielzellen eine schwéchere T-Zell-Aktivierung als
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das Ck-Konstrukt vermittelt. In Anwesenheit von Zielzellen induziert jedoch das CH3-
Konstrukt eine starkere CD25-Expression. Bei den TM-Konstrukten ist die induzierte T-
Zell-Aktivierung in Abwesenheit von Zielzellen vergleichbar, in Anwesenheit von
Zielzellen induziert jedoch das Ck-Konstrukt eine erhdhte CD25-Expression. Die
deutlich verbesserte CD3-Bindung durch die CH3-Konstrukte (Abbildung 22) fuhrt daher
nicht zu einer per se verbesserten T-Zell-Aktivierung. In Anbetracht der geringeren
CD3-Bindung der Ck-Fusionsproteine scheinen diese trotzdem einen Vorteil in der T-
Zell-Aktivierung zu haben, die durch Bindung von FcyR-positiven Immunzellen am Fc-

Teil vermittelt wird.

Allgemein soll an dieser Stelle noch darauf hingewiesen werden, dass bei allen
Versuchen, die mit Zielzellen durchgefihrt wurden, starke Schwankungen in
Abhangigkeit der PBMC Spender und Zielzelllinien beobachtet wurden. So zeigten bei
einigen Spendern einige Tumorzelllinien einen stark inhibierenden Effekt auf die T-Zell-
Aktivierung, was auf die hohe Immunsuppressivitat der Tumorzelllinien zurtckzufiihren
ist (nicht gezeigt). Daher ist es schwierig in in vitro Versuchen in denen die T-Zell-
Aktivierung mit PBMCs unter optimalen Versuchsbedingungen mit der T-Zell-
Aktivierung mit PBMCs und verschieden immunsuppressiven Zielzelllinien verglichen
werden mussen, eine allgemein gultige Aussage Uber den Effekt der Anwesenheit von

Zielzellen zu treffen.

5.4.4 Zytokinfreisetzung in Abhangigkeit der der C  K-scFvOkt3.2- und CH3-
scFvOkt3.2-Konstrukte

Zusatzlich zu der Zellbindung und T-Zell-Aktivierung wurde auch untersucht, ob die
Fusionierung des Okt3.2 scFv-Fragments an die CH3-Domane von PankoMab-GEX®
und TrasGEX® einen Einfluss auf die Antikérper verursachte Zytokinfreisetzung hat.
Dafur wurden PM-Ck-scFvOkt3.2, PM-CH3-scFvOkt3.2, TM-Ck-scFvOkt3.2 und TM-
CH3-scFvOkt3.2 mit Vollblut inkubiert und die freigesetzte Konzentration an IL-1j3, IL-2,
IL-6, IFN-y und TNF-a mit dem SECTOR Imager 2400 (Meso Scale Discovery) durch
das Human IL-2 Kit (Meso Scale Discovery) und das Human Proinflammatory | Kit

(Meso Scale Discovery) bestimmit.
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Abbildung 25: PM/TM-C k und PM/TM-CH3 induzierte Zytokinfreisetzung.
Vollblut wurde mit den PM-Ck-, TM-Ck-, PM-CH3- und TM-CH3-Konstrukten sowie PankoMab-GEX® und

TrasGEX® inkubiert und die freigesetzte Konzentration an IL-1(3 (A), IL-2 (B), IL-6 (C), IFN-y (D) und TNF-
a (E) gemessen. Die verschiedenen Spender sind durch verschiedene Farben gekennzeichnet.
Dargestellt ist die induzierte Zytokinfreisetzung bezogen auf PankoMab-GEX® oder TrasGEX® (n=3)
sowie der Mittelwert beider Versuche.

PM-CH3-scFvOkt3.2 und PM-Ck-scFvOkt3.2 verursachen beide eine im Vergleich zu
PankoMab-GEX® 7- beziehungsweise 14-fach erhéhte IL-2 Freisetzung (Abbildung
25.B), die aber dennoch aber im niedrigen pg/ml Bereich liegt (0,7-4,6 pg/ml). Auch die
durch PM-CH3-scFvOkt3.2 (183 und 189 pg/ml) induzierte IFN-y Freisetzung ist
geringer als die durch PM-Ck-scFvOkt3.2 (604 und 2022 pg/ml) induzierte IFN-y
Freisetzung. Einen vergleichbaren Trend zeigten auch die freigesetzten
Konzentrationen an IL-13, IL-6 und TNF-a, die durch PM-Ck-scFvOkt3.2 jeweils starker
induziert wurden als durch PM-CH3-scFvOkt3.2. Wie bereits unter 5.3.4 erwahnt war
jedoch auffallig, dass durch PM-Ck-scFvOkt3.2 mit Spender 3 und 4 deutlich erhéhte
Konzentrationen an IL-1f3 (351 und 475 pg/ml) IL-6 (2705 und 3975 pg/ml) und TNF-a
(1350 und 3232 pg/ml) freigesetzt wurden. Da dies fur die weiteren mit PM-Ck-
scFvOkt3.2 analysierten Spender unter vergleichbaren Versuchsbedingungen nicht
beobachtet wurde (Abbildung 18), kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich um

Verunreinigungen handelt. Dennoch stimmten die fir PM-Ck-scFvOkt3.2 mit Spender 3
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und 4 gemessenen Konzentrationen an IL-2 und IFN-y gut mit den weiteren Spendern

Uberein.

Vergleichbar zu den PM-Konstrukten induzierten auch TM-CH3-scFvOkt3.2 (10-fach)
und TM-Ck-scFvOkt3.2 (106-fach) eine im Vergleich zu TrasGEX® erhohte IL-2
Freisetzung (Abbildung 25.B). Da Spender 3 und 4 mit TM-Ck-scFvOkt3.2 deutlich
hohere IL-2 Konzentrationen freigesetzt haben als Spender 1 und 2 unter
vergleichbaren Versuchsbedingungen (Abbildung 19), sollten weitere Spender
untersucht werden, um gesicherte Ergebnisse zu bekommen. Wie bereits bei den PM-
Konstrukten war auch die durch TM-CH3-scFvOkt3.2 (237 und 533 pg/ml) induzierte
IFN-y Freisetzung geringer als die durch TM-Ck-scFvOkt3.2 (4126 und 10310 pg/ml)
induzierte IFN-y Freisetzung. Einen vergleichbaren Trend zeigten die freigesetzten
Konzentrationen an IL-1, IL-6 und TNF-qa, die durch TM-Ck-scFvOkt3.2 jeweils starker
induziert wurden als durch TM-CH3-scFvOKkt3.2.

Zusammenfassend zeigten PM-CH3-scFvOkt3.2 und TM-CH3-scFvOkt3.2 eine
geringere Zytokinfreisetzung als die jeweiligen Ck-Varianten. Auffallig waren die hohe
IL-183, IL-6 und TNF-a Konzentrationen, die durch PM-Ck-scFvOkt3.2 induziert wurden,

was auf eine eventuelle Kontamination der Proben hindeuten kénnte.

5.4.5 NK-Zell vermittelte Zytotoxizitat

NK-Zell antikorperabhangige zellvermittelte Toxizitdt (ADCC) ist ein Haupt-
wirkmechanismus von therapeutischen anti-Tumor Antikérpern wie PankoMab-GEX®.
Nach der Antigenbindung rekrutiert der Antikbrper NK-Zellen durch die Bindung an Fc-
Rezeptoren auf ihrer Zelloberflache und es kommt zur Freisetzung von Zytokinen wie
IFN-y und zytotoxischen Proteinen wie Perforin und Granzymen, die in die Zielzelle
eindringen und den Zelltod auslésen. Durch die Verringerung des Fucose-Gehaltes in
der Glykosylierung des Fc-Teils von Antikdrpern kann ein verbesserter ADCC Effekt
erzielt werden. Dieser Effekt wird durch eine erhodhte Affinitat des Fucose-reduzierten
Antikdrpers zum Fcy-Rezeptor llla auf NK-Zellen verursacht. Es sind zwei Allotypen des
Fcy-Rezeptor llla bekannt, die an der Aminosaureposition 158 entweder ein Valin (V)
oder ein Phenylalanin (F) tragen, wobei der V-Allotyp eine hdhere Affinitat zu humanen
IgG1 Antikorpern hat. Der NK-Zell ADCC wurde mit einer NK-Zelllinie der Glycotope
GmbH durchgefihrt, die mit dem V-Allotyp des Fcy-Rezeptors llla (KHyG1-CD16aV)
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transfiziert wurde. Die NK-Zelllinie wurde als Effektorzelle gewahlt, da bereits in
friheren Experimenten gezeigt werden konnte, dass sie bei Zielzellen vergleichbare
Zelllyse induziert wie NK-Zellen gesunder Spender (Glycotope GmbH, interne Daten).
Der Versuch wurde wie unter 4.3.8 beschrieben durchgefuhrt. Als Zielzellen wurde die
TA-MUC1- und Her2-positive Zelllinie T-47D gewahlt. Abbildung 26 zeigt die in
Abhangigkeit der Antikdrper induzierte spezifische Lyse der T-47D-Zellen.
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Abbildung 26: NK-Zell vermittelte antikbrperabhangi ge Zytotoxizitat.

TA-MUC1- und Her2-positive T-47D-Zellen wurden mit Europium beladen und zusammen mit KHyG1-
CD16aV-Zellen (E:T 10:1) sowie PankoMab-GEX®, TrasGEX® und den bispezifischen Antikdérpern PM-
CH3-scFvOkt3.2, PM-Ck-scFvOkt3.2, TM-CH3-scFvOkt3.2 und TM-Ck-scFvOkt3.2 inkubiert. Nach 4h

wurde anhand der freigesetzten Menge an Europium die spezifische Lyse berechnet. Dargestellt ist der
Mittelwert (n=3) der berechneten spezifischen Lyse [%] £ SEM.

Die durch PM-CH3-scFvOkt3.2 und PM-Ck-scFvOkt3.2 vermittelte antikbrperabhangige
spezifische Lyse der T-47D-Zellen war sowohl in der ECsy (1 nM) als auch in der
maximalen spezifischen Lyse (~85%) vergleichbar. Da beide Konstrukte eine starkere
NK-Zell vermittelte Lyse der Zellen im Vergleich zu PankoMab-GEX® (ECso = 8 nM)
zeigten, konnte durch den Einsatz von KHyG1-CD16aV-Zellen als Effektorzellen
zusatzlich auch die erfolgreiche Glykooptimierung der Konstrukte gezeigt werden.
Dennoch scheinen die zusatzlichen scFv-Domanen die antikdrperabhangige
Zytotoxizitat der NK-Zellen zu stéren. Sowohl TM-Ck-scFvOkt3.2 (ECso = 162 pM) als
auch TM-CH3-scFvOkt3.2 (ECso = 91 pM) vermittelten eine im Vergleich zu TrasGEX®
(ECso = 68 pM) geringere NK-Zell Zytotoxizitat, die sich sowohl durch eine erhéhte ECsp
als auch durch eine geringere maximale spezifische Lyse zeigt.

5.4.6 T-Zell vermittelte Zytotoxizitat

T-Zell vermittelter ADCC ist eine der Hauptwirkmechanismen von T-Zell-rekrutierenden

Antikdrpern. Nachdem die bispezifischen Antikbrper an TA-MUC1 gebunden haben,
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rekrutieren sie T-Zellen durch Bindung an CD3, was zu einer Freisetzung von
zytotoxischen Vesikeln, die Perforin und Granzyme enthalten, fihrt und den Zelltod der
TA-MUC1-positiven Tumorzellen verursacht. Fur die T-Zell ADCC Versuche wurden T-
Zellen aus PBMCs isoliert und aktiviert, bevor sie als Effektorzellen eingesetzt wurden.
Die Verwendung von voraktivierten T-Zellen ermdglicht es unabhangig von
Unterschieden in der T-Zell-Aktivierung die T-Zell vermittelte Zytotoxizitat zu
untersuchen. Dadurch sollte untersucht werden, ob die Unterschiede, die in der CD3-
Bindung beobachtet wurden, auch bei der gleichzeitigen Bindung von Tumor- und T-
Zelle auftreten und zu einer andersartigen Freisetzung von Granzymen und Perforin
und damit unterschiedlicher spezifischer Lyse der Tumorzellen fihren. Der T-Zell
vermittelte ADCC Versuch wurde wie bereits der NK-Zell ADCC Versuch uber
Europium-Freisetzung untersucht. Dafur wurden, wie unter 4.3.7 beschrieben TA-
MUC1- und Her2-positive T-47D-Zellen mit PM-Ck-scFvOkt3.2, PM-CH3-scFvOkt3.2,
TM-Ck-scFvOkt3.2 und TM-CH3-scFvOkt3.2 und aktivierten T-Zellen inkubiert (siehe
Abbildung 27).
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Abbildung 27: T-Zell vermittelte antikdrperabhangig e Zytotoxizitat.

