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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Immuntherapie von Tumorerkrankungen

In friihen Stadien diagnostiziert, kbnnen Krebserkrankungen durch lokale Behandlung,
insbesondere durch chirurgische Resektion, geheilt werden. In fortgeschrittenen,
metastasierten Stadien kommen systemische Therapien zum Einsatz, allerdings in
vielen Fallen nur noch in palliativer Intention. Die Immuntherapie stellt einen
vielversprechenden Therapieansatz als Erganzung zu den etablierten Krebstherapien —

Chirurgie, Chemotherapie und Strahlentherapie — dar.

Durch die Zulassung des monoklonalen Antikdrpers Rituximab zur Therapie von B-Zell
Lymphomen im Jahr 1997 (Cheson und Leonard 2008) etablierte sich die

Immuntherapie als neuer Therapieansatz von Tumorerkrankungen.

2010 wurde eine Phase-Ill-Studie publiziert, die eine Verlangerung des Uberlebens
beim metastasierten malignen Melanom durch Ipilimumab nachwies (Hodi et al. 2010).
Ipilimumab ist ein gegen das cytotoxic T lymphocyte antigen 4 (CTLA-4) gerichteter
monoklonaler Antikérper, der im Gegensatz zu den davor eingesetzten Antikérpern
nicht mehr auf die Tumorzellen, sondern auf die T-Zellen abzielt. Dies bedeutete einen
Paradigmenwechsel in der Tumorbehandlung: Statt direkt den Tumor zu bekampfen,
hat die Immuntherapie das Ziel, das eigene Immunsystem zu stimulieren, damit es den
Tumor bekampft. Die Studie von Hodi et al. und die in den Folgejahren verédffentlichten
Studien belegen, dass durch die Aktivierung von T-Zellen Tumorwachstum kontrolliert

werden kann. Dies etablierte T-Zellen als Angriffspunkt neuer Tumortherapien.

1.2 Antikorpertherapien
1.2.1 Aufbau von Antikorpern

Antikérper sind Teil des kérpereigenen, adaptiven Immunsystems. Sie werden nach
Stimulation von differenzierten B-Zellen, sogenannten Plasmazellen, gebildet und sind

spezifisch fir ein bestimmtes Antigen.

Antikorper sind Y-formige Molekiile, die aus zwei schweren (H) und zwei leichten (L)
Ketten bestehen. Die beiden schweren Ketten sind durch Disulfidbriicken miteinander
verbunden. Jede schwere Kette ist mit einer leichten Kette durch eine weitere
Disulfidbriicke verbunden. Die beiden leichten und schweren Ketten eines Antikérpers

sind identisch, sodass ein Antikdrper zwei identische Antigenbindungsstellen besitzt



Einleitung 2

(Abbildung 1). Aufgrund der schweren Ketten werden fiinf verschiedene

Antikérperklassen (Isotyp) unterschieden (IgG, IgM, IgA, IgE und IgD).

Wahrend die Aminotermini der schweren und leichten Kette zwischen verschiedenen
Antikérpern variieren, bleiben die restlichen Abschnitte zwischen den Antikérpern eines
Isotyps konstant. Die Aminotermini der leichten und schweren Kette (Vy und V) bilden
die variable Region und sind fir die Antigenbindung erforderlich. Die konstanten

Domanen der schweren und leichten Ketten (Cy und C,) bilden die konstante Region.
Funktionell lassen sich bei Antikérpern ein Fab-Fragment (fragment antigen binding),
welches fir Antigenbindung zustandig ist, und ein Fc-Fragment (fragment

crystallizable) unterscheiden. Das Fc-Fragment ist der Teil des Antikdrpers, der durch

Interaktion mit Zellen und Molekilen die Effektorfunktionen vermittelt.

Fab

Fc

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Antikérpers modifiziert nach

Murphy und Janeway 2012.

1.2.2 Monoklonale Antikorper in der Tumortherapie

1975 publizierten Kéhler und Milstein eine Methode zur effizienten Herstellung
monoklonaler Antikérper (Kohler und Milstein 1975). Damit legten sie den Grundstein
fur die Entwicklung neuer Therapien. Rituximab wurde 1997 als erster monoklonaler
Antikérper zur Behandlung des B-Zell Lymphoms zugelassen (Cheson und Leonard
2008; McLaughlin et al. 1998). Heutzutage stellen monoklonale Antikérper eine

etablierte Behandlungsform in der Tumortherapie dar.

Die zur Tumortherapie zugelassenen Antikérper sind meist gegen ein
tumorassoziiertes Antigen (TAA) gerichtet. Monoklonale Antikdrper vermitteln ihre

Wirkung vor allem durch Blockade von Signalwegen des Tumors, antikérperabhangige
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zellvermittelte Zytotoxizitat (antibody dependent cellular cytotoxicity, ADCC) und
komplementvermittelte Zytotoxizitat (complement dependent cytotoxicity, CDC) (Hudis
2007; Scott et al. 2012; Van Cutsem et al. 2009; Weiner 2010). Inzwischen wurden
auch Antikorper zugelassen, die einen immunmodulatorischen Effekt auf T-Zellen
haben (Hodi et al. 2010).

Klassische, Tumor-gerichtete Antikdrper werden in der Regel gut vertragen und flihren
insbesondere bei hamatologischen Neoplasien zu Remissionen. Als Monotherapie
haben Antikérper allerdings nur einen begrenzten Stellenwert und auch in Kombination
mit Chemotherapie profitiert nur ein Teil der Patienten von diesen Therapien. Griinde
fir ein mangelndes Therapie-Ansprechen sind unter anderem die schlechte
Penetration der Antikérper in das Tumorgewebe, Einfliisse des Tumormikromilieus,
eine eingeschrankte Wechselwirkung mit Effektorzellen durch geringe Affinitat des Fc-
Rezeptors, eine Aktivierung inhibitorischer Rezeptoren (FcyRIIb) oder die Konkurrenz
mit zirkulierenden IgG (Chames et al. 2009). Durch die Entwicklung bispezifischer
Antikorper, die zwei Antigene gleichzeitig binden, kénnten einige Limitationen der

monoklonalen Antikérper aufgehoben werden.

1.2.3 Bispezifische Antikorper

Bispezifische Antikdrper (BiAk) kdnnen zwei verschiedene Antigene, die auf
unterschiedlichen — oder auf denselben — Zellen exprimiert werden, erkennen und
gleichzeitig binden (Muller und Kontermann 2007). Ein durch die BiAk haufig verfolgter
Therapieansatz ist die Rekrutierung von T-Zellen zum Tumor (Chames und Baty 2009).
Indem sie mit einem Arm gegen ein TAA und mit dem anderen gegen ein T-Zell-Marker
gerichtet sind, kdnnen BiAk T-Zellen und Tumorzellen in eine rdumliche Nahe bringen.
T-Zellen gelten aufgrund ihrer ausgepragten zytotoxischen Aktivitat als die wichtigsten
Effektorzellen des Immunsystems. Da T-Zellen keinen Fc-Rezeptor auf ihrer
Oberflache exprimieren, kdnnen sie nicht durch konventionelle, monoklonale
Antikorper rekrutiert werden. Die meisten BiAk richten sich gegen CD3 als T-Zell-
Marker. Neben den T-Zell-rekrutierenden BiAk wurden auch Konstrukte entwickelt, die
andere Effektorzellen des Immunsystems, wie natirliche Killerzellen (NK-Zellen) tber
CD16 oder Monozyten Uber CD64 zum Tumor rekrutieren (Curnow 1997; Hartmann et
al. 2001; Hartmann et al. 1997; Pullarkat et al. 1999; Repp et al. 2003).
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1.2.3.1 Trifunktionale bispezifische Antikorper

Die ersten BiAk entstanden durch Fusion von zwei Hybridomen (Clark et al. 1988). Die
durch die Hybrid-Hybridom-Technik entstandenen bispezifischen Antikérper behalten
die Struktur eines traditionellen Antikdrpers bei, mit dem Unterschied, dass die beiden
Fab-Fragmente gegen zwei verschiedene Antigene gerichtet sind (Abbildung 2A)
(Milstein und Cuello 1983). Die schweren und leichten Ketten stammen von zwei
unterschiedlichen monoklonalen Antikérpern. Die beiden schweren Ketten bilden ein
Fc-Fragment und stellen damit eine dritte Bindungsstelle dar. Aufgrund der drei
unterschiedlichen Bindungsstellen werden sie als trifunktionale Antikérper bezeichnet.
Durch Fusion eines Maus IgG2a und eines Ratten IgG2b entstanden die sogenannten
Triomabs (Chelius et al. 2010; Lindhofer et al. 1995). Interessanterweise bindet der
Hybrid-Maus-Ratte-Fc-Teil spezifisch an aktivierende Fcy-Rezeptoren (FcyRI und
FcyRIIl) und interagiert nicht mit inhibitorischen Fc-Rezeptoren (FcyRIIb) (Zeidler et al.
2000; Zeidler et al. 1999).

Durch das Fc-Fragment kdnnen diese Art der BiAk neben den T-Zellen auch Fcy-
Rezeptor-positive, akzessorische Effektorzellen, wie Makrophagen, NK-Zellen und
dendritische Zellen (DC) an den Tumor binden und aktivieren (Zeidler et al. 1999). Die
Aktivierung der akzessorischen Immunzellen flihrt zu einer gesteigerten Tumorzelllyse
und zusatzlich durch Interaktion mit antigenprasentierenden Zellen (APC), wie
Makrophagen und DCs, zur Kostimulation der T-Zellen. Diese kostimulatorischen
Molekile werden normalerweise nicht durch den Tumor exprimiert bzw. freigesetzt
(Zeidler et al. 1999). Ohne die kostimulatorischen Signale wiirde es nach CD3-
Aktvierung zu keiner ausreichenden Immunantwort der T-Zellen kommen (Boise et al.
1995; Daniel et al. 1998).

Catumaxomab bindet mit einem Arm Uber das epithelial cell adhesion molecule
(EpCAM) an die Tumorzelle und mit dem anderen Arm an das CD3 der T-Zelle (Ruf
und Lindhofer 2001). In klinischen Studien zeigte Catumaxomab nach intraperitonealer
Injektion bei Patienten mit malignem Aszites eine gute Wirksamkeit (Burges et al.
2007; Heiss et al. 2010). Im April 2009 wurde Catumaxomab als erster bispezifischer

Antikorper fur die klinische Anwendung zugelassen (Seimetz et al. 2010).

Fir eine effektive Therapie solider Tumorerkrankungen ist eine systemische Gabe
erforderlich. Die intravendse Gabe von Catumaxomab wurde in einer Phase-I-Studie

zur Therapie von Patienten mit nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom untersucht.
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Hierbei kam es zu schweren, Dosis-limitierenden Nebenwirkungen (Sebastian et al.
2007). Eine weitere klinische Studie musste aufgrund des Auftretens von akutem
Leberversagen abgebrochen werden (Mau-Sorensen et al. 2015). Die starken
Nebenwirkungen werden auf den Wirkmechanismus von Catumaxomab zurtickgefihrt.
Durch die Vernetzung der T-Zellen mit den akzessorischen Immunzellen kommt es zu
einer tumorunabhangigen, unspezifischen T-Zell-Aktivierung, die zu einer starken
Zytokinausschittung fuhrt und fiir die Nebenwirkungen verantwortlich ist (Eissler et al.
2013; Sebastian et al. 2007).

1.2.3.2 Bispecific T-cell-engager

Ein den bispezifischen Antikdrpern dhnliches Format stellen die bispecific T-cell
engager (BiTE) dar. Die BiTE bestehen aus zwei Einzelketten-Fragmenten (single-
chain variable fragment, scFv) von verschiedenen monoklonalen Antikdrpern, die durch
einen Linker zu einer Polypeptidkette verbunden werden (Abbildung 2C). Die Antigen-
erkennenden variablen Domanen (Fv) der leichten und schweren Ketten eines
konventionellen, monoklonalen Antikdrpers werden Uber einen weiteren Linker
verbunden und bilden das scFv-Fragment (Bird und Walker 1991) (Abbildung 2B). Wie
die bispezifischen Antikérper binden auch die BiTE mit einer variablen Doméane an ein
TAA und mit der anderen an das CD3 der T-Zellen. Dadurch kénnen auch BiTE
T-Zellen und Tumorzellen miteinander vernetzen. Durch ihren Aufbau besitzen sie kein
Fc-Fragment, mit dem sie zusatzlich akzessorische Immunzellen aktivieren kdnnen,

jedoch kénnen sie durch deren geringe GrofRe besser in das Gewebe eindringen.

Im Gegensatz zu den meisten bisher beschriebenen BiAk zeigte dieses Format in vitro
schon bei sehr geringen Antikérperkonzentrationen und niedrigen Effektor- zu Zielzell
(E:Z2)-Verhaltnissen eine sehr hohe zytotoxische Aktivitat (Dreier et al. 2002; Loffler et
al. 2000; Mack et al. 1995). Die starke anti-tumorale Wirksamkeit bei niedrigen E:Z-
Verhaltnissen legt nahe, dass BIiTE die Lyse mehrerer Zielzellen nacheinander
vermitteln (Hoffmann et al. 2005). BiTE binden mit einer vergleichsweise niedrigen
Affinitat an ihre Zielantigene (Dreier et al. 2002). Die alleinige Bindung des BIiTE an
CDa3 fuhrt nicht zu einer Aktivierung der T-Zelle (Brischwein et al. 2007). Erst wenn die
T-Zellen durch den BIiTE an ihre Zielzelle gekoppelt werden, kommt es zu einer
Aktivierung. Durch diesen Mechanismus wird eine unkontrollierte Aktivierung der
T-Zellen verhindert. Die Zielzellen werden MHC-unabhangig und ohne weitere

kostimulatorische Signale lysiert (Dreier et al. 2003; Offner et al. 2006). Auch in
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praklinischen Modellen konnten BIiTE eine gute therapeutische Wirksamkeit zeigen
(Dreier et al. 2003; Schlereth et al. 2005).

Blinatumomab, ein BIiTE, der spezifisch fir CD3 und CD19 ist, fuhrte in klinischen
Studien bei Patienten mit akuter lymphatischer Leukadmie (ALL) und minimal residual
disease (MRD) zur Remission (Topp et al. 2011). 2014 wurde Blinatumomab zur

Therapie der ALL zugelassen.

B ]
2 N
Single chain variable Bispecific T-cell engager
fragment (scFv) (BiTE)

Trifunktionaler
bispezifischer Antikérper

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aufbaus bispezifischer Antikérper,
modifiziert nach Murphy und Janeway 2012.

