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3. Abstract

T cell activation mediated by CD3 agonistic antilegchas proven value in tumor therapy, but
systemic T cell activation is a major limitationtbe approach. 2 + 1 T cell bispecific antibodies
(TCB) consist of two target-antigen Fabs and oreteegeting CD3 on T cells. TCBs crosslink
tumor cells and CD3 positive T cells to induce T-oeediated tumor cell killing. TCBs are potent
and on-target toxicity in normal tissue remainsaanchallenge when selecting TCB targets. To
prevent unspecific T cell activation, we have gatext a novel masked anti-CD3-Fab fragment that
can be activated by tumor-associated proteasagpihenabling tumor-specific T cell activation.
The mask is based on an anti-idiotypic anti-CD3vdatked to the anti-CD3-Fab fragment. Anti-
idiotypic anti-CD3 antibodies were generated by wmiration of mice with anti-CD3-Fab
fragments. The respective anti-idiotypic anti-C28ws were fused to the N-terminus of the heavy
chain of the anti-CD3-Fab fragment of a one-armetgrodimeric anti-CD3 antibody or a TCB via
a protease cleavable linker. Several anti-idiotygnti-CD3 antibodies with affinities of 0.07 to 1.5
nM were able to prevent binding to CD3 on T cdhsportantly, binding potency for CD3 could be
fully recovered after cleavage with recombinant aarmatriptase. Similarly, co-incubation with
Lovo tumor cells, expressing matriptase, allowezkll activation through the anti-CD3-Fab (data

not shown).

On-target off-tumor toxicity was seen in non-hunpaimates with an anti-folate receptor 1
(FOLR1) TCB. To overcome this limitation, we gertetha protease activatable TCB with an anti-
idiotypic anti-CD3 mask connected to the anti-CC#ef an FOLR1 TCB through a tumor
specific protease-cleavable linker. The potencthefTCB was fully recovered following cleavage
of the anti-idiotypic anti-CD3 scFv, no differena@s seen in potency as compared to a
conventional FOLR1 TCB. Cleavage could be achierdter by recombinant proteases including
recombinant human matriptase or by proteases esguds/ tumor cell lines. Similarly, malignant
human ovarian cancer samples but not a benign tearople activated the protease activatable
FOLR1 TCB. In contrast, killing of human bronchegdithelial cells and human renal cortical
epithelial cells, expressing low amounts of FOLRas significantly reduced for the protease
activatable FOLR1 TCB compared to the FOLR1 TCBe Thncept of masking the anti-CD3-Fab
fragment is not restricted to a FOLR1 TCB. As assmjuence, this concept could be used to
enhance specificity and safety of T cell activatmgpecific antibodies targeting tumor antigens

whose expression is not limited to tumor cells.



4. Zusammenfassung

Die Aktivierung von T-Zellen durch CD3 agonistisdhiepezifische Antikorper hat sich in der
Tumortherapie als vielversprechend erwiesen. Alhgslist die systemische T-Zell-Aktivierung
bisher eine Limitierung dieses Ansatzes. 2+1 T-Bepezifische Antikérper (TCB) bestehen aus
einem inaktiven Fc, zwei Zielantigenbindern undeeimanti-CD3-Fab . TCBs verbinden die
Tumorzelle mit einer CD3 positiven T-Zelle was ZuZell-Aktivierung und zur Lyse der
Tumorzelle fuhrt. TCBs sind sehr potent, weshalbe$oxizitat in gesundem Gewebe kommen
kann, wenn das Zielantigen nicht ausschliel3lichTauhorzellen exprimiert wird. Um
unspezifische T-Zell-Aktivierung zu verhindern, \aarein maskierter anti-CD3-Fab generiert. Die
Maske wurde mit dem anti-CD3-Fab durch einen Linkexbunden, der durch tumorspezifische
Proteasen gespalten werden kann. Die Maske, bestaus einem anti-idiotypischen anti-CD3
scFv, wurde N-terminal an die variable schwere &dt#s anti-CD3-Fab-Fragments fusioniert.
Zunachst wurden monovalente CD3 IgGs mit verscimedeanti-idiotypischen anti-CD3-Masken,
mit Affinitaten im Bereich von 0,07 bis 1,5 nM, gaeiert. Alle Masken konnten die T-Zell-
Aktivierung verhindern, solange der Linker nichsgenitten wurde. Die Bindungskapazitat des
anti-CD3-Fab konnte nach Linkerspaltung vollstgnsiedererlangt werden. Die Abspaltung der
Maske konnte sowohl durch Zugabe von rekombindnieraner Matriptase (rhMatriptase) als
auch durch Ko-Inkubation mit Matriptase exprimieten Tumorzellen erreicht werden (Daten
nicht gezeigt).

Um die Anwendbarkeit des maskierten anti-CD3-Fab geigen, wurde der anti-CD3-Fab eines
anti-Folat-Rezeptor-1 -TCBs (FOLR1 TCB) maskiener Protease-aktivierbare FOLR1 TCB
(Prot-FOLR1 TCB) erreichte nach Spaltung des Lisldte Aktivitat des parentalen FOLR1 TCBs.
Die Aktivierung des Prot-FOLR1 TCB durch Spalturgg d.inkers konnte sowohl durch
rhMatriptase als auch durch Proteasen verschiedemsorzelllinien erfolgen. Prot-FOLR1 TCBs
mit nicht-schneidbarem Linker induzierten keine baeutlich geringere Tumorzelllyse. Des
Weiteren konnte der Prot-FOLR1 TCB durch malignew@lkarzinomproben aktiviert werden,
wobei das Signal fur den Prot-FOLR1 TCB und den ROIO CB vergleichbar waren. FOLR1 wird
nicht nur auf Tumorzellen exprimiert, sondern imigger Anzahl auch auf gesunden Zellen, z. B.
in der Lunge und der Niere (Parker et al. 2005fgAund dessen wurde der FOLR1 TCB mit dem
Prot-FOLR1 TCB auf humanen Bronchialepithelzelled aumanen Nierenrindenepithelzellen
verglichen. Die Zytotoxizitat des Prot-FOLR1 TCBarvdeutlich geringer als die des FOLR1
TCBs was ein erster Hinweis war, dass die Toxizigt FOLR1 TCBs durch die Maskierung des



anti-CD3-Fabs verringert werden koénnte. Der Vordeit Maskierung des anti-CD3-Fabs liegt

darin, dass dieses Konzept nicht nur fir den FOLRB verwendet werden kann.



5. Einleitung

5.1 Immunsystem und Krebserkrankungen

Tumorzellen sind Zellen des eigenen Korpers, digig&Zom Immunsystem aufgrund der
Selbsttoleranz nicht erkannt und angegriffen wertféarden sie erkannt, haben Tumore
verschiedene Moglichkeiten dem Immunsystem zu entken. So kdnnen Tumorzellen Tumor
infiltrierenden Immunzellen ausbremsen, indem simunsuppressive Liganden (z. B. PD-L1)
exprimieren (Wang et al. 2016). Auch Zellen der Boamgebung, wie tumor-assoziierte
Makrophagen (TAM, in entziindeten soliden Tumordirien das Immunsystem inhibieren
(Induktion von T-Zellanergie, Suppression von Ti&eldurch regulatorische T-Zellen)
(Prendergast 2007). Erkennt das Immunsystem dieofzetien nicht, so kénnen sich diese
vermehren und metastasieren. Es gilt als anerksuttezept, dass nur solche Tumorzellen zu
einer klinisch manifesten Tumorerkrankung fihrenrén, die nicht oder nicht mehr vom

Immunsystem suffizient erkannt und zerstort werki@&men.

5.2 Immuntherapie bei Krebserkrankungen

Die Krebsimmuntherapie ist aufgrund bedeutendek¥dimkeit in mehreren Indikationen ist von
zunehmender klinischer Bedeutung (Kobold et al520&linisch wird die Krebsimmuntherapie
vornehmlich in Form von AntikGrper angewendet. Gegértig besitzen diese auch
unterschiedliche Wirkungsweisen: Die Induktion Aetikdrper-abhangigen zellvermittelten
Zytotoxizitat (ADCC, ,antibody-dependent cell-metdid cytotoxicity”), Induktion des
Komplement-abhangige Zytotoxizitat (CDC, ,compleméapendent cytotoxicity“), Induktion der
Antikdrper-abhangigen zellvermittelte PhagozytaBCP, ,Antibody-dependent cellular
phagocytosis®), Induktion von direkter Apoptose WBidckade von Immun-Checkpoints. Diese
Antikdrper binden mit ihren variablen Bereichenfatigene auf den Tumorzellen, der Fc-Teil des
Antikdrpers kann an Fc-Rezeptoren auf naturlichéletgellen oder an das Komplementprotein
C1q binden und dadurch den Tod der Tumorzellenzieden (z.B. Rituximab (Maloney 2001),
Cetuximab (Humblet 2004) und Obinutuzumab (Hoy 300&anche dieser monoklonalen
Antikdrper binden ein Protein und blockieren esutald, was das Wachstum von Tumorzellen
(z.B. Trastuzumab (Harries et al. 2002)) oder dipgession von Immunzellen hemmen kann
(z.B. Nivolumab (Paoluzzi et al. 2016), Ipilimum@larkin et al. 2015)). Die meisten derzeit
klinisch angewendeten Antikorper sind 1gG-basiémékorper. T-Zell-bispezifische Antikdrper

hingegen besitzen eine andere Struktur und Wirkuage.



5.3 T-Zell-bispezifische Antikorper

T-Zell-bispezifische Antikérper addressieren zweischiedene Antigene, ein Antigen auf der
Tumorzelle und CD3 auf der T-Zelle. Dadurch kdniiefellen Haupthistokompatibilitdtskomplex
(MHC)-unabhangig aktiviert werden kbnnen. Sowohffféte bispezifische Antikorper, sogenannte
BiTEs (bispecific T cell engagers) (Huehls et 8112, Le Jeune et al. 2016, Smits et al. 2016) als
auch IgG-basierte T-Zell-bispezifische Antikorperdien klinische Anwendung (Bacac et al. 2016).
Catumaxomab ist ein IgG-basierten anti-EpCam-CD8karper (Staerz et al. 1985). Es handelt
sich um einen Ratte/Maus hybriden Antikérper mitkiionalem Fc. Catumaxomab ist der erste
zugelassene bispezifische Antikorper. Die Zulasdeigfft die Therapie des malignen Aszites.
Dieser bispezifische Antikdrper induziert eine haglgstemische Immunaktivierung, daher ist er auf
die lokale Anwendung beschrénkt. Die nicht-humanisn Bereiche des Antikdrpers und der Fc-
Teil kbnnen im Menschen zu einer starken Immunreaktihren. Die Problematik des
aktivierenden Fc-Teils gibt es bei den BlinatumortBbINCYTO®), der zweite zugelassene
bispezifische Antikdrper nicht, jedoch haben dias&korper eine kurze Halbwertszeit und
mussen daher Uber intraventse Dauerinfusionensibrfaspumpe) verabreicht werden (Sanford
2015). Ein Vorteil der kurzen Halbwertszeit istsgldei Anzeichen von Toxizitat die
Verabreichung sofort gestoppt werden kann und awikérper innerhalb von wenigen Stunden

abgebaut ist.

5.4 T-Zell-bispezifische Antikérper im 2 + 1 Format

T-Zell-bispezifische Antikdrper sind sehr potertiislang aber experimentelle Antikorper, die
serielle T-Zell vermittelte Tumorzelllyse induzierkdnnen, indem sie Tumorzelle und T-Zelle
binden und eine sogenannte immunologische Synajssélden. T-Zell bispezifische Antikdrper

im 2+1 Format (TCB) bestehen aus einem nicht-fumien Fc, zwei Fabs gegen Antigene auf der
Tumorzelle und einem Fab gegen CD3(Bacac et ab,2B4cac et al. 2016, Klein et al. 2017). Die
Diskriminierung zwischen Tumorzellen, die viel Aggn exprimieren und gesunden Zellen, die
wenig Antigen exprimieren wird durch die Aviditérdbeiden Tumorantigen-Bindeeinheiten
verbessert. Fir CD3 sind die TCBs monovalent, ddmiAktivierung der T-Zellen Giber CD3 nur
durch Kreuzvernetzung mit Tumorzellen stattfindenrk Die Aktivierung der T-Zellen durch den
TCB bendtigt keinen Ko-Stimulus (Arndt et al. 20Haas et al. 2009, Hoffmann et al. 2005,
Offner et al. 2006). Der Fc-Teil stabilisiert dentkorper und tragt dadurch zu einer verlangerten
Halbwertszeit im Vergleich zu kleineren Fc-freienrfaaten bei (Le Jeune et al. 2016, Roskopf et
al. 2016). Des Weiteren wird die systemische Aktivhg von Immunzellen mittels - oder



Komplement-Aktivierung verhindert. Die Inaktiviergles Fc erfolgt durch das Einfligen dreier
Mutationen (L234A/L235A; P329G) in CH2 und CH3, wch das Recycling tber FCRn aber
nicht beeintrachtigt wird(Schlothauer et al. 2016).

Kirzlich wurde die potenzielle Wirksamkeit einegéaoembryonalen Antigen (CEA)
spezifischen TCB in zwei frihen klinischen Studgezeigt (Bacac et al. 2016, Bacac et al. 2016,
ClinicalTrials.gov 2014, Klein et al. 2017). Einetiatumorale Wirkung kénnte in Patienten mit
CEA-positiven soliden Tumoren, inklusive “microdate stable* (MSS) metastatischen
colorektalen Tumoren (MCRC), die CEA uberexprirmenad trotz mindestens zwei
Chemotherapie-Zyklen fortgeschritten sind, existielEine anti-tumorale Potenz deutet sich auch
in Kombination mit TECENTRIQ® (atezolizumab, einé®-L1-spezifischen Antikdrper) an
(Bacac et al. 2016, Bacac et al. 2016, Clinical$rmgov 2014, Klein et al. 2017). Der CEA TCB
induziert die Lyse von Tumorzellen, die viel CEApexnieren, wahrend gesunde Zellen nicht
lysiert werden. Fir die CEA TCB induzierte Tumolzsk ist eine minimale Anzahl an CEA
Antigenen (>10.000 CEA Antigene / Zelle) erfordehmliBacac et al. 2016).

5.5 Limitationen der T-Zell-bispezifische Antikérper im 2 + 1 Format

Diesen Schwellenwert gibt es jedoch nicht fur @lEBs, manche kénnen sogar gesunde Zellen mit
niedriger Zielantigendichte (weniger als 1000 Aeatig / Zelle) lysieren. Wird das Zielantigen auch
auf normalen Zellen exprimiert, kann es zu Toxtanaiesem Gewebe kommen (Hinrichs et al.
2013). Da es kaum Tumorspezifische Oberflachenaméigibt, wird dadurch die Anwendbarkeit

von TCBs limitiert.

5.6 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war die Herstellung und Tiegteines selektiv aktivierbaren TCB. Die
Selektivitat der T-Zellaktivierung durch den TCBIsoerhdht werden, um dadurch die potenzielle
Toxizitat fur gesunde Zellen mit geringer Zielaetig@xpression (on-target off-tumor toxicity) zu
verringern. Dies sollte am Beispiel eines Protedaaderbare FOLR1 TCB (Prot-FOLR1 TCB)
demonstriert werden. Dieser FOLR1 TCB bleibt inugetem Gewebe maskiert (Abbildung 1,
links) und kann dadurch keine T-Zell vermitteltdi®se induzieren. Im Tumor wird der Linker
durch tumorspezifische Proteasen gespalten (Algdy rechts), wodurch der anti-CD3-Fab an
CD3e binden und dadurch eine T-Zell vermittelte Tumdélyse induzieren kann.



Far die tumorspezifische Aktivierung macht man si@erhohte Aktivitat von gewissen Proteasen
im Tumor zu Nutze. Die Protease-Aktivierung vonemannten ,Prodrugs” wurde bereits fur
verschiedene Formate und Zielantigene beschridbesnoyert al. beschrieben einen EGFR

mADb mit Peptid-maskierten EGFR Fabs (Desnoyers €043), Wieset al generierten die
sogenannte ,TNF-Selectokine Prodrug” ein durchd&®en aktivierbarer Tumornekrosefaktor
(TNF) (Wuest et al. 2002), Watermaenal. fusionierten einen CD95L an FAP und Metzl.
generierten eine Her3 Antikdrper mit einer sterildckierten c-Met Einheit (Metz et al. 2012,
Watermann et al. 2007). Diesprpdrugs zeigten verringerte Toxizitat bei &hnlicher Wiakskeit

verglichen zu dem Antikorper auf dem sie basieren.
Blockiert Aktiviert

Abgespaltene Anti-CD3
i\( 71%\«7 Maske

Tumorzelle Anti-CD3

Anti-CD3 Maske

Gesunde Zelle Anti-CD3

Anti-FOLR1
Anti-FOLR1

Nicht-funktionaler Fc Nicht-funktionaler Fc

Abbildung 1: Wirkungsmechanismus des Prot-FOLR1 TCB

Die anti-idiotypische anti-CD3-Maske verhindert &imdung des anti-CD3-Fabs an CO# T-Zell Rezeptor der T-
Zelle (links). In der Tumorumgebung kann der Linkerch Proteasen geschnitten werden, wodurch deCa&3-Fab
an CD3 binden kann. Bindet der TCB an das TumorantigeédL{1) und an CD8wird die T-Zelle aktiviert und
kann die Tumorzelle lysieren.