TA-MUC1- und Her2-positive T-47D-Zellen wurden mit Europium beladen und zusammen mit aktivierten
T-Zellen in einem Verhaltnis von 1:10 sowie PankoMab-GEX®, TrasGEX® und den bispezifischen
Antikérpern PM-CH3-scFvOkt3.2, PM-Ck-scFvOkt3.2, TM-CH3-scFvOkt3.2 und TM-Ck-scFvOkt3.2 fiir
4h bei 37°C inkubiert. Nach 4h wurde das freigesetzte Europium bestimmt und anhand der freigesetzten
Menge die spezifische Lyse berechnet. Dargestellt ist der Mittelwert (n=3) der berechneten spezifischen
Lyse [%] + SEM

In Abhangigkeit von PM-CH3-scFvOkt3.2 und PM-Ck-scFvOkt3.2 vermittelten die
aktivierten T-Zellen eine starke spezifische Lyse der T-47D-Zellen. Im Gegensatz dazu
fand in Anwesenheit des Ausgangsantikérpers PankoMab-GEX®, ohne CD3-Bindung,
wie erwartet keine spezifische Lyse der T-47D-Zellen statt. Im Vergleich der beiden
Konstrukte untereinander vermittelt PM-CH3-scFvOkt3.2 (EC50=125 pM) eine starke T-
Zell Zytotoxizitat als PM-Ck-scFvOkt3.2 (ECs0=530 pM) was sich in der niedrigeren

ECso zeigt. Die durch die aktivierten T-Zellen maximal erreichte spezifische Lyse der T-
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47D-Zellen war aber fur beide Konstrukte vergleichbar. Auch in Abhangigkeit von TM-
Ck-scFvOkt3.2 und TM-CH3-scFvOkt3.2 vermittelten die aktivierten T-Zellen eine
starke spezifische Lyse der T-47D-Zellen. Diese Lyse war trotz der deutlich starkeren
CD3-Bindung von TM-CH3-scFvOkt3.2 (siehe 5.4.2) anders als fur die PM-Konstrukte
beobachtet vergleichbar. Wie auch PankoMab-GEX® vermittelte TrasGEX® als
Ausgangsantikorper wie erwartet keine T-Zell Zytotoxizitat. Vergleicht man die PM- mit
den TM-Konstrukten, wird durch die TM-Konstrukte wie bereits auch fur die NK-Zellen
gezeigt eine starkere Zytotoxizitat mit den T-Zellen vermittelt.

5.4.7 PBMC vermittelte Zytotoxizitat

Nachdem die T-Zell vermittelte ADCC bereits mit voraktivierten T-Zellen untersucht
wurde, um die Bindung und die Freisetzung von Perforin und Granzymen zu ermitteln,
wurde ein alternativer Versuchsaufbau etabliert, in dem dartber hinaus Unterschiede in
der T-Zell-Aktivierung und der Einfluss der zusatzlichen Bindung von Fcy-Rezeptor-
positiven Immunzellen untersucht werden konnten. Dafiir wurden wie unter 4.3.9
beschrieben PM-Ck-scFvOkt3.2, PM-CH3-scFvOkt3.2, TM-Ck-scFvOkt3.2 und TM-
CH3-scFvOkt3.2 zusammen mit PBMCs und Antigen-positiven MCF-7-Zellen inkubiert.
Um die spezifische Lyse der Tumorzellen zu bestimmen, wurde anschlieRend die

freigesetzte Menge an Lactatdehydrogenase (LDH) im Zelliberstand bestimmt (siehe
Abbildung 28).
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Abbildung 28: PBMC vermittelte antikdrperabhangige Zytotoxizitat.

TA-MUC1- und Her2-positive MCF-7-Zellen wurden zusammen mit PBMCs in einem Verhaltnis von 1:10
sowie PankoMab-GEX®, TrasGEX® und den bispezifischen Antikdrpern PM-CH3-scFvOkt3.2, PM-Ck-
scFvOkt3.2, TM-CH3-scFvOkt3.2 und TM-Ck-scFvOkt3.2 fiir 24h bei 37°C inkubiert. Um die spezifische
Lyse der Tumorzellen zu bestimmen, wurde anschlieBend die freigesetzte Menge an
Lactatdehydrogenase (LDH) im Zelliberstand bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert (n=3) der
berechneten spezifischen Lyse [%] £ SEM.
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Sowohl PankoMab-GEX® als auch TrasGEX® vermitteln in diesem Versuchsaufbau
keine ADCC der MCF-7-Zellen. Die Bindung von Fcy-Rezeptor-positiven Immunzellen
alleine scheint nicht auszureichen, um eine effektive Lyse zu erreichen. In Abhangigkeit
von PM-CH3-scFvOkt3.2 und PM-Ck-scFvOkt3.2 kommt es jedoch zu einer
spezifischen Lyse der MCF-7-Zellen, die durch die zusatzliche T-Zell Rekrutierung
ermoglicht wird. Dabei vermittelte PM-CH3-scFvOkt3.2 (ECso = 110 pM) im Vergleich zu
PM-Ck-scFvOkt3.2 (ECso = 325 pM) eine starkere spezifische Lyse. Vergleichbar zu
den PM-Konstrukten induzierten auch TM-CH3-scFvOkt3.2 (ECsp = 72 pM) und TM-Ck-
scFvOkt3.2 (ECso = 8 pM) eine deutliche spezifische Lyse. Im Gegensatz zu den PM-
Konstrukten vermittelte bei den TM-Konstrukten aber TM-Ck-scFvOkt3.2 eine deutlich
starkere Lyse der MCF-7-Zellen als TM-CH3-scFvOKkt3.2.

5.4.8 T-Zell-Proliferation in Abhéngigkeit der PM-  und TM-Konstrukte

Ein weiterer Wirkmechanismus, der von T-Zell-rekrutierenden bispezifischen
Antikdrpern vermittelt wird und mit der T-Zell-Aktivierung einhergeht, ist die T-Zell-
Proliferation. So fuhrt die Rekrutierung der T-Zellen neben der Aktivierung der T-Zellen
und der Vermittlung der Zytotoxizitat auch zu einer Proliferation der T-Zellen. Um die
durch die bispezifischen Konstrukte vermittelte T-Zell-Proliferation zu untersuchen,
wurden PBMCs mit einem Farbstoff markiert und mit TA-MUC1- und Her2-positiven
Zellen wie unter 4.3.5 beschrieben kultiviert. Wéahrend der Inkubation geben die
proliferierenden Zellen den Farbstoff bei der Zellteilung an die Tochterzellen weiter,
sodass anschliel3end durchflusszytometrisch der prozentuale Anteil proliferierter Zellen

bestimmt werden konnte (Abbildung 29).
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ge inkubiert. Als

12pM

3pM

Kontrollen
der bispezifischen Antikdrper.

1,5x10° vZ/ml PBMCs wurden mit dem CellTrace™ Violet Cell Proliferation Kit gefarbt und mit 781 pM,

und TrasGEX® mit einer Konzentration von 200 nM eingesetzt. Der

49pM  195pM  781pM
induzieren eine konzentrationsabhangige T-Zell-

12pM

3pM

Kontrollen
prozentuale Anteil proliferierter CD4"- und CD8'-T-Zellen wurde durchflusszyometrisch bestimmt.

195 pM, 49pM, 12 pM und 3pM PM-Ck-scFvOkt3.2, PM-CH3-scFvOkt3.2, TM-Ck-scFvOkt3.2 und TM-
Dargestellt ist das Ergebnis eines reprasentativen Experiments in Einzelbestimmung.

Proliferation sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von MCF-7-Zellen,
Proliferation induzieren. Sowohl in den Ansétzen mit als auch in den Ansatzen ohne
MCF-7 l6st PM-CH3-scFvOkt3.2 in niedrigeren Konzentrationen (12 bis 49 pM) eine
starkere Proliferation der CD8'-T-Zellen im Vergleich zu PM-Ck-scFvOkt3.2 aus
(Abbildung 29.A). Bei einer hohen Konzentration von 781 pM induzieren beide

CH3-scFvOkt3.2 mit und ohne MCF-7 in einem Verhaltnis von E:T 5:1 bei 37°C fir 5 Ta

Kontrollen wurden PankoMab-GEX®
wohingegen die zur Kontrolle eingesetzten PankoMab-GEX® und TrasGEX® keine

Abbildung 29: T-Zell-Proliferation in Abhangigkeit

Alle bispezifischen Antikdrper
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Konstrukte jedoch eine vergleichbare maximale CD8"-T-Zell-Proliferation. Bezogen auf
die CDA4"-T-Zellen induzieren hingegen beide Konstrukte eine vergleichbare
Proliferation (Abbildung 29.B). Im Gegensatz zu den PM-Konstrukten vermittelt bei den
TM-Konstrukten in den Ansétzen mit und ohne MCF-7 TM-Ck-scFvOkt3.2 sowohl bei
den CD8’- als auch bei den CD4"-T-Zellen liber den getesteten Konzentrationsbereich
eine starkere Proliferation als TM-CH3-scFvOkt3.2 (Abbildung 29.C und D). Entgegen
den in der T-Zell-Aktivierung eingesetzten T-47D (siehe Abbildung 23 und Abbildung
24) zeigen die in der Proliferation eingesetzten MCF-7-Zellen einen eher immun-
suppressiven Charakter und reduzieren im Vergleich mit den Ansatzen ohne Zielzellen

die durch die bispezifischen Konstrukte induzierte Proliferation.
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6. Diskussion

Um die Wirksamkeit monoklonaler Antikérper fir die Krebstherapie weiter zu
verbessern, sind in den letzten Jahren verstarkt T-Zell-rekrutierende bispezifische
Antikdrper in den Fokus der Forschung gertickt. Bereits 2009 wurde der erste T-Zell-
rekrutierende Antikorper Catumaxomab (Removab®) von der EMA zur Behandlung von
maligner Aszites zugelassen. Catumaxomab ist ein sogenannter trifunktionaler Ratte-
Maus-Hybrid Antikorper, der aus einem Maus IgG2a und einem Ratte 1IgG2b Antikoérper
gebildet wird und einen funktionellen Fc-Teil besitzt (9). Aufgrund der durch
Catumaxomab ausgelosten hohen Nebenwirkungen ist die therapeutische
Anwendbarkeit jedoch begrenzt und weitere Entwicklungen im Bereich der T-Zell-
rekrutieren Antikorper beschrénkten sich zunehmend auf kleinere Konstrukte ohne
funktionellen Fc-Teil, wie zum Beispiel das BITE- (75) oder DART-Format (18). Von den
unzahligen bispezifischen Formaten, die sich in der praklinischen oder klinischen
Entwicklung befinden, wurde 2014 von der FDA und 2015 von der EMA mit
Blinatumomab, einem gegen CD19 und CD3 gerichteten BiTE-Antikdrper, der erste T-
Zell-rekrutierende Antikdrper ohne Fc-Teil zugelassen. Obwohl Blinatumomab durch
den fehlenden Fc-Teil nur mit T-Zellen interagieren kann und nicht wie Catumaxomab
noch weitere Immunzellen direkt aktiviert, ist die Therapie mit Blinatumomab durch ein
sehr hohes Nebenwirkungsprofil gekennzeichnet (40). Ein Problem, das alle T-Zell-
rekrutierenden Ansatze und Formate gemein haben, ist die Tumorantigenspezifitat.
Bedingt durch das hohe zytotoxische Potential der T-Zellen ist das therapeutische
Fenster fur T-Zell-rekrutierende Therapien in der Regel sehr gering, da die meisten auf
soliden Tumoren vorkommenden Tumorantigene auch mit geringeren Dichten auf
Normalgewebe vorhanden sind. Um solche Probleme zu adressieren, wurden in dieser
Arbeit verschiedene auf PankoMab-GEX® basierende T-Zell-rekrutierende Konstrukte
untersucht. PankoMab-GEX® wurde dabei als Ausgangsantikérper gewahlt, da er mit
TA-MUCL1 ein fur Antikdrper ausschliel3lich auf Tumoren zugangliches Kohlenhydrat-
Protein-Epitop bindet und in einer klinischen Phase | bereits ein sehr ginstiges
Nebenwirkungsprofil gezeigt werden konnte (65; 71). So sollte in dieser Arbeit
untersucht werden, ob sich zum einen TA-MUC1 als tumorspezifisches Antigen zur
Rekrutierung von T-Zellen eignet und zum anderen ob sich die GlycoExpress®-Plattform
der Glycotope GmbH eignet, um in den humanen Zelllinien bispezifische Antikérper zu

produzieren.
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6.1 Auswahl geeigneter anti-CD3 Antikorper zur scF v-Domanen Generierung

Als Ausgangspunkt fur die Generierung der bispezifischen T-Zell-rekrutierenden
PankoMab-Konstrukte wurden zunéchst vier anti-CD3 Antikodrper hinsichtlich ihrer CD3-
Bindung, der T-Zell-Aktivierung und der antikdrperabhangigen Zytokinfreisetzung
untersucht. Bei den ausgewahlten Antikbrpern handelt es sich dabei um Varianten des
TR66 sowie des UCHTL, zwei Antikdrper, fur die bereits ein T-Zell stimulierender Effekt
gezeigt wurde (74; 76). Da der Isotyp der Antikdrper einen grof3en Einfluss auf die anti-
CD3 Antikorper vermittelte Aktivierung von T-Zellen hat (77), wurden alle vier Antikdrper

als humane IgG1 Isotypen exprimiert.