1.2.3.3 Limitationen bispezifischer Antikorper

Sowohl die Therapie mit trifunktionalen Antikérpern als auch die Therapie mit BiTE sind
zum Teil mit schwerwiegenden Nebenwirkungen vergesellschaftet. Die meisten
Patienten, die mit Blinatumomab (81 %) bzw. mit Catumaxomab (58 %) behandelt
wurden, erlitten unerwiinschte Ereignisse der Stufen Grad 3 bzw. 4 (Seimetz et al.
2010; Topp et al. 2011). Die haufigsten Nebenwirkungen waren Lymphopenie, Fieber,
Schuttelfrost, Abfall der Immunglobulin-Konzentration im Plasma und Hypokaliamie.
Aulerdem traten zentralnervése Nebenwirkungen, wie beispielsweise Desorientierung,
Verwirrtheit, Sprachstérungen und Krampfe auf (Bargou et al. 2008; Seimetz et al.
2010; Topp et al. 2011). Die Nebenwirkungen sind am ehesten auf eine starke
Zytokinfreisetzung durch eine polyklonale T-Zell-Aktivierung zurtickzufiihren (Baeuerle
und Reinhardt 2009; Seimetz et al. 2010). Zudem ist trotz der guten Wirksamkeit von
bispezifischen Antikérpern bei hdmatologischen Grunderkrankungen ihre Wirksamkeit

bei soliden Tumorerkrankungen eingeschrankt.
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1.3 T-Zell-Therapie
1.3.1 Adoptiver T-Zell-Transfer

CD8-positive, zytotoxische T-Zellen sind potente Effektorzellen der adaptiven
Immunantwort gegen Tumorzellen (Boon et al. 2006; Rosenberg 2001). Diese
exprimieren auf ihrer Oberflache einen T-Zell-Rezeptor (TZR), der hochspezifisch fiir
ein bestimmtes Antigen ist. Man spricht von tumorspezifischen T-Zellen, wenn der TZR

gegen ein tumorassoziiertes Antigen (TAA) gerichtet ist.

Beim adoptiven T-Zell-Transfer (AZT) werden autologe, tumorspezifische T-Zellen

ex vivo expandiert und stimuliert (Dudley und Rosenberg 2003; Gattinoni et al. 2006;
Yee et al. 2002). Fur die T-Zell-Therapie werden unter anderem Tumor-infiltrierende
Lymphozyten (TIL) verwendet (June 2007). TIL werden aus chirurgisch entferntem
Tumorgewebe isoliert und durch Zugabe von Interleukin-2 (IL-2) expandiert (Restifo et
al. 2012). Alternativ werden zytotoxische T-Zellen, die aus dem peripheren Blut oder
tumordrainierenden Lymphknoten gewonnen werden, verwendet (June 2007). Der
adoptive Transfer von tumorspezifischen T-Zellen zeigte in Tierversuchen
vielversprechende Ergebnisse (Alexander und Rosenberg 1990). Allerdings konnte die
T-Zell-Therapie in klinischen Studien bei immunkompetenten Patienten nur geringe
Erfolge erzielen (Dreno et al. 2002; Dudley et al. 2001; Figlin et al. 1999; Rosenberg et
al. 1994). Von einer Behandlung mit TIL in Kombination mit einer IL-2 Gabe beim
metastasierten Melanom profitierten nur wenige Patienten langfristig (Dudley et al.
2001; Rosenberg et al. 1994).

Die Wirksamkeit des AZT ist aufgrund der geringen Infiltration der T-Zellen in das
Tumorgewebe und der fehlenden Aktivierung der T-Zellen im Tumor begrenzt. Die
fehlende T-Zell-Aktivierung kann durch eine Herabregulation des MHC-I-Komplexes
oder durch das immunsuppressive Milieu im Bereich des Tumors bedingt sein (Restifo
et al. 1996; Schreiber et al. 2011). AuBerdem werden die T-Zellen durch
immunsuppressive Faktoren wie das programmed cell death protein 1 (PD-1), das
cytotoxic T lymphocyte antigen 4 (CTLA-4) sowie durch immunsuppressive Zellen wie
myeloid-derived suppressor cells (MDSC) oder regulatorische T-Zellen (Treg)
gehemmt (Ahmadzadeh et al. 2009; Baitsch et al. 2011).

In praklinischen und klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass eine Bestrahlung
oder myeloablative Chemotherapie im Sinne einer immunsuppressiven Konditionierung

die anti-tumorale Wirksamkeit der transferierten T-Zellen verbessert (Cheever et al.
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1980; Dudley et al. 2002). Der adoptive Transfer von TIL in Kombination mit IL-2 —
nach einer immunsuppressiven Konditionierung — fihrte bei der Mehrzahl der
Patienten mit fortgeschrittenem Melanom zu einem Ansprechen der Therapie (Dudley
et al. 2008; Rosenberg et al. 2011). In weiteren klinischen Studien bei Patienten mit
malignem Melanom konnten Ansprechraten um 50 % bestatigt werden (Besser et al.
2010; Itzhaki et al. 2011).

Eine immunsuppressive Vorbehandlung verbessert die anti-tumorale Wirksamkeit des
AZT durch die Elimination von immunsuppressiven Zellpopulationen. Zusatzlich wird
dadurch die Funktionalitat der APC verbessert (Gattinoni et al. 2006).

Dennoch konnte die TIL-Therapie bisher nur beim malignen Melanom eine gute
Wirksamkeit zeigen, da nur bei dieser Tumorentitat eine ausreichende Menge an TIL
isoliert werden kann (Restifo et al. 2012). Prinzipiell kénnen T-Zellen jede Art von
Tumorzellen lysieren, sofern sie ein Antigen auf der Zelloberflache der Tumorzelle
erkennen (Porter et al. 2011; Robbins et al. 2011).

1.3.2 Gentechnisch veranderte T-Zellen

Durch gentechnische Veranderung kénnen T-Zellen einen TZR oder einen chimeric
antigen receptor (CAR) exprimieren, die ein bestimmtes Antigen auf der Tumorzelle
erkennen und T-Zell-Aktivierung vermitteln (Morgan et al. 2006; Porter et al. 2011;
Robbins et al. 2011). Dadurch wird das Spektrum von Tumorentitaten, die flur eine
T-Zell-Therapie zuganglich sind, erweitert (Brentjens et al. 2011; Kochenderfer und
Rosenberg 2011; Porter et al. 2011; Robbins et al. 2011). Die tumorspezifischen TZR
bzw. CAR werden in der Regel mittels viraler Transduktion in die T-Zellen

hineingeschleust.

CAR entstehen durch Fusion einer Antigenbindungsstelle mit der intrazellularen
Domane eines TZR und sind dadurch in der Lage, nach Bindung an das Antigen die
T-Zelle zu aktivieren (Kalos und June 2013). Ein CAR besitzt eine den Antikdrpern
ahnliche Spezifitat (Restifo et al. 2012). Dadurch kénnen CAR, im Gegensatz zu den
TZR, Antigene auf der Zelloberflache der Zielzellen erkennen, die nicht tber den MHC-
Komplex prasentiert werden (Morgan et al. 2010; Sadelain et al. 2009). Therapien mit
CAR-T-Zellen werden deshalb nicht durch die Herabregulation des MHC-Komplexes,
einem bei vielen Tumorarten vorkommendem tumor-escape-Mechanismus, beeinflusst
(Vitale et al. 2005).



Einleitung 9

Die Mehrzahl klinischer Studien mit CAR wird derzeit bei B-Zell-Neoplasien
durchgefiihrt. Das Zielantigen der CAR ist hierbei CD19. Da CD19 ausschlief3lich von
reifen B-Zellen und nicht von anderen blutbildenden Zellreihen exprimiert wird, stellt es
ein geeignetes Zielantigen in der Immuntherapie von B-Zell-Neoplasien dar (Holzinger
et al. 2016). In klinischen Studien zeigte die T-Zell-Therapie mit CAR sehr gute
Ansprechraten (Brentjens et al. 2011; Kochenderfer et al. 2015; Robbins et al. 2011).
Bei Patienten mit therapierefraktarer oder rezidivierender ALL konnte durch eine T-Zell-
Therapie mit CAR bei bis zu 90 % der Patienten eine komplette Remission erreicht
werden (Maude et al. 2014). Seit 2017 ist die erste anti-CD19-CAR-T-Zell-Therapie in
den USA durch die Food and Drug Administration (FDA) zugelassen (Mullard 2017).

Die Therapie von soliden Tumoren mit CAR gestaltet sich jedoch schwieriger, da die
meisten TAA, anders als CD19, auch von gesunden Geweben exprimiert werden.
Zusatzlich muss bei der Therapie solider Tumoren die Infiltration der T-Zellen in den
Tumor, das immunsuppressive Milieu um den Tumor sowie die Rekrutierung
immunsuppressiver Zellen bertcksichtigt werden (Holzinger et al. 2016). Phase-I-
Studien evaluieren derzeit die Sicherheit und Machbarkeit der Therapie mit CAR bei

soliden Tumoren.

Obwohl der adoptive Transfer von CAR T-Zellen bei der Therapie von Leukdmien und
Lymphomen zu sehr guten Ansprechraten geflihrt hat, ist diese Therapie haufig mit
schweren Nebenwirkungen vergesellschaftet. Die meisten Nebenwirkungen entstehen,
weil die genetisch veranderten T-Zellen auf3erhalb des Tumorgewebes an ihr Antigen
binden und ihre Effektorfunktionen austiben (on-target toxicity) (Brentjens et al. 2010;
Lamers et al. 2006; Morgan et al. 2010). Dies resultiert in Gewebezerstérung und einer

starken Zytokinfreisetzung (Zytokinsturm).

Die Ergebnisse der klinischen Studien machen deutlich, dass weiterhin an der
Optimierung des AZT geforscht werden muss. Ein interessanter Ansatz hierbei ist die

Kombinationstherapie mit einem bispezifischen Antikérper (Buhmann et al. 2009).

1.4 Rationale und Zielsetzung der Promotionsarbeit

Ein Ansatz zur Optimierung des AZT ist die Kombination mit einem T-Zell-
rekrutierenden BiAk. Allerdings fliihrte die Kombinationstherapie wegen der
T-Zell-Aktivierung zu einer massiven Zytokinfreisetzung (Riechelmann et al. 2007).

Daher hat unsere Arbeitsgruppe ein neueartiges Kombinationskonzept entwickelt, bei
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dem der AZT mit einem BiAk kombiniert wird, der spezifisch die transferierten,
tumorspezifischen T-Zellen an den Tumor rekrutiert ohne eine systemische

T-Zell-Aktivierung zu verursachen (Kobold et al. 2015).

Fir diese Kombinationstherapie wird ein inaktives Marker-Antigen in tumorspezifische
T-Zellen transduziert. Dieses Antigen dient als Bindestelle fir den einen Arm des BiAk.
Als Zielantigen wurde in dieser Arbeit eine trunkierte Version des humanen epidermal
growth factor receptor Variante 3 (EGFRuvIIl) verwendet. Hintergrund ist, dass EGFRUvIII
eine tumorspezifische Variante des EGFR darstellt, die ausschliellich in bestimmten
Tumorzellen, wie zum Beispiel Glioblastomzellen zu finden ist (Gan et al. 2013). Daher
kann dieser Arm des BiAk nur an die transduzierten T-Zellen oder an die Tumorzelle
binden. Die Bindung des BiAk an EGFRVIII st zudem keine intrazellulare
Signalkaskade in den T-Zellen aus. Im Gegensatz zu den bisherigen anti-CD3-BiAk
kann eine T-Zell-Aktivierung nur durch Interaktion zwischen dem TZR und der
Tumorzelle stattfinden. Dadurch soll eine Aktivierung auf3erhalb des Tumors verhindert
und systemische Nebenwirkungen reduziert werden. Indem der in dieser Arbeit
verwendete BiAK neben den T-Zellen auch an das TAA EpCAM bindet, rekrutiert er die
transferierten, tumorspezifischen T-Zellen an den Tumor, wo sie spezifisch ihre

Zielzellen lysieren.

Mit der Kombinationstherapie werden vor allem zwei Ziele verfolgt. Zum einen sollen
sich die zytotoxischen Effekte durch die spezifische Rekrutierung von T-Zellen an den
Tumor potenzieren. Zum anderen sollen die Nebenwirkungen durch Verhinderung

einer systemischen T-Zell-Aktivierung reduziert werden.

Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass eine Kombinationstherapie aus AZT
tumorspezifscher T-Zellen und einem BiAk bei Mausen, die ein murines
Adenokarzinom des Magens entwickeln, zu einem verzégerten Tumorwachstum und

einem verlangerten Uberleben fiihrt (Kobold et al. 2015).

Ziel dieser Arbeit war die Erweiterung des Therapiekonzeptes durch die Beantwortung
folgender Fragestellungen:
1) Kann der anti-EGFRUvIIIl x anti-mEpCAM bispezifische Antikérper T-Zellen an
Tumorzellen rekrutieren?
2) Hat die Kombination aus tumorspezifischen T-Zellen mit dem
anti-EGFRuvIII x anti-mEpCAM bispezifischen Antikérper einen additiven Effekt

auf die Tumorzelllyse in vitro?
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3) Ist die therapeutische Wirksamkeit der Kombinationstherapie aus adoptivem
T-Zell-Transfer und einem T-Zell-rekrutierenden bispezifischen Antikérper im
murinen Melanommodell B16-OVA und im murinen Pankreaskarzinommodell
Panc-OVA darstellbar?

4) Kann die Wirksamkeit der Kombinationstherapie durch eine immunsuppressive

Vorbehandlung verbessert werden?

Der fir die vorliegende Arbeit verwendete BiAk bindet mit einem Arm das mEpCAM
der Tumorzellen und mit dem anderen den EGFRUVIII, welcher als inaktives Marker-
Antigen in die T-Zellen transduziert wurde (Abbildung 3). Fur den AZT wurden CD8-
positive T-Zellen aus transgenen OT-l Mausen verwendet. Die OT-I T-Zellen
exprimieren einen TZR, der spezifisch fur das SIINFEKL-Epitop des von den
Tumorzellen prasentierten Modellantigens Ovalbumins ist (Hogquist et al. 2012). Durch
die Interaktion des TZR mit SIINFEKL kommt es zur Aktivierung der T-Zelle.

~ TCR MHC

/ OT-I T-Zelle —_%g-

{
!