Folgende Fragstellungen sollten dabei bearbeitedeve 1) Fur die Generierung eines Protease-
aktivierbaren TCB sollte eine spezifische anti-igjpsche anti-CD3-Maske generiert werden, die
den anti-CD3-Fab blockieren kann. 2) Die Maskiergifizienz der anti-idiotypischen anti-CD3
scFvs sollte zunachst im IgG-Format und anschlresga TCB Format (anti-CD3 IgG, FOLR1
TCB) getestet werden, um eine optimale Maske ziefin 3) Die Aktivierbarkeit der Antikérper
sollte sowohl durch rekombinante Proteasen als dunth zellulare Proteasen méglich sein und
der maskierte anti-CD3-Fab sollte fir mehrere TGRsschiedene Zielantigene und verschiedene
Formate) gezeigt werden. 4) Die mdgliche ReduktienToxizitat durch die Maskierung des anti-

CD3-Fab sollte fur primare Zellen mit geringer FALRxpression untersucht werden.
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6. Material und Methoden
6.1 Materialien

6.1.1 Verbrauchsmaterial
6.1.1.1 Plastikware

96- Well F-Boden Zellkulturtestplatten (92696, TRehweiz)

Cornind® Erlenmeyer cell culture flasks 125 ml, 500 ml (430, 430422; Sigma, Schweiz)
Eppendorf Safe-Lock Tubes (0030121.589, Eppen&atiweiz)

Immunoplates Maxisorp F Boden 400 ml MaxiSorp (TOBML, Fisher Scientific, Schweiz)

Millicell Cell Culture Insert, 12 mm, hydrophilicTFFE, 0.4 um (PICM01250, Sigma, Schweiz)
NuPAGE® Novex’ 3-8% Tris-Acetate Protein Gels, 1.0 mm, 15 wel\QB755BOX, FisherScientific,
Schweiz)

NuPAGE® NovexX’ 4-12% Bis-Tris Protein Gels, 1.0 mm, 12 well (NPRBK2, FisherScientific,
Schweiz)

TubeSpiff Bioreactor 600 (87600, TPP, Schweiz)

Vakuumfilter ,rapid“-Filtermax (99255, TPP, Schwgiz

WeilRe 96-Well Platte mit durchsichtigem Boden (8850Greiner Bio-one, Schweiz)
Zellkulturflaschen T25, T75, T150 (90025, 90075180; TPP, Schweiz)

6.1.1.2 Enzyme

Afel (RO652L, Bioconcept AG, Schweiz)

Agel (R0O552L, Bioconcept AG, Schweiz )

BamHI (RO136L, Bioconcept AG, Schweiz)

BsiWI (RO553L, Bioconcept AG, Schweiz)

Bsml (R0134L, Bioconcept AG, Schweiz)

BspEIl (R0O540L, Bioconcept AG, Schweiz)

BsrGl (RO575L, Bioconcept AG, Schweiz)

BstEIll (RO162L, Bioconcept AG, Schweiz)
Dralll-HF (R3510L, Bioconcept AG, Schweiz)
EcoRI (RO101L, Bioconcept AG, Schweiz)

Mfel (RO589L, Bioconcept AG, Schweiz)

Nhel (RO131L, Bioconcept AG, Schweiz)

Notl (RO189L, Bioconcept AG, Schweiz)
rhMatriptase/ST14 (3946-SE-010, Bio-Techne AG, Sailjv
rhMMP-2 (902-MP-010, Bio-Techne AG, Schweiz)
rhMMP-9 (911-MP-010, Bio-Techne AG, Schweiz)
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Sacll (RO157L, Bioconcept AG, Schweiz)
T4 DNA Ligase (10481220001, Roche, Schweiz)
Xbal (RO145L, Bioconcept AG, Schweiz)

6.1.1.3 Reagenzien und Puffer

2xYT Broth Pulver (6271001, Faust Laborbedarf, Sailajv

ACK Lyse Puffer (A1049201, FisherScientific, Schajei

Agarose LE (11685678001, Roche, Schweiz)

DMSO (D2650-100ml, Sigma, Schweiz)

DPBS (14190136, FisherScientific, Schweiz)

Formalinlésung, 10 % Formalin (ca. 4 % Formaldehy#d 501320-9.5L, Sigma, Schweiz)
Glycin (50046, Sigma, Schweiz)

HBS-EP+ Buffer 10x (BR100669, GE Healthcare, VWBh\8eiz)

Heparin-NA Braun 250000 E/5ml 10 Durchst.flaschenl§Zur Rose Suisse AG, Schweiz)
Histidin-HCI, 20 mmol/l, pH 6 (Bichsel AG, Schweiz)

Histopaqu&-1077 (10771, Sigma, Schweiz)

Natriumacetat (S2889, Sigma, Schweiz)

Natriumazid (S8032, Sigma, Schweiz)

Natriumchlorid (71376, Sigma, Schweiz)

Natriumcitrat monobasisch (71497, Sigma)

Natriumphosphat dibasisch (71643, Sigma, Schweiz)

NovexX® Tris-Glycine SDS Sample Buffer (2X) (LC2676, FisBeientific, Schweiz)
NuPAGE® MES SDS Running Buffer (20X) (NP0002-02, Fisheetific, Schweiz)
NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer (20X) (NP0001-02, FishéBiific, Schweiz)
NuPAGE® Tris-Acetate SDS Running Buffer (20X) (LA0041, fésScientific, Schweiz)
ONE-Glo™ Luciferase Assay System (E6120, Promeglawsiz)

Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin) (A957®&na, Schweiz)
Schwefelsaurelésung (Sulfuric acid solution, 1Mj486, FisherScientific, Schweiz)
SYBR® Safe DNA Gel Stain (S33102, FisherScientific, Setzyv

TMB High Sensitivity Substrate Solution (421501pBégend, LUCERNA-CHEM, Schweiz)
TWEEN® 20 (11332465001, Roche, Schweiz)

UltraPure™ DNA Typing Grade50X TAE Buffer (24710-030, FisherScientific, Schizje
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6.1.1.4 Saulen und Chips fur die Proteinreinigung und —analse

HiLoadTM 16/60 SuperdexTM 200 pg, 125ml Saulenvaan?8-9893-35, GE Healthcare, VWR,
Schweiz)

» HiTrap rProtein A FF, 5 ml Saulenvolumen (17-5080-GE Healthcare, VWR, Schweiz)

* MabSelect SuRe (11-0034-95, GE Healthcare, VWRwW8I)

* Sensor Chip CM5 (BR100012, GE Healthcare, VWR, Sshw

e Superdex 200 Increase 10/300 GL (28-9909-44, GHtlteae, VWR, Schweiz)

« Tosoh TSKgél G3000SWXL HPLC Column (808541,SUPELCO, Sigma)

6.1.1.5 Proteinstandard

* DNA Gel Loading Dye (6X) (R0611, FisherScientif@chweiz)

* GeneRuler DNA Ladder Mix (SM0331, FisherScientifichweiz)
» HiMark (LC5699, FisherScientific, Schweiz)

e Mark12™ Unstained Standard (LC5677, FisherScient8chweiz)

6.1.1.6 Seren

* Fotales Kélberserum (16140-071, FisherScientifotyv&iz)
* Humanes IgG freies Serum (SP1839, TRINA BIOREACTB/AG, Schweiz)

6.1.1.7 Zelllkulturmedien

* BEpiCM Medium (3211, ScienCell, Chemie Brunschwi@ ASchweiz)

 CD CHO Medium (10743029, FisherScientific, Schweiz)

» DMEM Medium (42430-025, FisherScientific, Schweiz)

* EpiCM Medium (4101, ScienCell, Chemie Brunschwig,/8&hweiz)

« EX-CELL® HeLa Serum-Free Medium for HeLa Cells (14591CpnigSchweiz)

« EX-CELL®293 Serum-Free Medium for HEK 293 Cells (14571@n®i, Schweiz)
RPMI1640 Medium (42401-018, FisherScientific, Sclaye
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6.1.1.8 Medienzusatze

*  Ammonium-Fe(lll)-Citrate (F5879, Sigma, Deutschland

« Cornind® Matrigel’ Growth Factor Reduced (GFR) Basement MembraneiMatienol red-free (734-
1101, VWR, Deutschland)

* D-(+)-Glukoselésung (G7021, SIGMA, Schweiz)

» Ethanolamine (E0135, Sigma, Schweiz)

* FreeStyle™ F17 Expression Medium (A1383501, Fistiergific, Schweiz)

* (418 (10131027, FisherScientific, Schweiz)

«  GlutaMAX™ (35050061, FisherScientific, Schweiz)

 HEPES (15630080, FisherScientific, Schweiz)

* HT supplement (11067030, FisherScientific, Schweiz)

* Hygromycin B (10843555001, Sigma, Schweiz)

» HyPep 1510 (20070715, Kerry Biosciences, Irland)

» L-Asparagin (A7094, Sigma, Schweiz)

e L-Glutamin (G8540, Sigma, Schweiz)

* Natrium Bicarbonat NaHC£S8761, Sigma, Schweiz)

* Natriumpyruvat (11360070, FisherScientific, Schweiz

» Nicht-essentielle Aminosauren (NEAA) (M7145, Sigr8ahweiz)

* Poly-L-Lysin (0403, ScienCell, Chemie Brunschwigh®@eiz)

* Puromycin 10mg / ml (ant-pr-1, InvivoGen, LabFoA®®, Schweiz)

e TNS Trypsin Neutralization Solution (0113, ScienC€hemie Brunschwig, Schweiz)

e Trypsin/EDTA, 0.05 % (25300054, FisherScientifich®&eiz)

* Ultrapep Soy (20070591, Kerry Biosciences, Irland)

» Valproinsaure Natriumsalz (P4543, Sigma, Schweiz)

6.1.2 Kits

» Cytotoxicity Detection Kit (LDH) (11644793001, RashSchweiz)

* FTA Sample Collection Kit for Human Cell Authentiiwan Service (ATCC® 135-XV-5™ ATCC,
LGC Standards GmbH, Deutschland)

* GeneRacer Kit (L1500-01, Fisher Scientific, Schweiz

* Human IFN-gamma DuoSet ELISA, 15 Plate (DY285, R&tems, Bio-Techne AG, Schweiz)

* MycoAlert™ Mycoplasma Detection Kit (LT07-118, LanzSchweiz)

+ NucleoSpift Gel and PCR Clean-up (740609.250, MACHEREY-NAGEthweiz)

« NucleoSpiff Plasmid (740588.250, MACHEREY-NAGEL, Schweiz)

* Plasmid Plus Maxi Kit (12965, Qiagen, Schweiz)

14



Plasmid Plus Midi Kit (12945, Qiagen, Schweiz)

QIFIKIT® (K007811-8, Agilent technologies AG, Schweiz)

QuikChange Lightning Multi Site-Directed MutagerseKit (210513-5, Agilent technologies AG,
Schweiz)

RNeasy Mini Kit (74106, Qiagen, Schweiz)

Taq PCR core kit (201225, Qiagen, Schweiz)

6.1.3 Kommerzielle Antikdrper

Anti-human Fc Antibody (409302, BioLegends, Luce@teem AG, Schweiz), finale Konzentration: 8
Hg/ ml,

APC anti-human CD8 Antibody (344722, BioLegend, é&una-Chem AG, Schweiz), @8/ 0.025ml /
0.2 mio PBMCs

Brilliant Violet 421™ anti-human CD25 Antibody (35864, BioLegend, Lucerna-Chem AG, Schweiz),
0.8ul / 0.025ml / 0.2 mio PBMCs

Brilliant Violet 421™ anti-human CD4 Antibody (3134, BioLegend, Lucerna-Chem AG, Schweiz),
0.8ul / 0.025ml / 0.2 mio PBMCs

FITC anti-human CD4 Antibody (357406, BioLegendcktna-Chem AG, Schweiz), @8 0.025ml /
0.2 mio PBMCs

PE anti-human CD69 Antibody (310906, BioLegend,dma-Chem AG, Schweiz), @&/ 0.025ml /
0.2 mio PBMCs

PE anti-human CD8 Antibody (344706, BioLegend, lrneeChem AG, Schweiz), QuB/ 0.025ml / 0.2
mio PBMCs
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6.1.4 Zelllinien
6.1.4.1 Produktionszelllinie

Tabelle 1: Name, Herkunft, Bestellinformationen undMedien der Expressionszelllinien.

Zelllinie Urpsrung Zulieferer Kultivierungs-Medium
HEK293 EBNA Human, ATCC, LGC Standards ~ EX-CELL® GTM3 Medium mit 6 mM
Suspensionszellen Niere GmbH, Deutschland L-Glutamine and 25Qg / ml G418

HEK293 EBNA Suspensionszellen wurden zweimal wothdnauf ca. 0,3 mio / ml verdinnt und
einen Tag vor Transfektion auf 1,5 mio cells / mEX-CELL® Medium mit 6 mM L-Glutamine
eingesat und bei 37 °C und 5 % CO2 in einem InfdrsShaker bei 135 rpm inkubiert.

6.1.4.2 Tumorzelllinien
Tabelle 2: Name, Herkunft, Bestellinformationen undMedien der Tumorzelllinien.

Bestellnummer und

Zelllinienname Herkunft ) Kultivierungsmedium
Zulieferer
Human, Pankreas; abgeleitet RPMI1640, 1 x GlutaMAX™,
) 96020930, ECACC,
AsPC-1 von Metastase: Aszites, USA 10 % FKS, 1 x
Pankreaskarzinom Natriumpyruvat
CellPlayer™ MDA- Human, Milchdrusen/Brust, o
) . 4487, Essen BioScience, RPMI1640, 1 x GlutaMAX™,
MB-231 NuclLight abgeleitet von Metastase:
] USA 10 % FKS, 0.5ug / ml
Red Zellen Pleuraerguss, Mammakarzinom
- ATCC® cCL-2", ATCC,
Human, Cervix, epithelial, DMEM, 1 x GlutaMAX™,
HelLa ) _ LGC Standards GmbH,
Zervixkarzinom 10 % FKS

Deutschland

Human, Lunge, epithelial,  Roche Innovation Center RPMI1640 (A10491-01),

NCIH596 ) _
Lungenkarzinom Munich, Deutschland 10 % FKS
, ATCC® HTB-77",
Human, Ovar; Aszites, RPMI1640, 1 x GlutaMAX™,
Skov-3 o . . ATCC, LGC Standards
epithelial, Ovarialkarzinom 10 % FKS

GmbH, Deutschland

Alle Tumorzelllinien wurden routineméassig zweimaatentlich mit 0,05 % Trypsin/EDTA
passagiert und bei 37 °C und 5 % Qdltiviert und regelmassig mit einem MycoAlert™
Mycoplasma Detection Kit auf Mycoplasmen untersublaich Beendung der Versuche wurden
diese Tumorzelllinien auf ihre Identitat Gberpr{T A cell authentication service; ATCC (Reid et
al. 2004)).
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6.1.4.3 Primare Zelllinien
Tabelle 3: Name, Herkunft, Bestellinformationen undMedien der Primarzelllinien.

Kultivierungs-

Zelllinienname Herkunft Bestellnummer und Zulieferer
medium
Humane Bronchialepithelzellen Human, 3210, BEpiCM, ScienCell, Chemie BEpIiCM (3211,
(HBEpIC) Bronchien Brunschwig AG, Schweiz ScienCell)
Humane Nierenrindenepithelzellen Human, 4110, EpiCM, ScienCell, Chemie EpiCM (4101,
(HrcEPIC) Niere Brunschwig AG, Schweiz ScienCell)

Alle primaren Zelllinien wurden routinemassig zwainwochentlich mit einer 1:1 Mischung aus
DPBS und 0,05 % Trypsin/EDTA passagiert und bei@Gund 5 % CQKkultiviert.

6.1.4.4 Jurkat NFAT Reporterzellen zur Messung der CD3 Aktiierung
Tabelle 4: Name, Herkunft, Bestellinformationen undMedien der Reporterzelllinie.

Bestellnummer und

Zelllinienname Herkunft ) Kultivierungs-medium
Zulieferer
RPMI1640 Medium mit 2 g/l D-Glukose, 2 g/l
Human, CS176501,
GloResponse Jurkat o NaHCG;, 10 % FKS, 25 mM HEPES, 2 mM
immortalisiert, T- Promega ) )
NFAT-RE-luc2P . L-Glutamin, 1 x NEAA, 1 x Natrium-Pyruvat,
Lymphozyten (Schweiz)

200 pg / ml Hygromycin B

Die Jurkat-NFAT Reporter Zelllinie ist eine humaalaite lymphatische Leuké&mie Zelllinie mit
einem NFAT Promotor vor einem Luziferase Gen. Dikkdt NFAT Zellen exprimieren C[23
wodurch die Aktivierung tber CD3 mit der Expresswam Luziferase korreliert. Nach Zugabe
einer Substratlosung (OneGlo, Promega) kann dieihesaenz gemessen werden. Jurkat NFAT
Zellen wurden routinemassig zweimal wéchentlich@@fmio/ml verdiinnt und bei 37 °C und 5 %
CQO in kultiviert. 200 ug / ml Hygromycin B wurden jeils frisch dazugegeben, wenn die Zellen

passagiert wurden.