Der bei der Glycotope GmbH intern als Okt3.1 bezeichnete Antikorper enthielt dabei die
VH- und VL-Doméane des murinen anti-CD3 Antikdrpers TR66 (78), der auch in dem
2014 von der FDA zugelassenen BIiTE Antikorper Blinatumomab verwendet wird. Auf
Grundlage einer Publikation von Kipriyanov und Kollegen (72), wurde eine zusatzliche
Variante des Okt3.1, die intern als Okt3.2 bezeichnet wurde, mit der Mutation C100AA
in VH-Domane exprimiert. So beschreiben Kipriyanov et al. fir die Mutation C100AS in
der VH-Doméane eines von dem anti-CD3 Antikdrper Okt3 abgeleiteten scFv einen
positiven Effekt auf die Stabilitdt und die bakterielle Expression. Obwohl diese Mutation
in der CDR3 Region der VH-Domane liegt, scheint sie keinen Einfluss auf die Affinitat
des Antikdrpers zu haben. So konnte gezeigt werden, dass Okt3.1 und Okt3.2 eine
vergleichbare Bindung an CD3-positive Jurkat-Zellen zeigen. Auch fur die chimare
Variante des UCHT1 Antikorpers (76) konnte eine zu Okt3.1 und Okt3.2 vergleichbare
CD3-Bindung gezeigt werden. Lediglich die humanisierte Variante des UCHT1
Antikorpers, die 1992 von Shalaby und Kollegen beschrieben wurde (73), zeigte eine
verringerte Affinitat zu CD3 (Abbildung 5). Dieses Ergebnis steht in Einklang mit der
Publikation von Shalaby et al., die ebenfalls fur die humanisierte Variante in einem

BsF(ab‘),-Format eine verringerte CD3-Bindung beschreiben.

Trotz der vergleichbaren CD3-Bindung von Okt3.1, Okt3.2 und cUCHT1, zeigten sich in
der T-Zell-Aktivierung deutliche Unterschiede. So waren bei Okt3.1 und Okt3.2 bereits
Konzentrationen von 0,1 ng/ml bis 1 ng/ml ausreichend, um eine maximale CD69- und
CD25-Expression zu erreichen, wohingegen cUCHT1 in einer Konzentration von 10
ng/ml eingesetzt werden musste, um eine vergleichbare CD69- und CD25-Expression

zu induzieren. Ebenfalls konnte fur hUCHTL, trotz der etwas geringeren Affinitat zu
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CD3, eine zu cUCHT1 vergleichbare T-Zell-Aktivierung gezeigt werden. Eine mdgliche
Erklarung fur diesen unterschiedlichen Grad der T-Zell-Aktivierung kénnte das jeweilige
Epitop der unterschiedlichen Antikérper liefern. So beschreiben Tunnacliffe und
Kollegen unterschiedliche Epitope fur beide Antikorper, zeigen jedoch auch eine durch
die murinen UCHT1 und TR66 vergleichbare Stimulation der T-Zell-Proliferation (74).
Dass Tunnacliffe et al. einen vergleichbaren stimulatorischen Effekt der beiden
Antikdrper beschreiben, kdonnte daran liegen, dass sie mit den parentalen murinen
mlgG1 Varianten der Antikorper gearbeitet haben, wohingegen in dieser Arbeit humane
IgG1 Sequenzen fur die konstanten Domanen eingesetzt wurden, was einen
unterschiedlichen Einfluss auf die T-Zell-Aktivierung der beiden Antikérper haben
konnte. Ein weiterer Grund fur die unterschiedlichen Ergebnisse, die von Tunnacliffe
postuliert wurden und denen, die in dieser Arbeit gezeigt wurden, ist die Verwendung
von unterschiedlichen Versuchsbedingungen. So wurde in dieser Arbeit die T-Zell-
Aktivierung anhand der Expression der Oberflachenmarker CD69 und CD25 nach 24h
und 48h bestimmt, wohingegen Tunnacliffe et al. die T-Zell-Proliferation nach 4 Tagen
als Malf fur die T-Zell Stimulation verwendet haben. Auch traten die Unterschiede in der
T-Zell-Aktivierung in dieser Arbeit in einem Konzentrationsbereich von 0,1 ng/ml bis 10
ng/ml auf, wohingegen Tunnacliffe et al. 100 ng/ml verwendet haben. Im Einklang damit
induzieren beide Antikdrper auch in dieser Arbeit bei einer Konzentration von 100 ng/ml
eine vergleichbare Expression von CD69 und CD25. Die bei der T-Zell-Aktivierung
beobachteten Unterschiede zwischen den vier getesteten Antikorpern konnten durch
die Analyse der induzierten Zytokinfreisetzung bestatigt werden. So zeigten Okt3.1 und
Okt3.2 neben der verstarkten T-Zell-Aktivierung auch eine hohere Zytokinfreisetzung im
Vergleich zu cUCHT1 und hUCHT1 (Abbildung 7).

6.2 Rationale fur PankoMab als Antikérper fir die Konstruktion T-Zell-

rekrutierender Molekile

Ein Problem der meisten T-Zell-rekrutierenden Therapien ist ihr geringes
therapeutisches Fenster, was maf3geblich durch die hohe Zytotoxizitat der T-Zellen und
die in der Regel nicht tumorexklusive Expression des Zielantigens bestimmt wird. Zwar
wird im Bereich der hdmatologischen Tumore durch die zumindest auf hdmatologische
Zellen beschrankte Expression des Zielantigens ein mogliches Nebenwirkungsprofil

eingrenzt, zeigen doch vor allem gegen solide Tumore gerichtete T-Zell-abhangige
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Therapien starke Nebenwirkungen durch die breite Expression des Zielantigens und
damit verbundener on-target off-tumor Toxizitat. Ein Beispiel sind die letalen
Nebenwirkungen, die in einer klinischen Studie mit gegen Her2 gerichtete CAR-T-Zellen
beobachtet wurden und vermutlich vor allem durch die Bindung an niedrig Her2
exprimierenden Lungenepithelzellen verursacht wurden (79). Ein weiteres Beispiel aus
dem Bereich der T-Zell-rekrutierenden Antikérper liefert die first in human Studie des
gegen EpCAM und CD3 gerichteten BITE Antikdrpers Solitomab (AMG 110). In dieser
Studie traten Dosis-limitierende Toxizitaten in Form von erhdéhten Leberenzymen und
Diarrhoe auf, welche vermutlich durch die Bindung von Solitomab an EpCAM-positives
Normalgewebe der Darmepithelien und Gallengange verursacht wurden (80). Um die
fur andere Antigene beschriebenen on-target off-tumor Effekte auszuschliel3en, wurde
in dieser Arbeit PankoMab-GEX® als Ausgangsantikérper gewahlt um zu untersuchen,
ob TA-MUC1, das ausschlie3lich auf Tumorgeweben fur therapeutische Antikdrper

zuganglich ist (65), ein geeignetes Antigen fur die Rekrutierung von T-Zellen darstellt.

Um eine unspezifische Aktivierung der T-Zellen zu vermeiden, wurden in den letzten
Jahren zunehmend Konstrukte entwickelt, die ausschliel3lich in Abh&ngigkeit der
Antigenbindung eine T-Zell-Aktivierung auslosen. Dabei wurde zum einen darauf
geachtet nur eine monovalente CD3-Bindung zu nutzen und zum anderen wurde darauf
verzichtet einen funktionellen Fc-Teil zu integrieren (31; 35; 81). Grundlage dieser
Entscheidung war die Annahme, dass durch eine bivalente CD3-Bindung
beziehungsweise durch die Vernetzung der T-Zellen mit weiteren Immunzellen Gber
einen funktionellen Fc-Teil eine T-Zell-Aktivierung ausgelést werden kann. In der Tat
konnte fur Dimere des EpCAMxCD3 BIiTE-Antikorpers in sehr hohen Konzentrationen
eine EpCAM unabhangige T-Zell-Aktivierung gezeigt werden (35). Allerdings ist die
Ursache fur diese Beobachtung vermutlich die sehr hohe Konzentration der
eingesetzten Dimere. So ist es denkbar, dass bei niedrigeren Konzentrationen bivalent
CD3 bindende Antikdrper bevorzugt zwei CD3-Molekile auf der selben T-Zelle binden
und erst bei Konzentrationen, die zu einer Sattigung fuhren, beide Bindestellen eines
Antikdrpers an zwei verschiedene T-Zellen binden und so eine Vernetzung von zwei T-
Zellen herstellen. Im Einklang mit dieser Hypothese konnte fur einen gegen CD19 und
CD3 gerichteten TandAb (AFM11), der bivalent CD3 bindet, gezeigt werden, dass in
therapeutisch relevanten Konzentrationen keine antigenunabhangige T-Zell-Aktivierung

ausgelost wird (31). Gleiches beobachteten Reusch und Kollegen auch fir den
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bivalenten anti-CD3e IgG OKT3, der als Kontrolle in ihren Untersuchungen benutzt
wurde. Auch OKT3 induzierte eine T-Zell Stimulation nur, wenn eine Vernetzung mit
weiteren Immunzellen mdoglich war. Wurde OKT3 alleine mit isolierten T-Zellen
inkubiert, wurde keine T-Zell-Proliferation oder Freisetzung von Zytokinen beobachtet.
Dieses Ergebnis bestétigt frihere Publikationen, in denen fir verschiedene anti-CD3
IgG Antikdrper eine Abhangigkeit der T-Zell Stimulation von verschiedenen Rezeptoren
beschrieben wurden. So beschrieben Tax et al. einen Fc-Rezeptor auf Monozyten, der
fur die Vernetzung von anti-CD3 Antikorpern des migG1 Isotyps notwendig ist (82) und
Ceuppens et al. einen Fc-Rezeptor auf Monozyten, der fur die Vernetzung von OKT3,
einem migG2a, notwendig ist (83). Dass abhéngig vom Isotyp muriner, aber auch
humaner Antikdrper, die Vernetzung mit spezifischen Fc-Rezeptoren ausreicht um eine
anti-CD3 Antikorper vermittelte T-Zell Stimulation zu erreichen, wurde nachfolgend

sowohl fir Maus Fc-Rezeptoren (84) als auch fir humane Fc-Rezeptoren bestatigt (85).

Obwohl es daher als gesichert qilt, dass ein funktioneller Fc-Teil zu einer
antigenunabhangigen Aktivierung durch bispezifische Antikorper beitragt, wurde 2009
von der EMA mit Catumaxomab ein gegen EpCAM und CD3 gerichteter T-Zell-
rekrutierender Antikérper zugelassen, der einen funktionellen Fc-Teil besitzt. Ein Vorteil
dieses trifunktionellen Antikorpers liegt darin, dass neben T-Zellen auch weitere Fcy-
Rezeptor exprimierende Immunzellen wie Makrophagen, Monozyten, dendritische
Zellen und NK-Zellen tber den funktionellen Fc-Teil rekrutiert und aktiviert werden
konnen (29). Durch diese gleichzeitige Aktivierung verschiedener Immunzellen soll eine
solche physiologische Immunantwort induziert werden, wahrend bei anderen
Konstrukten nur eine spezifische Art der Immunzellen rekrutiert wird. So konnte gezeigt
werden, dass Catumaxomab sowohl anti-Tumor Effekte alleine mit Fcy-Rezeptor-
positiven Zellen, als auch alleine mit T-Zellen vermittelt. Die Kombination aus Fcy-
Rezeptor-positiven Zellen und T-Zellen fuhrt aber zu einer verbesserten anti-Tumor
Wirkung (28). Dabei kommt es neben der durch die CD3-Bindung vermittelten T-Zell-
Aktivierung durch die gleichzeitige Rekrutierung weiterer Immunzellen zur Ausschuittung
von costimulatorischen Zytokinen und der Wechselwirkung von costimulatorischen
Molekilen auf den T- und Fcy-Rezeptor-positiven Zellen, welche eine T-Zell Anergie
verhindert (29). Weiterhin vermittelt Catumaxomab die Phagozytose der Tumorzellen
durch CD14-positive Zellen, was zur Aufnahme, Prozessierung und Prasentation von

weiteren Tumorantigenen und damit zu einer weiteren T-Zell und humoralen
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Immunantwort gegen den Tumor fuhren kann. Dies konnte bereits fur den Maus-
Surrogat-Antikorper BiLu, der gegen murines EpCAM und murines CD3 gerichtet ist,
gezeigt werden (86).