EGFRuvlil

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Therapiekonzeptes modifiziert nach Kobold
et al. 2015. Der BiAk bindet an das EGFRVIII der transduzierten T-Zelle und an das mEpCAM
der Tumorzelle. Der TZR der T-Zelle ist spezifisch fur das SIINFEKL-Epitop des Ovalbumins,

welches im Kontext des MHC-I-Komplexes von der Tumorzelle prasentiert wird.
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2. Material und Methoden
2.1 Materialien
2.1.1 Gerate

Tabelle 1: Gerate

Gerite

Firma

CO; Inkubator (BD6220)

Heraeus, Hanau, Deutschland

FACSCanto I

BD Biosciences, New Jersey, USA

Gefrierschrank (-80 °C)

Thermo Scientific, Waltham, USA

Kihl- und Gefrierschranke
(4 °C, -20 °C)

Bosch, Gerlingen-Schillerhéhe, Deutschland

Lamin Air

Heraeus, Hanau, Deutschland

Mikroskop Axiovert 25

Zeiss, Jena, Deutschland

Mithras LB940 ELISA Reader

Bertold, Bad Wildbad, Deutschland

Multifuge 3L-R

Heraeus, Hanau, Deutschland

Multifuge 4KR

Heraeus, Hanau, Deutschland

Nanophotometer

Implen GmbH, Minchen, Deutschland

Neubauer Zahlkammer

Optik Labor Frischknecht, Balgach, Deutschland

pH-Meter WTW, Weilheim, Deutschland
RTCA iCELLigence ACEA Biosciences, San Diego, USA
Vortex VF2 Janke & Kunkel, Staufen, Deutschland

Waage CPA 1003S

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Zentrifuge 5424

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

2.1.2 Chemikalien, Reagenzien und Puffer

Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien

Firma

Aceton

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Bovines Serum-Albumin (BSA)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Calcein AM

R&D Systems Inc., Minneapolis, USA

Calciumchlorid (CaCly,)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat (NA;HPO,)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (PBS) | PAA, Pasching, Osterreich
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Chemikalien und Reagenzien Firma

Ethanol 100 %

Apotheke Innenstadt, LMU Minchen,

Deutschland

FACSFlow, FACSSafe

BD Biosciences, New Jersey, USA

Isofluran

Abbott, Zug, Schweiz

Isopropanol (70 %, 100 %)

Apotheke Innenstadt, LMU Minchen,

Deutschland

Kaliumchlorid (KCI)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Lipofectamine 2000

Invitrogen, Carlsbad, USA

Natriumchlorid (NaCl)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Natriumchloridiésung 0,9 %

Apotheke Innenstadt, LMU Minchen,

Deutschland

Puromycin

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Polybrene

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Retronectin

Takara, Kusatsu, Japan

Triton X-100 Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Trypan-Blau Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Tween 20 Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 3: Puffer

Puffer

Zusammensetzung

Erylyse

10 ml BD PharmLyse (10x)
90 ml PBS

Calcium Chlorid-Puffer

3,675 g CaCl,
ad 10 ml ddH,0

Transfektionspuffer

1,6 g NaCl

74 mg KCI

50 mg NA,HPO,

1 g HEPES

ad 100 ml ddH,O und pH 6,76
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2.1.3 Materialien fiir die Zellkultur

Tabelle 4: Materialien fiir die Zellkultur

Materialien

Firma

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM)

PAA, Pasching, Osterreich

Fetales Kalberserum (FBS)

Gibco Products, Grand Island NY, USA

HEPES-Puffer 1 M

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

L-Glutamin 200 mM

PAA, Pasching, Osterreich

MEM Non-Essential Amino Acids
(NEAA, 100x)

Gibco Products, Grand Island NY, USA

Natrium-Pyruvat

PAA, Pasching, Osterreich

Penicillin / Streptomycin (100x)

PAA, Pasching, Osterreich

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)

PAA, Pasching, Osterreich

RPMI ohne Phenolrot

PAA, Pasching, Osterreich

3-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Trypsin (10x)

PAA, Pasching, Osterreich

Very Low Endotoxine (VLE) RPMI

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Tabelle 5: Medien fiir die Zellkultur

Zellkultur-Medien Zusammensetzung
DMEM-Vollmedium 500 ml DMEM High Glucose

10 % FBS

2 mM L-Glutamin

1% MEM-NEAA

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
RPMI-Volimedium 500 ml RPMI

10 % FBS

2 mM L-Glutamin

1% MEM-NEAA

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

1 mM Natrium-Pyruvat
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Zellkultur-Medien Zusammensetzung
T-Zell-Medium 500 ml VLE-RPMI
10 % FBS
2 mM L-Glutamin
1% MEM-NEAA

100 1U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

1 mM Natrium-Pyruvat

50 uM R-Mercaptoethanol

1 mM HEPES
Zytotox-Medium 500 ml RPMI ohne Phenolrot

1% FBS

2 mM L-Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

1 mM Natrium-Pyruvat
1 mM HEPES

Tabelle 6: Zytokine und Wachstumsfaktoren

Zytokine und Wachstumsfaktoren

Hersteller

Anti-Mouse CD3e (Klon 145-2C1)

eBioscience, Santa Clara, USA

Anti-Mouse CD28 (Klon 37.51)

eBioscience, Santa Clara,USA

Recombinant Human IL-2

PeproTech, Rocky Hill, USA

Recombinant Human IL-15

PeproTech, Rocky Hill, USA

Dynabeads Mouse T-Activator CD3-CD28

Life Technologies, Miinchen, Deutschland

Einmalmaterialien flir die Zellkultur wurden von den Firmen BD Falcon (Franklin Lakes
NJ, USA), Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland), Corning (Corning NY, USA),

Eppendorf (Hamburg, Deutschland), Greiner Bio-One (Kremsmlinster, Deutschland),

Millipore (Billerica, USA), Sartorius (Géttin

Deutschland) verwendet.

gen, Deutschland) und Sarstedt (Nirnbrecht,
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2.1.4 Zelllinien

Tabelle 7: Zelllinien

Zelllinie Zellart Ursprung Medium Herkunft
B16-OVA Murine Melanom- B16-F10- DMEM- LGC Standards
Zelllinie (C57BL/6) Zellinie Vollmedium (Teddington,
Vereinigtes
Kdéngreich)
Panc-OVA | Murine Panc02- DMEM- Prof. Dr. med.
Pankreaskarzinom- | Zelllinie Vollmedium C. Bruns
Zellinie (C57BL/6) (LMU Minchen,
Deutschland)
Plat-E Verpackungs- 293T- DMEM- Dr. rer. nat. M.
Zelllinie Zelllinie Volimedium Leisegang
mit 1 pg/mL (Charité Berlin,
Puromycin Deutschland)
und 10 pg/mL
Blasticidin
2.1.5 Kits
Tabelle 8: Kits
Kit Hersteller

GeneJET Plasmid Miniprep Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

USA

Pure Yield Plasmid Maxiprep System

Promega, Madison, USA

CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay

Promega, Madison, USA

2.1.6 FACS-Antikorper

Tabelle 9: unkonjugierte Primarantikorper

Primérantikorper

Eingesetzte

Konzentration

Hersteller

Cetuximab

10 pg/ml

Merck, Darmstadt, Deutschland

(8.8 IgG2a Ratten
anti-mEpCAM-Antikérper

10 pg/ml

Jonas Henkel, Abteilung fir

Klinische Pharmakologie, Miinchen
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Primérantikorper

Eingesetzte

Konzentration

Hersteller

Anti-EGFRVIIIl x anti-mEpCAM | 10 pg/ml Roche, Penzberg, Deutschland
bispezifischer Antikdrper
Rituximab 10 pg/ml Roche, Basel, Schweiz

Tabelle 10: konjugierte Primarantikérper

Primarantikorper Klon Eingesetzte Hersteller

Konzentration
Anti-CD3 PE/Cy7 17A2 5 ug/mi Biolegend, San Diego, USA
Anti-CD8 APC 53-6.7 5 ug/mi Biolegend, San Diego, USA
Anti-Human EGFR APC | AY13 10 pg/ml Biolegend, San Diego, USA

Tabelle 11: Sekundarantikoérper

Sekundarantikorper Eingesetzte Hersteller
Konzentration
Alexa Fluor 488 AffiniPure F(ab), 30 ug/ml Jackson Immuno Research,
Fragment Donkey anti-Rat IgG (H+L) West Grove, USA
Alexa Fluor 488 AffiniPure F(ab), 30 pg/ml Jackson Immuno Research,
Fragment Goat anti-Mouse IgG, West Grove, USA
F(ab), Fragment Specific
Alexa Fluor 488 Goat anti-Human IgG | 20 pg/ml Thermo Fisher Scientific,
(H+L) Secondary Antibody Waltham, USA
FITC AffiniPure Rabbit anti-Human 30 pg/mi Jackson Immuno Research,
IgG, Fcy Fragment Specific West Grove, USA
FITC AffiniPure F(ab), Fragment Goat | 30 pg/ml Jackson Immuno Research,
anti-Human IgG, Fcy Fragment West Grove, USA
Specific
2.1.7 Software
Tabelle 12: Software
Software Hersteller
Adobe lllustrator CS4 Adobe Systems, San Jose, USA
Endnote Thompson Reuter, Carlsbad, USA
FACS Diva BD Biosciences, New Jersey, USA
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Software Hersteller

FlowJo Tree Star, Ashland, USA

GraphPad Prism GraphPad Software, La Jolla, USA
Microsoft Office Microsoft, Redmond, USA

RTCA Data Analysis ACEA Biosciences, San Diego, USA

2.2 Tierversuche
2.2.1 Mause

Mause, die transgen fiir einen T-Zell-Rezeptor (TZR) sind, der spezifisch flir Ovalbumin
ist (OT-I), wurden vom Jackson Laboratory (Bar Harbor, USA) gekauft und unter SPF
Bedingungen in unserem Tierstall geziichtet. Fir Therapieversuche wurden weibliche,
wildtyp C57BL/6 Mause von der Firma Janvier (St. Berthevin, Frankreich) erworben.
Die Mause waren zum Zeitpunkt der Experimente 6 bis 8 Wochen alt. Die Tierversuche
wurden von der zustandigen Behorde (Regierung von Oberbayern, Miinchen,

Deutschland) genehmigt.

2.2.2 Isolation von Milz-Zellen

Die Mause wurden durch Genickbruch unter Isofluran-Narkose getétet. Die Milz wurde
entnommen und unter sterilen Bedingungen durch ein 40 um Zellsieb in ein Falcon mit
5 ml T-Zell-Medium (TCM) gedrickt, um die Gewebestruktur aufzubrechen und eine
Einzelzellsuspension zu erreichen. Das Zellsieb wurde dreimal mit 10 ml TCM gespililt.
Nach Zentrifugation bei 400 g flr 5 min wurde das Zellpellet in Erylyse-Puffer
resuspendiert und flir 90 s inkubiert. Durch erneutes Waschen mit TCM und
Zentrifugation wurden Erythrozytenreste entfernt. Die gewonnenen Splenozyten
wurden auf eine Konzentration von 2 x 10° Zellen pro mlin TCM mit 10 1U/ml IL-2,

1 wg/ml anti-mouse CD3 und 0,1 ug/ml anti-mouse CD28 eingestellt und Uber Nacht
bei 37 °C inkubiert.

2.2.3 In vivo Therapieversuche

Den Méausen wurden 10° oder 10* mEpCAM* B16-OVA- oder 2 x 10° mEpCAM*
Panc-OVA-Tumorzellen subkutan in die Flanke injiziert. Tumortragende Mause wurden
vor der Therapie in Gruppen randomisiert (n= 6 - 7) und erhielten entweder eine
Kombinationstherapie aus EGFRvIII* OT-I T-Zellen und dem anti-EGFRuvIII x anti-
mEpCAM bispezifischen Antikérper (ER-Ep BiAk), EGFRvIII* OT-I T-Zellen, den
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ER-Ep BiAk oder PBS als Kontrolle. Pro Tier wurden 5 x 10° bzw. 10’ OT-I T-Zellen
bzw. 200 nug ER-Ep BiAk, gel6st in 150 ul PBS, intravends injiziert. Bei der
Kombinationstherapie wurden die T-Zellen vor Injektion fiir 30 min mit dem ER-Ep BiAk
inkubiert. Die mMEpCAM* B16-OVA-Tumore wurden am 3. und 8. bzw. 3. und 10. Tag
nach der Tumorinjektion behandelt, wahrend die mEpCAM* Panc-OVA-Tumore
einmalig am 5. Tag nach der Tumorinjektion therapiert wurden. In einem weiteren
Therapieversuch mit mEpCAM®* B16-OVA-Tumoren wurden die M&ause 6 h vor der
ersten T-Zellinjektion — 72 h nach der Tumorinjektion — mit 5 Gray (Gy) bestrahlt, um
eine Lymphopenie zu induzieren. Die Tumorgréf3e wurde alle 48 h verblindet
gemessen. Bei einer Tumorgréfe von groBer 225 cm? wurden die Tiere aus dem

Versuch genommen und getotet.

2.3. Zellkultur
2.3.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen

Alle Zellen wurden bei einer Temperatur von 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,
kultiviert. Die Zellkulturexperimente wurden unter einer Laminar Air Flow unter sterilen

Bedingungen durchgefihrt.
2.3.2 Bestimmung von Zellzahl und Vitalitét

Mit dem Trypanblau-Ausschlusstest wurde zwischen vitalen und toten Zellen
unterschieden. Die Zellen wurden bei einer adaquaten Verdliinnung mit Hilfe der

Neubauer Zahlkammer gezahlt. Die Zellzahl ergab sich aus:
Zellzahl pro ml = gezahlte Zellen in einem Quadrat x Verdiinnungsfaktor x 10*
2.3.3 Kultivierung von Tumorzelllinien

Sowohl die Panc-OVA- als auch die B16-OVA-Tumorzelllinien wurden in
DMEM-Volimedium in adaquaten Zellkulturflaschen kultiviert. Unter dem
Lichtmikroskop wurde regelmaRig auf die Vitalitat der Zellen geachtet und die
Konfluenz beurteilt. Aufgrund ihrer Wachstumsgeschwindigkeit wurden die Zellen
dreimal pro Woche passagiert. Hierfir wurden die adharenten Zellen mit Trypsin von
der Zellkulturflasche geldst, gewaschen und ein Bruchteil der Zellen in eine neue

Zellkulturflasche mit frischem Medium Uberfiihrt. Zur Expansion wurden die Zellen auf
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zusatzliche Zellkulturflaschen aufgeteilt. Durch regelmaRige Testung konnte eine

Kontamination mit Mykoplasmen ausgeschlossen werden.

2.3.4 Kultivierung von priméaren T-Zellen

Primare T-Zellen wurden in TCM mit 50 ng/ml IL-15 kultiviert. Alle 48 h wurden die
Zellen auf eine Konzentration von 10° Zellen pro ml eingestellt und je nach Zellzahl in
frische 6-Well-Platten, 75 cm?oder 175 cm? Zellkulturflaschen tberfiihrt. Die Zellen
wurden taglich unter dem Lichtmikroskop auf ihre Vitalitat Gberprift. Nach 8 bis 10

Tagen wurden die Zellen verworfen.

2.4 Methoden
2.4.1 Entwicklung eines anti-EGFRvIIl x anti-mEpCAM bispezifischen Antikérpers

Der in dieser Arbeit verwendete anti-EGFRuvIIl x anti-mEpCAM bispezifische Antikérper
(ER-Ep BiAk) wurde von der Firma Roche (Penzberg, Deutschland) in
Zusammenarbeit mit der Abteilung fir Klinische Pharmakologie entwickelt und zur
Verfligung gestellt. Der BiAk besteht aus einem humanen IgG-Grundgerust und ist als
ein asymmetrisches 2+1-Format, mit einer bivalenten Bindung an murines EpCAM
(mEpCAM) und einer monovalenten Bindung an humanes EGFRuvlIl, aufgebaut
(Abbildung 4). Das anti-EGFRvIII Fab-Fragment wurde durch eine head-to-tail-Fusion
Uber einen flexiblen Linker mit einem der anti-mEPCAM Fab-Fragmente verbunden.
Der BiAk wurde mit Hilfe der Cross-MAb- und knob-into-hole-Technik hergestellt
(Castoldi et al. 2013; Kobold et al. 2015).

hEGFRuvIII

g:] Fc (Knob)

Abbildung 4: Aufbau des anti-EGFRVIII x anti-mEpCAM bispezifischen Antikorpers
modifiziert nach Schaefer et al. 2011 sowie Murphy und Janeway 2012
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2.4.2 Retrovirale Transduktion

2.4.2.1 Transduktion primarer T-Zellen

Primare T-Zellen wurden mit dem humanen epidermal growth factor receptor

Variante 3 (EGFRUVIII) retroviral transduziert. Hierflr wurde der EGFRUVIII in den
retroviralen Vektor pMP71 kloniert. Primare T-Zellen wurden mit dem pMP71-EGFRuvlII
Konstrukt nach folgendem Protokoll transduziert (modifiziert nach Leisegang et al.
2008; Kobold 2015).