6.1.5 Tumorproben

Die anonymisierten Tumorproben wurden bei der ladied GmbH (Deutschland) gekauft. Die

Firma Indivumed GmbH folgt der Einhaltung ,The Da@tion of Helsinki and The Convention for

the Protection of Human Rights and Dignity of thenthn Being with reqgard to the Application of

Biology and Medicine: Convention on Human Rightd &womedicine”.
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6.1.6 Gerate

8K Zentrifuge (Sigma, Schweiz)

Aekta Explorer 10 (GE Healthcare, Schweiz)

Aekta Purifier (GE Healthcare, Schweiz)

Biacore T200 (GE Healthcare, Schweiz)

Caliper LabChip GXIl System (Caliper Lifescience)
Centifuge 5415D (Eppendorf, Schweiz)

Centifuge 5810R (Eppendorf, Schweiz)

HeraCell 150 (Thermo Cooperation, Germany)

HPLC 1100 (Agilent Technologies AG, Schweiz)
IncuCyte® S3 Live-Cell Analysis System (EssenBi@Bces)
Infors HT Shaker (Infors AG, Schweiz)

MACSQuant® Analyzer 10 (Miltenyi Biotech, Deutscht)
Mastercycler proS (Eppendorf, Schweiz)
NanoDrop2000 (FisherScientific, Schweiz)

Optim2 Gerat (Avacta)

SpectraMax M5 (Bucher Biotech AG, Schweiz)
VERSAmax (Bucher Biotech AG, Schweiz)
Vi-Cell™XR (BECKMAN COULTER™)

WALLAC Victor3 ELISA Reader (PerkinEImer2030)

6.1.7 Software

Biacore T200 Evaluation Software (version 3.1)
Clone Manager 9

FlowJo VX Software v10

GraphPad Prism6

IncuCyte ZOOM 2016A
LabChip GX
Minitab 17 Statistical Software

Zentrifugation
Protnigung
Proteimigung
SPR Aralys
Kapillarelektrophorese
Zentrifigyat
Zentrifigat
Inkiolbsadherenter Zellen
Mtische Gelelektrophorese
Lebendzellanalyse
Inkubatioon Suspensionszellen
FACS Analysen
PCR
Konzatdnsmessung DNS
Hitzestabilitat
LDiHalysen
LDH-Anays
Zellzahlbestimmung

Lun@iszenzanalysen

RS®halyse
Klonierungsplanung
FACS Daten Analyse
Graphen, Statistische
Berechnungen
Graphen flr Lebendzellgsal
Kapillarelektrophoreseanalyse

Statistischedddnungen
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6.2 Methoden

6.2.1 Generierung der anti-idiotypischen anti-CD3 Antikorper

Fur die spezifische Maskierung des anti-CD3-Fabslam anti-idiotypische anti-CD3 Antikorper
generiert. Die Immunisierung der Mause wurde imholoinovation Center Munich von Kay-
Gunnar Stubenrauch, Mirko Ritter und Michael SchHrduanchgefiihrt. Die Hybridoma Zellen
wurden an Manuel Spéani, Roche Innovation CenteicButibergeben. Manuel Spani hat die
Sequenzen der variablen Bereiche der AntikorpeielsiRACE ermittelt und fur diese Arbeit zur

Verfigung gestellt.

6.2.1.1 Charakterisierung der anti-idiotypischen anti-CD3 Antikorper

Die Charakterisierung der anti-idiotypischen anb3CAntikdrper (mit humanem IgG1) erfolgte
mit Hilfe von Oberflachenplasmonenresonanzspektpigk(SPR). Dazu wurden zunachst die
Antikdrper als humane IgGs kloniert, exprimiert ugeteinigt. Die Affinitaten der anti-
idiotypischen anti-CD3 Antikorper wurden zum an®&Fab und zum anti-CD3-Fab in den
verschiedenen TCB Formaten gemessen und zusamrassg@fabelle 5). Die SPR-Analysen
wurden imRoche Innovation Center Zuriclon Anne Freimoser Grundschober durchgefuhrt.

Tabelle 5: SPR Analyse der anti-idiotypischen anteD3 Antikdrper gegen anti-CD3 in verschiedenen
Formaten.

Die Dissoziationskonstanten von zwei unabhéangigeraufen wurden gemittelt und sind in der Tabelle
angegeben.

Clone ID Anti-CD3-Fab Klassischer TCB Invertierter
TCB
4.15 2 nM 20 nM 500 nM
4.24 0,3 nM 3nM 55+5 nM
4.32 2 nM 10 nM 20 nM
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6.2.2 Klonierung der Antikdrper

Die variablen Ketten der anti-idiotypischen anti-€&cFvs wurden mit einem {(S)-Linker
verbunden und zwei Cysteine (VH44-VL100) wurdergeifigt, um die scFvs Uber

Disulfidbricken zu stabilisieren (Reiter et al. 49Reiter et al. 1994). Die Gensynthese der scFvs,
mit den bendtigten Schnittstellen, wurde bei Irogen bestellt. Die scFvs wurden in einem
Plasmid N-terminal an die VH des anti-CD3-Fabsduosrt. Alle bendtigten Ketten (Fc hole, Fc
knob, LC) wurden einzeln in Expressionsvektorenl®S1 und Derivate, Roche Innovation
Center Zurich) kloniert. Die Expression erfolgtaemeinem chimaren MPSV Promotor, bestehend
aus einem MPSV core Promotor und einem CMV VerstamRie Expressionskassetten enthielten
ebenfalls eine synthetische polyA Sequenz am 3 @HedeDNS und einen EBV-OriP. Um einen
maoglichst hohen Anteil an korrekt gepaarten Hetieneden zu erhalten, wurde die “knobs-into-
holes” Technologie verwendet (Ridgway et al. 1996¢ Mutationen P329G, L234A und L235A
(PG LALA) wurden in die CH3 und CH2 eingeflugt, ume @indung des Fc-Teils an ¥ und C1q

zu verhindern (Hessell et al. 2007). Fur FOLR1 anti-CD3 konnte eine gemeinsame leichte
Kette verwendet werden. Konnte keine gemeinsamedr@endet werden (z.B. fiir Mesothelin
TCB), wurde die CrossMAB"™" Technologie (anti-CD3) und geladene konstante Keueti-

MSLN) angewendet, um die korrekte Paarung der feicKetten sicherzustellen (Ast et al. 2016,
Klein et al. 2012, Schaefer W 2011). Alle Linkestaden aus 33 Aminoséauren, die verschiedene
Protease Schnittstellen oder nur Glycin und Serthielten (Tabelle 6).

Tabelle 6: Aminosauresequenzen der verschiedenennkier.

Die Protease-Erkennungssequenz ist unterstrichen dndie Quelle sowohl wie die Linkerlédnge sind angegen.

Name Aminosauresequenz Referenz Llllr.1ker—
ange
Matriptase
Linker GGGGSGGGGSRQARVVNGGGGGSGGGGSGGGGS Merops Datenbank 33
MMP-2,-9-
Matriptase = GGGGSVHMPLGFLGPRQARVVNGGGGGSGGGGS 33
Linker
Nicht-
schneidbarer GGGGSGGGGSGGGGSGGGGGGGSGGGGSGGGGS 33
Linker
MMP-2.-9 Patent
Linke; GGGGSGGGGSVHMPLGFLGPGGGGSGGGGSGGS  Verdffentlichung 33

WO 2010/081173 A2
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6.2.3 Expression

Fur die transiente Expression wurden die Plasnmideritsprechenden Verhaltnis in HEK293
EBNA Suspensionszellen ko-transfiziert. Die Traks@a erfolgte mit Polyethylenimine (PEI,
Polysciences Inc.). Dazu wurden (1§ Plasmid DNS (jig / ml) mit 10 ml CD CHO Medium (mit

6 mM L-Glutamin, 37 °C) gemischt bevor RVPEI (1 mg / ml) dazugegeben wurden. Die L6sung
wurde sofort flr ca. 15 s gevortext und fur 10 ivén Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen
wurden gezahlt und 20 mio Zellen wurden bei 21Gich min zentrifugiert. Das Medium wurde
abgesaugt und die Zellen in 10 ml CD CHO Mediunt @mM L-Glutamin, 37°C) resuspendiert
bevor die Medium/DNS/PEI Mischung dazugegeben wuxdeh 3 h Inkubation bei 37 °C, 5 %
CO, und 135 rpm in einer 125 ml Corning® Erlenmeyexsehe wurden 80 ml ExCell Medium

(mit 6 mM L-Glutamin, 5 g /| PEPSOY und 1,2 mM Yabinsdure) zugegeben. Ca 24 h nach
Transfektion wurden die Zellen mit einer Nahrl6shg % Feed 7 / Volumen, Tabelle 7) und 3 g/
| Glukose versorgt. Fur grossere Transfektionsvahamnvurden das gleiche Protokoll verwendet
und die Mengen entsprechend hochskaliert. Fur Vimlarab 200 ml wurden TubeSpin®
Bioreactor 600 verwendet. Sechs Tage nach der fEidits wurden die Antikérper im Uberstand
durch Zentrifugation bei 210 x g (Sigma 8K Zentgéy fir 20 bis 30 min geerntet und steril
filtriert (0,22 um Vakuumfilter ,rapid“-Filtermax; TPP). Der Uberswurde mit einer finalen

Konzentration von 0,01 % w/v an Natriumazid beiCAdgelagert bis die Reinigung erfolgte.

Tabelle 7: Zusammensetzung Feed 7

Komponente Firma Bestellnummer Menge Einheit Einwaage
D-(+)-Glukose Sigma 6,5 dl 26 g
L-Glutamin Sigma 3,0 gl 12 g
L-Asparagin Monohydrat Sigma 2,0 gl 8 g
Ethanolamine Sigma 0,3 mll 1,2 mL
Hypep 1510 Kerry Biosciences 30,0 g/l 120 g
Ammonium Fe (lll) citrate Sigma 85,5 mg/l 342 mg
F17 Sigma ad4 |
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6.2.4 Reinigung der Antikorper

Die sekretierten Antikérper wurden durch AffinitdEsiromatographie (Protein A) und
anschliessender Gréossenausschluss-Chromatogr@e®) gereinigt. Der filtrierte Uberstand
wurde entweder auf eine HiTrap Protein A FF S&a0M € 5 mL, GE Healthcare) oder eine
MabSelect SuRe Saule (CV =5 mL, GE Healthcargdg (20 mM Natrium Citrat, 20 mM
Natrium Phosphat, pH 7,5). Ungebundenes Proteindevont zehn Saulenvolumen (20 mM
Natrium Citrat, 20 mM Natrium Phosphat, pH 7,5)gawaschen bevor das Protein mit
Elutionspuffer (20 mM Sodium Citrate, 100 mM Sodi@hloride, 100 mM Glycine, pH 3) eluiert
wurde. Die Elution erfolgte in einem Puffergrademtzon 0 — 100 % uber 10 - 20 Saulenvolumen.
Die Proteinlosung wurde direkt mit 0,5 M MO, pH 8 (1:10) oder Tris pH 8 (1:10) neutralisiert
und mit Amicon®Ultra-15 Ultracel 30K Saulen auf m&xml konzentriert. Fir die
Grossenausschlusschromatographie wurde eine HiL&&H0 S200 , 120 ml Saule mit 0.5
Saulenvolumen 0,5 M NaOH gereinigt und dann mitiZzé@ilenvolumen 20 mM Histidine, 140
mM NacCl, pH 6 equilibriert bevor die Proteinlésungziert wurde. Die Proteinkonzentration
wurde berechnet indem der Wert der optischen Dibbi80 nm abziiglich des Wertes bei 320 nm
durch den aus der jeweiligen Aminosaurezusammamsgizerechneten Extinktionskoeffizienten
geteilt wurde.

(A280 — A320) / Extinktionskoeffizient = Proteinkoentration

Die Reinheit der Antikorper wurde durch analytis@mssenausschluss-Chromatographie und
durch Kapillarelektrophorese (reduziert und nicduziert) gemessen. Fur die analytische
Grossenausschluss-Chromatographie wurde eine TS0 SW XL Saule verwendet. Der
Puffer enthielt 25 mM KHPQO,, 125 mM NaCl, 200 mM L-Arginin Monohydrochloride,02 %
(w/v) NaNs, pH 6,7. Fur die Kapillarelektrophorese wurde @Gasiper LabChip GXIl System nach
Anleitung des Herstellers verwendet. Die TSK- urapHKarlektrophorese-Proben wurden im
Roche Innovation Center Zuriscton den AbteilungenRrotein Engineeringund ,Process

Biochemistry prozessiert.

6.2.4.1 Qualitat der Prot-maCD3 IgGs

Alle Prot-muCD3 IgGs wurden transient in HEK293 EBNA Suspensza@fien (serumfrei)
produziert. Nach Reinigung der Antikorper wurdeasa auf inren Monomergehalt und ihre
Reinheit untersucht (Tabelle 8).
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Tabelle 8: Analytische Grossenauschlusschromatograje zur Bestimmung der Reinheit der
verschiedenen Prot-neCD3 IgGs.

Antikorper- Verunreinigungen Korrekter Verunreinigungen
bezeichnung mit hohem Antikérper mit niedrigem
Molekulargewicht Molekulargewicht
{%} {96} {96}
maCD3 1gG 0 100 0
Prot-nuCD3 IgG, 4.15, 2,1 96,1 1,8

Matriptase Linker

Prot-muCD3 1gG, 4.15, 6.4 93,6 0
Nicht-schneidbarer Linker

Prot-muCD3 1gG, 4.24, 1,8 95,4 2,8
Matriptase Linker

Prot-nuCD3 IgG, 4.24, 0,4 99,0 0,6
Nicht-schneidbarer Linker

Prot-muCD3 1gG, 4.32, 1,3 96,9 1,8
Matriptase Linker

Prot-muCD3 1gG, 4.32, 4.5 95,5 0
Nicht-schneidbarer Linker

6.2.4.2 Qualitat der Prot-FOLR1 TCBs

Alle TCBs wurden transient in HEK293 EBNA Zellere{smfrei) produziert und nach der
Reinigung auf ihren Monomergehalt untersucht (Tlali&lund Tabelle 10). Die Expression und die
Reinigung mancher TCB Antikoérper wurde Roche Innovation Center Zuriston David Wittig

und Erwin van Puijenbroek mit ihren Teams unterst{itransfektion und Expression Gruppe

» Protein Engineering Martina Carola Birk, Marie Kopp und Reto GianoReinigung des
klassischen FOLR1 TCB; Matthias Herrmann: Reinigamgr Charge des Prot-FOLR1 TCB,4.32
mit MMP-2,-9-Matriptase Linker, Christophe Priné&einigung des Prot-FOLR1 TCB, 4.32 mit
Matriptase Linker und des Prot-FOLR1 TCB, 4.32 mi¢ht-schneidbarem Linker; Catarina Assis:
Reinigung der Prot-FOLR1 TCBs im invertierten Fotnhana Ballardt: Reinigung der Prot-

MSLN TCBs und des MSLN TCBs). Die Analysen des Moeogehaltes wurden von der Gruppe

» Process Biochemisthyurchgefihrt.
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Tabelle 9: Analytische Grossenauschlusschromatograje zur Bestimmung der Reinheit der

verschiedenen Prot-FOLR1 TCBs

Antikorper- Verunreinigungen Korrekter Verunreinigungen
bezeichnung mit hoherem Antikérper mit niedrigerem
Molekulargewicht Molekulargewicht
{%} {%0} {0}
Klassischer
FOLR1 TCB 1,0 98,6 04
Klassischer
Prot-FOLR1 TCB, 4.15 0 95 5
Matriptase Linker
Klassischer
Prot-FOLR1 TCB, 4.15 3,8 96,2 0
Nicht-schneidbarer Linker
Klassischer
Prot-FOLR1 TCB, 4.32 3,3 95,6 1,1
Matriptase Linker
Klassischer
Prot-FOLR1 TCB, 4.32 0 100 0
MMP-2,-9- Matriptase Linker
Klassischer
Prot-FOLR1 TCB, 4.32 3.4 96,1 0
Nicht-schneidbarer Linker
Klassischer
Prot-FOLR1 TCB, 4.32 2,8 97,2 0
MMP-2,-9 Linker
Invertierter Prot-FOLR1 TCB, 4.32 3 97,0 0
Matriptase Linker
3,6 96,4 0

Invertierter Prot-FOLR1 TCB, 4.32
Nicht-schneidbarer Linker

Tabelle 10: Analytische Grdssenauschlusschromatogphaie zur Bestimmung der Reinheit der

verschiedenen Prot-MSLN TCBs

Antikérper- Verunreinigungen Korrekter Verunreinigungen
bezeichnung mit héherem Antikérper mit niedrigerem
Molekulargewicht Molekulargewicht
{006} {20} {20}
Klassischer MSLN TCB 2,0 96,2 1,8
Klassischer
Prot-MSLN TCB, 4.32 4,0 96,0 0
MMP-2,-9-Matriptase Linker
Klassischer
Prot-MSLN TCB, 4.32 2,1 97,9 0

Nicht-schneidbarer Linker
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6.2.4.3 Stabilitat der Antikorper
Hitzestabilitat der Antikdrper

Die Hitzestabilitat der Antikorper wurde in einenpt®n2 Gerat gemessen. Die Proben wurden auf
1 mg / mL in 20 mM Histidinchloride, 140 mM NaCHJb eingestellt und von 25 °C auf 85 °C bei

einer Erhitzungsrate von 0,1 °C / min erhitzt. Sbindie Temperatur bei der die Antikorper

aggregieren (Tagg), als auch die Schmelztempefatn) wurde imRoche Innovation Center

Zurich mit Michaela Ketterer gemessen (Tabelle 11, Taldél)e

Tabelle 11: Hitzestabilitat der Prot-maCD3 1gGs.

Tagg {°C} Tm {°C}
maCD3 1gG 655+1 585+1
Prot-muCD3 IgG, 4.15, Matriptase Linker 5751 595+1
Prot-muCD3 1gG, 4.24, Matriptase Linker 615+1 65+1
Prot-muCD3 1gG, 4.32, Matriptase Linker 595+1 64 +1
Tabelle 12: Hitzestabilitat der Prot-FOLR1 TCBs.

Tagg {°C} T™m{°C}
FOLR1 TCB 585+1 635+1
Prot-FOLR1 TCB, Matriptase Linker 585+1 60,5+1
Prot-FOLR1 TCB, MMP-2,-9-Matriptase Linker 58+1 95+1
Prot-FOLR1 TCB, Nicht-schneidbarer Linker 5851 6051
Prot-FOLR1 TCB, MMP-2,-9 Linker 615+1 63+1
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Serumstabilitat der Antikorper

Die Serumstabilitat der Antikorper wurde in 1gG tgertem humanen Serum getestet (Lot
16FSP63814). Dazu wurden die Antikdrper auf einaz€mtration von ca. 2 mg / ml konzentriert
und dann in Puffer oder Serum fir 14 Tage bei 37/5°% CQ inkubiert. Die Proben wurden dann
mittels Affinitatschromatoghrapy (Protein A) geriginbevor sie mit CE-SDS auf Integritat
(Abbildung 2) Gberprift wurden. Die Kapillarelekptmorese wurde irRoche Innovation Center
Zurich von Martina Carola Birk durchgefthrt.