Ein Nachteil der sehr breiten Aktivierung des Immunsystems durch trifunktionale
Antikorper ist, bedingt durch eine starke Zytokinfreisetzung, ein erhdhtes Mal3 an
Nebenwirkungen in der therapeutischen Anwendung, welche eine sorgfaltige
Anpassung des Applikationsschemas und der Dosierung erfordern. So wird
Catumaxomab zur Behandlung von maligner Aszites vier Mal intraperitoneal in einer
steigenden Dosis von 10 bis 150 pg gegeben, wobei regelmalig Catumaxomab-
abhangige Nebenwirkungen auftreten. Diese sind in der Regel zwar kontrollierbar und
reversibel, fuhren dennoch in ungefahr 15% der Falle zum Abbruch der Therapie (87,
88). Diese durch den Wirkmechanismus bedingte erhéhte Toxizitat wurde in zwei Phase
| Studien zur intravenésen Applikation von Catumaxomab, der eigentlichen Standard
Applikationsroute fir Antikdrper, noch deutlicher. In diesen Studien lag die maximale
tolerierbare Dosis bei 5 pug beziehungsweise 7 pg (33; 34). Ursache fir diese im
Vergleich zur intraperitonealen Applikation niedrigeren Dosis, waren erhdhte Werte von
Leberenzymen und es wurde angenommen, dass diese durch on-target off-tumor
Effekte, wie sie auch bei dem EpCAMxCD3 BIiTE beobachtet wurden, ausgeltst wurden
(80). Um diese Nebenwirkungen zu verringern, wurden in den letzten Jahren zahlreiche
weitere Versuche unternommen und dabei auch Fortschritte erzielt. So konnte in-vitro
gezeigt werden, dass Prednisolon die Zytokinfreisetzung reduziert, ohne aber die
Effektivitat von Catumaxomab zu beeinflussen (89). Leider konnte dieses Ergebnis in
der klinischen Testung nicht bestatigt werden, da durch die Prednisolon Gabe keine
reduzierten Nebenwirkungen gezeigt werden konnten (88). Dennoch ist es denkbar,
dass durch eine Anpassung der Prednisolon Konzentration die in-vitro gezeigten Effekte
auf die therapeutische Anwendung Uubertragbar sind. Weitere vielversprechende
Methoden sind die ex-vivo Beladung der Immunzellen mit den Antikdrpern oder eine
subkutane Applikation (90; 91).

Eine weitere Nebenwirkung T-Zell-rekrutierender Antikorper ist eine Umverteilung der T-
Zellen. So wird sowohl fir tri- als auch fur bifunktionale Antikérper eine Umverteilung
der T-Zellen nach Therapiestart beschrieben (92; 93). Dabei wird die durch
Blinatumomab ausgeloste T-Zell Umverteilung mit den hohen Nebenwirkungen auf das
zentrale Nervensystem in Verbindung gebracht (94), wohingegen die durch
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Catumaxomab ausgeldste T-Zell Umverteilung eher als mild, vollstandig reversibel und

mit keinen weiteren Nebenwirkungen assoziiert beschrieben wird (92).

Auf Grundlage dieser vielschichtigen Vor- und Nachteile der jeweiligen T-Zell-
rekrutierenden Konstrukte sollten bedingt durch die hohe Tumorspezifitat von TA-MUCL1
und dem sehr niedrigen Nebenwirkungsprofil von PankoMab-GEX® in dieser Arbeit T-
Zell-rekrutierende Konstrukte untersucht werden, die eine bivalente CD3-Bindung sowie
einen funktionellen Fc-Teil besitzen und eine zusatzliche Glykooptimierung
ermdglichen. So wurde davon ausgegangen, dass durch die sehr niedrigen
therapeutischen Dosen von T-Zell-rekrutierenden Antikérpern durch eine bivalente
CD3-Bindung keine erhohten Nebenwirkungen zu erwarten sind. Weiterhin bietet die
bivalente CD3-Bindung den Vorteil, dass die bispezifischen Konstrukte aus
Homodimeren bestehen, was die Expression und Aufreinigung der Konstrukte deutlich
vereinfacht und zu einer deutlichen Kostenersparnis fuhrt. Obwohl durch die Wahl eines
funktionellen Fc-Teils, der die zusatzliche Bindung von Fcy-Rezeptor-positiven
Immunzellen ermdglicht, zwar davon ausgegangen werden muss, dass eine erhohte
Zytokinfreisetzung und antigenunabhangige T-Zell Stimulation induziert wird, wurde
dieses Konstrukt gewahlt. Damit sollte eine starke und physiologische T-Zell Stimulation
fur diese erste proof-of-concept Studie zur Eignung von TA-MUC1 als wertvolles
Antigen fiur die Rekrutierung von T-Zellen ausgenutzt werden. Auch wurde davon
ausgegangen, dass durch eine Weiterentwicklung der therapeutischen Anwendung,
zum Beispiel durch die subkutane Applikation oder eine passendere Vorbehandlung mit
Steroiden, die hohen initialen Nebenwirkungen in Zukunft besser kontrolliert werden
konnen. Es soll an dieser Stelle jedoch angemerkt werden, dass neuste Erkenntnisse
zu Catumaxomab eine weitere sicherheitsrelevante Fragestellung aufwerfen. So wurde
die zweite Studie zur intravendsen Applikation von Catumaxomab aufgrund eines Falles
todlichen Leberversagens abgebrochen und durch weitere Analysen konnte gezeigt
werden, dass die hohe Nebenwirkung in der Leber keine gegen EpCAM gerichtete on-
target off-tumor Nebeneffekte sind. Vielmehr scheinen die hohen Nebenwirkungen
unabhangig von der Expression von EpCAM durch die Vernetzung von T-Zellen mit
Kupffer-Zellen zu entstehen (32). Aufgrund der Aktualitdt dieser Ergebnisse wurden
ahnliche Effekte in dieser Arbeit zwar nicht untersucht, mussen fur eine weitere

Entwicklung aber bertcksichtigt werden.
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6.3 Entwicklung von PankoMab-GEX ®T-Zell-rekrutierenden Konstrukten

Basierend auf den Ergebnissen der CD3-Bindung, T-Zell-Aktivierung und der
Zytokinfreisetzung wurden die Antikérper cUCHT1, Okt3.1 und Okt3.2 zur Generierung
der scFv-Domanen ausgewahlt. Dadurch sollte sichergestellt werden, dass zum einen
Konstrukte mit moglichst hoher T-Zell Stimulation (Okt3.1 und OKkt3.2), als auch
Konstrukte mit einer geringeren T-Zell Stimulation (cUCHT1) verglichen werden
konnten. Zudem sollte durch die Auswahl von Okt3.1 und Okt3.2 auch der Einfluss der
zusatzlichen Mutation, die diese zwei unterscheidet, genauer untersucht werden. Zur
Produktion der T-Zell-rekrutierenden Konstrukte wurden Plasmide hergestellt, die
ausgehend vom PankoMab IgG1l jeweils an der CH3-Domane oder der Ck-Doméane
Uber einen vierfachen GGGGS (G4S),4 Linker die VH-Domane der anti-CD3 Antikorper
gefolgt von einem dreifachen G4S Linker und der VL-Domé&ne der anti-CD3 Antikdrper
enthielten (Abbildung 8). Als zusatzliche Kontrolle wurden die gleichen Konstrukte
basierend auf Trastuzumab, einem gegen Her2 gerichteten 1gG1, hergestellt. Die
Transfektion erfolgte in der GEX®-Fuc Zelllinie der GlycoExpress®-Plattform der
Glycotope GmbH. Diese Zelllinie bietet die Mdglichkeit durch eine reduzierte
Fucosylierung, eine erhdhte Galactosylierung sowie der Ausbildung von bisecting N-
Acetylglucosamin zusatzlich eine Verbesserung der NK-Zell vermittelten ADCC im
Vergleich zum PankoMab-GEX® zu erreichen (95). Alle transfizierten Zellpoole zeigten
eine gute Expression der bispezifischen Konstrukte (Abbildung 9 und Abbildung 10).
Um eine Selektion der erfolgreich transfizierten Zellen und zusatzlich eine
Produktivitatssteigerung zu erméglichen, wurden fir die Transfektion der schweren und
leichten Antikdrperketten Plasmide verwendet, die auf Methotrexat und Puromycin als
Selektionsmarker beruhen. Methotrexat inhibiert als Folsdure-Analog die Dihydrofolat-
reduktase, welche die Umwandlung von Folsdure zu Tetrahydrofolsdure katalysiert, die
fur die Biosynthese von Glycin aus Serin, von Thymidin-Monophosphat aus Deoxyuridin
sowie fur die Purin Biosynthese verantwortlich ist. So fuhrt die Inhibierung der
Dihydrofolatreduktase mit Methotrexat zum Tod der Zelle. Dieser Mechanismus wird zur
Produktionssteigerung genutzt, indem man neben dem eigentlichen Zielgen zusatzlich
ein Dihydrofolatreduktase Gen transfiziert. Erhoht man anschlieend Schrittweise die
Methotrexatkonzentration, kommt es zu einer Amplifikation des Dihydrofolatreduktase
Gens und damit einhergehend zu einer Amplifikation des eigentlichen Zielgens, was zu

einer Produktivitatssteigerung fuhrt (96). Puromycin hingegen dient als Analog fur die
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Aminoacyl-tRNA und fihrt zu einem vorzeitigen Abbruch der Translation in
Saugetierzellen (97). Um Puromycin als Selektionsmarker nutzen zu kénnen, wurde auf
dem Plasmid, das fir die Sequenz der schweren Kette eingesetzt wurde, zuséatzlich
noch das Gen fir die Puromycin-N-Acetyltransferase, die eine Puromycin Resistenz
vermittelt, eingebaut. Vergleichbar zu herkommlichen IgG1 Antikérpern zeigten alle Ck-
Konstrukte bei steigendem Selektionsdruck die erwartete steigende spezifische
Produktivitatsrate. Im Gegensatz dazu konnte durch steigenden Selektionsdruck bei
den TM-CH3-Konstrukten nahezu keine Steigerung der spezifischen Produktivitatsrate
erzielt werden und bei den PM-CH3-Konstrukten nur wahrend den ersten Druckstufen.
Dies kdnnte an der Grol3e der einzelnen zu exprimierenden Antikorperketten liegen. So
werden im Fall der Ck-Konstrukte mit der schweren Kette (~50 kDa) und der leichten
Kette mit scFv (~50 kDa) zwei von der Grol3e vergleichbare Ketten in den Zellen
exprimiert. Bei den CH3-Konstrukten werden jedoch zwei sehr unterschiedlich grol3e
Ketten, die schwere Kette mit scFv (=75 kDa) und die leichte Kette (~25 kDa),
exprimiert. Weiterhin ist bekannt, dass auch die Gr6é3e des Plasmids einen Einfluss auf
die Transfektionseffizienz hat. Da fur die Transfektion der bispezifischen Konstrukte
Plasmide genutzt wurden, die fur die Transfektion von herkdbmmlichen IgG1 Antikorpern
optimiert wurden, kdnnte die erhdhte Plasmidgrofie fur eine schlechtere Transfektions-
effizienz und damit einhergehend flr eine verringerte Expression des bispezifischen
Antikdrpers verantwortlich sein. Neben der Reduktion der PlasmidgrofRe kdnnte eine
spezifische Optimierung des Plasmids die Produktivitat steigern. Obwohl die gesamten
Plasmide schon fir die Verwendung in einer humanen Zelllinie codonoptimiert wurden,
konnte eventuell eine weitere Produktivitatssteigerung durch Bertcksichtigung des GC-
Gehaltes des gesamten Plasmides oder der Entstehung von intramolekularen
Basenpaarungen innerhalb der Linkersequenzen erreicht werden. So konnten Trinh et
al. durch den Austausch eines Nukleotids in einem dreifachen G,S-Linker die
Produktivitat nach transienter Transfektion um das bis zu 30-fache erhéhen (98). Auch
wenn weitere Optimierungen moglich waren um die Expression der bispezifischen
Antikérper zu erhohen, waren doch die erreichten Titer ausreichend, um genlgend

Material fur die funktionelle Charakterisierung zu produzieren.