Es wurden pro Well 10° bis 1,25 x 10° Plat-E Zellen in 3 ml DMEM-Vollmedium in eine
6-Well-Patte ausplattiert. Nach 20 bis 24 h Inkubation bei 37 °C wurde mit 60 bis

70 %ig konfluenten Wells fortgefahren. Fur die Transfektion wurden pro Well 150 ul
einer 2,5 mM Calcium-Chlorid-Lésung (CaCl,), die 18 ug der zu transfizierenden DNA
enthalt, hergestellt. 150 ul des CaCl,-DNA-Gemischs wurden unter vortexen
tropfchenweise zu 150 ul Transfektionspuffer hinzugefiigt. Nach 30-mindtiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurden pro Well 300 ul der prazipitierten Lésung
tropfchenweise auf die Plat-E Zellen pipettiert. Nach 6 h Inkubation bei 37 °C wurde
das Medium gegen DMEM-Vollmedium ausgetauscht und die Zellen fiir weitere 42 h
inkubiert. Splenozyten wurden wie oben beschrieben aus einer wildtyp (WT) bzw. OT-I

Maus gewonnen und Uber Nacht bei 37° C inkubiert.

Der Virusuberstand der Plat-E Zellen wurde abgenommen und durch einen 0,45 um
Filter filtriert. 1 bis 2 ml Virustiberstand wurden pro Well in eine Retronectin-gecoatete
24-Well-Platte Gberfuhrt und bei 3000 g fur 2 h bei 4 °C zentrifugiert. Die Plat-E Zellen
wurden mit 3 ml TCM versorgt und flr 24 h bei 37 °C inkubiert. Die Splenozyten
wurden auf eine Konzentration von 10° Zellen pro ml in TCM mit 10 IU/ml IL-2 und 4 x
10° Dynabeads pro ml eingestellt. Nach der Zentrifugation wurde der Virusiiberstand
verworfen, 1 ml der Zellsuspension auf die virusgecoateten Platten Uberfihrt und bei
800 g fir 30 min bei 32 °C zentrifugiert. Die Zellen wurden tber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Am nachsten Tag wurde erneut Virusuiberstand abgenommen, durch einen
0,45 um Filter filtriert, 1 ml pro Well auf die T-Zellen gegeben und bei 800 g fiir 90 min
bei 32 °C zentrifugiert. Nach 6 h Inkubation bei 37 °C wurden die T-Zellen auf eine
Konzentration von 10° Zellen pro ml in TCM mit 50 ng/ml IL-15 eingestellt, in 6-Well-
Platten Uberfihrt und bei 37 °C kultiviert. Die Transduktionseffizienz wurde am 8. Tag

mittels Durchflusszytometrie kontrolliert.
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2.4.2.2 Transduktion von Tumorzelllinien

Das murine epithelial cell adhesion molecule (mEpCAM) wurde in einen pMXs-Vektor
kloniert und mittels retroviraler Transduktion in B16-OVA- und Panc-OVA-Tumorzellen

transduziert.

Hierflr wurden, wie oben beschrieben, Plat-E Zellen transfiziert und retroviraler Virus
produziert. Fiir die Transduktion wurden 10° Tumorzellen pro Well in einen 6-Well-
Platte ausplattiert. Nachdem die Zellen adharent waren, wurde das Medium
abgenommen und durch 3 ml filtrierten Virustberstand ersetzt. Zusatzlich wurde 8
ug/ml Polybrene hinzugegeben. Nach 48 h Inkubation bei 37 °C wurde der
Virusiberstand gegen DMEM-Vollmedium ausgetauscht. Die Transduktionsrate wurde
mittels Durchflusszytometrie tGberprift. Die mEpCAM-positiven Tumorzellen wurden
durch fluorescence activated cell sorting (FACS) aussortiert und anschlief’end

expandiert.

2.4.3 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wurde zur Bestimmung der Transduktionseffizienzen sowie
zum Sortieren der mEpCAM-positiven Tumorzellen verwendet. Hierflr wurde ein FACS

Canto Il von BD Biosciences verwendet.

Zur Bestimmung der Transduktionsraten wurden 5 x 10° Zellen in 50 ul PBS mit 2 %
FCS gel6st. Zur Anfarbung der Oberflachenantigene wurde 0,5 - 1 ug eines
fluoreszenzmarkierten oder eines ungekoppelten Antikdrpers hinzugegeben und im
Dunkeln fur 30 min bei 4 °C inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen zwei Mal mit
PBS mit 2 % FCS gewaschen. Wenn ein unkonjugierter Primarantikdrpern verwendet
wurde, so wurde in einem zweiten Schritt 1 - 1,5 ug eines fluoreszenzgekoppelten
Sekundarantikérpers hinzugegeben. Nach 30-minutiger Inkubation im Dunkeln bei 4 °C
wurde zweimal mit PBS mit 2 % FCS gewaschen. Zur Analyse wurden die Zellen in 1
ml PBS mit 2 % FCS resuspendiert. Die Daten der Durchflusszytometrie wurden mit

der FlowJo Software ausgewertet und in Prozent dargestellt.

Fir das FACS-sorten wurden die Zellen, wie oben beschrieben, auf mEpCAM
angefarbt und die am starksten positiv angefarbten 3 % der Zellen heraussortiert.

AnschlielRend wurden die Zellen bei 37 °C kultiviert und die mEpCAM-Expression
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mittels Durchflusszytometrie kontrolliert. Das FACS-sorten wurde durch eine

befreundete Arbeitsgruppe durchgefihrt.
2.4.4 Adhédsions-Assay

Fir die Adhasions-Assays wurden 10 mEpCAM* B16-OVA-Zellen pro Well in eine 6-
Well-Platte ausplattiert, so dass nach Inkubation tiber Nacht eine 100 %ige Konfluenz
erreicht wurde. Die T-Zellen wurden in einer Konzentration von 107 Zellen pro ml in
PBS mit Calcein angefarbt. Hierflir wurden pro ml Zellsuspension 10 ul 10 uM Calcein
hinzugefiigt und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS
wurde ein Teil der angefarbten T-Zellen in einer Konzentration von 10° Zellen pro ml in
PBS mit 10 ug/ml des ER-Ep BiAk fiir 30 min bei 37° C inkubiert. 10° transduzierte,
EGFRUVIII" bzw. nicht transduzierte, EGFRVIII" T-Zellen wurden mit oder ohne ER-Ep
BiAk zu den ausplattierten Tumorzellen hinzugegeben und fir 2 h bei 37 °C inkubiert.
Anschlielend wurden die Wells sechsmal mit 1 ml PBS gewaschen, um die nicht durch
den ER-Ep BiAk an die Tumorzellen gebundenen T-Zellen zu entfernen. Nach dem
Waschen wurden die Zellen mit 1 ml 1 % Triton X100 lysiert und der Uberstand in
Eppdendorf-Tubes Ubertragen. Nach Zentrifugation bei 15000 g fiir 5 min wurden die
Uberstéande abgenommen und die Fluoreszenz mit dem Mithras Platten-Leser bei 490
nm gemessen. Die Menge an freigesetztem Calcein verhalt sich proportional zur
Menge der noch im Well vorhandenen T-Zellen. Dadurch lasst sich die Menge an

zurtckgehaltenen T-Zellen mit folgender Formel berechnen:

Fluoreszenz in nicht gewaschenen Wells
Fluoreszenz in gewaschenen Wells

% an zurlickgehaltenen T Zellen = x 100

2.4.5 Zytotoxizitits-Assay

Fur Zytotoxizitats-Assays wurde das kommerziell erwerbliche Kit CytoTox 96® Non-
Radioactive Cytotoxicity Assay der Firma Promega verwendet und nach dem

Herstellerprotokoll verfahren.

Es wurden in eine 96-Well-Platte pro Well 2 x 10* mEpCAM* Panc-OVA-Tumorzellen in
100 ul Zytotox-Medium ausgesat. Die Halfte der transduzierten, EGFRVIII™ T-Zelllen
wurde in einer Konzentration von 10° Zellen pro ml mit 10 ug/ml ER-Ep BiAk fiir 30 min
bei 37 °C inkubiert. Zu den ausplattierten Tumorzellen wurden EGFRvIII* OT-I T-

Zellen, die mit oder ohne den ER-Ep BiAk inkubiert wurden, in einem Verhaltnis von
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10:1, 5:1 oder 1:1 hinzugegeben. Die Zytotoxizitats-Assays wurden fiir 8 bis 10 h bei
37 °C inkubiert. Der CytoTox 96® Assay misst die von den lysierten Zellen freigesetzte
Laktatdehydrogenase (LDH). Das freigesetzte LDH im Uberstand wird mit einer
enzymatischen Farbreaktion sichtbar gemacht. Die Intensitat der Farbreaktion ist
proportional zur Anzahl der lysierten Zellen und wurde bei 490 nm mit dem Mithras

Platten-Leser gemessen. Die spezifische Zelllyse ergibt sich aus:

(Kokultur - Effektorzellen spontan - Zielzellen spontan)
(Zielzellen maximal - Zielzellen spontan)

Spezifische Zelllyse in % = x 100

2.4.6 Echtzeit-Zytotoxizitiats-Assay

Die Echtzeit-Zytotoxizitats-Assays wurden mit dem iCELLigence System nach

Angaben des Herstellers (ACEA Biosciences Inc.) durchgefiihrt.

Hierfiir wurden pro Well 4 x 10* mEpCAM* Panc-OVA-Tumorzellen in 100 wl
Cytotox-Medium in eine 8-Well-Platte ausplattiert. EGFRvIII* und untransduzierte OT-
T-Zellen wurden in einer Konzentration von 4 x 10° Zellen pro ml mit 10 ug/mi

ER-Ep BiAKk fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. EGFRVIII" bzw. nicht transduzierte,
EGFRUvIII" OT-I T-Zellen, die mit dem bispezifischen Antikdrper inkubiert wurden,
wurden in einem Effektor- zu Zielzell-Verhaltnis von 10:1 zu den Tumorzellen
hinzugefiigt. Die Zellzahl wurde kontinuierlich mittels Impedanzmessung mit dem

iCELLigence System lber 48 h gemessen.

2.5 Statistische Analyse

In der vorliegenden Arbeit wurden die Ergebnisse als Mittelwerte und die Fehlerbalken
als Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean, SEM) dargestellt. Die
statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der GraphPad Prism Software
Version 5.0. Die statistische Signifikanz wurde durch den zweiseitigen Student t-Test
fir ungepaarte Stichproben oder den zweifaktoriellen ANOVA mit der Bonferroni-
Korrektur fir multiples Testen ermittelt. Ab einem p-Wert kleiner 0,05 wurden die

Ergebnisse als statistisch signifikant angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Expression der Zielantigene

Damit der anti-EGFRVIII x anti-mEpCAM bispezifische Antikdrper (ER-Ep BiAk) an
T-Zellen und Tumorzellen binden kann, missen diese das Zielantigen EGFRvIII bzw.

mEpCAM auf ihrer Oberflache exprimieren.

3.1.1 Generierung von mEpCAM exprimierenden Tumorzelllinien

Hierfir wurde das murine epithelial cell adhesion molecule (MEpCAM) in einen
pMXs-Vektor kloniert. Die Tumorzellinien B16-OVA und Panc-OVA wurden mit dem
pMXs-mEpCAM-Vektor retroviral transduziert. Die mEpCAM-positiven Tumorzellen
wurden mittels FACS aussortiert und expandiert. Die Expressionsrate des mEpCAM

auf den Tumorzelllinien wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert.

Die nicht transduzierten Zellen zeigten keine mEpCAM-Expression auf ihrer
Oberflache. Bei den transduzierten Zellen (schwarze Linie) kam es zu einer deutlichen
Rechtsverschiebung im Vergleich zu den nicht transduzierten Zellen (grau schraffiert)
(Abbildung 5). Die B16-OVA-Zellen waren nach der Transduktion in 95 % mEpCAM
positiv (Abbildung 5A). Die Panc-OVA-Zellen exprimierten nach der Transduktion in
96 % mEpCAM auf ihrer Zelloberflache (Abbildung 5B).

A B B nicht transduziert

[ transduziert

AU I L T WUy B T

"mEpCAM ‘mEpCAM
Abbildung 5: Expression des Zielantigens mEpCAM auf Tumorzellen. Analyse der
mEpCAM-Expression auf B16-OVA- (A) und Panc-OVA- (B) Tumorzellen nach retroviraler
Transduktion mittels Durchflussszytometrie. (A) Als Primarantikdrper diente ein G8.8 Ratten
anti-mEpCAM Antikdrper. Die Bindung des Antikérpers an mEpCAM wurde Uber einen AF 488
gekoppelten anti-Ratten Sekundarantikdrper detektiert. (B) Darstellung der
mEpCAM-Expression mit dem ER-Ep BiAk und einem AF 488 gekoppelten anti-Maus
Sekundarantikérper. Als Kontrolle dienten gefarbte, nicht transduzierte B16-OVA- bzw. Panc-
OVA-Zellen. Gezeigt ist jeweils eine reprasentative von zwei unabhangig durchgefihrten

durchflusszytometrischen Untersuchungen.
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3.1.2 Expression des Zielantigens EGFRVIII auf T-Zellen

Primare T-Zellen wurden mit einem inaktiven Marker-Antigen, einer trunkierten Version
des humanen epidermal growth factor receptor Variante 3 (EGFRVIII) transduziert.
Hierflr wurde der trunkierte EGFRUvIII in einen pMP71-Vektor kloniert. Der
Transduktionserfolg wurde mittels Durchflusszytometrie Uberprift (Abbildung 6). Nicht
transduzierte, primare T-Zellen zeigten keine EGFRVIII-Expression auf ihrer
Zelloberflache (hier nicht gezeigt). Im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle (grau schraffiert)
kam es bei den transduzierten, EGFRVIII" T-Zellen (schwarze Linie) zu einer deutlichen
Rechtsverschiebung. Je nach Erfolg der retroviralen Transduktion exprimierten

35 - 70 % der T-Zellen EGFRVvIII auf ihrer Oberflache. Ab einer Transduktionsrate von
mehr als 45 % wurden die transduzierten T-Zellen flir Adhasions-Assays,

Zytotoxizitats-Assays und in vivo Versuche verwendet.

B |sotyp-Kontrolle Rituximab
O cetuximab

EGFRvlII
Abbildung 6: Expression des Zielantigens EGFRvIIl auf primaren T-Zellen.
Durchflusszytometrische Analyse der EGFRVIII-Expression auf primaren T-Zellen mit
Cetuximab und einem AF 488 gekoppelten anti-Human Sekundarantikérper. Als Kontrolle
diente die Isotyp-Farbung mit Rituximab kombiniert mit dem AF 488 gekoppelten anti-Human
Sekundarantikérper. Gezeigt ist eine reprasentative Transduktion primarer T-Zellen mit

dazugehdriger durchflusszytometrischer Analyse.