<~ Serumalbumin

Nur Serum, Tag 0

<~ Prot-FOLR1 TCB

Prot-FOLR1 TCB, MMP-2,-9-Matriptase Linker
in Puffer, Tag 14

<~ Prot-FOLR1 TCB

Prot-FOLR1 TCB, MMP-2,-9-Matriptase Linker in
Serum, Tag 0

Floureszenz

<~ Prot-FOLR1 TCB

Prot-FOLR1 TCB, MMP-2,-9-Matriptase Linker
in Serum, Tag 14

< Prot-FOLR1 TCB mit
abgespaltener scFv abgespaltenem scFv

\1/ Prot-FOLR1 TCB, Matriptase Linker
in Puffer, geschnitten mit rekombinanter Matriptase

Zeit (Sekunden)

Abbildung 2: Serumstabilitdt des Prot-FOLR1 TCBs.

Kapillarelektrophorese des Prot-FOLR1 TCB, MMP-2y8triptase Linker vor und nach Inkubation (14 Tagje °C)
in Puffer oder humanem IgG depletierten Serum Kalatrolle ist der geschnittene Prot-FOLR1 TCB ggizén = 1).
Die Kapillarelektrophorese wurde iRoche Innovation Center Zuriston Martina Carola Birk durchgefiihrt.
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6.2.5 Funktionale Analyse

6.2.5.1 Jurkat NFAT Reporter Versuch zur Messung der CD3 AKivierung

8 nug / ml eines anti-human Fc Antikorpers in 23 well DPBS wurden in eine weisse 96-Well
Platte mit durchsichtigem Boden pipettiert. Diettlavurde tber Nacht im Kihlschrank bei 4 °C
gelagert bevor das DPBS abgesaugt wurde. Das $igmeées Prot-nCD3 IgGs wurde mit
rhMatriptase tber Nacht bei 37 °C durchgefuhrt.iDafurden ca. 0,5 ug rhMatriptase (0,44 mg /
ml) zu 1,5 pg Antikorper (in 20 mM Histidin, 140 mNBCI, pH 6) gegeben und tUber Nacht bei 37
°C inkubiert. Die Antikorper wurden in DPBS verdiinmd auf die mit anti-human Fc Antikorper
vorbereitete Platte pipettiert. Nach 30 min beCAwurde das DPBS erneut abgesaugt. Die Jurkat
NFAT Zellen wurden gezahlt (ViCell) und die bendgig\nzahl wurde bei 350 rcf 5 min
zentrifugiert. Das Medium wurde abgesaugt und ddietRvurde in Jurkat Medium ohne
Hygromycin B (RPMI1640, 2 g/l Glucose, 2 g/l NaHCQAB % FCS, 25 mM HEPES, 2 mM L-
Glutamin, 1 x NEAA, 1 x Natrium-Pyruvat) resuspeartli25.000 Jurkat NFAT Zellen wurden in
jedes Well gegeben und die Platte fur 5 h bei 375°% CQ inkubiert. Die Antikdrper fur die
Kontrollplate ohne anti-human Fc Antikérper wurdemMedium verdinnt und zu den Jurkat
NFAT Zellen gegeben. Nach 5 h wurden die Plattercéi 10 min aus dem Inkubator genommen
bevor die ONE-Glo Substrat Lésung im Verhaltnis Augegeben wurde. Nach 10 min im Dunkeln
bei Raumtemperatur wurde die Lumineszenz mit eidé®i.LAC Victor3 ELISA Reader

gemessen (5 Sekunden / Well Detektionszeit).

6.2.5.2 Jurkat NFAT Reporter Versuch zur Messung der Linker-Spezifitat

Die Platte wurde wie in 6.2.5.1 beschrieben mii-anman Fc Antikorper vorbereitet. Das
Schneiden des Prota@D3 IgGs wurde mit rhMatriptase tber Nacht bei @7durchgefihrt.

Dabei wurden ca. 0,5 pg Protease (0,44 mg / mhlyagl Medium (RPMI1640, 10 % FKS, 1X
GlutaMAX) zu 3 pg Antikorper (in 20 mM Histidin, 04mM NacCl, pH 6) gegeben und Uber Nacht
bei 37 °C inkubiert. Die Antikdrper wurden in DPB&rdiinnt und auf die mit anti-human Fc
Antikorper vorbereitete Platte pipettiert. Nachr8ih bei 4 °C wurde das DPBS erneut abgesaugt.
Effektorzellzugabe und Lumineszenzanalyse wie 20561 beschrieben.

6.2.5.3 Jurkat NFAT Reporter Versuch zur Messung der CD3 AKivierung mit
Tumorproben

Um zu zeigen, dass der Prot-FOLR1 TCB auch in Temaktiviert werden kann, wurden
Tumorproben von Patientex vivoanalysiert. Fur die Analyse wurde eine Methodgeskétzt bei

der unverdaute Tumorproben auf Zielantigenexprassiml Proteaseaktivitat untersucht werden
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konnten. Die Proben wurden nicht verdaut, um Akiiefales Verdaus auschliessen zu kdnnen und
maglichst viele Zellen der Tumorumgebung zu belhaltia in der Literatur beschrieben wurde,
dass nicht nur Tumorzellen Proteasen wie MMP-2, MMIhd Matriptase exprimieren, sondern
auch Zellen der Tumorumgebung, wie z.B. Fibroblasied Tumor assoziierte Makrophagen
(Kessenbrock et al. 2010, Koontongkaew 2013, vaméan et al. 2002). Um die Aktivierung des
anti-CD3-Fabs durch Tumorproben zu untersuchendevudurkat NFAT Reporter Zellen
verwendet. Mit Hilfe dieser Zellen kann sowohl dietigenexpression als auch die Protease
Aktivitat in den Tumorproben nachgewiesen werdendié Jurkat NFAT Zellen nur aktiviert
werden, wenn sowohl das Tumorantigen als auch GDb8mden werden. Die Tumorproben
wurden bei Indivumed GmbH in Deutschland gekauié Broben wurden in Transportmedium
verschickt und rund 24 h nach Entnahme der Prab&teine Stickchen geschnitten. Um sowohl
Antigenexpression als auch Proteaseaktivitat zezgekbnnen, wurden die Tumorproben
mechanisch zerkleinert und mit den Prot-FOLR1 T@Rubiert bevor Jurkat NFAT Reporterzellen
benutzt wurden, um die Aktivierung tber GDA&1 untersuchen. Fur die Aktivierung der Jurkat
NFAT Reporterzellen bendétigt es sowohl die Binddeg TCB an das Zielantigen als auch die
Bindung an CD8 (siehe 6.1.4.4). Die C@3Bindung kann nur erfolgen, wenn der Linker
geschnitten und damit der anti-CD3-Fab aktiviertdeu(Abbildung 3).

Protease*
¢ Inkubation der Tumorstiickchen mit den TZBs
<
7 Yo
1)
' ¥
Abgespaltene
Maske Jurkat NFAT Reporter Zellen Zugabe der Jurkat NFAT Reporter Zellen
: Quantifizierung der
Protease* ‘ Lumineszenz

\ 4

Quantifizierung der Lumineszenz

{
W\
D

Abbildung 3: Methode zumex vivo Nachweis der Antigenexpression und der Proteasea¥itat in
Patiententumorproben.

Die Patiententumorproben wurden mechanisch zeseimd mit den TCBs fir 48 h inkubiert bevor Juik&AT
Reporterzellen dazugegeben wurden. Fir die Aktivigrder Jurkat NFAT Reporterzellen benétigt es $dwle
Bindung des TCB an das Zielantigen als auch dieligig an CD8. Die CD3 Bindung kann nur erfolgen, wenn der
Linker geschnitten und der anti-CD3-Fab dadurchvat wurde.
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Methode A (nur fir die gutartige Probe verwendgtiie 24-Well Platte wurde mit Millicell Cell
Culture Insert, 12 mm, hydrophilic PTFE, 0,4 pmbareitet. Die Antikorper wurden in Jurkat
Medium (ohne Hygromycin B, aber mit 1,5 X Peniailtreptomycin) verdinnt. 600 pl wurden
pro Well ausserhalb des Filtereinsatzes, 400 plhinere der Filter gegeben. Die Tumorstickchen
wurden 48 h mit den Antikérpern bei 37 °C, 5 % kubiert. Die Jurkat NFAT Zellen wurden
gezahlt und die bendétigte Anzahl wurde bei 35Grofin lang zentrifugiert. Das Medium wurde
abgesaugt und das Pellet wurde in Jurkat Mediune étygromycin B (RPMI1640, 2 g/l Glucose,
2 g/l NaHCO3, 10 % FCS, 25 mM HEPES, 2 mM L-Glutajdi x NEAA, 1 x Natrium-Pyruvat)
resuspendiert. 500.000 Jurkat NFAT Zellen wurdejedies Well gegeben und die Platte fur 5 h bei
37 °C, 5 % CQinkubiert. Nach 5 h wurden die Platten fur canii@ aus dem Inkubator
genommen. 500 pl der ONE-Glo Substrat Losung waudggeben. Nach 10 min im Dunkeln bei
Raumtemperatur wurde die Lumineszenz mit einem WACL ictor3 ELISA Reader gemessen
(5 sek / Well Detektionszeit).

Methode B: Die Wells einer 96-Well Flachboden-Raturden mit 18l kaltem Matrigel bedeckt
und far 2 min bei 37 °C gehartet bevor die Tumanisttien platziert wurden. Die Tumorstickchen
wurden mit 33 ul Matrigel bedeckt und erneut fimia bei 37 °C inkubiert. Die Antikorper
wurden in Jurkat Medium (ohne Hygromycin B, aber 2nK Penicillin/Streptomycin) verdinnt
und 50 pl pro Well wurden dazugegeben. Nach emardation von 48 h bei 37 °C, 5 % CO2
wurden die Jurkat NFAT Zellen gezéahlt und die begtétAnzahl wurde bei 350 rcf 5 min lang
zentrifugiert. Das Medium wurde abgesaugt und ddietRvurde in Jurkat Medium ohne
Hygromycin B (RPMI1640, 2 g /| Glucose, 2 g/ IlNa03, 10 % FCS, 25 mM HEPES, 2 mM L-
Glutamin, 1 x NEAA, 1 x Natrium-Pyruvat) resuspeartli50.000 Jurkat NFAT Zellen wurden in
jedes Well gegeben und die Platte fur 5 h bei 375°% CQ inkubiert. Nach 5 h wurden die
Platten fur ca. 10 min aus dem Inkubator genomme80 1l des Mediums wurden in je ein Well
einer weissen 96-Well Platte tbertragen und 2A\Méll der ONE-Glo Substrat Losung wurde
zugegeben. Nach 10 min im Dunkeln bei Raumtempevaitde die Lumineszenz mit einem
WALLAC Victor3 ELISA Reader gemessen (5 sec / Wattektionszeit).
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6.2.5.4 Isolierung von mononuklearen Zellen des periphereBlutes (PBMCs)

Die PBMCs wurden aus Buffy-Coats von gesunden Sgrendoliert. Die Buffy-Coats wurden
vom Blutspendezentrum Zirich gekauft und durchdfiajue-1077 Gradient aufgereinigt. Nach
einem finalen Waschschritt wurden die PBMCs in RE840 Medium (mit 10 % FKS, 1 x
GlutaMAX™ und 10 % DMSO) resuspendiert. 20 mio Mmirden bei -80 °C in einem CoolCell®

Cell Freezing Container eingefroren und nach eifagin den Flissigstickstoff transferriert.

6.2.5.5 Versuch zur Messung der Aktivierung von PBMCs tbetCD3

Humane PBMCs von verschiedenen gesunden Spendedemvwerwendet, um die Antikdrper
vermittelte T-Zell-Aktivierung tber CD3 zu analyssa. Die PBMCs wurden ca. 24 h vor
Versuchsbeginn in RPMI1640 Medium (mit 10 % FKS, GlutaMAX™) aufgetaut. Die Platte
wurde wie in 6.2.5.1 beschrieben mit anti-humam\Rtkorper vorbereitet. Die Behandlung mit
rhMatriptase wurde Uber Nacht bei 37 °C durchgefibabei wurden ca. 0,5 ug rhMatriptase
(0,44 mg / ml) zu 10 nmol Antikdrper (in 20 mmadffistidin, pH 6) gegeben und lber Nacht bei 37
°C inkubiert. Die Antikorper wurden in DPBS verdiinmd auf die mit anti-human Fc Antikorper
vorbereitete Platte pipettiert. Nach 30 min beCAwurde das DPBS erneut abgesaugt. Die PBMCs
wurden gezahlt und die benotigte Anzahl wurde B i@f 5 min lang zentrifugiert. Das Medium
wurde abgesaugt und das Pellet wurde in frischeMIR&40 Medium (mit 10 % FKS, 1 x
GlutaMAX™) resuspendiert. 100.000 PBMCs / Well wemdzu den Antikdrpern gegeben bevor
die Platte fur 48 h bei 37 °C, 5 % gkubiert wurde. Die Antikorper fir die Kontrolkgie ohne
anti-human Fc Antikdrper wurden in Medium verdiantd zu den PBMCs gegeben bevor die
Platte ebenfalls fiir 48 h bei 37 °C, 5 % Qkubiert wurde.

Messung der T-Zell-Aktivierung

Die T-Zell-Aktivierung wurde durch Quantifizierungpn CD69 auf CD4- und CD8-positiven T-
Zellen gemessen (Simms et al. 1996). Fiur die Qli@atung wurden die Platten zentrifugiert (350
rcf, 6 min), die Zellen in 1501 FACS Puffer (1 x DPBS, 0,1 % BSA) resuspendigiit. die
Kompensation wurden die PBMCs zum Einen ungeféaralyaiert, zum Anderen mit jeder Farbe
einzeln. Die Farbung wurde fur 60 min bei 4 °C imnReln durchgefihrt, bevor die Zellen dreimal
mit DPBS gewaschen wurden. Die Fixierung erfolgt@ Po PFA Formalinlésung (4 %-ige Losung
wurde 1:1 mit FACS Puffer verdinnt). Die Messuniglgte in einem MACSQuant Geréat. Die
Daten wurden mit FlowJo V10 und GraphPad Prismféraoe ausgewertet. Fur die
Quantifizierung der Interferop{IFN-y) Sekretion wurden die Platten zentrifugiert (36 8 min)
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und der Uberstand wurde bei -20 °C eingefroren bewanittels eines ,human IFNDuoSet

ELISA" nach Angaben des Herstellers analysiert wurd

6.2.5.6 Zytotoxizitatsmessungen

Die adherenten Tumorzellen wurden mit 0,05 % TryfgDTA trypsiniert und mit einem ViCell
Gerat gezahlt. 20.000 Tumorzellen pro Well wurdeeriner 96-Well F-Boden Zellkulturtestplatte

in RPMI1640 Medium (mit 2 % FKS, 1 x GlutaMAX™) ayesatund fir 20 h bei 37 °C, 5 % £€0
inkubiert bevor die Antikorper und die PBMCs im &lfor:Zielzelle Verhaltnis (E:T) 10:1
zugegeben wurden. Das Medium fir die Zytotoxizitétsuche bestand aus RPMI1640 Medium
(mit 2 % FKS, 1 x GlutaMAX™). Die Maximallyse (10®8) wurde durch Inkubation der Zielzellen
mit 1 % Triton X-100 fur 20 h bei 37 °C, 5 % €@emessen. Die minimale Lyse (0 %) wurde nach
Inkubation der Zielzellen mit Effektorzellen (PBMQshne Antikorper fur 20 h bei 37 °C, 5 %

CO, gemessen. Der Prozentsatz der spezifischen (mcin @B induziert) Zelllyse wurde wie

folgt berechnet:
[Probe Lyse — minimale Lyse] / [maximale Lyse — mriale Lyse] x 100

Als Positivkontrolle wurde der Prot-FOLR1 (MSLN) BQGnit rekombinanter Protease geschnitten.
Dazu wurden ca. 10 nmol des Antikorpers (in Foreruingspuffer, 20 mM Histidinchlorid, 140
mM NacCl, pH 6.0) mit ca. 0,ag rhMatriptase fur 24 h bei 37 °C inkubiert, angz®énd in

Medium verdinnt und zu den Zielzellen und PBMCsefpegp. Die Zytotoxizitat wurde nach 48 h
(wenn nicht anders angeben) durch die Quantifingnon Laktatdehydrogenasefreisetzung (LDH
detection kit) analysiert. Fur die Quantifizierushgr Laktatdehydrogenasefreisetzung wurden die
Platten zentrifugiert (350 rcf, 6 min). 50/ Well (LDH) und 100ul / Well (IFN-y) wurden in
verschiedene frische Platte gegeben. Die Uberstimdie Quantifizierung von IFN-wurden bei
-20 °C eingefroren. Zu den Uberstanden fiir die LQtanNtifizierung wurden 50l/Well
Substratlosung gegeben, bevor die LDH-Freisetzuhgimem SpectraMax M5 oder VERSAmax
analysiert wurde. Die PBMCs wurden fur die Quanigiung von CD69 auf CD8 positiven T-
Zellen, wurden wie bereits beschrieben (6.2.5.8§dpt. Fir die Berechnung der EC50-Werte
wurde eine sigmoidale Dosis-Abhéngigkeit mit Hilfler GraphPad Prism Software berechnet. Die

Daten wurden mit einer GraphPad Prism 6 Softwasgewertet.
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6.2.5.7 Lebendzellanalyse

Die Hemmung des Tumorzellwachstums in Abhangigkait Antikdrpern und PBMCs als
Effektorzellen wurde mittels Lebendzellanalyseimeen IncuCyte Gerat gemessen. Dazu wurden
CellPlayer™ MDA-MB-231 NucLight Red Zellen verwendBiese Zelllinie exprimiert FOLR1
und die Zellzahl kann mit Hilfe der rot gefarbteellKerne quantifiziert werden. Die adherenten
Tumorzellen wurden mit 0,05 % Trypsin/EDTA abgeldst mit einem ViCell Geréat gezahlt.
5.000 Tumorzellen pro Well wurden in einer 96-WHdkchboden-Zellkulturtestplatte in
RPMI1640 Medium (mit 2 % FKS, 1 x GlutaMAX™) ausgesnd fir 20 h bei 37 °C, 5 % GO
inkubiert bevor die Antikorper und die PBMCs im &lfor:Zielzelle-Verhaltnis (E:T) 10:1
zugegeben wurden. Das Tumorzellwachstum wurde awl ar Zellzahl (rote Zellkerne)
bestimmt. Die erste Messung wurde ca. 2 h nachl@idar Antikérper und der PBMCs gemacht

und wurde als Zeitpunkt ,,0 h* angegeben.