In der Literatur ist bereits beschrieben, dass zum Beispiel die Bindung eines Antigens
weitreichende Konformationsanderungen bei einigen Antikérpern auslésen kann (99),

welche sich unter anderem auch auf die Bindung an Protein A auswirken kénnen (100).
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Da auch fur die Kopplung von Peptiden an Antikorper ein @hnlicher Effekt auf die
Konformation von Antikdrpern beschrieben wurde, ist es durchaus denkbar, dass auch
die Fusion einer scFv-Doméne bei einigen Antikdrpern eine Konformationsdnderung
verursacht, die Einfluss auf die Protein A-Bindung nimmt (101). Daher sollten bei der
Reinigung von bispezifischen Antikdrpern wichtige Parameter, wie der pH Wert der
Elutionspuffer optimiert werden, um eine maximale Ausbeute zu ermoglichen. Um die
Anwendbarkeit der fiir PankoMab-GEX® und TrasGEX® etablierten Reinigungsschritte
zu Uberprifen, wurden die in Spinnerflaschen produzierten bispezifischen Antikorper
Uber Affinitatschromatographie mit Protein A gereinigt. Dazu wurde zunéchst ein pH-
Screening der Elutionsbedingungen durchgefuhrt, bei dem sich zeigte, dass die
unterschiedlichen scFv-Doméanen keinen Einfluss auf die Protein A Reinigung der PM-

Konstrukte zeigen, wohl aber auf die Elution der TM-Konstrukte.

Fur den Vergleich des Aggregationsverhaltens der verschiedenen Konstrukte wurden
die bei identischem pH eluierten Fraktionen mittels analytischer Gréfienausschluss-
chromatographie analysiert. Dabei wurde deutlich, dass alle bispezifischen Antikorper
einen hoheren Grad an Aggregation zeigen als die parentalen Antikorper.
Erstaunlicherweise wurden erneut Unterschiede zwischen den TM-Ck- und PM-Ck-
Konstrukten deutlich. So enthielt PM-Ck-scFvUCHT1 mit ~78% Monomeren den
niedrigsten Monomergehalt der PM-Ck-Konstrukte. TM-Ck-scFvUCHT1 enthielt jedoch
mit ~87% den hochsten Monomergehalt der TM-Ck-Konstrukte. Dieses Ergebnis
bestétigt die Aussage, dass bei der Herstellung von bispezifischen Antikorpern die
fusionierte scFv-Doméne abhéngig vom gewahlten Ausgangsantikorper einen grof3en
Einfluss haben kann, der sorgfaltig evaluiert werden muss. Erfreulicherweise konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass die in Anlehnung an Kipriyanov et al. (72) eingeflgte
Mutation C100AA in der VH-Domane des scFvOkt3.2, mit einer Erhdéhung des
Monomergehaltes von ~4% im Vergleich von PM-Ck-scFvOkt3.2 zu PM-Ck-scFvOkt3.1
sowie ~12% im Vergleich von TM-Ck-scFvOkt3.2 zu TM-Ck-scFvOkt3.1 den
gewinschten stabilisierenden Effekt zeigt. Berlcksichtigt man, dass scFv-Domanen
haufig eine geringe Stabilitat und damit hohe Tendenz zur Aggregation aufweisen (102),
scheint vor allem das PM-Ck-scFvOkt3.2-Konstrukt mit 92% Monomeren eine glnstige
Stabilitat zu besitzen. Um den Monomergehalt durch Stabilisierung der scFv-Domanen
weiter zu erhdhen, finden sich zahlreiche Anregungen in der Literatur. Dabei ware zum

einen das Einfigen einer stabilisierenden Disulfidbriicke denkbar, aber auch eine
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Framework Optimierung oder die Verlangerung des G,4S-Linkers zwischen der VH- und
VL- Doméne des scFvs (102; 103; 104).

Um trotz der unterschiedlichen Aggregatgehalte eine Vergleichbarkeit der Konstrukte in
den funktionellen Untersuchungen zu gewéhrleisten, wurden von jedem Konstrukt
Monomerpréaparationen  mittels  praparativer  GrolRenausschlusschromatographie
hergestellt. So konnte fir alle Konstrukte ein Monomergehalt von 95-100% erzielt
werden. Ein weiterer wichtiger Faktor, um immunologische Analysen sicher deuten zu
kénnen, ist das Verhindern von Endotoxinverunreinigungen. Endotoxine haben einen
starken stimulatorischen Effekt auf CD14-positive Monozyten, dendritische Zellen und
Makrophagen, der zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und Ausschuttung von
TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 und IL-12 fuhren kann (105; 106). Durch die so freigesetzten
Zytokine koénnen wiederum unterschiedlichste Effekte auf weitere Immunzellen
ausgelost werden. Auch ein direkter Zellkontakt-abhangiger Effekt wurde flr Endotoxin
aktivierte Monozyten auf T-Zellen bereits beschrieben (107; 108; 109; 110). Um
auszuschlieBen, dass Einflisse, die auf Endotoxine zurlckzufihren sind, den
Antikdrper-vermittelten Effekt Uberlagern, wurde im Anschluss an die praparative
GroRRenausschluss-chromatographie fur alle Konstrukte gezeigt, dass die Praparationen

nicht durch Endotoxine verunreinigt sind.

6.4 Charakterisierung der Wirkmechanismen der PM-C k- und TM-Ck-
Konstrukte

Die Fusion der scFv-Domé&nen an die Ck-Doméne von PankoMab-GEX® hat keinen
Einfluss auf die TA-MUC1-Bindung. Alle getesteten Konstrukte zeigten eine zu
PankoMab-GEX® vergleichbare TA-MUC1-Bindung (Abbildung 14). Im Gegensatz dazu
vermitteln die scFv-Domé&nen zwar eine untereinander vergleichbare, im Vergleich zu
den Ausgangsantikdrpern aber bei einer Konzentration von 1 pg/ml ca. 10% geringere
CD3-Bindung (Abbildung 15). Dieses Ergebnis steht teilweise in Widerspruch mit
anderen Publikationen, in denen fur vergleichbare Konstrukte kein Verlust der Antigen-
bindung sowohl fir den parentalen IgG als auch fir die fusionierte scFv-Domane
beschrieben wurde (104; 111). Eine mogliche Ursache fur die verringerte Antigen-
bindung der scFv-Doméanen konnte in der Anordnung der variablen Doménen liegen. So

wurde bereits gezeigt, dass die Anordnung der Domanen einen deutlichen Einfluss auf
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die Bindung eines scFvs haben kann, der sowohl abh&ngig vom jeweiligen scFv, aber
auch abhangig davon ist, woran die scFv-Domane fusioniert wird. Buhler und Kollegen
beschreiben zum Beispiel fur ein gegen PSMA gerichtetes scFv eine bevorzugte
Domanenorientierung von VH-Linker-VL. Durch die zusatzliche Fusion eines
Immunotoxins zeigten jedoch die Konstrukte mit einer VL-Linker-VH-Immunotoxin
Orientierung die beste Zellbindung (112). Vergleichbar beschreiben Lu et al. flr ein
gegen IGF-1R gerichtetes scFv eine flnffach bessere Antigenbindung fur die VL-Linker-
VH Orientierung, fur ein gegen EGFR gerichtetes scFv jedoch keinen Einfluss der
Domanenorientierung auf die Antigenbindung (113). Auch fir ein von UCHT1
abgeleitetes scFv finden sich bereits Studien hinsichtlich der Domé&nenorientierung, in
denen gezeigt wurde, dass die Antigenbindung in einer VL-Linker-VH-Immunotoxin
Orientierung, die der in den PM- und TM-Konstrukten verwendeten VL-Linker-VH-Ck
Orientierung gleicht, starker ist als in der VH-Linker-VL-Immunotoxin Orientierung (114).
Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine Anderung der
Doméanenorientierung in den hergestellten scFv-Doménen zu einer Verbesserung der
Antigenbindung beitragen kénnte. Ein weiterer Faktor der dafir bekannt ist einen
Einfluss auf die Antigenbindung zu haben, ist die Lange des Linkers zwischen der VH-
und VL-Domane. So beschreiben Wang und Kollegen fur ein anti-Deoxynivalenol scFv
die starkste Antigenbindung wenn entweder kein Linker zwischen VH und VL verwendet
wird oder wenn der Linker langer als 12 Aminosauren ist (115). Vergleichbar
beschreiben auch Shan und Kollegen fir ein scFv-lg-Konstrukt eine schrittweise
Reduktion der Antigenbindung mit zunehmender LinkerlAnge zwischen 5 und 15
Aminosauren (116). Dabei muss beachtet werden, dass in der Studie von Shan et al.
sowie von Wang et al. verschieden lange Varianten des (G4S)-Linkers (117) verwendet
wurden, der auch in den getesteten PM- und TM-Konstrukten verwendet wurde. Eine
Reduktion der Linkerlange konnte daher zu einer verbesserten Antigenaffinitat fihren.
Eine weitere Mdoglichkeit die Antigenbindung zu verbessern konnte auch in dem
Austausch des Linkers mit einer géanzlich anderen Aminoséuresequenz oder der
Generierung speziell fur die verwendeten scFvs optimierten Linkern liegen wie von
Tang und Kollegen beschrieben (118). Da in dieser Arbeit bereits mit einer Vielzahl von
verschiedenen Konstrukten gearbeitet wurde und die Antigenbindung im Vergleich zum
parentalen Antikérper nur leicht reduziert war, wurde von einer weiteren Optimierung

der Konstrukte abgesehen.
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Um die Zielzell-unabhangige T-Zell-Aktivierung der verschiedenen Konstrukte zu
untersuchen, wurde die Expression der Oberflachenmarker CD69 und CD25 nach 24h
Inkubation von PBMCs untersucht (Abbildung 16). Dabei zeigten die bispezifischen
Konstrukte eine geringere T-Zell-Aktivierung als die parentalen Antikérper, welche
wahrscheinlich durch die verringerte Bindung der scFv an CD3 verursacht wird. Auch in
der Literatur wurden einige Féalle beschrieben, in denen eine verringerte Affinitat,
bedingt durch die Expression als scFv oder das gewahlte Format, zu einer verringerten
Stimulation der T-Zellen fihrt (119). Ganzlich unerwartet zeigte dabei das PM-Ck-
scFVUCHT1-Konstrukt sowohl bei den prozentual positiven CD69- und CD25-Zellen als
auch bei der medianen Fluoreszenzintensitat der beiden Marker (Daten nicht gezeigt)
eine deutlich hdhere Expression als PM-Ck-scFvOkt3.1 und PM-Ck-scFvOkt3.2. Dieses
Ergebnis war unerwartet, da in der Literatur zwar bereits beschrieben wurde, dass
verschiedene gegen CD3 gerichtete monoklonale Antikdrper oder Konstrukte abhangig
von der Affinitat, dem gebundenen Epitop oder dem AntikOrper Isotyp eine
unterschiedlich starke T-Zell Stimulation auslésen kdnnen. Jedoch waren die in dieser
Arbeit verglichenen Antikorper Okt3.1, Okt3.2 und cUCHTL in ihrer Affinitat &hnlich und
wurden zudem alle als IgG1l exprimiert. Sie unterschieden sich daher nur in ihrem
jeweiligen Epitop, was darauf schliel3en lasst, dass der beschriebene Unterschied in der
T-Zell Aktvierung alleine auf das Epitop zurtickzufiihren ist. Da auch die Konstrukte alle
im 1gG1 Format exprimiert wurden und die Affinitat der scFv-Domanen scFvOKkt3.1,
scFvOkt3.2 und scFVYUCHTL1 vergleichbar war, wurde erwartet, dass die Konstrukte
bedingt durch die unterschiedlichen Epitope eine zu den Ausgangsantikérpern
vergleichbare Abstufung in Bezug auf die T-Zell-Aktivierung zeigen. Dennoch
vermittelte unerwartet PM-Ck-scFvUCHT1 die starkste T-Zell Aktivierung. Dieses
Ergebnis konnte durch die Untersuchung von PBMCs verschiedener Spender bestatigt
werden sowie durch die von den TM-Ck-Konstrukten induzierte T-Zell-Aktivierung, in
der auch eine starkere T-Zell-Aktivierung durch TM-Ck-scFVYUCHT1 gemessen wurde
(Abbildung 17). Dabei zeigte die Wahl des Spenders zwar einen Einfluss auf den durch
die verschiedenen Konstrukte erzielten Grad der T-Zell-Aktivierung, die scFvUchtl-
Konstrukte vermittelten aber jeweils eine starkere T-Zell-Aktivierung als die anderen
Konstrukte. Eine weitere Bekraftigung der in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse
findet sich in einer Arbeit zu gegen CLDN18.2 gerichteten T-Zell-rekrutierenden
Antikdrpern. Zwar werden dort die parentalen Antikérper nicht verglichen, dennoch

findet sich aber ein Vergleich zwischen verschiedenen Varianten von TR66 und
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CUCHT1 abgeleiteten scFvs, fur die bei vergleichbarer CD3-Bindung eine hohere
stimulatorische Aktivitat fur die cUCHTL1 Variante gegenuber den TR66 scFvs gezeigt
wird (120).