3.2 T-Zell-Retention an mEpCAM-positiven Tumorzellen durch den

anti-EGFRuvIII x anti-mEpCAM bispezifischen Antikorper

Eine Voraussetzung fur den Erfolg der Kombinationstherapie aus adoptivem
T-Zell-Transfer (AZT) und dem ER-Ep BiAk ist die Fahigkeit des ER-Ep BiAK,
gleichzeitig an das mEpCAM der Tumorzelle und das EGFRvlII der T-Zelle zu binden.
Dadurch werden die T-Zellen an die Tumorzellen gebunden und kénnen so spezifisch

aktiviert werden.
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Um dies zu untersuchen, wurden primare T-Zellen mit Calcein angefarbt und nach
Inkubation mit dem ER-Ep BiAk zu adharenten mEpCAM* B16-OVA-Tumorzellen
hinzugegeben. Nach dem Waschen der Platten wurde die Menge der an den

Tumorzellen zuriickgehaltenen T-Zellen gemessen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der ER-Ep BiAk spezifisch EGFRvIII*
T-Zellen an mEpCAM* Tumorzellen bindet. 35 % der mit EGFRuvIII transduzierten
T-Zellen wurden durch den ER-Ep BiAk im Well zuriickgehalten. Die in dem hier
gezeigten Versuch verwendeten T-Zellen exprimierten in 45 % EGFRuvIII auf ihrer
Zelloberflache, sodass durch den ER-Ep BiAk 77 % der EGFRVIII® T-Zellen an
mEpCAM" Tumorzellen gebunden wurden. Im Vergleich dazu wurden lediglich 11 %
der transduzierten T-Zellen, die ohne den ER-Ep BiAK inkubiert wurden und 8 % der
nicht transduzierten, EGFRVIII" T-Zellen an den Tumorzellen zurtickgehalten
(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Rekrutierung EGFRVIII* T-Zellen an mEpCAM® Tumorzellen durch den
ER-Ep BiAk. Konfluente mEpCAM positive B16-OVA-Tumorzellen wurden mit Calcein
gefarbten, EGFRuvIII transduzierten oder nicht transduzierten T-Zellen mit oder ohne

ER-Ep BiAk inkubiert. Die Anzahl der nach dem Waschen im Well zuriickgehaltenen, Calcein
gefarbten T-Zellen wurde quantifiziert. Die Anzahl der zuriickgehaltenen T-Zellen ist
proportional zur Fluoreszenz. Die Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt und als
Mittelwerte +/- SEM dargestellt. Gezeigt ist ein reprasentativer Versuch von drei unabhangig
durchgefiihrten Versuchen. Die statistische Analyse erfolgte mit dem zweiseitigen Student

t-Test fur ungepaarte Stichproben.
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3.3 Einfluss des anti-EGFRvIIl x anti-mEpCAM bispezifischen Antikorpers auf die
Tumorzelllyse in vitro

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der ER-Ep BiAk in der Lage war, transduzierte,
EGFRuvIII* T-Zellen an mEpCAM® Tumorzellen in vitro zu binden, wurde untersucht ob
die Kombination mit dem ER-Ep BiAk auch zu einer vermehrten Tumorzelllyse fiihrt.
Hierfir wurden mEpCAM* Panc-OVA-Tumorzellen und transduzierte, EGFRvIII" OT-|
T-Zellen in verschiedenen Effektor- zu Zielzell (E:Z)-Verhaltnissen mit oder ohne

ER-Ep BiAk fiir 8 bis 10 h kokultiviert. Die Zelllyse wurde anhand der LDH Freisetzung
gemessen.

In diesen Kokulturen zeigte sich, dass die Kombination des ER-Ep BiAk mit EGFRvIII*
OT-I T-Zellen im Vergleich zu den OT-I T-Zellen alleine keinen zusatzlichen Effekt auf
die Tumorzelllyse hat. Bei einem E:Z-Verhaltnis von 10:1 kam es bei der
Kombinationstherapie zu einer Tumorzellyse von 40 % und ohne den ER-Ep BiAk von
44 % (Abbildung 8). Auch bei den E:Z-Verhaltnissen von 5:1 und 1:1 konnte kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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Abbildung 8: Einfluss der Kombination von EGFRvIII* OT-I T-Zellen mit dem ER-Ep BiAk
auf die Tumorzelllyse in vitro. Kokultur von 2 x 10° mEpCAM" Panc-OVA-Zellen und
EGFRuvll transduzierten OT-l T-Zellen. Die Effektorzellen wurden in einem Verhaltnis von 1:1,
5:1 und 10:1 hinzugegeben. Der ER-Ep BiAk wurde in einer Konzentration von 10 ug/ml
verwendet. Die Tumorzelllyse wurde durch LDH Freisetzung gemessen. Die Versuche wurden
in Quadruplikaten durchgefuhrt und als Mittelwerte +/- SEM dargestellt. Gezeigt sind die Daten
von drei unabhangig durchgefiihrten Versuchen. Die statistische Analyse erfolgte mit dem
zweiseitigen Student t-Test flr ungepaarte Stichproben.
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Zytotoxizitats-Assays, die auf LDH Freisetzung basieren, reprasentieren die Zelllyse zu
einem definierten Zeitpunkt. Um darzustellen, wie sich die Tumorzelllyse Uber die Zeit
entwickelt, wurde in einem weiteren Versuch die Panc-OVA-Zellviabilitdt kontinuierlich
fur 48 h durch Impendanzmessung Uberwacht. Hierfir wurden mit EGFRuII|
transduzierte oder nicht transduzierte OT-I T-Zellen mit dem ER-Ep BiAk inkubiert und

in einem Verhaltnis von 10:1 zu mEpCAM™ Panc-OVA-Tumorzellen hinzugegeben.

Die Wachstumskurven der beiden Kokulturen aus mEpCAM™* Panc-OVA-Zellen,
transduzierten, EGFRVIII* OT-I T-Zellen bzw. nicht transduzierten, EGFRvIII" OT-I
T-Zellen und dem ER-Ep BiAk Uberlappten sich zu Beginn der Beobachtungsphase. Ab
einem Zeitpunkt von 12 h trennten sich die Kurven auf (Zellindex 0,34 = 0,01 im
Vergleich zu 0,58 + 0,03, P < 0,001 ab 27 h). Die Wachstumskurve der Kokultur mit
den transduzierten, EGFRvIII" OT-I T-Zellen naherte sich der Kurve der OT-l T-Zellen
an. Durch die Kombination von transduzierten, EGFRvIII" OT-I T-Zellen mit dem ER-Ep
BiAk kam es nach ca. 26 h zur vollstandigen Lyse aller Tumorzellen (Abbildung 9). Im
Vergleich dazu wurde durch die Kombination des ER-Ep BiAk mit nicht transduzierten,
EGFRVIII"OT-l T-Zellen das Wachstum der Panc-OVA-Tumorzellen unterdriickt,
jedoch blieb die Anzahl der Tumorzellen Gber den gesamten Beobachtungszeitraum
konstant. Als Kontrollen wurde das Wachstum der Panc-OVA-Tumorzellen und das der
OT-I T-Zellen alleine beobachtet. Die Panc-OVA-Tumorzellen teilten sich und hatten ihr
Maximum nach ungefahr 40 h erreicht. Die Anzahl der OT-I T-Zellen blieb ber den

gesamten Beobachtungszeitraum konstant.
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Abbildung 9: Kontinuierliche Darstellung der Zahl viabler Tumorzellen tiber 48 h. 4 x 10*
mEpCAM* Panc-OVA-Tumorzellen wurden mit 4 x 10° EGFRvIII* OT-I T-Zellen (1) oder nicht
transduzierten, EGFRvIII" OT-| T-Zellen (2) und dem ER-Ep BiAk fur 48 h kultiviert. Als
Kontrollen wurden 4 x 10° mEpCAM* Panc-OVA-Tumorzellen (3) und 4 x 10° EGFRvIII* OT-|
T-Zellen (4) alleine kultiviert. Die Zellviabilitat wurde mittels Impedanzmessung gemessen. Die
Abbildung zeigt ein reprasentatives von zwei unabhangig durchgeflihrten Experimenten. Das
Experiment wurde aus technischen Griinden in Duplikaten durchgefiihrt. Dargestellt sind die
Mittelwerte. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem two-way ANOVA Test mit der

Bonferroni-Korrektur flr multiples Testen.

3.4 Therapeutische Wirksamkeit der Kombinationstherapie aus adoptivem
T-Zell-Transfer und einem bispezifischen Antikérper im murinen Melanommodell

B16-OVA

Die Wirksamkeit der Kombinationstherapie aus AZT tumorspezifischer T-Zellen und
einem T-Zell-rekrutierenden BiAk wurde bei subkutanen B16-OVA-Tumoren
untersucht. Das B16-Tumormodell ist ein murines Melanommodell. Subkutane B16-
Tumore sind aggressiv wachsende und bekanntermafien schwer zu therapierende
Tumore (Ya et al. 2015). Auch der AZT zeigte eine schlechte Wirksamkeit bei
subkutanen B16-Tumoren (Overwijk et al. 2003). Da die Kombination mit dem
ER-Ep BiAk die Wirksamkeit des AZT steigern sollte, stellten subkutane B16-Tumore

ein geeignetes Tumormodell flir die in vivo Testung unseres Therapiekonzeptes dar.
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3.4.1 Einfluss der Kombination von transduzierten, EGFRvIII* OT-l T-Zellen mit
dem anti-EGFRvIIl x anti-mEpCAM bispezifischen Antikérper auf das B16-OVA-

Tumorwachstum

Den Mausen wurden subkutan mEpCAM* B16-OVA-Tumore induziert. Die
tumortragenden Mause wurden am 3. und 10. Tag nach der Tumorinjektion therapiert.
Die Therapie bestand entweder aus der Kombinationstherapie aus transduzierten,
EGFRuIII" OT-l T-Zellen und dem ER-Ep BiAK, aus den transduzierten, EGFRvIII" OT-|

T-Zellen alleine oder PBS als Kontrolle.

Die Kombinationstherapie aus EGFRvIII" OT-I T-Zellen und ER-Ep BiAK verlangsamte
das Tumorwachstum verglichen mit den EGFRVIII* OT-I T-Zellen allein (137 = 27 mm?
im Vergleich zu 76 =11 mm?, P < 0,05 an Tag 15), oder mit PBS (131 = 32 mm?im
Vergleich zu 76 + 11 mm?, P < 0,05 an Tag 15) (Abbildung 10). Die Therapie mit
EGFRUvIII" OT-I T-Zellen alleine hatte keinen Einfluss auf das B16-Tumorwachstum.
Die TumorgroRen unterschieden sich nicht von denen der Kontrollgruppe, die mit PBS

behandelt wurde (137 + 27 mm?im Vergleich zu 131 = 32 mm?, P > 0,05 an Tag 15).
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Abbildung 10: Therapeutische Wirksamkeit der Kombinationstherapie aus
transduzierten, EGFRvVIII* OT-I T-Zellen und dem ER-Ep BiAk im B16-Tumormodell. Den
Mausen wurden 10° mEpCAM" B16-OVA-Tumorzellen subkutan injiziert. Die Therapie wurde
am 3. und 10. Tag nach der Tumorinjektion appliziert (dargestellt durch Pfeile). Die Mause
erhielten entweder PBS i. v. (n = 6), 5 x 10° transduzierte, EGFRVIII* OT-I T-Zellen i. v. (n=5)
oder 5 x 10° transduzierte, EGFRVIII* OT-I T-Zellen zusammen mit 200 ug ER-Ep BiAKk i. v. (n =
6). Gezeigt sind die Mittelwerte der TumorgréRRe in mm?Z. Die Fehlerbalken reprasentieren den
SEM. Die statistische Analyse erfolgte mit dem two-way ANOVA Test mit Korrektur fur multiples

Testen mit der Bonferroni-Methode.
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3.4.2 Therapeutische Wirksamkeit der Kombinationstherapie im Vergleich zur
alleinigen Therapie mit dem anti-EGFRuvIIl x anti mEpCAM bispezifischen
Antikorper

Um die in vivo Wirksamkeit der Kombinationstherapie aus AZT und dem ER-Ep BiAk
zu bestatigen, wurde ein zweiter in vivo Versuch mit einer weiteren Kontrollgruppe
durchgefihrt, welche mit dem ER-Ep BiAk alleine behandelt wurde (Abbildung 11). Im
Vergleich zum vorherigen Therapieversuch wurde der Abstand zwischen den beiden
Therapien verkiirzt, sodass nun die Therapie am 3. und am 8. Tag nach der
Tumorinjektion erfolgte. Zudem wurde die Anzahl der injizierten Tumorzellen auf 10*

erniedrigt, wahrend die Anzahl der injizierten T-Zellen von 5 x 10° auf 10” erhéht wurde.

Auch in diesem Therapieversuch zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
der Behandlung mit PBS und der mit EGFRvIII* OT-I T-Zellen (120 + 20 mm? im
Vergleich zu 182 + 56 mm?, P > 0,05 an Tag 21). Sowohl die Kombination von
EGFRuIII" OT-I T-Zellen mit dem ER-Ep BiAk als auch der ER-Ep BiAk alleine fiihrte im
Vergleich zu der Therapie mit den EGFRvIII* OT-I T-Zellen alleine zu einem
verzdégerten Tumorwachstum (27 = 13 mm? im Vergleich zu 182 + 56 mm?, P < 0,001
an Tag 21 bzw. 24 + 14 mm? im Vergleich zu 182 + 56 mm?, P < 0,001 an Tag 21).
Allerdings war zwischen der Kombinationstherapie und dem ER-Ep BiAk alleine kein
signifikanter Unterschied im Tumorwachstum zu erkennen (71 = 35 mm?im Vergleich
zu 60 = 34 mm?, P > 0,05 an Tag 25). Dieser Versuch zeigte, dass die therapeutische
Wirksamkeit der Kombinationstherapie alleine durch den ER-Ep BiAk vermittelt wird,

ohne dass die T-Zellen zu der Wirksamkeit beitragen.
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Abbildung 11: Therapeutische Wirksamkeit der Kombinationstherapie aus
transduzierten, EGFRvIII* OT-I T-Zellen und dem ER-Ep BiAk im Vergleich zum ER-Ep
BiAk alleine. Den Mausen wurden 10* mEpCAM* B16-OVA-Tumorzellen subkutan injiziert. Die
Therapie wurde am 3. und 8. Tag nach der Tumorinjektion appliziert (dargestellt durch Pfeile).
Die Mause erhielten entweder PBS i. v. (n = 6), 10’ transduzierte, EGFRVIII® OT-I T-Zellen i. v.
(n =6), 200 ug ER-Ep BiAk i. v. (n = 6) oder 10’ transduzierte, EGFRvIII* OT-I T-Zellen
zusammen mit 200 ug ER-Ep BiAk i. v. (n = 6). Gezeigt sind die Mittelwerte der TumorgrofRie in
mm?Z. Die Fehlerbalken reprasentieren den SEM. Die statistische Analyse erfolgte mit dem two-

way ANOVA Test mit Korrektur fur multiples Testen mit der Bonferroni-Methode.

3.4.3 Therapeutische Wirksamkeit der Kombinationstherapie im B16-OVA-

Tumormodell nach 5 Gray Ganzkoérperbestrahlung

Antikérperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC) und komplementabhanigige
Zytotoxizitat (CDC) sind zwei wichtige anti-tumorale Wirkmechanismen von
monoklonalen Antikérpern. Da der therapeutische Effekt im B16-Tumormodell alleine
auf dem ER-Ep BiAk basiert, ist anzunehmen, dass ADCC und CDC auch hier eine

Rolle spielen.