6.2.5.8 Statistische Berechnungen

Fur die statistische Analyse der Dosis-abhangigell-Aktivierung wurde die two-way ANOVA
Analyse mit Bonferroni-Korrektur fir multiples Tieg) mit Hilfe der GraphPad Prism 6 Software

verwendet.

Fur EC50-und Einzelwerte der Zytotoxizitat wurde givo-sample t-test* mit einer Minitab 17
Statistik Software verwendet.

P-Werte unter 0.05 wurden als statistisch signifilkexachtet und sind mit Sternen gekennzeichnet
(* P<0,05; * P<0,001; ***; P<0,001).
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7. Ergebnisse
7.1 Konstruktion und Produktion der Protease-aktivierbaren anti-CD3 Antikdrper im 1gG
Format

Drei anti-idiotypische Antikorper, 4.15, 4.24 un@®2, wurden als humane IgG Antikorper kloniert,
produziert und gereinigt. Die Affinitaten diesertikidrper gegen anti-CD3-Fab lag im Bereich von
0,07 bis 1,5 nM (Tabelle 5). Die AminoséuresequigzCDRs der Klone 4.15 und 4.24 lag bei 91
%, die des 4.32 war deutlich verschieden zu 4.1b4184 mit einer Aminosauresequenz-
Ubereinstimmung von 52 % bzw. 53 %. Die VH und\ieder anti-idiotypischen anti-CD3
Antikorper (6.2.1) wurden zu einem scFv zusammaeiggaind N-terminal an die VH des anti-
CD3-Fabs fusioniert. Zunachst wurden monovalentée@se-aktivierbare anti-CD3 IgGs (Prot-
moaCD3 IgG) generiert (Abbildung 4), um zu prufen,de Aktivierung der T-Zellen durch einen
maskierten anti-CD3-Fab verhindert werden kann.\Degeren musste gepruft werden, welche
der anti-idiotypischen anti-CD3 scFvs am effiziesté® maskiert, aber dennoch nach Spaltung des
Linkers wieder abdissoziieren kann. Die anti-idm$ghen anti-CD3 scFvs wurden N-terminal an
die VH eines monovalenten, heterodimeren anti-Gfi3 fusioniert. Der bivalente CD3 IgG mit
zwei fusionierten scFvs konnte nicht gereinigt veerdda diese Antikdrper sehr stark aggregierten
(nach Affinitatschromatographie). Fir diese Antp@rwurde zunachst ein Matriptase Linker bzw.
ein GS Linker verwendet (Tabelle 6), da die Ubep#&ssion von Matriptase, eine Typ ||
Transmembran Serin Protease, fur mehrere Karzivame.B. Brust- und Ovarialkarzinome
beschrieben wurde (M. Oberst et al. 2001, Taninebt. 2005, Tanimoto et al. 2001, Uhland
2006). Die Substratsequenz fur Matriptase wurdedau$/EROPS Datenbank Glbernommen
(Rawlings et al. 2012).

A B C

Anti-idiotypischer anti-CD3 scFv

Anti-CD3

Fc mit knob-into-hole und PG LALA

Abbildung 4: Design der Protease-aktivierbaren antiCD3 Antikdrper im IgG Format.

(A) Monovalenter anti-CD3 IgG mit N-terminal fusientem anti-idiotypischen anti-CD3 scFv und Maitaige Linker
(Prot-muCD3 IgG, Matriptase Linker). (B) Monovalenter a@id3 IgG mit N-terminal fusioniertem anti-idiotyptsen
anti-CD3 scFv und nicht-schneidbarem GS Linker #81@CD3 IgG, Nicht-schneidbarer Linker). (C) Monovalent
anti-CD3 IgG (nuCD3 IgG).
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Alle Prot-muCD3 IgGs wurden transient in HEK293 EBNA Suspenszafien (serumfrei)
produziert. Nach Reinigung der Antikérper wurdeesai auf inren Monomergehalt und ihre
Reinheit untersucht. Die Prote@D3 IgGs hatten einen Monomergehalt vo84 % (Tabelle 8).
Die Ausbeuten der Prot-aftD3 IgGs waren zwei- bis zehn-fach geringer alsAdisbeute des
mMoCD3 IgGs ohne Maske. Um zu Uberprifen, ob die Rwd&D3 IgGs stabil sind und durch
rhMatriptase geschnitten werden konnen, wurdemsiels Kapillarelektrophorese (CE-SDS) fir
drei verschiedene Bedingungen getestet (4 °C, 3intBehandlung mit rnMatriptase) analysiert.
Die Kapillarelektorphoresemessung wurdeRache Innovation Center Zurislon Christophe
Prince durchgefuhrt. Sowohl das Chromatogrammuadh das elektronische Gel zeigten, dass der
Linker des Prot-mCD3 IgG, 4.32 durch rhMatriptase geschnitten weiktamte. Bei Inkubation

in Abwesenheit von rhMatriptase fiir 48 h bei 4 W&wobei 37 °C war der Antikorper stabil und
wurde nicht geschnitten (Abbildung 5). Zusatzlictrde die Hitzestabilitat der Prote@D3 IgGs
untersucht, wobei die Antikorper von 25 °C bis 85f°C erhitzt wurden. Die Temperatur, bei der
die untersuchten Prota@D3 IgGs zu aggreggieren begannen (Tagg) war ejemsger als die
Tagg des mCD3 IgGs (Tabelle 11), jedoch war die Schmelztermperder Prot-mCD3 1gGs

4.24 und 4.32 etwas hoher als die de€iD3 IgGs (Tabelle 11).
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Abbildung 5: Kapillarelektorphorese des Prot-muCD3 IgGs, 4.32.

(A) CE-SDS Chromatogramm (bei nicht-reduzierteniBgdngen) des Prot-w€D3 1gGs, 4.32, der entweder bei 4 °C
(blau) gelagert war, fur 48 h bei 37 °C (rot) inlerbwurde oder mit rhMatriptase geschnitten (gnimyde. (B)
Elektronische Gelelektrophorese (bei nicht-redueireBedingungen) des Prow@D3 IgGs, 4.32, der entweder bei 4
°C (1) gelagert war, fir 48 h bei 37 °C (2) inkubieurde oder mit rhMatriptase geschnitten (3) veurdieser

Versuch ist reprasentativ fir zwei unabhéangige Erpente. Die Kapillarelektorphoresemessung wurd®ouche
Innovation Center Zurickion Christophe Prince durchgefiihrt.
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7.2 Die Maskierung des anti-CD3-Fab reduziert die Aktiverung von T-Zellen

TCBs aktivieren T-Zellen nur, wenn sie die T-Zeatié@ einer Zelle verbinden, die das Zielantigen
exprimiert. Um zu zeigen, dass diese Kreuzverngfniatwendig ist, wurde eine Platte mit einem
anti-human Fc Antikdrper benetzt, woran die monerntdn anti-CD3 Antikérper binden konnten.
Eine Platte ohne anti-human Fc Antikérper dienteedals Kontrolle. Die T-Zell-Aktivierung
wurde fur eine Jurkat-NFAT Reporter Zelllinie urid £D8 positive T-Zellen analysiert
(Abbildung 6). T-Zell-Aktivierung konnte nur fur @ikreuzvernetzten Antikorper detektiert
werden, wohingegen dera@D3 IgG alleine nicht zu T-Zell-Aktivierung fuhr{@&bbildung 6).
Daher wurden die monovalenten anti-CD3 Antikérgarden folgenden Versuchen immer mit

einem anti-human Fc Antikdrper kreuzvernetzt.
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Abbildung 6: T-Zell-Aktivierung in An- oder Abwesenheit eines anti-human Fc Antikérpers zur
Kreuzvernetzung.

(A) Quantifizierung der Lumineszenz fur Jurkat NFREporter Zellen nach Inkubation mit@D3 IgG in
Anwesenheit (rot) oder Abwesenheit (blau) einestaminan Fc Antikérpers zur Kreuzvernetzung. (B) @tifezierung
von CD69 fiir CD8 positive T-Zellen (MFI CD8D69) nach Inkubation mit mCD3 IgG in Anwesenheit (rot) oder
Abwesenheit (blau) eines anti-human Fc AntikérensKreuzvernetzung. Jeder Punkt stellt den Miteetwon
Triplikaten dar, die Standardabweichung ist durehl&rbalken angezeigt und die Graphen sind repiasefiir drei
unabhangige Experimente. Die gepunktete Linie aigt.umineszenz bzw. den MFI CBBD69" der T-Zellen, die
ohne nCD3 IgG inkubiert wurden. Fur die statistische Arsal wurde der two-way ANOVA mit Bonferroni-
Korrektur angewendet.

Weiter war es wichtig zu sehen, ob die anti-iditgghen anti-CD3 scFvs die Aktivierung tber
CD3 verhindern kénnen und ob der anti-CD3-Fab r&mditung des Linkers wieder genauso aktiv
ist wie der anti-CD3 ohne Maske. Dazu wurden zusiédie verschiedenen Proa@D3 IgGs mit
nicht-schneidbaren Linkern mit demu@D3 IgG verglichen. Alle drei anti-idiotypischenta@D3
scFvs (4.15, 4.24 und 4.32) konnten die T-Zell-diktiung im Vergleich zum nCD3 1gG

deutlich verringern (Abbildung 7).
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Der Prot-nuCD3 1gG, 4.24 maskierte am effizientesten, die thdleiede zum 4.15 und 4.32 waren
signifikant, aber nur bei den hochsten hier verve¢ed Antikrperkonzentrationen durch ein bis

drei Datenpunkte erkennbar (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Blockierung des anti-CD3-Fabs im IgG ermat.
(A) Quantifizierung der Lumineszenz fir Jurkat NFREporter Zellen nach Inkubation mi@D3 IgG oder Prot-

maCD3 1gGs (nicht-schneidbarer Linker). (B) Quant#izing von CD69 fur CD8 positive T-Zellen (MFI
CD8'CD69") nach Inkubation mit mCD3 IgG oder Prot-miCD3 IgGs (nicht-schneidbarer Linker). Jeder Putts
den Mittelwert von Triplikaten dar, die Standard&iminung ist durch Fehlerbalken angezeigt und dap@&n sind
reprasentativ fur drei unabhangige Experimente.dejgunktete Linie zeigt die Aktivierung der Zelleimne
Antikdrper. Fur die statistische Analyse wurde es-way ANOVA mit Bonferroni-Korrektur angewendet.

Die anti-idiotypischen anti-CD3 scFvs mussten nialnt effizient maskieren, sondern sie mussten
auch nach Spaltung des Linker wieder abdissoziikda@nen. Aus diesem Grund wurden die Prot-
maCD3 1gGs mit den Masken 4.15, 4.24 und 4.32 undiptase Linker mit rhMatriptase

inkubiert. Die Antikdrper wurden dann ohne Reinigsschritt direkt auf die mit anti-human Fc
Antikorper vorbereiteten Platten gegeben und awaf @D3 Bindung analysiert. Der abgespaltene
anti-idiotypische anti-CD3 scFv wurde nicht abgeigti um zu zeigen, dass dieser die Bindung an
CD3 nach Spaltung nicht stort. Alle Prot«@D3 1gGs mit Matriptase Linker konnten durch die
Spaltung des Linkers aktiviert werden und warerugkeh ihrer Aktivitat signifikant
unterschiedlich zu den maskierten Prat@b3 1gGs (nicht-schneidbare Linker). Die Blockiegun
des anti-CD3-Fabs war spezifisch, da die N-terreifralsion eines CEA Fabs die CD3 Bindung/T-
Zell-Aktivierung nicht beeinflusste (Abbildung 8).
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Abbildung 8: T-Zell-Aktivierung der Prot-m aCD3 IgGs.

Linke Spalte Prot-mCD3 IgG, 4.15, mittlere Spalte Prow@D3 IgG, 4.24, Rechte Spalte Pro#@D3 19G, 4.32. (A)
Quantifizierung der Lumineszenz fur Jurkat NFAT Beter Zellen nach Inkubation mita€D3 IgG, nuCD3 IgG mit
N-terminaler CEA-Fab Fusion oder Prot:8D3 IgGs (aktivierbar, nicht-schneidbarer Linkesrgeschnitten). (B)
Quantifizierung von CD69 fiir CD8 positive T-ZelltMFI CD8'CD69") nach Inkubation mCD3 1gG, nuCD3 1gG
mit N-terminaler CEA-Fab Fusion oder Protx8D3 IgGs (aktivierbar, nicht-schneidbarer Linkesrgeschnitten). (C)
Quantifizierung von CD69 fiir CD4 positive T-Zell@FI CD4'CD69") nach Inkubation eCD3 IgG, nuCD3 IgG
mit N-terminaler CEA-Fab Fusion oder Protx8D3 IgGs (aktivierbar, nicht-schneidbarer Linkesrgeschnitten).
Jeder Punkt stellt den Mittelwert von Triplikatearddie Standardabweichung ist durch Fehlerbalkgezeigt und die
Graphen sind reprasentativ fir drei unabhangigeefxgnte (Jurkat) bzw. fir drei verschiedene PBMyErisler. Die
gepunktete Linie zeigt die Aktivierung der Zellelmne Antikérper. Fir die statistische Analyse wudde two-way
ANOVA mit Bonferroni-Korrektur angewendet.

7.3 Konstruktion und Herstellung der Protease-aktivierbaren anti-CD3 Antikdrper im
TCB Format
Nachdem die Maskierung und Aktivierung des anti-€H2B im IgG Format gezeigt werden
konnte, wurde die Anwendbarkeit des maskierter@bB-Fab im TCB Format untersucht. Dazu
wurden zunachst die Protease-aktivierbaren TCBstkaiert und kloniert. Zuerst wurde ein
Protease-aktivierbarer FOLR1 TCB (Prot-FOLR1 TCBheriert, da dieser in einer
Vertraglichkeitsstudie i€ynomolgus fascicularigon-target/off-tumor® Toxizitat gezeigt hatte
(Daten sind hier nicht gezeigt). Der FOLR1 TCB eignsich daher gut, um das Konzept der
Protease-Aktivierung zur Verringerung der Zytota&zfir normale Zellen zu testen. Der
Protease-aktivierbare FOLR1 TCB (Prot-FOLR1 TCBYydeuin zwei verschiedenen Formaten
generiert. Beim klassischen Format wurde der abiB-Eab N-terminal an die anti-FOLR1 VH
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fusioniert, beim invertierten Format wurde der @&@LR1 Fab N-terminal an die anti-CD3-Fab
VH fusioniert (Abbildung 9). Der anti-idiotypisclanti-CD3 scFv wurde im klassischen Format N-
terminal an die VH des anti-CD3-Fab und im invetée Format an die VL des anti-CD3-Fab
fusioniert. Das invertierte Format ist fur Bindextwendig, die keine N-terminale Fusion des anti-
CD3-Fabs erlauben. Da das Konzept des maskierte@BB-Fabs fur verschiedene Binder
verwendet werden kdnnen sollte, wurden beide Fametestet (Abbildung 9). Um das Konzept
des Protease-aktivierbaren anti-CD3-Fabs im TCBnabfur ein weiteres Zielantigen zu prifen,

wurde auch ein Protease-aktivierbarer MesotheliB {&rot-MSLN TCB) konstruiert (Abbildung
9).

Anti-idiotypischer anti-CD3 scFv Anti-idiotypischer anti-CD3 scFv
Anti-CD3 Anti-CD3, CrossMab

Fc mit knob-into-hole und PG LALA Fc mit knob-into-hole und PG LALA

i
v
~

Abbildung 9: Design der Protease-aktivierbaren Antkdrper.

(A) Prot-FOLR1 TCB im klassischem Format mit Mataige Linker. (B) Prot-FOLR1 TCB im klassischem Fatmnit
nicht-schneidbarem Linker. (C) Prot-FOLR1 TCB iménrtierten Format mit Matriptase Linker. (D) PradER1 TCB
im invertierten Format mit nicht-schneidbarem Link&) FOLR1 TCB im klassischem Format. (F) ProtiN\STCB
im klassischen Format mit Matriptase Linker. (GOtFVISLN TCB im klassischen Format mit nicht-schripgicem
Linker. (H) MSLN TCB im klassischen Format. Geladdfetten (anti-MSLN) und gekreuzte Ketten (anti-GD3
wurden verwendet, um die korrekte Paarung der Kettefavorisieren. Alle Antikdrper hatten einenhiic
funktionalen Fc-Teil (PG LALA) und knob-into-hole Whtionen fir die korrekte Heterodimerisierung.

Alle TCBs wurden transient in HEK293 EBNA Zellere{smfrei) produziert und nach der
Reinigung auf ihren Monomergehalt untersucht. D@HFOLR1 TCBs hatten einen
Monomergehalt vor 95 % (Tabelle 9) und die Ausbeuten waren verglaclzum FOLR1 TCB.
Einzig die Ausbeute des invertierten Prot-FOLR1 F@&r geringer als die des klassischen Prot-

FOLR1 TCBs. Alle hier gezeigten Prot-FOLR1 TCBs evafir mindestens 48 h bei 37 °C stabil
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und konnten mit rhMatriptase geschnitten werderb{illong 10). Die Kapillar-
elektorphoresemessung wurdeRache Innovation Center Zuriston Matthias Herrman
durchgefuhrt. Zusatzlich wurde die Hitzestabildat Prot-FOLR1 TCBs untersucht, wobei die
Antikdrper von 25 °C bis auf 85 °C erhitzt wurdéne Temperatur, bei der die untersuchten

FOLR1 TCBs zu aggreggieren begannen (Tagg) wateiehipar mit der Tagg des FOLR1 TCBs.