Neben der Analyse von aktivierungsinduzierten Expressionsmarkern stellt die Analyse
der Zytokinfreisetzung eine Mdglichkeit dar, sowohl die Aktivierung der T-Zellen, aber
auch die der Fcy-Rezeptor-positiven Zellen zu bestimmen und gleichzeitig eventuelle
Risiken fur die therapeutische Anwendung zu finden. Dabei sollte allerdings
berticksichtigt werden, dass die Aussagekraft von in-vitro Assays zur Zytokinfreisetzung
zurzeit stark in Frage gestellt und diskutiert wird. Ausléser daftr war die Phase | Studie
des anti-CD28 Antikorpers TGN1412, bei der es in allen sechs freiwilligen gesunden
Studienteilnehmern nach einmaliger Antikdrpergabe in kirzester Zeit zu einem
lebensgefahrlichen Cytokine-Release-Syndrom kam, welches in praklinischen in-vivo
und in-vitro Untersuchungen nicht vorhergesagt wurde (121). In folgenden
Untersuchungen zur Ursachenfindung konnten sowohl fur die in-vivo als auch fur die in-
vitro Versuche maogliche Ursachen fiur die schlechte Vorhersage der therapeutischen
Nebenwirkungen gefunden werden (122). Dabei konnte gezeigt werden, dass in den
praklinischen Untersuchungen zu TGN1412 zum Beispiel die Ausschittung der
falschen Zytokine analysiert wurde. So wurden vor allem TNF-a und IL-8 untersucht,
welche zwar dafur bekannt sind bei anderen therapeutisch verwendeten Antikorpern fir
ein Cytokine-Release-Syndrom verantwortlich zu sein, im Fall von TGN1412 aber nicht
die Ursache der schweren Nebenwirkungen waren. Vielmehr zeichnete sich das
beobachtete Cytokine-Release-Syndrom durch eine hohe Ausschittung von IL-2 und
IFN-y aus (123; 124). Als weitere Ursache fur die schlechte Vorhersagekraft der in-vitro
Untersuchungen zu TGN1412 wurde die Art der AntikOrperprasentation ausgemacht.
So wurde die durch TGN1412 induzierte Zytokinfreisetzung getestet, wenn TGN1412 in
fliussiger Phase vorlag. Stebbings und Kollegen konnten jedoch zeigen, dass TGN1412
immobilisiert werden muss, um in-vitro eine zur klinischen Anwendung vergleichbare
Zytokinfreisetzung zu zeigen (125). Diese Beobachtung wird damit erklart, dass auch in-
vivo TGN1412 ein lokales Signal auf die T-Zellen auslost und dieses durch die
Immobilisierung simuliert werden kann. Da bis jetzt keine Konstrukte beschrieben
wurden, die vollstandig mit den PM-Ck-Konstrukten vergleichbar sind, wurden in dieser
Arbeit verschiedene Versuchsbedingungen getestet. So wurde die Zytokinfreisetzung

sowohl mit Vollblut, als auch mit PBMCs untersucht. Der Grund fur diese Entscheidung



Diskussion 86

lag an den verschiedenen Vorteilen, die beide Systeme bieten. Die Antikorper in Vollblut
zu untersuchen simuliert dabei zum einen die physiologische Situation wie sie bei einer
intravendsen Gabe auftreten wirde und zum anderen wurde bereits fir den gegen CD3
gerichteten Antikérper OKT3 gezeigt, dass Erythrozyten die Konzentration der
freigesetzten Zytokine deutlich erhohen (126). Im Gegensatz dazu schienen
Erythrozyten bei der durch TGN1412 induzierten Zytokinfreisetzung eher eine
inhibierende Rolle zu spielen (127). Um in dieser Arbeit die in der Literatur
beschriebene Vielzahl von Methoden und unterschiedlichen Eigenschaften
verschiedener T-Zell stimulierender Antikdrper maoglichst breit untersuchen zu kénnen
wurde die Freisetzung von 11 verschiedenen Zytokinen mit unterschiedlichsten
Versuchsbedingungen untersucht. So wurde zum einen die Zytokinfreisetzung in
PBMCs aber auch in Vollblut untersucht und zum anderen die Antikérper gelost oder
immobilisiert eingesetzt. Um zwischen den verschiedenen Versuchsbedingungen
trotzdem eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten, wurde jeweils die
erhohte  Zytokinfreisetzung der bispezifischen Konstrukte bezogen auf die
Ausgangsantikorper TrasGEX® und PankoMab-GEX® berechnet. Da es leider nicht
maoglich war TGN1412 als Kontrolle fur die Zytokinfreisetzung zu beziehen, wurde in
einigen Versuchen neben TrasGEX® und PankoMab-GEX® auch MabCampath®
eingesetzt, der bei der klinischen Anwendung bei einigen Patienten ein von hohen IL-8
und TNF-a Konzentrationen gepragtes Cytokin-Release-Syndrom induziert. Allgemein
war die von den bispezifischen Konstrukten induzierte Zytokinfreisetzung héher, wenn
die bispezifischen Antikérper geldst vorlagen oder Uber einen langeren Zeitraum
inkubiert wurden (Abbildung 18 und Abbildung 19). Einhergehend mit der im Vergleich
zu den Ausgangsantikérpern zusatzlichen T-Zell Stimulation zeigten die bispezifischen
Konstrukte vor allem eine erhdhte Freisetzung von IFN-y, IL-2, IL-6 und TNF-a, die in
Abhangigkeit der T-Zell Stimulation auch fur weitere T-Zell-rekrutierenden Antikorper
beschrieben ist (31; 35; 81). Vergleicht man die PM-Ck-Konstrukte untereinander war
auffallig, dass PM-Ck-scFVUCHT1 eine im Vergleich zu PM-Ck-scFvOkt3.1 und PM-Ck-
scFvOkt3.2 im Mittel Uber alle Versuche 5-fach erhdhte Freisetzung von IL-2, 9-fach
erhohte Freisetzung von IFN-y und 4-fach erhéhte TNF-a Freisetzung induzierte. Auch
bei den TM-Ck-Konstrukten induzierte TM-Ck-scFvUCHT1 eine im Vergleich zu TM-Ck-
scFvOkt3.1 und TM-Ck-scFvOkt3.2 4-fach erhohte IL-2, 3-fach erhdhte IFN-y und 3-4-
fach erhéhte TNF-a Freisetzung. Ferner zeigten die scFvUCHT1-Konstrukte auch bei

weiteren Zytokinen tendenziell eine hdhere Zytokinfreisetzung. Ein direkter Vergleich zu
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MabCampath® erscheint hingegen nicht sinnvoll. So zeigte MabCampath® immobilisiert
eine im Vergleich zur gelosten Antikérpergabe deutlich erhbhte Zytokinfreisetzung und
unterscheidet sich dadurch mafgeblich von den bispezifischen Konstrukten. Da
besonders die deutlich erhdhte IL-2 und IFN-y Freisetzung vergleichbar zu dem fir
TGN1412 beschriebenen Zytokinprofil war (124), wurden basierend auf diesen
Ergebnissen und der ebenfalls gezeigten erhohten Zielzell-unabhangigen T-Zell-
Aktivierung die scFvUCHT1-Konstrukte nicht weitergehend charakterisiert. Sowohl PM-
Ck-scFvOkt3.1 und PM-Ck-scFvOkt3.2 als auch TM-Ck-scFvOkt3.1 und TM-Ck-
scFvOkt3.2 zeigten in den ersten funktionellen Untersuchungen nur geringe
Unterschiede. Weil PM-Ck-scFvOkt3.2 und TM-Ck-scFvOkt3.2 im Vergleich zu den
scFvOkt3.1-Konstrukten eine leicht reduzierte Zielzell-unabhangige T-Zell-Aktivierung
und Zytokinfreisetzung zeigten, wurden die scFvOkt3.2-Konstrukte fur eine

weiterfihrende Charakterisierung ausgewahlt.

6.5 Charakterisierung der Wirkmechanismen der C  k-scFvOkt3.2- und CH3-
scFvOKkt3.2-Konstrukte

Neben der weiteren funktionellen Charakterisierung von PM-Ck-scFvOkt3.2 und TM-Ck-
scFvOkt3.2 sollte zusatzlich untersucht werden, ob eine Fusion der scFv-Doméne an
die CH3-Doméne einen Vorteil gegeniber der Fusion an die Ck-Domdane hat. Wie
bereits fur die Fusion an die Ck-Doméane gezeigt, zeigte auch die Fusion an die CH3-
Doméane keinen Einfluss auf die Bindung von TA-MUC1 oder Her2. Sowohl PM-CH3-
scFvOkt3.2 als auch TM-CH3-scFvOkt3.2 zeigten eine zu PankoMab-GEX® und
TrasGEX® vergleichbare Antigenbindung (Abbildung 20 und Abbildung 21). Im
Gegensatz dazu zeigten PM-CH3-scFvOkt3.2 und TM-CH3-scFvOkt3.2 durch die
Fusion der scFvs an die CH3-Domanen eine deutlich verbesserte CD3-Bindung im
Vergleich zu PM-Ck-scFvOkt3.2 und TM-Ck-scFvOkt3.2 (Abbildung 22). Einhergehend
mit diesem Ergebnis wurde bereits fur andere Konstrukte gezeigt, dass sich das
jeweilige Format auf die Antigenbindung auswirken kann (119).

Um die Ck-scFvOkt3.2- und CH3-scFvOkt3.2-Konstrukte funktionell zu charakterisieren,
wurde neben der induzierten T-Zell-Aktivierung, T-Zell-Proliferation und Zytokin-
freisetzung auch die vermittelte Zytotoxizitdt untersucht. Dazu wurde die NK-Zell

vermittelte antikbrperabhangige Zytotoxizitat, die T-Zell vermittelte antikdrperabhangige
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Zytotoxizitdt mit voraktivierten T-Zellen sowie die PBMC vermittelte antikorper-
abhangige Zytotoxizitdt untersucht. Dadurch sollte sichergestellt werden, dass die
wichtigsten, Zytotoxizitdt vermittelnden, Effektorzellpopulationen separat untersucht
werden konnten. Auf3erdem wurde durch den Einsatz von PBMCs ein Versuchsaufbau
verwendet, der neben der eigentlichen Zytotoxizitat auch die T-Zell-Aktivierung und
Costimulation durch Fcy-Rezeptor-positive Immunzellen darstellen konnte. In
Abwesenheit von Zielzellen induzierten PM-Ck-scFvOkt3.2 und PM-CH3-scFvOkt3.2
trotz der deutlich geringeren CD3-Bindung von PM-Ck-scFvOkt3.2 eine vergleichbare
Expression von CD69 und CD25. Durch Zugabe von TA-MUC1-positiven T-47D-Zellen
konnte die durch beide Konstrukte induzierte CD69-Expression noch weiter gesteigert
werden (Abbildung 23). Eine gesteigerte CD25-Expression konnte hingegen nur fur PM-
CH3-scFvOkt3.2 beobachtet werden. Vergleichbare Ergebnisse lieferte auch die
Untersuchung der T-Zell-Proliferation. So induzierten PM-Ck-scFvOkt3.2 und PM-CH3-
scFvOkt3.2 sowohl in An- als auch in Abwesenheit von TA-MUC1-positiven MCF-7-
Zellen eine vergleichbare CD4"-T-Zell-Proliferation, wohingegen bei den CD8"-T-Zellen
PM-CH3-scFvOkt3.2 eine etwas starkere Proliferation induzierte (Abbildung 29). Im
Gegensatz zu den in der Aktivierung eingesetzten T-47D wurde durch die MCF-7-Zellen
jedoch eher ein immunsuppressiver Effekt vermittelt und die induzierte T-Zell-
Proliferation war geringer als in Abwesenheit der Zielzellen. Immunsuppressive
Eigenschaften von immortalisierten Tumorzelllinien sind weitreichend bekannt und auch
fur MCF-7-Zellen finden sich in der Literatur zahlreiche Hinweise auf immunsuppressive
Eigenschaften (128; 129). Neben einer unterschiedlichen Immunsuppressivitat konnte
auch die Antigenexpression entscheidend fur den unterschiedlichen Einfluss der T-47D
und MCF-7-Zellen sein. So exprimieren T-47D-Zellen deutlich mehr TA-MUC1 (1,6x10°
Antigene/Zelle) als MCF-7-Zellen (8,9x10* Antigene/Zelle). Es konnte jedoch im
Rahmen dieser Arbeit keine allgemein gultige Abhéangigkeit von Funktionalitdt und
Antigenexpression beobachtet werden. Neben der T-Zell-Aktivierung und T-Zell-
Proliferation wurde auch die durch PM-Ck-scFvOkt3.2 und PM-CH3-scFvOkit3.2
induzierte Zytokinfreisetzung untersucht. Dabei zeigte PM-Ck-scFvOkt3.2 eine im
Vergleich zu PM-CH3-scFvOkt3.2 erhohte Freisetzung von IFN-y, IL-1(, IL-2, IL-6 und
TNF-a, wobei besonders die stark erhdhte Freisetzung von IL-13 und IL-6 auffallig war,
da sie in frGheren Experimenten nicht detektiert wurde (Abbildung 25 und Abbildung
18). Dies konnte auf eine Kontamination hindeuten. So beschreiben Vasilescu und