Um den Wirkmechanismus des ER-Ep BiAk zu untersuchen, haben wir in einem
weiteren in vivo Versuch die Mause vor dem AZT mit 5 Gy bestrahlt, um eine
Lymphopenie zu erreichen. Es konnte in mehreren Studien belegt werden, dass eine
lymphodepletierende Vorbehandlung die Wirksamkeit des AZT steigert (Dudley et al.
2002; Rosenberg et al. 2011) (Abbildung 12).

Hierfiir wurden den Mausen, wie bei dem vorherigen Versuch, 10* mEpCAM*
B16-OVA-Tumorzellen subkutan in die Flanke injiziert. 72 h nach der Tumorinjektion

wurden die Mause vor dem AZT mit 5 Gy ganzkdrperbestrahlt (TBI). Die zweite
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Therapie erfolgte, analog zu den vorherigen Versuchen, am 8. Tag nach der
Tumorinjektion. Die Mause erhielten entweder den ER-Ep BiAk zusammen mit
EGFRuIII® OT-l T-Zellen, den ER-Ep BiAKk, transduzierte, EGFRvIII" OT-I T-Zellen oder
PBS. Um die Wirkung der Bestrahlung auf das Tumorwachstum beurteilen zu kénnen,
gab es eine weitere Kontrollgruppe, welche nicht bestrahlt und mit PBS behandelt

wurde.

Die Bestrahlung fiihrte zu einem verzégerten Tumorwachstum (152 + 38 mm? im
Vergleich zu 22 + 9 mm?, P < 0,001 an Tag 22), jedoch waren trotz Bestrahlung bei
allen Mausen die Tumore angewachsen. Zwischen den verschiedenen
Therapiegruppen, die bestrahlt wurden, zeigte sich jedoch kein signifikanter
Unterschied. Die OT-I T-Zellen alleine zeigten im Vergleich zur PBS Gruppe auch trotz
Bestrahlung keine Wirksamkeit (101 + 29 mm? im Vergleich zu 117 = 27 mm?, P > 0,05
an Tag 29). Der im letzten Versuch beobachtete Effekt durch den ER-Ep BiAk war
nach der Bestrahlung aufgehoben (147 = 56 mm? im Vergleich zu 117 = 27 mm? P >
0,05 an Tag 29). Ebenso war die therapeutische Wirkung der Kombinationstherapie
aus transduzierten, EGFRVIII* OT-I T-Zellen und ER-Ep BiAk nach der Bestrahlung
nicht mehr zu beobachten (121 = 48 mm? im Vergleich zu 117 + 27 mm?, P > 0,05 an
Tag 29).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass der AZT trotz Bestrahlung keine Wirkung im
B16-Tumormodell zeigte und auch die Kombination mit dem ER-Ep BiAk konnte die
Wirksamkeit des AZT nicht steigern. Nachdem der ER-Ep BiAk durch die Bestrahlung
keine Wirkung mehr zeigte, war auch die Kombinationstherapie aus ER-Ep BiAk und

AZT tumorspezifischer T-Zellen wirkungslos.
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Abbildung 12: Therapeutische Wirksamkeit der Kombinationstherapie aus
transduzierten, EGFRVvIII* OT-I T-Zellen und dem ER-Ep BiAk nach 5 Gy Bestrahlung. Den
Mausen wurden 10* mEpCAM" B16-OVA-Tumorzellen subkutan injiziert. Die Mause wurden am
3. Tag nach Tumorinjektion vor Verabreichung der Therapie mit 5 Gy bestrahit (TBI). Eine
zweite Therapie wurde am 8. Tag nach Tumorinjektion durchgefuhrt (dargestellt durch Pfeile).
Die Mause erhielten entweder PBS i. v. (n = 6), Bestrahlung und PBS i. v. (n = 6), Bestrahlung
und 10’ transduzierte, EGFRvIII* OT-I T-Zellen i. v. (n = 6), Bestrahlung und 200 ug ER-Ep BiAk
v. (n = 6) oder Bestrahlung und 10’ transduzierte, EGFRVIII* OT-I T-Zellen zusammen mit 200
ug ER-Ep BiAk i. v. (n = 6). Gezeigt sind die Mittelwerte der TumorgréRe in mm?Z. Die
Fehlerbalken reprasentieren den SEM. Die statistische Analyse erfolgte mit dem two-way

ANOVA Test mit Korrektur flir multiples Testen mit der Bonferroni-Methode.

3.5 In vivo Testung der Kombinationstherapie aus adoptivem T-Zell-Transfer und
dem anti-EGFRvIIl x anti-mEpCAM bispezifischen Antikérper im Panc-OVA-

Tumormodell

Da die Kombination von AZT tumorspezifischer T-Zellen mit dem ER-Ep BiAk keinen
synergistischen Effekt im B16-Tumormodell zeigte, wurde die Wirksamkeit der
Kombinationstherapie in einem weiteren Tumormodell, dem Panc-OVA-Tumormodell
untersucht (Abbildung 13).

Hierflir wurden den Mausen subkutan mEpCAM™ Panc-OVA-Tumore induziert. Den
tumortragenden Mausen wurde am 5. Tag nach der Tumorinduktion entweder die
Kombinationstherapie aus transduzierten, EGFRvIII" OT-1 T-Zellen und ER-Ep BiAK,
nur die transduzierten, EGFRvIII" OT-I T-Zellen, nur der ER-Ep BiAk oder PBS

intravends injiziert.

Die Kombination von EGFRVIII" OT-I T-Zellen mit dem ER-Ep BiAKk fiihrte verglichen

mit PBS und dem ER-Ep BiAk alleine zu einem verlangsamten Tumorwachstum



Ergebnisse 36

(46 = 13 mm? im Vergleich zu 104 = 17 mm? bzw. 119 = 31 mm?, P < 0,001 an Tag 35).
Interessanterweise zeigte die Therapie mit den EGFRuvIII" OT-I T-Zellen alleine einen
Vorteil gegeniiber der Kombinationstherapie (0 + 0 mm? im Vergleich zu 69 = 20 mm?,
P < 0,001 ab Tag 41). Wahrend durch die Kombinationstherapie lediglich eines von
sieben Tieren tumorfrei wurde, zeigten alle sechs Tiere, die nur mit den EGFRvIII® OT-I
T-Zellen behandelt wurden, eine komplette Tumorabstossung. Die geheilten Tiere
blieben Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von 56 Tagen tumorfrei. Zwischen
den Gruppen, die mit PBS oder dem ER-Ep BiAk behandelt wurden, zeigte sich kein
signifikanter Unterschied (104 + 17 mm? im Vergleich zu 119 = 31 mm?, P > 0,05 an

Tag 35).
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-8 EGFRVIII* OT-I T Zellen (n=6)
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Abbildung 13: In vivo Wirksamkeit der Kombinationstherapie aus AZT transduzierter,
EGFRVIII* OT-I T-Zellen und dem ER-Ep BiAk im Panc-OVA-Tumormodell. Den Mausen
wurden subkutan 10° mEpCAM" Panc-OVA-Tumorzellen injiziert. Nachdem die Tumore
angewachsen waren, wurden die Mause in Therapiegruppen randomisiert und erhielten am

5. Tag nach der Tumorinjektion entweder PBS i. v. (n = 6), 200 ug ER-Ep BiAk i. v. (n = 6), 10’
transduzierte, EGFRVIII" OT-I T-Zellen i. v. (n = 6) oder 10’ transduzierte, EGFRvIII* OT-I
T-Zellen zusammen mit 200 ug ER-Ep BiAk i. v. (n = 7) (Behandlungszeitpunkt ist dargestellt
als Pfeil). Dargestellt sind die Mittelwerte der TumorgréR3e in mm?Z. Die Fehlerbalken
reprasentieren die SEM. Die statistische Analyse erfolgte mit dem two-way ANOVA Test mit

Korrektur fir multiples Testen mit der Bonferroni-Methode.
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4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das neue Format des

anti-EGFRuvIII x anti-mEpCAM bispezifischen Antikérpers (ER-Ep BiAk) in der Lage ist,
EGFRUVIII" T-Zellen an mEpCAM® Tumorzellen zu binden und in einer raumlichen Nahe
zu halten. Allerdings flihrte die Kombination tumorspezifischer T-Zellen mit dem
bispezifischen Antikérper (BiAk) nur zu einer gering gesteigerten Tumorzelllyse in vitro.
Im Mausmodell zeigte die Kombinationstherapie aus T-Zell rekrutierendem BiAk und
adoptivem Transfer tumorspezifischer T-Zellen einen therapeutischen Effekt auf das
Wachstum von subkutan induzierten B16-Tumoren. Es stellte sich jedoch heraus, dass
die anti-tumorale Wirksamkeit alleine durch den ER-Ep BiAk bedingt war. Der adoptive
Transfer tumorspezifischer T-Zellen hatte keinen Einfluss auf das Tumorwachstum im
B16-Tumormodell. Auch nach immunsuppressiver Vorbehandlung fiihrte die
Kombinationstherapie zu keinem synergistischen Effekt auf das B16-Tumorwachstum.
In einem weiteren Tumormodell, dem murinen Pankreaskarzinommodell Panc02,

konnte die Kombinationstherapie ebenfalls keinen Vorteil zeigen.

4.2 Zytotoxische Aktivitat des anti-EGFRUvVIII x anti-mEPCAM bispezifischen

Antikorpers in vitro

Der ER-Ep BiAk war in der Lage, gleichzeitig das mEpCAM der Tumorzellen und das
EGFRVIII der T-Zellen zu binden und konnte dadurch EGFRuvllI-positive T-Zellen und
mEpCAM exprimierende Tumorzellen in vitro miteinander vernetzen. Im Gegensatz zu
den bisher in der Literatur beschriebenen BiAk war der synergistische Effekt auf die
Tumorzelllyse durch die Kombination mit dem ER-Ep BiAk nur gering und erst bei
hohen Effektor- zu Zielzell-Verhaltnissen zu beobachten. Die TriomAbs und vor allem
die BIiTE zeigten in vitro eine sehr hohe zytotoxische Aktivitdt (Chames und Baty 2009;
Loffler et al. 2000; Mack et al. 1995; Zeidler et al. 1999).

Eine Erklarung fiir die geringere Effektivitat in vitro liegt moglicherweise in der
Funktionsweise des in dieser Arbeit verwendeten BiAk. Die bisher in der Literatur
beschriebenen BiTE und TriomAbs binden an CD3, welches von den T-Zellen
exprimiert wird (Chames und Baty 2009). Nach Bindung an CD3 kommt es bei diesen
Formaten von bispezifischen Antikdrpern zu einer Aktivierung der T-Zellen, die
unabhangig von weiteren kostimulatorischen Signalen ist (Loffler et al. 2000; Mack et
al. 1995; Ruf und Lindhofer 2001; Zeidler et al. 1999). Allerdings ist, insbesondere bei
den BIiTE, die Wirkweise noch nicht vollstandig geklart (Chames und Baty 2009). Im
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Gegensatz dazu bindet der in dieser Arbeit verwendete ER-Ep BiAk an ein inaktives
Marker-Antigen (EGFRvIII) und 16st dadurch keine Aktivierung der T-Zelle aus (Kobold
et al. 2015). Die Hauptaufgabe des BiAk bei dem hier untersuchten Therapiekonzept
ist es, eine rdumliche Beziehung zwischen T-Zelle und Tumorzelle zu schaffen. Dies
spielt jedoch in vitro nur eine untergeordnete Rolle. Die Aktivierung der T-Zellen erfolgt
erst durch Interaktion des T-Zell-Rezeptors (TZR) mit dem spezifischen Antigen im

Bereich des Tumors.

Unsere Arbeitsgruppe benutzte in ihrer Vorstudie ebenfalls einen nicht-aktivierenden,
T-Zell rekrutierenden BiAk (Kobold et al. 2015). Allerdings beobachteten sie durch
Kombination des BiAk mit tumorspezifischen T-Zellen einen deutlichen Effekt auf die
Lyse von mGC8 Tumorzellen in vitro. Die Arbeit von Kobold et al. unterscheidet sich
allerdings in wesentlichen Punkten von der hier vorliegenden Arbeit. Zum einen wurde
ein anderes T-Zellantigen, das Simian virus 40 (SV40) T-Antigen (Tag), verwendet,
zum anderen eine unterschiedliche Tumorentitat. Die von Kobold et al. verwendete
Tumorzelllinie mGC8 ist aus transgenen CEA424/SV40 T-Antigen Mausen entstanden,
welche spontan ein Adenokarzinom des Magens entwickeln (Nockel et al. 2006;
Thompson et al. 2000). Die mGC8-Zelllinie exprimiert auf ihrer Zelloberflache sowohl
das TAA EpCAM als auch Tag tber MHC Klasse-I-Molekiile, sodass diese durch
Tag-spezifische, zytotoxische T-Zellen in vitro lysiert werden kdnnen (Nockel et al.
2006). Tumorspezifische T-Zellen wurden aus transgenen Mausen gewonnen, deren
TZR spezifisch fir das immundominante Epitop | des SV40 Tag ist (Deckhut et al.
1992; Staveley-O'Carroll et al. 2003). Naturgemaf haben unterschiedliche TZR
unterschiedliche Affinitaten und Funktionalitaten, was erklaren kann, weshalb
bestimmte Ansatze mit einem Rezeptor, jedoch nicht mit dem anderen funktionieren
(Alexander-Miller et al. 1996; Dutoit et al. 2001; Kaluza et al. 2012; Zeh et al. 1999).

4.3 Adoptiver Transfer tumorspezifischer T-Zellen im B16-Tumormodell

In der hier vorliegenden Arbeit konnte der adoptive T-Zell-Transfer (AZT) von
tumorspezifischen OT-I T-Zellen das Wachstum von subkutan induzierten B16-OVA-
Tumoren nicht beeinflussen. Auch in anderen Studien konnte kein bzw. nur ein
geringer therapeutischer Effekt durch den adoptiven Transfer tumorspezifischer
T-Zellen bei B16-Tumoren beschrieben werden (Overwijk et al. 2003; Petersen et al.
2006). Eine anti-tumorale Wirksamkeit tumorspezifischer T-Zellen war abhangig von
der Stimulation mit einem verwandten Antigen. Nur durch die Kombination

tumorspezifischer T-Zellen mit einer Antigen-spezifischen Vakzinierung und dem
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Wachstumsfaktor IL-2 kam es zur Rickbildung subkutaner B16-Tumoren (Gattinoni et
al. 2005; Overwijk et al. 2003; Palmer et al. 2004).