Lediglich die Schmelztemperatur des FOLR1 TCBs &tatas hoher als die der Prot-FOLR1 TCBs

(Tabelle 12). Weiter war es wichtig zu zeigen, ddissProtease-Linker nicht im Serum geschnitten

werden. Die Grossenanalyse der Antikérper mittelpifarelektrophorese nach Inkubation in
humanem Serum (14 Tage, 37 °C) zeigte, dass dieL{Matriptase oder MMP-2/9-Matriptase)
nicht gespalten wurden (Abbildung 2), Daten fir RALTCB und Prot-FOLR1 TCB mit

Matriptase Linker sind nicht gezeigt).
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Abbildung 10: Kapillarelektrophorese der Prot-FOLR1 TCBs.

(A) CE-SDS Chromatogramm und Elektronische Geletgittorese (bei nicht-reduzierten Bedingungen) des
klassischen Prot-FOLR1 TCBs mit Matriptase Linldat entweder bei 4 °C (blau) gelagert war, fir 4#&h37 °C
(rot) inkubiert wurde oder mit rhMatriptase gesdtani (griin) wurde. (B) CE-SDS Chromatogramm undkiebmische
Gelelektrophorese (bei nicht-reduzierten Bedinguhges klassischen Prot-FOLR1 TCBs mit MMP-2,-9-lipaase
Linker, der entweder bei 4 °C (blau) gelagert iiar48 h bei 37 °C (rot) inkubiert wurde oder ntittatriptase
geschnitten (griin) wurde. (C) CE-SDS ChromatogramohElektronische Gelelektrophorese (bei nicht-zéshten
Bedingungen) des invertierten Prot-FOLR1 TCBs mittfiptase Linker, der entweder bei 4 °C (blau) getawar, fir
48 h bei 37 °C (rot) inkubiert wurde oder mit rhMptase geschnitten (grin) wurde (n = 1). Die
Kapillarelektorphoresemessung wurdeRmoche Innovation Center Zuricton Matthias Herrman durchgefihrt.
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7.4 Die Maskierungseffizienz der anti-idiotypischen antCD3 scFv im TCB Format

Die Maskierungseffizienz der anti-idiotypischenig®bD3 scFvs (4.15 und 4.32) war im IgG
Format ahnlich. Im TCB Format wurden diese beid#iidiotypischen anti-CD3 scFvs (4.15 und
4.32), mit ahnlichen Affinitaten zum anti-CD3-Fab Bereich von 1 bis 2 nM, ebenfalls
untersucht. Die Zytotoxizitat der Prot-FOLR1 TCB& RBMCs wurde fur die beiden Masken auf
Tumorzellen mit unterschiedlichem FOLR1-Expresdiewed, HeLa (hohe FOLR1-Expression, ca.
2.000.000 FOLR1 Antigenbindestellen pro Zelle) @kabv-3 (mittlere FOLR1-Expression, ca.
100.000 FOLR1 Antigenbindestellen pro Zelle) venigéin. Die mit rhMatriptase geschnittenen
Prot-FOLR1 TCBs, 4.15 und 4.32 vermittelten beithe ®osis-abhéangige Zytotoxizitéat, die fur
beide Zelllinien vergleichbar war. Die Maskierunifigeenz, der beiden Masken 4.15 und 4.32
(nicht-schneidbarer Linker) war jedoch fur die hételm drei Konzentrationen (Zytotoxizitat) bei
beiden Zelllinien signifikant unterschiedlich (Abdung 11). Die im TCB Format verwendeten
anti-idiotpischen anti-CD3 Antikorper, 4.15 und Z.8atten gegeniber dem anti-CD3-Fab eine
ahnliche Affinitat, jedoch war die Affinitat (Tabel5) zum anti-CD3 im TCB Format verringert,
was die unterschiedliche Maskierungseffizienz etkl@ie Affinitat des anti-idiotypischen anti-
CD3 Antikdrpers zum klassischen TCB war fur 4.15den Faktor zehn und fur 4.32 um den
Faktor funf verringert (im Vergleich zum anti-CD2b) (Tabelle 5). Wahrend der Prot-FOLR1
TCB, 4.32 fur Skov-3 Zellen mit mittlerer FOLR1-BEwgsion keine Zytotoxizitat induzierte, war
bei HeLa Zellen mit sehr hoher FOLR1-Expressiordigrbeiden héchsten hier verwendeten
Konzentrationen noch ca. 10 bis 25 % Zytotoxizt&iennbar.

Der Prot-FOLR1 TCB, 4.15 induzierte fur beide 4rl#n bei den drei hochsten Konzentrationen
zwischen 12 % und 38 % Zytotoxizitat, war jedodngikant unterschiedlich zum geschnittenen
Prot-FOLR1 TCB, 4.15. Die EC50 des geschnittenet-POLR1 TCB, 4.32 war ca. 1700 fach
geringer als fur den nicht-schneidbaren Prot-FOIRB, 4.32. Fur den Prot-FOLR1 TCB, 4.15
hingegen war die EC50 des geschnittenen TCBs n2@¢ach geringer als fir den entsprechenden
nicht-schneidbaren Prot-FOLR1 TCB, 4.15 (Abbildurig. Die Zytotoxizitat ging mit IFN-
Freisetzung (T-Zell Aktivierung) einher, einzig 8eiProt-FOLR1 TCB, 4.15 und 4.32, mit nicht-
schneidbarem Linker fuhrten fur Skov-3 Zellen nizttdetektierbarer IFN-Freisetzung. Fur die
weiteren Versuche wurde der anti-idiotypische &id3 scFv 4.32 verwendet, da er bei guter

Maskierungseffizienz voll aktiviert werden konnte.
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Abbildung 11: Induktion von Tumorzellzytotoxizitdt und T-Zell-Aktivierung durch Prot-FOLR1 TCB mit

verschiedenen Masken.

Dosis-abhangige Tumorzellzytotoxizitat und IFNQuantifizierung nach 48 h. PBMCs wurden als Effeke¢llen
verwendet mit einem ,Effektor zu Zielzelle* Verhgis von 10:1. Prot-FOLR1 TCB mit Matriptase Linkerd
verschiedenen Masken (4.15 und 4.32) wurden mitathiptase geschnitten. (A) Zytotoxizitat fir HeLallén. (B)
Zytotoxizitat fir Skov-3 Zellen. (C) IFN-fir vier Konzentrationen, HelLa Zellen. (D) IFNr vier Konzentrationen,
Skov-3 Zellen. Jeder Punkt stellt den Mittelwerhviriplikaten dar, die Standardabweichung ist dutehlerbalken
angezeigt und die Graphen sind représentativ gineirschiedene PBMC Spender. Fir die Berechnung@s0-
Werte (Zytotoxizitat) wurde eine sigmoidale Dosibkringigkeit berechnet (GraphPad Prism6). Fur digsssche
Analyse wurde der two-sample t-test (Zytotoxizitdy der two-way ANOVA mit Bonferroni-Korrektur (NFy)

angewendet.
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7.5 Prot-FOLR1 TCB, invertiert versusklassisch

Da es Zielantigen-Binder gibt, die die N-terminBlesion des anti-CD3-Fabs nicht erlauben
(Verlust oder signifikante Veringerung der Antigerdung), wurde neben dem klassischen TCB
Format (anti-CD3-Fab N-terminal) auch das invet#idfCB Format (anti-FOLR1 Fab N-terminal
an anti-CD3) generiert. Das invertierte Format fiatisher untersuchte Binder, beztglich
Induktion der Zelllyse, potenter als das klassidebemat (Klein et al. 2017). Die EC50 des
klassischen Prot-FOLR1 TCB war fur beide Zelllingn finf- bis sechs-fach hoher als die des
invertierten Prot-FOLR1 TCB. Die EC50 des invetgarProt-FOLR1 TCB mit nicht-
schneidbarem Linker war flr HeLa Zellen ca. funfffaxedriger als die des klassischen Prot-
FOLR1 TCB mit nicht-schneidbarem Linker (Abbildubg). Die Unterschiede der beiden Formate
mit nicht-schneidbarem Linker waren fur die Zytamtatsmessung fur die hochsten vier
Konzentrationen erkennbar, fur die Quantifiziermog IFN-y gab es nur bei der héchsten

Konzentration einen Unterschied (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Induktion von Tumorzellzytotoxizitdt und T-Zell-Aktivierung durch Prot-FOLR1 TCB, 4.32im
klassischen oder invertierten Format.

Dosis-abhangige Tumorzellzytotoxizitat nach 48 BMZs wurden als Effektorzellen verwendet mit eingtffektor
zu Zielzelle* Verhéltnis von 10:1. Der invertiefeot-FOLR1 TCB, 4.32 und der klassische Prot-FOIRB, 4.32
sind gezeigt. Beide Antikérper wurden jeweils miatMptase Linker und mit nicht-schneidbarem Lingetestet. (A)
Zytotoxizitat fur HeLa Zellen. (B) Zytotoxizitat fiBkov-3 Zellen. (C) IFNxfur vier Konzentrationen, HelLa Zellen.
(D) IFN-y fur vier Konzentrationen, Skov-3 Zellen. Jeder IRugtellt den Mittelwert von Triplikaten dar, die
Standardabweichung ist durch Fehlerbalken angeae@ytlie Graphen sind reprasentativ fur drei veestdne PBMC
Spender. Fir die Berechnung der EC50-Werte (Zyipitdx) wurde eine sigmoidale Dosis-Abhangigkeitdmhnet
(GraphPad Prism6). Fur die statistische Analysedengier two-sample t-test (Zytotoxizitéat) und deotway ANOVA
mit Bonferroni-Korrektur (IFNy) angewendet.
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7.6 Der Prot-FOLR1 TCB kann durch Linkerspaltung aktivi ert werden

Nachdem die Maskierung fur verschidene Masken wrthkte getestet wurde, sollte gezeigt
werden, ob und wie gut der Prot-FOLR1 TCB aktivieerden kann. FOLR1 wird sehr haufig in
fortgeschrittenen serésen Ovarialkarzinomen (higlg serous carcinoma) tberexprimiert (Kobel
et al. 2014). Haufig wird fur diese Tumore aucheednhdhte Expression und Aktivitat von MMP-2,
MMP-9 und Matriptase beschrieben, weshalb diesteBseschnittstellen fur den Prot-FOLR1
TCB gewahlt wurden (Demeter et al. 2005, M. D. @bet al. 2002, Santin et al. 2003, Tanimoto
et al. 2005). Die Zytotoxizitatsanalyse mit HeLalu#kov-3 Tumorzellen und Prot-FOLR1 TCB
mit verschiedenen Schnittstellen, MMP-2,-9, Matig& oder die Kombination von MMP-2,-9 und
Matriptase, sollte zeigen wie effizient der Linkgschnitten wurde. Zunachst wurde die Spezifitat
der Protease-Linker mit Hilfe des Jurkat NFAT Reépo¥ersuchs gezeigt. Wird der Linker
geschnitten, konnen die Jurkat NFAT Reporter Zdlleer CD3 aktiviert werden. Dadurch konnte
die Aktivitat der rekombinanten Proteasen analysierden. Die Inkubation des Prot-FOLR1 TCB
mit MMP-2,-9 Linker mit rekombinanter humaner MMR¥BMMP-2) oder rekombinanter
humaner MMP-9 (rhMMP-9) flhrte zur Aktivierung diurkat Zellen tber CD3, was bedeutet,
dass der Linker von beiden Proteasen geschnittetiewdcann, nicht aber von rhMatriptase. Der
Matriptase Linker dagegen wurde nur durch Inkulvatiot rhMatriptase geschnitten, nicht aber
durch rhMMP-2 oder rhMMP-9 (Abbildung 13). Der komierte MMP-2, -9-Matriptase Linker
konnte sowohl von rhMMP-2, rhMMP-9 und rhMatriptageschnitten werden. rhMatriptase schien
den Linker bei diesen Versuchsbedingungen am effiesten zu schneiden (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Spezifitat der Proteasen rhMMP-2, rhMMP-9 und rhMatriptase fiir die verwendeten
Substratsequenzen.

Die entsprechenden TCBs wurden mit der angegelrekembinanten Protease inkubiert und anschliesaehitre
Bindung an CD3 untersucht. Jeder Balken stelltMételwert von Triplikaten dar, die Standardabwaeiol ist durch
Fehlerbalken angezeigt (n = 2). Fir die statisés&halyse wurde ein ,two-tailed, paired t-test*wendet.
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Nachdem die Schneidbarkeit und die Spezifitat dieker mit verschiedenen Proteaseschnittstellen
gezeigt wurde, wurde die Aktivierung durch zellel&roteasen im Zytotoxizitatsversuch
analysiert. In diesem Versuch konnten alle Prot-ROI CBs aktiviert werden, was bedeutet, dass
sowohl der MMP-2,-9 Linker als auch der Matriptagseker geschnitten wurden. Die Kombination
von Schnittstellen hatte einen synergistischenkEtief die Aktivierungseffizienz. Der Prot-FOLR
TCB mit MMP-2,-9-Matriptase Linker hatte fir HeL&IEn eine sechs- bis sieben-fach geringere
EC50 als die Prot-FOLR1 TCBs mit MMP-2,-9- oder Nfaase Linker (Abbildung 14). Fir Skov-

3 Zellen war der Unterschied der EC50- Werte genipgber fir Matriptase Linker und MMP-2,-9-
Matriptase Linker ebenfalls signifikant (Abbilduig).
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Abbildung 14: Induktion von Tumorzellzytotoxizitdt und T-Zell-Aktivierung durch Prot-FOLR1 TCB, 4.32 mit
verschiedenen Linkern.

Dosis-abhangige Tumorzellzytotoxizitat nach 48 BMZs wurden als Effektorzellen verwendet mit eingtffektor
zu Zielzelle" Verhaltnis von 10:1. Der Prot-FOLRCB mit Matriptase Linker, mit MMP-2,-9 Linker odmit einem
kombinierten MMP-2,-9-Matriptase Linker wurde vendet. (A) Zytotoxizitat fir HeLa Zellen. (B) Zytotizitat fur
Skov-3 Zellen. (C) IFNg flr vier Konzentrationen, HeLa Zellen. (D) IFN&Ir vier Konzentrationen, Skov-3 Zellen.
Jeder Punkt stellt den Mittelwert von Triplikatearddie Standardabweichung ist durch Fehlerbalkgezeigt und die
Graphen sind reprasentativ fur drei verschiedend®Bpender. Fir die Berechnung der EC50-Werte (Byipitat)
wurde eine sigmoidale Dosis-Abhéngigkeit berecli@eaphPad Prism6). Fir die statistische Analysedergier two-
sample t-test (Zytotoxizitat) und der two-way ANOVWit Bonferroni-Korrektur (IFNy) angewendet.

Um zu untersuchen, ob die Aktivitat des Prot-FOLRITCBs nach Linkerspaltung vergleichbar zum FOLR1
TCB ist, wurde der Prot-FOLR1 TCB mit rhMatriptase vorgeschnitten und beziglich Tumorzellzytotoxizitat
analysiert. Fir HeLa-Tumorzellen mit sehr hoher FOLR1-Expression (ca. 2 mio FOLR1 Antigenbindestellen
pro Zelle) erreichten sowohl der vorgeschnittene Rit-FOLR1 TCB als auch der unbehandelte Prot-FOLR1
TCB die Aktivitat des FOLR1 TCBs (Abbildung 15). Fir Skov-3 Tumorzellen mit mittlerer FOLR1-Expression
(ca. 0,1 mio FOLR1 Antigenbindestellen pro Zelle) aren der vorgeschnitte Prot-FOLR1 TCB und der FOLR1
TCB vergleichbar, der Prot-FOLR1 TCB, der nur von zellularen Proteasen geschnitten wurde, war weniger
potent, induzierte aber dennoch Zelllyse der Skov-Zellen mit einer EC50 von ca. 7,7 pM (EC 50 des
vorgeschnitten Prot-FOLR1 TCB: 3,3 pM). Die Maskieung des anti-idiotypischen anti-CD3 scFv konnte mit
Hilfe eines Prot-FOLR1 TCB mit nicht-schneidbarem Linker gezeigt werden. Die EC50 war zwischen 3000i
4000 mal hoher als die des Prot-FOLR1 TCB fir HeL&ellen. Fir Skov-3 Zellen induzierte dieser maskige
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FOLR1 TCB keine Zelllyse (Abbildung 15). Zusétzlichzur Zytotoxizitdtsmessung der TCBs mit PBMCs als
Effektorzellen wurde der Aktivierungsmarker CD69 fur CD8 positive T-Zellen und IFN-y quantifiziert. Die
Tumorzelllyse ging mit T-Zell-Aktivierung (CD8 *CD69'", IFN-vy) einher (Abbildung 15

Abbildung 15).
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Abbildung 15: Induktion von Tumorzellzytotoxizitdt und T-Zell-Aktivierung durch Prot-FOLR1 TCB, 4.32 mit
MMP-2,-9-Matriptase Linker.