Kollegen fur humanes Vollblut eine durch Endotoxine verursachte erhéhte Freisetzung
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von IL-1B und IL-6 (130) und auch fir isolierte humane Monozyten wurde bereits
beschrieben, dass Lipopolysaccharide von verschiedenen Pathogenen eine erhéhte
Freisetzung von IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-a induzieren (131).

Dennoch zeigte auch beim Vergleich von TM-Ck-scFvOkt3.2 und TM-CH3-scFvOkt3.2
jeweils TM-Ck-scFvOkt3.2 eine erhohte Freisetzung von IFN-y, IL-18, IL-2, IL-6 und
TNF-a ohne jedoch vergleichbar auffallig stark erhéhte IL-13 und IL-6 Werte wie sie fur
PM-Ck-scFvOkt3.2 bestimmt wurden. Der vorangige anti-Tumor Mechanismus der
bispezifischen Antikdrperkonstrukte ist die antikorperabhangige zellvermittelte
Zytotoxizitdt. So zeigten PM-Ck-scFvOkt3.2 und PM-CH3-scFvOkt3.2 mit CD16aV
transfizierten KHyG1-Zellen, die als NK-Zell Modell verwendet wurden, einen
vergleichbaren ADCC-Effekt gegen TA-MUC1-positive T-47D-Zellen und bestatigten so
funktionell die bereits gezeigte vergleichbare Bindung beider Konstrukte an TA-MUC1
(Abbildung 20 und Abbildung 26). Aufgrund der erfolgten Glykooptimierung durch
Produktion der bispezifischen Konstrukte in der der GEX®-Fuc” Zelllinie zeigten beide
Konstrukte zudem einen verbesserten NK-Zell ADCC Effekt als PankoMab-GEX®.
Durch die Verringerung des Fucose-Gehaltes in der Glykosylierung des Fc-Teils der
bispezifischen Antikorper kann ein verbesserter ADCC Effekt erzielt werden. Dieser
Effekt wird durch eine erhdhte Affinitdt von Fucose-reduzierten Antikdrpern zum Fcy-
Rezeptor Illa auf NK-Zellen verursacht (95; 132). Um neben der NK-Zell vermittelten
Zytotoxizitdt auch die durch aktivierte T-Zellen vermittelte Zytotoxizitat separat
betrachten zu kénnen, wurden T-Zellen isoliert und durch Kultivierung mit CD3/CD28
beschichteten Microbeads und IL-2 voraktiviert. In dem mit voraktivierten T-Zellen
durchgefuihrten ADCC Assay induzierte PM-CH3-scFvOkt3.2 eine starkere spezifische
Lyse der T-47D-Zellen als PM-Ck-scFvOkt3.2 (Abbildung 27). Die Verwendung von
voraktivierten T-Zellen ermdglicht es unabhdngig von Unterschieden in der T-Zell-
Aktivierung, die separat untersucht wurden, zu beurteilen ob die verschiedenen
Konstrukte bei der gleichzeitigen Bindung von TA-MUC1-positiven Tumorzellen und T-
Zellen zu einer unterschiedlichen Freisetzung von Granzymen und Perforin und damit
unterschiedlichen spezifischen Lysen der Tumorzellen fiihren. Dabei zeigte sich im
Falle der PM-Konstrukte, dass die hohere Affinitat von PM-CH3-scFvOkt3.2 gegenlber
CD3 auch zu einer starkeren spezifischen Lyse mit voraktivierten T-Zellen fiihrt. Auch in
dem PBMC ADCC Versuch, der neben der Tumorzell- und T-Zell-Bindung auch die

Bindung von Fcy-Rezeptor-positiven Immunzellen und die T-Zell-Aktivierung



Diskussion 90

widerspiegelt, induzierte PM-CH3-scFvOkt3.2 eine hdhere spezifische Lyse als PM-Ck-
scFvOkt3.2 (Abbildung 28).

Bei den zur Kontrolle hergestellten TM-Konstrukten induzierten TM-Ck-scFvOkt3.2 und
TM-CH3-scFvOkt3.2, wie bereits fur die PM-Konstrukte gezeigt, eine vergleichbare T-
Zell-Aktivierung in Abwesenheit von Her2-positiven T-47D-Zellen (Abbildung 24). Durch
Zugabe der T-47D-Zellen konnte vergleichbar zu den PM-Konstrukten fur beide TM-
Konstrukte eine gesteigerte CD69-Expression gezeigt werden. Im Gegensatz zu den
PM-Konstrukten induzierte allerdings nur die Ck-Variante eine héhere CD25-Expression
und auch bei der Untersuchung der T-Zell-Proliferation induzierte TM-Ck-scFvOkt3.2
sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von MCF-7-Zellen eine erhohte CD4"-
und CD8"-T-Zell-Proliferation im Vergleich zu TM-CH3-scFvOkt3.2. Ubereinstimmend
mit den Ergebnissen der T-Zell-Aktivierung und -Proliferation vermittelte TM-Ck-
scFvOkt3.2 auch einen starkeren ADCC Effekt mit voraktivierten T-Zellen und PBMCs.
Lediglich bei der Untersuchung der NK-Zell vermittelten Zytotoxizitat induzierte TM-
CH3-scFvOkt3.2 eine hohere spezifische Lyse als TM-Ck-scFvOkt3.2. Eine mdgliche
Erklarung fiur die Ergebnisse des NK-Zell ADCCs konnte in einer unterschiedlichen
Fucosylierung beider Antikérper liegen, die in dieser Arbeit nicht spezifisch analysiert
wurde. So zeigen bereits kleine Unterschiede in der Fucosylierung einen starken Effekt
auf die NK-Zell vermittelte Zytotoxizitat (95; 132). Auch induzierten beide Konstrukte
trotz vergleichbarer Her2-Bindung eine verringerte spezifische Lyse als TrasGEX®, der
ebenfalls in GEX®-Fuc-Zellen produziert wird, was wiederum auf eine erhdhte
Fucosylierung zurlckzufihren sein konnte. Das interessanteste Ergebnis der
Konstruktvergleiche ist jedoch, dass, obwohl alle Konstrukte eine zu PankoMab-GEX®
und TrasGEX® vergleichbare Antigenbindung zeigen und jeweils die CH3-Konstrukte
eine verstarkte CD3-Bindung, bei den PM-Konstrukten PM-CH3-scFvOkt3.2 und bei
den TM-Konstrukten jedoch TM-Ck-scFvOkt3.2 die starkste T-Zell Funktionalitat
zeigten. Ursache daflr konnten zwei separate Einflisse sein. Zum einen deuten die
Ergebnisse der T-Zell-Aktivierung und T-Zell-Proliferation in Abwesenheit von Zielzellen
darauf hin, dass durch die Fusion der scFvOkt3.2-Domane an die Ck-Domanen eine
verstarkte Aktivierung und Costimulation der T-Zellen vermittelt wird. So induziert PM-
Ck-scFvOkt3.2 trotz deutlich geringerer CD3-Bindung eine zu PM-CH3-scFvOkt3.2
vergleichbare T-Zell-Aktivierung und Proliferation der CD4"-T-Zellen und auch TM-Ck-

scFvOKkt3.2 induziert trotz geringerer CD3-Bindung eine vergleichbare Aktivierung und
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sogar starkere Proliferation als TM-CH3-scFvOkt3.2. Alle bispezifischen Antikorper
wurden in der GEX®-Fuc™ Zelllinie produziert, wodurch nur geringe Unterschiede in der
Glykosylierung erwartet werden, welche lediglich einen geringen Effekt auf die Bindung
von Fcy-Rezeptor llla-positiven Immunzellen haben. Somit kénnen die starken
Unterschiede in der Aktivierung, trotz geringerer CD3-Bindung der Ck-Konstrukte nur
mit einer erhdhten Costimulation des Ck-Formats begrindet werden. Eine mdgliche
Erklarung fur die im Vergleich zur CH3-Variante sogar verstarkte Aktivierung durch TM-
Ck-scFvOkt3.2 konnte sein, dass im Fall der TM-Konstrukte der CD3-
Bindungsunterschied geringer war als bei den PM-Konstrukten. So war die CD3-
Bindung von PM-Ck-scFvOkt3.2 um den Faktor 7 geringer als von PM-CHS3-
scFvOkt3.2, wohingegen die CD3-Bindung fur TM-Ck-scFvOkt3.2 nur um den Faktor 4
geringer als von TM-CH3-scFvOkt3.2 war.

Dass TM-Ck-scFvOkt3.2 auch in dem ADCC Assay mit voraktivierten T-Zellen, in dem
weder die Bindung von Fcy-Rezeptor-positiven Immunzellen noch die antikorper-
abhangige Aktivierung der T-Zellen einen Einfluss hat, eine hthere spezifische Lyse
vermittelt als TM-CH3-scFvOkt3.2, lasst darauf schliel3en, dass bei den TM-Konstrukten
noch ein weiterer Mechanismus flir die beobachteten Ergebnisse verantwortlich ist. So
wurde bereits fur verschiedenen T-Zell-rekrutierende Konstrukte beschrieben, dass die
erreichte Zytotoxizitdt maf3geblich von einer mdglichst gro3en N&he zwischen T-Zelle
und Tumorzelle beeinflusst wird. Dabei ist sowohl eine erhthte Zytotoxizitat fur
Konstrukte beschrieben, in denen die Tumorantigen-Bindedoméane und die CD3-
Bindedomane in grof3er Nahe zueinander exprimiert werden, (81; 119; 133) als auch fur
Tumorantigen-Epitope, die moglichst dicht an der Zellmembran der Tumorzellen
exprimiert werden (134). Zudem zeigte bei gleichbleibender Entfernung des Epitopes
zur Zellmembran die allgemeine Gro3e des Antigens einen negativen Effekt auf die
vermittelte Zytotoxizitat (134). Dass dieser Effekt bei TM-Ck-scFvOkt3.2 scheinbar
starker zum Tragen kommt als bei PM-Ck-scFvOkt3.2, konnte an den ganz
unterschiedlichen Antigenen liegen. So bindet Trastuzumab ein Epitop innerhalb der
ersten 100 Aminosauren der juxtamembranen Domane IV der extrazellularen Doméne
von Her2, wohingegen PankoMab-GEX® innerhalb der VNTR Region von MUC1 bindet
(65; 135). Im Gegensatz zu dem Epitop von Trastuzumab ist das Epitop von
PankoMab-GEX® zum einen durch die 227 Aminosauren grofRe extrazellulare Doméne

sowie zum anderen durch die variable Anzahl an Tandem Repeats deutlich weiter von
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der Zellmembran der Tumorzellen entfernt. So beschreiben Gendler et al. fur MUC1 ein
gehauftes vorkommen von 41 bis 85 Tandem Repeats bei Nordeuropaern, was
bedeutet, dass PankoMab-GEX® in einem Bereich von ~250 bis 2000 Aminosauren von
der Zellmembran entfernt binden kann (45). Da auch Bluemel et al. bereits einen
dramatischen Einfluss von ~600 Aminoséuren auf die vermittelte Zytotoxizitat sehen, ist
es wahrscheinlich, dass auch bei den gegen TA-MUC1 gerichteten Konstrukten die
Anzahl der Tandem Repeats einen deutlichen Einfluss auf die vermittelte T-Zell
Funktionalitdt hat. Dies konnte erklaren, warum die durch die Fusion an die CH3-
Domane erzielte verbesserte CD3-Bindung in diesen Konstrukten einen grof3eren
Einfluss hat als die etwas nahere Bindung von Tumorantigen und T-Zelle, die die Ck-

Konstrukte ermdéglichen (134).