Sowohl in praklinischen Studien als auch in klinischen Studien am Patienten konnte
gezeigt werden, dass eine immunsuppressive, lymphodepletierende Vorbehandlung
die Wirksamkeit des AZT deutlich erhéhen kann (Cheever et al. 1980; Dudley et al.
2002; Dudley et al. 2005; Gattinoni et al. 2006; North 1982). Eine Lymphopenie wurde
entweder durch eine nicht-myeloablative Chemotherapie oder durch
Ganzkdrperbestrahlung (total body irradiation, TBI) erreicht (Restifo et al. 2012).
Aufgrund dieser Ergebnisse wurden in einer weiteren Studie die Mause vor dem AZT
mit 5 Gray (Gy) bestrahlt, um eine Lymphopenie zu induzieren. Die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigten, dass der adoptive Transfer von tumorspezifischen T-Zellen im
B16-Tumormodell trotz der lymphodepletierenden Vorbehandlung keinen Effekt auf
das Tumorwachstum hat. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit der Literatur.
Kodumundi et al. haben ebenfalls beschrieben, dass der adoptive Transfer von
tumorspezifischen OT-l T-Zellen nach Bestrahlung keine Wirkung bei B16-OVA-
Tumoren zeigte. Erst durch eine weiterflihrende Therapie mit Docetaxel, die die
Regeneration der MDSC unterdrickt, konnte die Wirksamkeit des AZT verbessert
werden (Kodumudi et al. 2012).

In einer anderen Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine lymphodepletierende
Vorbehandlung mit 5 Gy TBI vor AZT nicht ausreichend ist, um einen Effekt auf das
Tumorwachstum von B16-Tumoren zu erzielen (Wrzesinski et al. 2007; Wrzesinski et
al. 2010). Eine Ruckbildung der B16-Tumoren durch adoptive T-Zell-Therapie ist erst
nach einer Hochdosis Bestrahlung mit 9 Gy verbunden mit einer

Stammzelltransplantation beschrieben (Wrzesinski et al. 2007; Wrzesinski et al. 2010).

4.4 Therapeutische Wirksamkeit der Kombinationstherapie in soliden

Tumormodellen

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirksamkeit der Kombinationstherapie aus AZT
tumorspezifischer T-Zellen und einem T-Zell-rekrutierenden BiAk bei soliden Tumoren
zu untersuchen. Im B16-Tumormodell war die Kombinationstherapie auch nach
immunsuppressiver Vorbehandlung nicht in der Lage, die Wirksamkeit des AZT zu

steigern.
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In einem weiteren Tumormodell, dem Panc02-Tumormodell, fiir das in der Literatur
bereits die Wirksamkeit von adoptiv transferierten tumorspezifischen T-Zellen

belegt ist (Chmielewski et al. 2012), kam es durch die Kombinationstherapie ebenfalls
zu keinem additiven Effekt auf das Tumorwachstum. Im Gegenteil, die
Kombinationstherapie war der Therapie mit tumorspezifischen T-Zellen alleine
unterlegen. Die schlechtere Wirksamkeit der T-Zellen in Kombination mit dem

ER-Ep BiAk lasst vermuten, dass es aufgrund des BiAk zu einer verminderten T-Zell-

Infiltration in das Tumorgewebe kommt.

Kobold et al konnten hingegen zeigen, dass die Kombination eines nicht aktivierenden,
T-Zell rekrutierenden bispezifischen Antikérpers mit adoptivem Transfer
tumorspezifischer T-Zellen zu einem verlangsamten Tumorwachstum und in der Folge
zu einem verlangerten Uberleben in dem murinen Magenkarzinommodell mGC8 fiihrt
(Kobold et al. 2015). Im Gegensatz zu den in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Tumorzelllinien Panc02 und B16 zeigt die Magenkarzinom-Zelllinie mGC8 langsamere
Wachstumsraten mit TumorgréRen von 50 mm? nach 40-50 Tagen (Corbett et al. 1984;
Nockel et al. 2006). Die Tumorverdopplungszeit der mGC8 Tumorzellen betragt 7,2
Tage verglichen mit 17,2 h bei den B16-Tumorzellen (Danciu et al. 2013; Nockel et al.
2006). In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass der Transfer naiver Milz-Zellen
nach Lymphodepletion in Kombination mit GM-CSF und einer Tumorzell-Vakzinierung
im mGC8 Tumormodell eine anti-tumorale Wirksamkeit besitzt (van den Engel et al.
2011). In einem dem mGCS8 verwandten subkutanen, murinen Magenkarzinommodell
konnte zudem gezeigt werden, dass der adoptive Transfer tumorreaktiver Milz-Zellen
zu einem verlangsamten Tumorwachstum fiihrt. Die in dieser Studie verwendete
Tumorzelllinie mGC3 stammt, ebenso wie die mGC8 Zelllinie, von CEA424/SV40 T-
Antigen Tumoren ab (Nockel et al. 2006). Die therapeutische Wirksamkeit korrelierte
wie auch bei Kobold et al. mit einer vermehrten Infiltration CD3" T-Zellen im

Tumorgewebe (Bourquin et al. 2010; Kobold et al. 2015; Leisegang et al. 2008).
4.5 Anti-EpCAM gerichtete Antikorpertherapie bei soliden Tumoren

In der vorliegenden Arbeit stellte sich heraus, dass der ER-Ep BiAk bei subkutanen
B16-Tumoren zu einem verzdgerten Tumorwachstum fihrt. Der genaue

Wirkmechanismus des BiAk ist bisher ungeklart.

Anti-EpCAM-Antikérper gehoérten zu den ersten monoklonalen Antikérpern, die fir die

Tumorbehandlung zugelassen wurden (Riethmuller et al. 1998; Sears et al. 1982).



Diskussion 41

Seitdem wurden in der Literatur verschiedene gegen EpCAM gerichtete Antikorper
beschrieben (Munz et al. 2010). Adecatumomab (MT 201), ein humaner IgG1
anti-EpCAM monoklonaler Antikérper, konnte in praklinischen Studien eine starke
anti-tumorale Wirksamkeit beim Kolon- und Mammakarzinom zeigen (Naundorf et al.
2002; Prang et al. 2005). Wie die meisten monoklonalen Antikdrper vermittelt
Adecatumomab seine anti-tumoralen Effekte durch antikdrperabhangige zellvermittelte
Zytotoxizitat (ADCC) und komplementvermittelte Zytotoxizitat (CDC) (Naundorf et al.
2002). Zudem konnten in vivo Studien zeigen, dass Adecatumomab durch Austausch
des humanen Fcy1-Teils gegen ein murines Fcy2A-Teil und der damit verbundenen
besseren Interaktion mit murinen Immunzellen eine starke anti-tumorale Aktivitat im
B16-Lungenmetastasenmodell hat (Lutterbuese et al. 2007). Diese Studien machen
deutlich, dass solide Tumore, unter anderem auch das von uns verwendete
B16-Tumormodell, prinzipiell einer gegen EpCAM gerichteten Antikdrpertherapie

zuganglich sind.

In der Literatur wurden auch anti-tumorale Effekte durch bispezifische Antikérper
beschrieben, die mit einem Arm gegen EpCAM gerichtet sind. In vivo Studien zeigten,
dass Catumaxomab, ein anti-EpCAM x anti-CD3 trifunktionaler Antikérper, alle Tiere
nach intraperitonealer Injektion einer tddlichen Dosis EpCAM-positiver
B16-Tumorzellen heilt. Die Therapie fiihrte zur Induktion einer langanhaltenden
Immunantwort, sodass alle Tiere bei erneuter Tumorinjektion die Tumore abgestof3en
haben (Ruf und Lindhofer 2001). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass MT110, ein
gegen humanes EPCAM und CD3 gerichteter BiTE, in immundefizienten Mausen zur
Eradikation von etablierten subkutanen Kolonkarzinomen fiihrte (Brischwein et al.
2006; Schlereth et al. 2005). Auch fir die murine Form des MT110, MuS110, konnte
eine anti-tumorale Wirksamkeit beim Mamma- und Lungenkarzinom nachgewiesen
werden (Amann et al. 2008). Schlereth et al. zeigten, dass es durch einen BIiTE, der
gegen EpCAM und murines CD3 gerichtet ist, zu einer Hemmung des
Tumorwachstums von subkutanen EpCAM exprimierenden B16-Tumoren kommt
(Schlereth et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit konnten fir den ER-Ep BiAk analoge

Ergebnisse erzielt werden.

In den Panc02-Tumoren konnte der ER-Ep BiAk jedoch keine anti-tumoralen Effekte
bewirken. Vor kurzem wurde eine Studie veroéffentlicht, die zeigen konnte, dass
subkutane Panc02-Tumore auf monoklonale Antikérper und ADCC ansprechen
(Doberstein et al. 2015). Zu einer gegen EpCAM gerichteten Antikérpertherapie beim

Pankreaskarzinom existieren allerdings keine Studien.
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Durch welchen Mechanismus der in dieser Arbeit verwendete ER-Ep BiAk seine
anti-tumorale Wirkung im B16-Tumormodell vermittelt, soll im Folgenden diskutiert

werden.

4.6 ADCC als méglicher Wirkmechanismus des anti-EGFRVIII x anti-mEpCAM

bispezifischen Antikorpers

Monoklonale Antikérper vermitteln ihre anti-tumoralen Effekte unter anderem durch
antikdrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC) und komplementvermittelte
Zytotoxizitat (CDC) (Weiner et al. 2010). An ADCC sind vor allem naturliche Killerzellen
(NK-Zellen), Makrophagen, dendritische Zellen (DC), sowie eosinophile und
neutrophile Granulozyten beteiligt. Diese Effektorzellen exprimieren einen Fcy-
Rezeptor (FcyR) mit dem sie den Fc-Teil des an die Tumorzellen gebundenen
Antikérpers erkennen. Nach Bindung an die Fc-Doméane der Antikdrper und Aktivierung

kommt es zur Lyse der Tumorzellen.

Clynes et al. konnten zeigen, dass die Wirksamkeit von Rituximab und Trastuzumab in
FcyR-knockout-Mausen vermindert ist (Clynes et al. 1998; Clynes et al. 2000). Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Fc-FcyR-Interaktion und damit die ADCC fiir die
therapeutische Wirksamkeit monoklonaler Antikérper essentiell ist. Die Bedeutung des
FcyR fiir die anti-tumorale Wirkung wird durch weitere Studien gestitzt. Beispielsweise
konnte gezeigt werden, dass genetische Polymorphismen, welche zu einer hdheren
Affinitat der aktivierenden FcyRIII fur die Antikérper fiihren, die therapeutische
Wirksamkeit von Rituximab bei Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphom (NHL)
verbessern (Cartron et al. 2002). Dieser Effekt konnte auch flir Trastuzumab und

Cetuximab gezeigt werden (Musolino et al. 2008; Weng und Levy 2003).

BiAk, die ein Fc-Teil besitzen, kdnnen Uber diesen neben T-Zellen auch akzessorische
Immunzellen wie DC, NK-Zellen und Makrophagen rekrutieren (Zeidler et al. 2000;
Zeidler et al. 1999). Dadurch sind solche BiAk in der Lage durch ADCC zusatzliche
zytotoxische Effekte auf die Tumorzellen zu bewirken. Dieser Wirkmechanismus wurde
in der Literatur fir mehrere BiAk beschrieben (Chames und Baty 2009). Fr
Catumaxomab konnte gezeigt werden, dass er Uber seinen Fc-Teil fast ausschliel3lich
an aktivierende FcyR und nicht bzw. nur geringfligig an den inhibitorischen FcyRIIb
bindet (Zeidler et al. 2000). Diese Eigenschaft von Catumaxomab ist insofern
interessant, da gezeigt werden konnte, dass es durch eine geringere Interaktion mit

dem inhibitorischen FcyRIIb zu einer verbesserten anti-tumoralen Wirksamkeit
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monoklonaler Antikérper durch ADCC kommt (Clynes et al. 2000). Aus diesen
Ergebnissen lasst sich schlieRen, dass Antikérper in der Tumortherapie vor allem an

aktivierende FcyR und nur sehr schwach an inhibitorische FcyR binden sollten.

Der in dieser Arbeit verwendete BiAk basiert auf einem IgG-Grundgerist und ist als ein
asymmetrisches 2+1-Format aufgebaut. Dadurch besitzt der ER-Ep BiAk zwei
Bindestellen fur mEpCAM, eine Bindestelle fiir EGFRvIII sowie eine intakte Fc-Region.
Durch den Fc-Teil ist der ER-Ep BiAk theoretisch in der Lage durch ADCC anti-
tumorale Effekte zu vermitteln. In den Therapieversuchen zeigte sich, dass der ER-Ep
BiAk alleine zu einer Verzégerung des Tumorwachstums bei subkutanen B16-Tumoren
fuhrt. Um zu untersuchen, ob auch hier ADCC eine Rolle spielt, wurden die Mause mit
5 Gy ganzkoérperbestrahlt. Durch die Bestrahlung werden unter anderem die FcyR-
positiven Effektorzellen, welche ADCC vermitteln, depletiert. Nach der Bestrahlung war

der therapeutische Effekt des ER-Ep BiAk komplett aufgehoben.

Wie oben bereits erwahnt ist CDC ein weiterer Wirkmechanismus therapeutischer
Antikérper. Es konnte gezeigt werden, dass CDC einen wesentlichen Teil zur anti-
tumoralen Wirkung von Rituximab beitragt (Weiner 2010). Wahrend die Depletion der
Effektorzellen und die Therapie in bestrahlten Nacktmausen keinen Einfluss auf die
therapeutische Aktivitat von Rituximab hatten, war die therapeutische Wirksamkeit in
C1qg-defizienten Mausen bzw. nach Depletion der Komplementfaktoren komplett
aufgehoben (Di Gaetano et al. 2003; Golay et al. 2006). Im Gegensatz dazu
beobachteten wir in unseren Versuchen, dass nach Depletion der Effektorzellen durch
5 Gy TBI der therapeutische Effekt des ER-EP BiAk nicht mehr vorhanden war. Diese
Ergebnisse unterstreichen unsere Hypothese, dass die anti-tumorale Wirkung des ER-
Ep BiAk im B16-Melanommodell vor allem durch ADCC vermittelt wird und das CDC

nur eine untergeordnete Rolle spielt.

4.7 EpCAM als Zielantigen in der Immuntherapie

Die Identifikation eines geeigneten Tumorantigens ist einer der wichtigsten Aspekte im
Bereich der Tumorimmuntherapie (Restifo et al. 2012). Das optimale Zielantigen sollte
ausschlief3lich auf Tumorzellen und nicht von gesunden Geweben exprimiert werden.
Allerdings werden die meisten Antigene zwar verstarkt, jedoch nicht selektiv von
Tumorzellen, sondern auch von gesunden Zellen exprimiert. Dies kann zu schweren
Nebenwirkungen fiihren (Keefe 2002; Seidman et al. 2002).
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Aufgrund seiner weit verbreiteten Expression in fast allen humanen Karzinomen ist das
epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) ein interessantes Zielantigen fir
Tumorimmuntherapien. Immunhistochemische Analysen zeigten, dass EpCAM in
Adenokarzinomen des Kolons, Magens, Pankreas, Prostata, Mamma und der Lunge
Uberexprimiert wird (Went et al. 2006; Went et al. 2004). Andere klinisch validierte
Antikérperziele, wie zum Beispiel Her-2/neu und EGFR, werden nur zu einem geringen
Prozentsatz von den Tumoren exprimiert. So sind zum Beispiel Mamma-Karzinome in
nur etwa 15-30 % Her-2/neu positiv bzw. (iberexprimieren EGFR in nur 40 % der Falle
(Fox und Harris 1997; Pauletti et al. 2000). Deshalb profitiert nur ein Teil der Patienten
von einer Antikérpertherapie. Im Gegensatz dazu wird EpCAM von bestimmten
Tumoren wie dem Kolon-, Magen- oder Prostatakarzinom in annadhrend 100 %
exprimiert (Martin et al. 1999; Went et al. 2006). Auch auf Krebsstammzellen wurde
eine EpCAM-Expression beobachtet (Al-Haijj et al. 2003; Maetzel et al. 2009; Ricci-
Vitiani et al. 2007). Zunehmend wurde die Rolle von EpCAM in der Tumorgenese
untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass EpCAM die Zellproliferation férdert
(Maetzel et al. 2009; Munz et al. 2009; Munz et al. 2004). Die Inhibition der EpCAM-
Expression mittels einer EpCAM-spezifischen antisense oder siRNA fiihrte zu einer
deutlichen Abnahme der Zellproliferation humaner Karzinomzellen (Munz et al. 2004;
Osta et al. 2004). Eine EpCAM-Uberexpression ist zudem mit einer schlechteren
Prognose im Mamma- und Ovarialkarzinom assoziiert (Gastl et al. 2000; Spizzo et al.
2002; Spizzo et al. 2006; Spizzo et al. 2004).