Dosis-abhéngige Tumorzellzytotoxizitat und T-Zektvierung (CD8CD69" und IFN«) nach 48 h. PBMCs wurden
als Effektorzellen verwendet mit einem ,Effektor zZiglzelle" Verhaltnis von 10:1. Der Prot-FOLR1 TGt
rhMatriptase geschnitten oder durch zellulare Riseta geschnitten), der FOLR1 TCB und der Prot-FOLB mit
nicht-schneidbarem Linker wurden verwendet. (A)adgxizitat fir HeLa Zellen. (B) Zytotoxizitat furkev-3 Zellen.
(C) Quantifizierung von CDED6Y", HelLa Zellen. (D) Quantifizierung von CDOBD69", Skov-3 Zellen. (E)
Quantifizierung von IFNg, HeLa Zellen. (F) Quantifizierung von IFN-Skov-3 Zellen. Der unspezifische TCB und
der Prot-FOLR1 TCb mit nicht-schneidbarem linkerden nur in den hdchsten Konzentrationen verweridiet.
Quantifizierung von IFNs wurde fir jeweils vier Konzentrationen (unspetzifisr TCB und Skov-3 Prot-FOLR1 TCB,
nicht-schneidbarer Linker: zwei Konzentrationenjathgefihrt. Jeder Punkt stellt den Mittelwert vaiplikaten dar,
die Standardabweichung ist durch Fehlerbalken aigeand die Graphen sind représentativ fur drescliedene
PBMC Spender. Fir die Berechnung der EC50-Wertio(@yizitat) wurde eine sigmoidale Dosis-Abhéangigke
berechnet (GraphPad Prism6). Fir die statistisctedyse wurde der two-sample t-test (Zytotoxizitad WFI
CD8'CD69) und der two-way ANOVA mit Bonferroni-KorrekturViFl CD8'CD69" und IFN«v) angewendet.

Um zusatzlich zu den Endpunktmessungen eine Kinetiklumorzellzytotoxizitat zu sehen,
wurden MDA-MB-231 NucLight red Tumorzellen (FOLRbstiv) mit verschiedenen TCBs und

PBMCs inkubiert. Die Tumorzellzahl konnte anhandrdé gefarbten Zellkerne quantifiziert
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werden. Die Tumorzelllyse durch den Prot-FOLR1 T{@8rch rhMatriptase bzw. durch zellulare
Proteasen geschnitten) und FOLR1 TCB war vergleichHbie Tumorzellen, die mit dem nicht-
schneidbaren Prot-FOLR1 TCB und PBMCs inkubiertdear, wurden dagegen nicht
beeintrachtigt (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Inhibierung des Tumorzellwachstums duch PBMCs und Prot-FOLR1 TCB.

Tumorzellwachstum (CellPlayer™ MDA-MB-231 NuclLigted, FOLR1 positiv) in Anwesenheit verschiedeneB§C
und PBMCs als Effektorzellen (,Effektor zu Zielz2{lVerhaltnis von 10:1). Jeder Punkt stellt dent&livert
Zielzellzahl (Mittelwert vs Zeit) von Triplikatenad, die Standardabweichung ist durch Fehlerbalkgezeigt und der
Graph ist reprasentativ fur drei verschiedene PB3pénder. Fir die statistische Analyse wurde deo-gample t-
test” verwendet.
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7.7 Anwendbarkeit des maskierten anti-CD3-Fab fiir weitee TCBs

Ein grosser Vorteil der Maskierung des anti-CD3d-sdillte die Anwendbarkeit fir TCBs mit
verschiedenen Zielantigenen sein. Um zu zeigers, das Konzept auch fir andere TCBs
einsetzbar ist, wurde ein Protease-aktivierbaresdreelin TCB (Prot-MSLN TCB) generiert und
fur zwei Tumorzelllinien mit verschieden hoher MSBXpression getestet. Wie fur den Prot-
FOLR1-TCB wurde auch fur den Prot-MSLN TCB untetgyob die Aktivitat des Pro-MSLN
TCBs nach der Linkerspaltung vergleichbar zum MSIGB ist und und ob die Maskierung die

Tumorzelllyse verringern kann. Dafur wurde der IMiLN TCB mit rhMatriptase vorgeschnitten
und bezuglich Tumorzellzytotoxizitat analysiert.

Fur NCIH596 Tumorzellen mit mittlerer MSLN Expressi(ca. 0,08 mio MSLN Antigen-
bindestellen pro Zelle) und fur AsPC-1 Tumorzelhei mittlerer MSLN Expression (ca. 0,05 mio
MSLN Antigenbindestellen pro Zelle) waren die EOB@rte der vorgeschnittene Prot-MSLN
TCB und der unbehandelte Prot-MSLN TCB, der votukien Protease geschnitten wurde,
vergleichbar mit dem MSLN TCB (Abbildung 17). DieaSkierung des anti-idiotypischen anti-

CD3 scFv konnte die Tumorzelllyse fur beide MSLNitigen Tumorzelllinien verhindern
(Abbildung 17).
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Abbildung 17: Dosisabhangige Tumorzellzytotoxizitdinduziert durch Prot-MSLN TCB.

Dosis-abhangige Tumorzellzytotoxizitat nach 48 BMZs wurden als Effektorzellen verwendet mit eingtffektor
zu Zielzelle" Verhaltnis von 10:1. Der Prot-MSLN BGmit rhMatriptase geschnitten oder durch zellelBroteasen
geschnitten), der MSLN TCB, der Prot-MSLN TCB mitht-schneidbarem Linker und ein unspezifischer TCB
wurden verwendet. (A) Zytotoxizitat fir NCIH596 . (B) Zytotoxizitat fur ASPC-1 Zellen. Der ungifesche TCB
wurde jeweils nur in der hdchsten Konzentrationmeardet. Jeder Punkt stellt den Mittelwert von Tikiglen dar, die
Standardabweichung ist durch Fehlerbalken angeae@ytlie Graphen sind reprasentativ fur drei veestdne PBMC
Spender. Fir die Berechnung der EC50-Werte (Zyipitdx) wurde eine sigmoidale Dosis-Abhangigkeitdmhnet
(GraphPad Prism6). Fur die statistische Analysede/gier two-sample t-test (Zytotoxizitat) angewendet
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7.8 Reduktion der Zytotoxizitat fur primare Zellen mit geringer FOLR1-Expression durch
Maskierung des anti-CD3-Fabs
Eine der wichtigesten Fragen war, ob die Maskiemeganti-CD3-Fabs im FOLR1 TCB die
Zytotoxizitat fur gesunde Zellen mit geringer FOLE&pression verringern kann. In der Literatur
wurde beschrieben, dass FOLR1 nicht nur in Tumaendern auch in der Lunge oder der Niere
exprimiert wird (Parker et al. 2005). Aus diesenui@f verwendeten wir primare humane
Bronchialepithelzellen (HBEpIC, < 1000 FOLR1 Antidndestellen pro Zelle) und primare
humane Nierenrindenepithelzellen (HrcEpiC, < 1000.R1 Antigenbindestellen pro Zelle) um
die Toxizitat des Prot-FOLR1 TCB mit der des paaart FOLR1 TCB zu vergleichen. Die
eingesetzte Konzentration war 10 Mal héher (100 aM)die hochste Konzentration, die in den
beiden Tumorzelllinien HeLa und Skov-3 verwendetdeu(10 nM). Wahrend der FOLR1 TCB
nach 72 h deutlich Zelllyse (> 50 %) fir HBEpiC udtEpiC induzierte, war die Zytotoxizitat fur
den Prot-FOLR1 TCB signifikant geringer (Abbildubg). Fir HBEpIiC war der Unterschied
bereits nach 48 h deutlich, fir HrcEPIC erst nazln.7Die Freisetzung von IFNging mit der

Zytotoxizitat einher.
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Abbildung 18: Zytotoxizitat des Prot-FOLR1 TCB fur primare humane Epithelzellen (HBEpiC und HrcEPIC).
Zytotoxizitat und IFNy Quantifizierung des FOLR1 TCBs und des Prot-FOORBs 48 h und 72 h nach Inkubation
mit HBEpIC bzw. HrcEpiC und PBMCs. PBMCs wurden E&ffektorzellen verwendet mit einem ,Effektor zu
Zielzelle" Verhaltnis von 10:1. Die Konzentratioarceingesetzten TCBs war 100 nM. Der Prot-FOLR1 T@Bch
zellulare Proteasen geschnitten), der FOLR1 TCBderdProt-FOLR1 TCB mit nicht-schneidbarem Linkarden
verwendet. (A) Zytotoxizitat fir HBEpIC Zellen. (Bytotoxizitat fir HrcEpiC Zellen. (C) IFN-Quantifizierung fir
HBEpIC Zellen. (D) IFNy Quantifizierung fir HrcEpiC Zellen. Der unspezifie TCB wurde nur fir HBEpIC Zellen
verwendet. Jeder Balken stellt den Mittelwert vaiplikaten dar, die Standardabweichung ist durchiémalken
angezeigt und die Graphen sind reprasentativ gingrschiedene PBMC Spender. Fir die statistidctadyse wurde
der ,paired, two-tailed t-test” (Zytotoxizitat) untkr two-sample t-test* (IFN) verwendet.
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Als zusétzliche Kontrolle wurden MKN-45 Tumorzellen1000 FOLR1 Antigenbindestellen pro
Zelle) untersucht. Auch hier war eine Reduktion Aghotoxizitat durch die Maskierung des anti-
CD3-Fab erkennbar (Abbildung 19). MKN-45 Zellen erperen viel CEA weshalb der CEA TCB

als Positivkontrolle verwendet wurde.
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Abbildung 19: Zytotoxizitat fir Tumorzellen mit ger inger FOLR1-Expression.

Zytotoxizitat verschiedener TCBs nach 48 h und T@rtMKN-45 Tumorzellen mit geringer FOLR1-Expressi
PBMCs wurden als Effektorzellen verwendet mit eingifiektor zu Zielzelle* Verhéltnis von 10:1. Diedfzentration
der eingesetzten TCBs war 100 nM. Als Positivkdigrawurde der CEA TCB verwendet. Der Prot-FOLR1 TCB
(durch zellulare Proteasen geschnitten), der FOL8RB und der Prot-FOLR1 TCB mit nicht-schneidbareimkier
wurden verwendet. Jeder Balken stellt den Mittetwen Triplikaten dar, die Standardabweichung istct
Fehlerbalken angezeigt und die Graphen sind repi@sefur drei verschiedene PBMC Spender. Firsthgistische
Analyse wurde der ,paired, two-tailed t-test” (Zyiwizitat) und der ,two-sample t-test” (IF))-verwendet.

7.9 Aktivierung des Prot-FOLR1 TCB durch Patientenproben

Um zu zeigen, dass der Prot-FOLR1 TCB auch in Temaktiviert werden kann, wurden
Tumorproben von Patientex vivoanalysiert. Fur die Aktivierung der Jurkat NFAT
Reporterzellen benotigt es sowohl die Bindung déB &n das Zielantigen als auch die Bindung
an CD3 (siehe 6.1.4.4). Die CR3Bindung kann nur erfolgen, wenn der Linker gesttbniund
damit der anti-CD3-Fab aktiviert wurde (Abbildung Bur alle drei Ovarialtumorproben konnte
FOLR1-Expression nachgewiesen werden (FOLR1 TCBp{llung 20). Die Prot-FOLR1 TCBs
waren sowohl fur die gutartige Probe (gutartigésdin des Ovars) als auch fir die
Darmkrebsprobe (Muzinéses Adenokarzinom des Darwegg)eichbar mit dem blockierten Prot-
FOLR1 TCB (nicht-schneidbarer Linker). Die Inkulmatimit Tumorproben an sich fuhrte also
nicht zur Aktivierung des Prot-FOLR1 TCBs. Die Ayse der beiden malignen Proben zeigte eine
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deutliche Aktivierung des Prot-FOLR1 TCBs mit MMR2Matriptase Linker vergleichbar zum
FOLR1 TCB (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Ex vivo Aktivierung des Prot-FOLR1 TCB durch Patientenproben.

Jurkat NFAT Reporter Versuch mit verschiedenenghtgntumorproben zum Nachweis FOLR1-Expressiondand
Proteaseaktivitat. Die Aktivierug des Prot-FOLR1B kbrreliert mit der Lumineszenz, da die Aktivieguder Jurkat
NFAT Reporterzellen nur erfolgt, wenn der Linkesgenitten wurde und das Zielantigen exprimiert widdr Prot-
FOLR1 TCB mit Matriptase Linker (durch zellulareoRrasen geschnitten), Prot-FOLR1 TCB mit MMP-2,-9-
Matriptase Linker (durch zelluldre Proteasen geiiehr), der FOLR1 TCB und der Prot-FOLR1 TCB mitht:
schneidbarem Linker wurden verwendet. (A) Gutagifg#drom des Ovars. (B) Muzindses Adenokarzinom des
Darmes, Stadium IV B (C) Malignes Ovarialkarzinararéser Typ, Stadium Il B. (D) Malignes Ovarialkiaom,
serdser Typ, Stadium 11l C. Jeder Balken stellt Mettelwert von Triplikaten dar (Duplikate fur A drD, vier Werte
aus zwei Messungen), die Standardabweichung ishdtghlerbalken angezeigt. Die gepunktete Linigtadie
Aktivierung der Jurkat NFAT Reporter Zellen mit Tarprobe, ohne TCB. Fur die statistische Analysedewer
Lwo-tailed t-test” verwendet.
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8. Diskussion

8.1 Erkenntnisse dieser Arbeit

Ein Protease-aktivierbarer TCB, der durch die twspezifische Aktivierung weniger Zelllyse fir
gesunde Zellen mit geringer Zielantigenexpressmomtéarget aber off-tumor Toxizitat) induzieren
soll, stellt den Kern der vorliegenden Arbeit daas grundlegende Prinzip der tumor-spezifischen
Protease-Aktivierung wurde bereits beschriebenagngte eine erhdhte Sicherheit, wahrend die
anti-tumorale Wirksamkeit nicht beeintrachtigt wei@esnoyers et al. 2013, Watermann et al.
2007). Ein Protease-aktivierbarer anti-CD3-Fab wuid die Anwendung im TCB Format
generiert. Es konnte gezeigt werden, dass deiGipd-Fab spezifisch blockiert und durch
Proteasen vollstandig aktiviert werden kann. Det4#OLR1 TCB induzierte signifikant weniger

Zytotoxizitat fur primére Zellen mit geringer FOLAEXpression als der FOLR1 TCB.
8.2 Ansatze zur Reduktion von Nebenwirkungen therapeusicher Antikorper

Antigene, die nur von Tumorzellen exprimiert werdBeoantigene) sind optimale Zielantigene fur
therapeutische Antikorper, allerdings ist die ggeiiZahl solcher Antigene limitierend. Aus diesem
Grund gibt es verschiedene Ansétze zur Erhohun&elektivitat von bispezifischen Antikérpern
gegen tumorassoziierten Zielantigene. BispezifiScizell Antikorper (anti-CD3 und anti-
Zielantigen) beispielsweise benotigen fur die Aldiung von T-Zellen Gber CD3 die
Kreuzvernetzung mit einer Zelle, die das Zielantiggprimiert (Huehls et al. 2015). Der TCB
(anti-CD3 und zwei Fabs gegen Zielantigen) hathigeine Aviditat zum Zielantigen eine bessere
Diskrimierung zwischen Zellen mit hoher Zielantiggpression (Tumorzellen) und gesunden
Zellen mit geringer Zielantigenexpression (Kleirabt2017) Des Weiteren ist das Risiko einer
ungewollten Aktivierung von NK-Zellen oder ZelleesiKomplementsystems durch die
Verwendung eines nicht-funktionalen Fc-Teils vagart (Hessell et al. 2007). Auch die
Humanisierung von Antikdrpern (z. B. aus Immunisigy) oder die Verwendung humaner
Antikdrper (z. B. aus Phagen) kann das Risiko eimanunogenitatsreaktion verringern (Harding
et al. 2010). Die Aktivierung von Antikdrpern durttihmorspezifische Proteasen kann die
Selektivitat von Antikdrpern ebenfalls erhdéhen. biar beschriebene Prot-FOLR1 TCB beinhaltet
vier Ansatze (Aviditat, humaner Antikorper, niclirktionaler Fc, tumorspezifische Aktivierung)

zur Vermeidung von Nebenwirkungen.
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8.3 Anti-idiotypische anti-CD3-Maske

Desnoyer®t al. beschrieben einen sogenannten ProBbdgin auf Cetuximab basierender,
monoklonaler IgG Antikorper dessen anti-EGFR Fakieihinal mit je einem Peptid blockiert
werden. Ein durch tumor-spezifische Proteasen sdbaeer Linker verbindet das blockierende
Peptid mit der LC des anti-EGFR Fab (Desnoyers. @04.3). Im Gegensatz zum Probody von
Desnoyerst al. wurde nicht der Zielantigen-Binder maskiert, sand#er anti-CD3-Fab, um diese
Einheit generisch fur verschiedene TCBs verwendekdnnen. Ausserdem wurde zur Blockierung
kein Peptid verwendet, sondern eine anti-idiotypesanti-CD3 scFv Maske. Anti-idiotypische
Antikdrper sind Antikérper gegen die variable Regenes Antikdrpers. Sie kdnnen im Korper
beispielsweise nach Verabreichung eines therapbetisAntikérpers produziert werden (Harding
et al. 2010). Die anti-idiotypische scFv Maske leinein Epitop des anti-CD3-Fab. Sie kann
humanisiert werden, um das Risiko einer Immunogésriéaktion und damit mogliche
Nebenwirkungen zu verringern (Harding et al. 20 isatzlich kann die Affinitat so moduliert
werden, dass eine optimale Maskierung und Aktivigrmnoglich ist. Die Maske sollte effizient

maskieren, aber nach Linkerspaltung auch abdigsenikonnen.