6.6 Fazit und Ausblick

Monospezifische Antikorper sind eine der erfolgreichsten Therapiemdglichkeiten der
letzten Jahre flr verschiedenste Tumorerkrankungen (136). Ein grof3er Nachteil, den
herkdbmmliche Antikorper haben, ist, dass sie nicht direkt in der Lage sind T-Zellen zu
rekrutieren und fir die erfolgreiche Tumortherapie zu nutzen. Da T-Zellen zahlreiche
wertvolle Eigenschaften besitzen, versucht man diesen Nachteil durch die Entwicklung
von bispezifischen Antikdrpern, die zusatzlich zum Tumorantigen auch CD3 auf T-
Zellen binden, zu umgehen. Die Wirksamkeit von T-Zell-rekrutierenden bispezifischen
Antikdrpern ist durch die Zulassung von Catumaxomab und Blinatumomab mittlerweile
klinisch bestatigt worden, wird jedoch von starken Nebenwirkungen begleitet. Da die
meisten heutzutage in der Tumortherapie verwendeten Tumorantigene nicht
ausschlief3lich auf Tumoren exprimiert werden, sondern auch in geringeren Dichten auf
zahlreichen Normalgeweben, sind hoch potente Therapien wie T-Zell-rekrutierende
Antikdrper haufig durch eine hohe on-target off-tumor Toxizitat gekennzeichnet (33; 34;
41; 42). Um diese Nebenwirkungen zu verhindern, gilt eines der Hauptinteressen der
aktuellen Forschung der Identifizierung neuer, spezifischerer Tumorantigene. Ein
Antigen, dass diese Anforderungen erflllt, ist TA-MUC1, ein Kohlenhydrat/Protein
Kombinationsepitop, das auf Tumorzellen durch eine veranderte O-Glykosylierung von
MUC1 entsteht und auf Normalgeweben nicht exprimiert wird, oder fur therapeutische
Antikdrper nicht zugéanglich ist (65). In dieser Arbeit sollte daher die Eignung von TA-

MUC1 als Tumorantigen fir einen T-Zell-rekrutierenden bispezifischen Antikérper
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untersucht werden. Um eine maoglichst breite T-Zell-Antwort zu induzieren, wurden fir
diese erste proof of concept Studie Konstrukte gewahlt, die auf PankoMab-GEX®,
einem gegen TA-MUCL1 gerichteten IgG1 beruhen, und neben den T-Zellen auch Fcy-
Rezeptor-positive Immunzellen binden kénnen und so eine Costimulation der T-Zellen
ermdglichen. Da dieser Ansatz aber gleichzeitig auch eine Aktivierung der T-Zellen
unabhangig von der Tumorzellbindung ermdglicht, wurden zun&chst ausgehend von
vier anti-CD3 Antikérpern verschiedene gegen CD3 gerichtet scFvs verglichen und das
scFv ausgewahlt, dass die geringste Tumorzell-unabhéngige Aktivierung und
Zytokinfreisetzung induziert, gleichzeitig aber eine starke CD3-Bindung vermittelt.
Basierend auf diesem scFv wurden anschlieBend zwei verschiedene Formate
ausfuhrlich funktionell charakterisiert. Dabei fiihrte die Fusion des anti-CD3 scFvs an
die CH3-Doméne von PankoMab zu den besten funktionellen Ergebnissen. So
vermittelte dieses Konstrukt eine im Vergleich verbesserte CD3-Bindung, was zu einer
starken Aktivierung und Proliferation von T-Zellen fihrte. Auch konnte mit diesem
Konstrukt eine starke zytotoxische Wirkung von voraktivierten T-Zellen, von PBMCs und
von NK-Zellen gegen TA-MUC1-positive Tumorzellen gezeigt werden. Uberraschend
war jedoch das Ergebnis, dass eine verbesserte Aktivierung und Costimulation durch
Fcy-Rezeptor-positive Immunzellen vermittelt wurde, wenn die scFv-Domane an die Ck-
Doméane des IgG1 fusioniert wurde und nicht an die CH3-Domane. Dies zeigte sich
auch bei den zur Kontrolle hergestellten und gegen Her2 gerichteten Konstrukten. Im
Fall der gegen TA-MUCL1 gerichteten Konstrukte konnte die verbesserte Aktivierung und
Costimulation jedoch nicht die deutlich geringere CD3-Bindung des Ck-Konstruktes
aufheben. Um eine Kklinische Anwendbarkeit der in dieser Arbeit beschriebenen
Konstrukte zu erméglichen, sind allerdings noch weiterfiihrende Untersuchungen nétig.
So wurden kudrzlich neuere Ergebnisse zu Catumaxomab, einem gegen EpCAM und
CD3 gerichteten vergleichbaren Konstrukt, verodffentlicht. Dabei konnte bei einem in
einer klinischen Phase | aufgetretenem Fall todlichen Leberversagens durch weitere
Analysen gezeigt werden, dass die starken Nebenwirkungen in der Leber keine gegen
EpCAM gerichtete on-target off-tumor Nebeneffekte sind. Vielmehr scheint ein Teil
dieser Nebenwirkungen unabhangig von der Expression von EpCAM durch die
Vernetzung von T-Zellen mit Fcy-Rezeptor-positiven Kupffer-Zellen zu entstehen (32).
Dieser Nebeneffekt konnte auch durch die in dieser Arbeit beschriebenen Konstrukte
vermittelt werden und auch wenn hier zwar eine scFv-Domé&ne und ein Format

ausgewahlt wurden, die eine mdglichst geringe Tumorantigen-unabhangige Aktivierung
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und Zytokinfreisetzung vermitteln, muss weiterfihrend das Sicherheitsprofil detaillierter
charakterisiert werden. Da sowohl die TA-MUC1 wie auch die CD3-Bindung
humanspezifisch sind, sind fir eine in vivo Toxizitatsstudie keine relevanten Spezies
verfugbar, sodass die weitere Charakterisierung in vitro erfolgen muss. Neben der von
Borlak et al. beschriebenen Aktivierung von Kupffer-Zellen kommen noch weitere
Untersuchungen zur Zytokinfreisetzung in Frage. Dabei wurden im Zuge der Aufklarung
der TGN1412 vermittelten Zytokinfreisetzung zwei, zu den in dieser Arbeit verwendeten,
alternative Formate beschrieben, die sich besonders eignen eine T-Zell vermittelte
Zytokinfreisetzung in vitro zu untersuchen. Der von Rémer und Kollegen beschriebene
Versuchsaufbau beruht dabei auf einer Vorkultur von PBMCs bei einer erhohten
Zelldichte wodurch die Bedingungen simuliert werden sollen, die im Gewebe vorliegen
(137). Dies erhoht die funktionelle Aktivitdt von Monozyten und T-Zellen und erméglicht
es so die fur TGN412 beobachtete Zytokinfreisetzung darzustellen. Eine weitere
Alternative ist das von Findlay und Kollegen beschriebene Kokultur-System mit HUVEC
(human umbilical vein endothelial cells) (138). In diesem Kokultur-System wurde bereits
fur verschiedene Antikdrper eine gute Vergleichbarkeit der Zytokinfreisetzung mit der
therapeutischen Anwendung beschrieben (139). Da beide Systeme mit einer fliissigen
Antikorpergabe arbeiten und die PM-CD3-Konstrukte bei fliissiger Antikdrpergabe eine
hohere Zytokinfreisetzung zeigten, stellen beide Systeme eine vielversprechende
Alternative dar um die Zytokinfreisetzung weiter zu charakterisieren. Zusammenfassend
konnte in dieser Arbeit die Eignung von TA-MUC1 als vielversprechendes
Tumorantigen fur T-Zell-rekrutierenden Antikdrper gezeigt werden. Die untersuchten
PM-CD3-Konstrukte vermittelten in vitro alle fur einen T-Zell-rekrutierenden Antikérper
wichtigen Funktionsweisen, wie Aktivierung und Proliferation von T-Zellen sowie
Zytotoxizitdt. Fur eine Klinische Anwendung sind allerdings noch weiterfihrende
sicherheitsrelevante Untersuchungen, wie der Einfluss auf Kupffer-Zellen oder die

Zytokinfreisetzung in den alternativen Formaten, notig.
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Abkurzungsverzeichnis

7-AAD
ADCC

ADCP

AKAP
Ang-2
BIiTE
Ck
CcAMP
CDX
CDC

CH3
CML
C-Src
CTV
DART
DVD-lg,
ET
ECso
EGFR
EMA
EpCAM
F

Fab

Fc

FDA
FKS
Xg
GEX®
Grb2/S0OS
GSK3R
h

HC

7-Aminoactinomycin D

antibody dependent cellular cytotoxicity
Antikérperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitéat
antibody dependent cellular phagocytosis
Antikdrperabhangige zellvermittelte Phagozytose
A-Kinase-Ankerprotein

Angiopoetin-2

Bispecific T cell Engager

konstante Doméne einer leichten kappa Antikorperkette
cyclisches Adenosinmonophosphat

cluster of differentiation X

complement dependent cytotoxicity
komplementabhangige Zytotoxizitat

konstante 3. Domane der schweren Antikdrperkette
chronische myeloische Leukamie

Tyrosinkinase Src

CellTrace™ Violet

Dual-Affinity Re-Targeting

dual variable domain immunoglobulin

Effektor zu Zielzell-Verhaltnis

mittlere effektive Konzentration

epidermal growth factor receptor

European Medicines Agency

epithelial cell adhesion molecule

Phenylalanin

antigen-binding fragment

crystallisable fragment

Food and Drug Administration

Fetales Kélberserum

x-fache Erdbeschleunigung

GlycoExpress®

growth factor receptor-bound protein 2/son of sevenless
Glykogensynthase-Kinase 3 beta

Stunde/n

heavy chain
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Her2/neu
Her3
HSA
ICAM-1
IFN-y
IGF-1R
IgG

IL-X

kih

LC

LDH

LLL
mAbs
MET
MFI

mg

MHC

mi
MUC-1
MUC1-C
MUC1-N
n
N-CAM
ng

nm

nM

O.D.
PBMCs
pcd

PY
pM
PM
PST
RT
SscFv
SD

human epidermal growth factor receptor 2
human epidermal growth factor receptor 3
humanes Serumalbumin

intercellular adhesion molecule 1
Interferon-y

insulin-like growth factor 1 receptor
Immunglobulin G

Interleukin-X

knob-into-hole

light chain

Lactatdehydrogenase

Linolsaure, Linolensaure, Liponsaure
monoklonale Antikdrper
mesenchymal-epithelial transition factor
mediane Fluoreszenzintensitat
Milligramm

major histocompatibility complex
Milliliter

Mucin 1

C-terminale Untereinheit von MUC-1
N-terminale Untereinheit von MUC-1
Anzahl der Replikate

neural cell adhesion molecule
Nanogramm

Nanometer

Nanomolar

optische Dichte

peripheral blood mononuclear cells
picogram per cell per day
Pikogramm pro Zelle pro Tag
Pikogramm

Pikomolar

PankoMab

Prolin, Serin, Threonin
Raumtemperatur

single chain variable fragment

Standardabweichung
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SEA
SEM
SH2
SPR
tandAb
TF

™

Tn
TNF-a

VEGF
A

VH

Vi

VL
VNTR
vZ

Mg

pum

Us

sea urchin sperm protein, enterokinase and agrin

Standardfehler des Mittelwertes
Src-homology 2

spezifische Produktivittsrate
tandem diabody
Thomsen-Friedenreich Antigen
Trastuzumab

T-nouvelle Antigen
Tumornekrosefaktor-a

Valin

vascular endothelial growth factor
Vektor mit schwerer Antikorperkette
variable schwere Doméane

Vektor mit leichter Antikdrperkette
variable leichte Doméne

variable number tandem repeat
vitale Zellen

Mikrogramm

Mikrometer

Mikrosekunden
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