Wie die meisten anderen tumorassozierten Antigene wird EpCAM auch auf normalen
Zellen exprimiert (Balzar et al. 1999). Physiologischerweise wird es auf der
basolateralen Zellmembran von einschichtigem, mehrreihigen und Ubergangs-
epithelien exprimiert und vermittelt die interzullare Zelladhasion (Litvinov et al. 1994).
Eine EpCAM-Expression wurde in Kolon, Dinndarm, Magen, Gallengangen, Pankreas,
Mamma, Lunge, Niere und Prostata nachgewiesen (Gottlinger et al. 1986; Momburg et
al. 1987).

In der Literatur finden sich Hinweise, dass Antikorper in vivo zwischen EpCAM auf
Tumorzellen und normalen Zellen differenzieren kénnen. In einer Studie mit EpCAM
exprimierenden transgenen Mausen konnte gezeigt werden, dass nach intravendser
Injektion eines anti-EpCAM-Antikdrpers dieser lediglich an EpCAM exprimierende
Tumore und nicht an normales EPCAM-positives Gewebe bindet. Proben des
gesunden Gewebes konnten jedoch ex vivo in immunhistochemischen

Untersuchungen mit einem anti-EpCAM-Antikérper angefarbt werden (McLaughlin et
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al. 2001). Man geht davon aus, dass EpCAM auf normalen Zellen aufgrund der tight
junctions fur Antikdrper schwer erreichbar ist, wohingegen EpCAM im Tumorgewebe
homogen auf der gesamten Zelloberflache exprimiert wird und dadurch fur Antikdrper

gut zuganglich ist (Litvinov et al. 1994; McLaughlin et al. 2001).

Aufgrund der weitverbreiteten Expression bei humanen Karzinomen ist EpCAM
Zielantigen fir eine Vielzahl von immunotherapeutischen Ansatzen (Baeuerle und
Gires 2007; Chaudry et al. 2007; Munz et al. 2010). Der erste monoklonale Antikoérper
der jemals in Tumorpatienten untersucht wurde, war der gegen EpCAM gerichtete
Antikorper Edrecolomab (17-1A) (Sears et al. 1982; Sears et al. 1984). In einer ersten
Studie bei chirurgisch resezierten kolorektalen Karzinomen (Stadium Dukes C) flhrte
Edrecolomab zu einer verminderten Rezidivrate und verbesserten Uberlebensrate
(Riethmuller et al. 1998; Riethmuller et al. 1994). Grolte Studien konnten jedoch die
klinische Wirksamkeit im adjuvanten Setting nicht bestatigen, sodass Edrecolomab
schlieBlich seine Zulassung in Deutschland wieder verlor (Fields et al. 2009). In Phase-
[-Studien wurden zwei weitere gegen EpCAM gerichtete monoklonale Antikdrper (ING-I
und 3622W94) getestet. Hierbei kam es zum Auftreten akuter Pankreatitiden. Beide
Antikorper besitzen eine hohe Affinitat flir EpCAM und verursachen durch die Bindung
an EpCAM im gesunden Gewebe unerwiinschte Toxizitaten (de Bono et al. 2004; Goel
et al. 2007; Munz et al. 2010). Auf der anderen Seite zeigte Adecatumomab (MT201),
ein humaner anti-EpCAM-Antikdrper mit mittlerer Affinitat, in Phase-1 und Phase-II
Studien eine therapeutische Wirksamkeit ohne Auftreten schwerer Nebenwirkungen
(Ahmadzadeh et al. 2009; Naundorf et al. 2002; Oberneder et al. 2006; Schmidt et al.
2010).

Im Jahr 2009 wurde der anti-EpCAM trispezifische Antikorper Catumaxomab zur
Therapie der Peritonealkarzinose EpCAM* Tumoren zugelassen. Um die Sicherheit
und Vertraglichkeit einer intravendsen Injektion zu testen, wurde eine Phase-I-Studie
durchgefihrt (Mau-Sorensen et al. 2015). Hierbei zeigte sich eine dosisabhangige
Hepatoxizitat, wobei der erste Patient bei einer Dosis von 10 yg Catumaxomab ein
fulminantes akutes Leberversagen erlitt, was schlieRlich zur Beendigung der Studie
fuhrte (Mau-Sorensen et al. 2015). In der immunhistologischen Aufarbeitung stellte sich
heraus, dass Catumaxomab durch die Bindung an den FcyR der Kupffer-Zellen
unabhangig von der EpCAM-Expression der Hepatozyten die Toxizitat vermittelte
(Borlak et al. 2016). MT110 ist ein gegen EpCAM und CD3 gerichteter BiTE, der in
praklinischen Studien vielversprechende Ergebnisse zeigte. MT110 wird derzeit in

einer Phase-I-Studie zur Therapie solider Tumore untersucht. In den ersten
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veroffentlichten Ergebnissen kam es auch bei MT110 zu schweren dosislimitierenden

Nebenwirkungen wie Leberwerterhéhungen und Diarrhoe (Fiedler et al. 2012).

Die in den verschiedenen klinischen Studien beobachtete schlechte Vertraglichkeit
sowie die zum Teil fehlende Wirksamkeit einer gegen EpCAM gerichteten Therapie

verdeutlichen die Notwendigkeit, nach alternativen Tumorantigenen zu suchen.

4.8 Ausblick

Die Kombination von Marker-Antigen-transduzierten, tumorspezifischen T-Zellen mit
einem T-Zell-rekrutierenden BiAk flhrte in den untersuchten Tumormodellen zu keiner
gesteigerten Wirksamkeit des AZT. Die Ergebnisse dieser Arbeit implizieren, dass eine
reine Rekrutierung der T-Zellen an den Tumor nicht ausreicht, um die Wirksamkeit des
AZT zu steigern. Das immunsuppressive Milieu im Bereich des Tumors scheint durch
Hemmung der T-Zellen eine entscheidende Rolle beim Versagen T-Zell-basierter
Therapien zu spielen (Abate-Daga et al. 2013; Scarfo und Maus 2017). Ein moglicher
Ansatz zur Steigerung der Wirksamkeit kdnnte somit in der Optimierung der

T-Zell-Aktivierung liegen.

Eine Weiterentwicklung des in dieser Arbeit untersuchten Therapiekonzeptes — die
trunkierte Version des Marker-Proteins durch einen chimeric antigen receptor (CAR)
mit einer aktivierenden intrazellularen Domane als Bindestelle fir den rekrutierenden
BiAk zu ersetzen — wiirde diesen Ansatz verfolgen. Die Bindung des BiAk an den CAR
wurde in diesem Fall zu einer spezifischen Aktivierung der tumorspezifischen T-Zellen
fuhren. Der Vorteil ware die Beibehaltung der selektiven Rekrutierung mit zusatzlicher
Aktivierung der transduzierten, tumorspezifischen T-Zellen, ohne einen Einfluss auf die

Sicherheit dieser Therapie zu nehmen.

Ein weiterer Angriffspunkt zur Optimierung der T-Zell-Aktivierung kénnten inhibitorische
Rezeptoren wie beispielsweise das programmed cell death protein 1 (PD-1) darstellen.
Durch Interaktion von PD-1 mit seinem Liganden PDL-1 kommt es zur Hemmung der
TZR-Signalkaskade und damit der T-Zell-Aktivierung (Yokosuka et al. 2012). Dieser
Mechanismus konnte durch eine verbesserte anti-tumorale Wirksamskeit des AZT in
Kombination mit einem anti-PD-1-Antikérper belegt werden (John et al. 2013). Die
systemische Applikation von anti-PD-1-Antikdrpern in Kombination mit AZT birgt jedoch
durch unselektive T-Zell-Aktivierung die Gefahr der Potenzierung der Nebenwirkungen

der jeweiligen Therapien. Um den Effekt der PD-1-Blockade auf tumorreaktive T-Zellen
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zu begrenzen, hat unsere Arbeitsgruppe einen Fusionsrezeptor aus PD-1 und CD28
entwickelt, welcher das inhibitorische in ein kostimulatorisches Signal umwandelt und
so eine verbesserte T-Zell-Aktivierung bewirkt. In einer proof of concept-Studie zeigten
die Fusionsrezeptor-transduzierten T-Zellen eine gesteigerte anti-tumorale Wirksamkeit
(Kobold et al. 2015).

Zusammenfassend verdeutlichen die Ergebnisse dieser Arbeit gemeinsam mit den
Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe, dass kinftige Ansatze zur Optimierung des AZT
nicht nur die Rekrutierung der T-Zellen zum Tumor, sondern auch die Verbesserung

der T-Zell-Aktivierung adressieren sollten.
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5. Zusammenfassung

Adoptiver T-Zell-Transfer (AZT) ist ein vielversprechender Ansatz in der Tumor-
immuntherapie. Seine Wirksamkeit ist durch eine geringe T-Zellinfiltration in das
Tumorgewebe limitiert. Unsere Arbeitsgruppe hat ein neuartiges Therapiekonzept zur
Verbesserung der Wirksamkeit des AZT und Minimierung der Nebenwirkungen
entwickelt. Durch Kombination Marker-Antigen-transduzierter, tumorspezifischer
T-Zellen mit einem bispezifischen Antikdrper, der spezifisch die transduzierten,
tumorspezifischen T-Zellen bindet, soll die Rekrutierung der T-Zellen an den Tumor
verbessert werden. Wir konnten bereits zeigen, dass die Kombinationstherapie zu
einem verzdgerten Tumorwachstum und einem verlangerten Uberleben in einem
murinen Magenkarzinommodell fihrt. Ziel dieser Arbeit war es, die Wirksamkeit dieser

Kombinationstherapie in weiteren soliden Tumoren zu Uberprufen.

Fir diese Arbeit wurden mittels retroviraler Transduktion mEpCAM exprimierende B16-
und Panc02-Tumorzelllinien generiert. Primare T-Zellen wurden mit einer inaktiven,
trunkierten Version des EGFRUvIII transduziert. Der verwendete anti-EGFRuvlIl x anti-
mEpCAM bispezifische Antikérper (ER-Ep BiAk) konnte spezifisch EGFRUvlll-positive
T-Zellen an mEpCAM-positive Tumorzellen zurtickhalten. Diese Kombination fihrte in
vitro nur zu einem gering gesteigerten zytotoxischen Potential. Dies lasst sich durch
den Wirkmechanismus des verwendeten bispezifischen Antikorpers erklaren, der durch
Bindung an sein Antigen keine Aktivierung der T-Zelle auslést. Die therapeutische
Wirksamkeit der Kombinationstherapie aus EGFRUVIII*, tumorspezifischen T-Zellen und
dem ER-Ep BiAk wurde in vivo in zwei verschiedenen Tumormodellen untersucht. Bei
subkutanen B16-Tumoren fiihrte sie zu einer Verzégerung des Tumorwachstums.
Dieser Effekt beruhte auf dem ER-Ep BiAk, dessen anti-tumorale Wirksamkeit am
ehesten durch antikdrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC) vermittelt wird.
Im murinen Pankreaskarzinom-Modell Panc-OVA war die Kombinationstherapie der

Wirksamkeit der tumorspezifischen T-Zellen alleine unterlegen.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit die Kombination des adoptiven
Transfers tumorspezifischer T-Zellen mit einem T-Zell-rekrutierenden bispezifischen
Antikérper weder in einem murinen Melanommodell noch in einem murinen
Pankreaskarzinommodell die anti-tumorale Wirksamkeit des AZT verbessern. In darauf
aufbauenden Projekten der Arbeitsgruppe wurde daher das Therapiekonzept
umgestellt und T-Zellen mit einem durch bispezifische Antikérper aktivierbaren

Rezeptor transduziert.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

ADCC

APC
AZT
BiAk
BIiTE
BSA
CAR
CDC

CTLA-4
DMEM
DMSO
DC
E:Z-Verhaltnis
EGFR
EGFRuVIII
EpCAM
ER-Ep BiAk
Fab
FACS
FBS

Fc

FcyR
FDA

Gy

h

HEPES
Her-2/neu
IgG

IL-2

IL-15
LDH

M

MDSC

Antibody dependent cellular cytotoxicity;
Antikérperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat
Antigenprasentierende Zelle

Adoptiver T-Zell-Transfer

Bispezifischer Antikorper

Bispecific T-cell engager

Bovines Serum-Albumin

Chimeric antigen receptor

Complement dependent cytotoxicity;
Komplementvermittelte Zytotoxizitat

Cytotoxic T lymphocyte antigen 4

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Dendritische Zelle

Effektor- zu Zielzell-Verhaltnis

Humaner epidermal growth factor receptor

Humaner epidermal growth factor receptor Variante 3
Epithelial cell adhesion molecule

Anti-EGFRUVIII x anti-mEpCAM bispezifischer Antikérper
Fragment antigen binding; Antigen-bindendes Fragment
Fluorescence-activated cell sorting; Durchflusszytometrie
Fetales Kalberserum

Fragment crystallizable; kristallisierbares Fragment
Fcy-Rezeptor

Food and Drug Administration

Gray

Stunden

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl- Ethansulfonsaure
Human epidermal growth factor receptor 2
Immunglobulin G

Interleukin-2

Interleukin-15

Laktatdehydrogenase

mol/L; Molar

Myeloid-derived suppressor cells
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mEpCAM
MHC

min

ml

mM
NEAA
NK-Zellen
PBS

PD-1
RPMI

]

scFv

SEM

SV40
TAA

TBI

TIL

Treg
TriomAb
TZR

WT

Murines epithelial cell adhesion molecule
Major histocompatibility complex;
Haupthistokompatibilitdtskomplex
Minuten

Milliliter

Millimolar

Non-Essential Amino Acids

Naturliche Killerzellen

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline
Programmed cell death protein 1
Roswell Park Memorial Institute
Sekunden

Single-chain variable fragment;
Einzelketten-Fragmente der variablen Region
Standard error of the mean;
Standardfehler des Mittelwertes

Simian virus 40

Tumorassoziiertes Antigen

Total body irradiation; Ganzkorperbestrahlung
Tumor-infiltrierende Lymphozyten
Regulatorische T-Zellen

Trifunktionaler Antikorper
T-Zell-Rezeptor

Wildtyp
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