8.4 FOLR1

FOLRL1 ist ein Glycosylphosphatidylinositol (GPI)bgadenes Membranprotein, das Folséaure
bindet und die Endozytose fur die Aufnahme in ddleZinduziert (Leamon et al. 2001). In dieser
Arbeit wurde ein Protease-aktivierbarer FOLR1 T®Bo{-FOLR1 TCB) generiert, da FOLR1 z.
B. sehr haufig in Ovarial- und Lungenkarzinomenraiprimiert wird (Kessenbrock et al. 2010,
Kobel et al. 2014, Parker et al. 2005). Farletuzmynean monoklonaler anti-FOLR1 (felRIgG

wurde bereits in klinischen Studien getestet. Fazleamab hatte nur geringe Nebenwirkungen, war
aber leider nicht ausreichend wirksam (Konner €2@10). KHK2805, ein humanisierter anti-&R
Antikdrper mit einem modifzierten Fc-Tell, zeigtgiglinisch anti-tumorale Wirkung (Ando et al.
2017), wurde allerdings bisher noch nicht klinigehestet. Eine erhdhte Konzentration von
CA125, haufig bei Ovarialkarzinompatienten, karohsiegativ auf die NK-Zell Aktivitat
auswirken (Konner et al. 2010), weshalb fur dieseeAten die Therapie mit einem (Prot-)FOLR1
TCB vorteilhaft sein kdnnte (Farrell et al. 201BJGN853, ein FOLR1 (FR) Antikdrper-

Wirkstoff Konjugat zeigte Sicherheit und Wirksamntkiei Platinum-resistentem Ovarialkrebs,
allerdings wurden Nebenwirkungen beispielsweisgein Augen (getribte Sicht) von 42 % der
behandelten Patienten beobachtet (Ab et al. 20dstong et al. 2013, Konner et al. 2010,
Moore et al. 2017, Ponte et al. 2016). Da der FOLRB noch potenter ist als ein Antikdrper-
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Wirkstoff Konjugat, kénnte dieser zu starkeren Nekiekungen flihren. Einen Hinweis darauf gab
eine Vertraglichkeitsstudie in nicht-menschlichemfaten bei der die Tiere bereits nach 24 h bei
einer Dosis von 1Qg / kg FOLR1 TCB (invertiertes Format) Atemproblehsten (Giusti 2016).

In ihrer Lunge wurde eine starke T-Zell Infiltratidestgestellt, was sich damit erklaren lasst, dass
FOLR1 unter anderem auch in der Lunge exprimierd \(Giusti 2016, Parker et al. 2005). Dieser
FOLR1 TCB induziert die Tumorzelllyse durch T-Zellevenn das Zielantigen (FOLR1) auf den
Tumorzellen exprimiert wird und ist mit EC50 Wertiemeinstelligen pM Bereich, so potent, dass
er auch gesunde Zellen mit geringer FOLR1-ExpresSi@niger als 1000 Antigenbindestellen pro
Zelle) lysieren kann, was zu ,,on-target/off-tumadidxizitat fuhren kann. Wahrend FOLR1 fir die
alleinige klinische Entwicklung als TCB ungeeigner, stellte es daher ein geeignetes
Zielantigen, um das Konzept der Protease-Aktivigreuwr Reduktion von Zytotoxizitat in

gesundem Gewebe zu testen.

8.5 Blockierung des anti-CD3-Fab

Die Blockierung des anti-CD3-Fab im TCB Format wwbhangig vom anti-idiotypischen anti-CD3
scFv und vom Antigenexpressionslevel der Zielzellennach blockiertem Epitop, das der anti-
idiotypische anti-CD3 scFv erkennt, wird die Bindutes anti-CD3 an C3m T-Zell Rezeptor
mehr oder weniger beeinflusst. Bei die beiden higchkier verwendeten Konzentrationen (10 nM
und 0,63 nM) konnte mit dem Prot-FOLR1 TCB, 4.32 mcht-schneidbarem Linker fir HeLa
Zellen Zytotoxizitat detektiert werden. Es ist mog| dass die Bindung an CBd8urch den anti-
idiotypischen anti-CD3 scFv erschwert, aber niémnzich verhindert wird. Die
Wahrscheinlichkeit der Bindung des anti-idiotypischanti-CD3 an den anti-CD3-Fab sollte durch
den Linker erhéht sein (on-/off-rate), dennoch leindie Maske nicht kovalent an anti-CD3. Bei
hoher Antigendichte konnte es daher durch die Béerdgpit der Maske zu T-Zell-Aktivierung
kommen. Die Abhangigkeit der Maskierung von derifét des anti-idiotypischen anti-CD3 scFv
bestétigt diese Vermutung. Die geringe Maskierumignite nur fir HeLa Zellen mit sehr hoher
FOLR1-Expression, nicht aber fur Zellen mit mitde(Skov-3) oder geringer FOLR1-Expression
(HBEpIC, HrcEpiC, Mkn-45) detektiert werden. Detiadiotpischen anti-CD3 4.32 maskierte
dennoch so, dass die EC50 der Tumorzelllyse furaH&tllen mit hoher FOLR1-Expression ca.
3000-fach reduziert wurde. Fur Skov-3 Zellen kordieeTumorzelllyse sogar ganzlich verhindert
werden, wenn die Maske mit einem nicht-schneidbaneker fusioniert wurde. Desnoyees al.

zeigten eine Erhéhung der EC50 um das 400-facheefitiintakten Probody (maskierter
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Cetuximab) im Vergleich zu Cetuximab (Desnoyerale2013). Da es sich beim Probody

allerdings um einen IgG handelt, kann er nichtldireit dem TCB verglichen werden.

8.6 Prot-FOLR1 TCB: Formatvergleich

Vorangegange Versuche zeigten, dass der inverii€@B (anti-CD3-Fab innen) potenter ist als der
analoge klassische TCB (anti-CD3 aussen) (Klead.€2017) und dass manche Zielantigenbinder
keine N-terminale Fusion des anti-CD3-Fabs erlaubamer wurde das Konzept der Protease-
Aktivierung fur das invertierte Format ebenfalldegtet. Auch der Prot- FOLR1 TCB, im
invertierten Format, induzierte fir HeLa und Sko¥€len eine bessere Lyse, allerdings war die
Maskierungseffizienz signifikant geringer im Vergle zum Prot-FOLR1 TCB, im klassischen
TCB Format. Die SPR Analyse des anti-idiotypischeti-CD3 4.32 Antikorpers gegen anti-CD3
im klassischen und im invertierten TCB zeigte egjeengere Affinitdt zum anti-CD3 im
invertierten Format, was fir die verringerte Maskigseffizienz verantwortlich sein kdnnte. Das
Epitop, das der anti-idiotypische anti-CD3 Antikérgrkennt kdnnte im invertierten Format
schlechter zugénglich sein. Die Maskierung sodtéorh fir Zellen mit geringem Antigen-
Expressionslevel, also gesunde Zellen, ausreickeind

8.7 Stabilitat der Prot-FOLR1 TCBs

Die Halbwertszeit von IgG-Antikdrpern betragt urdaf20 - 21 Tage (Keizer et al. 2010). Im
Vergleich dazu ist die Halbwertszeit von Fc-frefemtikdrper-Formaten (z.B. BIiTE) sehr viel
geringer (ca. 1 bis 2 h) (Portell et al. 2013). Biabilitat des Prot-FOLR1 TCB wurée vivoin
humanem Serum (14 Tage, 37 °C) getestet. Die kapli#ktrophorese des Prot-FOLR1 TCB nach
Inkubation in humanem Serum ergab keinen Hinweligiaschnittenen Antikoérper. Die
eingefugten Mutationen (PG LALA) (Hessell et al0ZDim Fc-Teil des Prot-FOLR1 TCB
verhindern nicht die Bindung an den neonatalen &zegtor (FcRn), wodurch der Abbau dieses
Antikdrpers verzogert werden sollte (Keizer et28110). Desnoyeet al. berichteten eine
verdoppelte Halbwertszeit des Probody im VerglewlCetuximab (ifMacaca fascicularis
(Desnoyers et al. 2013). Die Verlangerung der Haligtzeit konnte damit zusammenhangen, dass
der maskierte Probody in der Peripherie nicht binkenn. Der Prot-FOLR1 TCB dagegen kann an
FOLRL1 binden, induziert aber keine Lyse, da der@bi3-Fab maskiert ist. Die Halbwertszeit des
Prot-FOLR1 TCB sollte daher nicht hoher sein aésaés FOLR1 TCB. Bisher wurde die
Serumstabilitdt noch nicht in Serum von Patientaadyssiert. Laut Literatur kann MMP-2,-9 im
Serum von Patienten vorhanden sein, allerdingstiedkeine Aktivitat dieser Proteasen im Serum
nachgewiesen werden (Demeter et al. 2005, Desneyais2013, List et al. 2006).
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8.8 Tumor-assoziierte Proteasen und Proteaseaktivierundes Prot-FOLR1 TCBs

Die erhohte Expression verschiedener Proteaserevia Proteasen (z.B. Matriptase), Cystein
Proteasen (z.B. Cathepsin S) und Matrix Metallggratsen (z.B. MMP-2, MMP-9), wurde fur
mehrere solide Tumorarten beschrieben (Duffy 198éidle 2014). Die Expression kann sowohl
in Tumorzellen als auch in Zellen der Tumorumgebunegspielsweise Tumor-assoziierte
Makrophagen und Fibroblasten, stattfinden. In gdgsonGewebe sind Proteasen, wie MMP-9,
wichtig fur die Wundheilung, wo sie die Extrazefiteé Matrix abbauen kénnen und Wachstums-
und Angiogenesefaktoren (EGFR, VEGF) aktivierenrigmn(Coussens et al. 2000). In Tumoren
kénnen sie das Wachstum und die Metastasierungrdidoyce et al. 2009). Matriptase, eine Typ
Il Transmembran Serin Protease, wird in mehrerenrzikamen wie Brust- und Ovarialkarzinomen
Uberexprimiert. Ihre Aktivitat in normalen Gewelséim Vergleich zum Tumor minimal, da im
Tumor haufig das Verhaltnis von Matriptase zu ihidembitor, Hepatozyten-Wachstumsfaktor |
(HAI-I) and Hepatozyten-Wachstumsfaktor Il (HAIIBrhoht ist (M. Oberst et al. 2001, Tanimoto
et al. 2005, Tanimoto et al. 2001, Uhland 2006)ite@ve Beispiele sind Matrix Metalloproteinase 2
(MMP-2, Gelatinase A) und Matrix Metalloproteings@IMP-9, Gelatinase B), die in
fortgeschrittenen Ovarial- und Brust-Karzinomenréiprimiert und aktiv sind (Hu et al. 2012,
McGowan et al. 2008, Schmalfeldt et al. 2001, Spka et al. 2007, Thant et al. 2000, Yousef et al.
2014, Yu et al. 2009). In Zervix-, Brust- und Owakarzinomen sowie in Asziten von Patienten
mit Epithelialem Ovarialkarzinom konnte Aktivitabn MMP-2- und MMP-9 detektiert werden,
nicht aber im Serum dieser Patienten (Demeter. 2085, Hu et al. 2012, Roomi et al. 2010,
Schmalfeldt et al. 2001, Yousef et al. 2014). Drexcht die Verwendung solcher Proteasen als
Aktivatoren von Antikdrpern zur Krebstherapie méglund kann damit dazu beitragen ein

Zielantigen, das normalerweise nicht in Frage k&auegdressieren.

Fur die Protease-Aktivierung mussten Proteasen lgewérden, die in FOLR1 positiven Tumoren
wie Ovarialkarzinomen exprimiert werden und akiinvds aber weder im Serum noch in gesundem
Gewebe aktiv sind. Fur die Protease-Aktivierung lled-FOLR1 TCB wurden MMP-2, MMP-9
und Matriptase gewahlt, da alle drei Proteaseredfggerien laut Literatur erfillen (Demeter et al.
2005, Desnoyers et al. 2013, List et al. 2006, MeiGt et al. 2001, M. D. Oberst et al. 2002,
Tanimoto et al. 2005, Tanimoto et al. 2001). Fir Alktivierung schien es einen synergistischen
Effekt der Kombination von Schnittstellen (MMP-2Matriptase Linker) zu geben. Desnoyets

al. verwendeten ebenfalls einen kombinierten Linkdr3chnittstellen fur Urokinase-Typ
Plasminogen Aktivator (UPA), Matriptase und Legum@esnoyers et al. 2013). Watermaatral.
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kombinierten eine MMP-2- und eine uPA-Schnittst@iéatermann et al. 2007). Der Prot-FOLR1
TCB mit MMP-2,-9-Matriptase Linker konnte sowohlZiytotoxizitatsversuchen durch
Tumorzellen (HelLa, Skov-3) als auek vivodurch unverdaute, bésartige Ovarialkarzinomproben
von Patienten aktiviert werden und erreichte euma FOLR1 TCB vergleichbare Aktivitat. Der
Probody (UPA-Legumain-Matriptase Linker) war beailgWirksamkeit in H292 Xenografts
vergleichbar zu Cetuximab und konnte ebenfalvivodurch Patiententumorproben (Darm- und
Lungenkrebs) aktiviert werden (Desnoyers et al.3}0Die Aktivierung des Prot-FOLR1 TCB
erfolgte nur durch bosartige Ovarialkarzinomprot®2) fur den Prot-FOLR1 TCB mit MMP-2,-
9-Matriptase Linker. Eine Darmkrebsprobe sowie guatartige Ovarialtumorprobe konnten den
Prot-FOLR1 TCB nicht aktivieren. In der Literatuumde beschrieben, dass die Aktivitat von
MMP-2 und MMP-9 in fortgeschrittenen Ovarialkaranen, Tumoren mit geringem malignen
Potential und Metastasen héher ist als in gutartipenoren (Demeter et al. 2005, Sillanpaa et al.
2007). Die Tumorproben wurden nicht verdaut, dahesben wurde, dass MMP-2, MMP-9 und
Matriptase nicht nur von Tumorzellen, sondern awm Zellen der Tumorumgebung wie
Fibroblasten und Tumor-assoziierte Makrophageniexert werden kénnen (Condeelis et al.
2006, Hanahan et al. 2011, Menen et al. 2012, lldl#@04). Tumor-assoziierte Proteasen kdnnen
durch den Abbau der Extrazellularen Matrix den Tureben helfen zu invasieren (List et al.
2006). Ausserdem kdnnen die Proteasen Wachsturosfakbder Angiogenesefaktoren wie z.B.
VEGF aktivieren und dadurch das Wachstum des Tuibregénstigen (Giraudo et al. 2004, Weidle
2014).

8.9 Verringerte Zytotoxizitat des Prot-FOLR1 TCBs fir Z ellen mit geringer FOLR1-
Expression
Um die mégliche Reduktion der ,,on-target/off-tumdmxizitat zu zeigen, wurde die Zytotoxizitat
des Prot-FOLR1 TCB im Vergleich zum FOLR1 TCB aufyiren Zellen mit geringer FOLR1-
Expression (HBEpiC und HrcEpiC) untersucht. Diedfgkizitat mit dem Prot-FOLR1 TCB war
gegeniber dem FOLR1 TCB signifikant reduziert uasischbei einer 10-fach hoheren
Konzentration als sie fir Tumorzellen verwendetdeuDesnoyeet al. zeigten mit dem Probody
(maskierter Cetuximab) reduzierte NebenwirkungdrdauHaut von nicht-menschlichen Primaten
im Vergleich zu Cetuximab (Desnoyers et al. 20E8).die weitere Analyse des Protease-
aktivierbaren TCBs wird die Reduktion der Toxizitéisatzlich zu den Versuchen mit primaren
gesunden Zellen (HBEpiC und HrcEpiC) noch auf ein@mgan-on-a-chip“ analysiert. Es bleibt
allerdings zu klaren, ob im Tumor aktivierter PFEMLR1 TCB, gesunde Zellen lysieren kann

bevor er abgebaut wird. Dies kann nicht in Vertidhddeitsstudien in Primaten getestet werden, da
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die Aktivierung ohne Tumor nicht stattfindet. Da @eot-FOLR1 TCB nicht kreuzreaktiv zum
murinen FOLR1 ist, wirde auch eine Studie in Mausehts Uber die Sicherheit aussagen. Die
Sicherheit musste daher in einer klinischen Stgdieigt werden. Wie fir den bereits erwahnten
CEA TCB gezeigt wurde, kdnnte fir die Berechnung@esis zur ersten Verabreichung im
Menschen der MABEL Ansatz verwendet werden (Dudal.€2016).

8.10 Ausblick

Da die Expression von FOLRL1 nicht auf Tumorzellesdhrénkt ist, kénnte die Therapie mit dem
hier beschriebenen Prot-FOLR1 TCB sicherer seimélginem FOLR1 TCB. Die Aktivitat der
Proteasen, MMP-2 und MMP-9, wurde beispielsweiséiarialkarzinomproben (Tumor und
Asziten) beschrieben(Demeter et al. 2005). Wenrhigrbeschriebene Prot-FOLR1 TCB
Sicherheit und Wirksamkeit auch in klinischen Séudzeigen kann, dann konnte er fur Patienten
mit FOLR1-positiven, soliden Tumoren (z. B. Lungeder Ovarialkarzinom) fur die
Immuntherapie verwendet werden. Vor allem fur Page mit hohem CA125 Wert kénnte der
Prot-FOLR1 TCB im Vergleich zu FOLR1 mAbs (wie z.fBarletuzumab) besser geeignet sein
(Konner et al. 2010).

TCBs konnen die Infiltration von CD3 positiven Tiéa in den Tumor bewirken (Bacac et al.
2016), wo diese MHC-unabhangig die Tumorzelllystimeren kbnnen. Tumorzellen kénnen sich
allerdings vor den T-Zellen schitzen, indem sisfieisweise PD-L1 exprimieren und damit die
durch T-Zellen induzierte Lyse inhibieren (Ribad 2D Die Kombination des Prot-FOLR1 TCBs
mit Immun-Checkpoint Inhibitoren kénnte daher elidssere Wirksamkeit zeigen als die
Monotherapie mit dem Prot-FOLR1 TCB (Schreinerle2@16). Bei dem bereits erwéahnten CEA
TCB wird die Kombination mit Tecentrig® (NCT0265@)1derzeit untersucht und zeigte bereits
bessere Wirksamkeit als die Monotherapie mit CEBTNCT02324257) (Bacac et al. 2016,

ClinicalTrials.gov).

Im Hinblick auf die personalisierte Medizin konmime Patienten-Biopsie zunachst auf FOLR1-
Expression und Protease Aktivitat untersucht wer@azu kénnten TCBs mit verschiedenen
Proteaseschnittstellen getestet werden und somé&nddresten geeignete Prot-FOLR1 TCB fir den

jeweiligen Patienten ausgewahlt werden.
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