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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Hintergrinde

1.1.1. Epidemiologie von Kopf-Hals-Karzinomen

Die Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region stellen mit weltweit tiber 500.000
Erstdiagnosen jahrlich etwa 5% der neu auftretenden Malignome dar (Parkin et al.,
1988). Dabei ist die Inzidenzrate steigend. Fur die Entwicklung dieser Tumoren sind
Nikotin- und Tabakkonsum die Hauptrisikofaktoren. Trotz verbesserter Therapie-
strategien hat sich die Prognose der Erkrankungen in den letzten Jahren nicht ver-
bessert (Kastenbauer und Wollenberg, 1999).

Dabei besteht ein enger Zusammenhang zwischen klinischen Parametern und der
Prognose:

Die Lokalisation des Primartumors hat einen entscheidenden Einfluss auf den Verlauf
der Erkrankung. So haben Patienten mit glottischen Larynx-Karzinomen die besten
Heilungschancen, waéahrend die Prognose bei Hypopharynxkarzinomen am
schlechtesten ist.

Die Prognose von malignen Erkrankungen im Kopf-Hals-Bereich steht weiterhin mit
dem Tumorstadium und dem Ausmafd der lokoregionaren und generalisierten
Metastasierung zum Zeitpunkt der Diagnosestellung in Zusammenhang. Bei ca. 50-
60% der Patienten liegen bereits lokoregionare Metastasen vor (Schuller et al.,
1980), etwa 2/3 der Patienten haben bei Erstdiagnose weit fortgeschrittene T3-T4-
Tumoren (Vokes et al., 1993). Klinisch manifeste Fernmetastasen als Zeichen einer
systemischen Erkrankung lassen sich bei Diagnosestellung in etwa 15-25% der Falle
nachweisen, wobei in Autopsien sogar eine Inzidenz von 40-57% beschrieben wird.

Daruber hinaus werden histologische Faktoren wie Differenzierungsgrad, perineurale
Infiltration, Kapseldurchbruch metastatisch befallener Lymphknoten und Ausmal3 der
Tumorvaskularisation als prognostische Variablen gewertet (Magnano et al., 1999;
Bockmiihl et al., 2000). Die durchschnittliche 5-Jahres-Uberlebensrate fiir Platten-
epithelkarzinome der Kopf-Hals-Region (Head and Neck Squamous Cell Carcinoma
= HNSCC) betragt zwischen 22% und 63% (Berrino und Gatta, 1998).
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1.1.2. Klinische Therapieverfahren bei Kopf-Hals-Karzinomen

Ziel der gangigen therapeutischen Verfahren bei Kopf-Hals-Karzinomen sind Organ-
bzw. Funktionserhaltung, Erreichen eines lokal und systemisch tumorfreien
Zustandes und eine Verbesserung der Uberlebensraten sowie der Lebensqualitéat.
Zirka 50% der Patienten mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium entwickeln nach
primar chirurgischer Therapie und postoperativer adjuvanter Strahlentherapie
Rezidive bzw. lokoregiondre Metastasen oder Fernmetastasen. Urséachlich wird
angenommen, dass zum Zeitpunkt der Operation bereits eine Streuung von
Tumorzellen stattgefunden hat, so dass es trotz lokal sanierender Operations-
techniken zum Verbleib residualer Tumorzellen kommt. Diese subklinische Situation
wird als ,minimal residual disease® (mrd) bezeichnet (Wollenberg et al., 1994;
Gath und Brakenhoff, 1999) und ist durch bildgebende und histopathologische
Routineverfahren nicht erkennbar.

Die derzeit Ubliche Standardtherapie ist fur jede Tumorlokalisation speziell definiert
(vgl. Leitlinie Onkologie des Kopf-Hals-Bereiches, 2000), besteht jedoch bis auf
wenige Ausnahmen prinzipiell in der radikalen chirurgischen Entfernung des Priméar-
tumors und in der Dissektion der lokoregiondren Lymphknoten mit postoperativer
Radio- oder Radiochemotherapie. Bei inoperablen Tumoren stehen Strahlentherapie
und/oder chemotherapeutische Ansatze im Vordergrund.

1.1.3. Tumoren und Immunsystem

1.1.3.1. Induktion einer spezifischen Immunantwort

Die Unterscheidung von fremd und eigen ist Voraussetzung dafir, dass Immunzellen
zwar effektiv z.B. Bakterien oder Viren erkennen und eliminieren, koérpereigene
Proteine aber nicht angreifen. Einige Erreger werden durch die angeborene, un-
spezifische Immunantwort (etwa durch Monozyten/Makrophagen) eliminiert, andere
Erreger haben Wege gefunden, sich davor zu schiitzen. Fur deren Bekampfung ist
die Induktion einer spezifischen Immunreaktion notig. Die wichtigsten Effektorzellen
dieser Immunantwort sind T-Lymphozyten. Sie erkennen die Erreger nicht selbst,
sondern bedirfen der Prasentation eines erregerspezifischen Antigens (Peptid)
durch professionelle Antigen-préasentierende Zellen (APCs) in Assoziation mit Mole-
kilen der MHC-Klasse | oder Il. Hierfur mussen zwei Voraussetzungen erfullt sein:
die T-Zellen missen tber den passenden T-Zellrezeptor verfugen, der das Peptid in
Verbindung mit MHC-Molekilen erkennt und die professionellen APCs missen ein

-2-
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zweites Signal in Form eines kostimulatorischen Molekils (z.B. B7.1 und B7.2)
liefern. Fehlt dieses kostimulatorische Signal, so kommt es zur Anergie der T-Zelle.

Zur Aktivierung einer naiven T-Zelle, ihrer anschlieRenden Proliferation und Differen-
zierung kommt es nur dann, wenn beide Signale (MHC/Peptid und kostimu-
latorisches Molekil) auf derselben Zelle prasent sind. Diese Voraussetzung wird nur
von den professionellen APCs erfillt (Abb. 1.1.). Die wichtigsten bekannten APCs
sind dendritische Zellen, aber auch B-Lymphozyten und Makrophagen kénnen als
Antigen-prasentierende Zellen wirken.

a)
kostimulatorisches || >
Molekiil (14
Aktivierung
—_— Proliferation
Differenzierung
MHC/Peptid TCR
b)

—CeD

Abbildung 1.1.: a) Die Aktivierung, Proliferation und Differenzierung einer naiven T-Zelle findet nur statt,
wenn MHC/Peptid-Komplex und kostimulatorisches Molekul auf derselben APC vorliegen. b) Fehlt das ko-
stimulatorische Molekiil, kommt es zur Anergie der T-Zelle.

MHC/Pepntid TCR

Der erste Kontakt einer spezifischen T-Zelle mit einer Antigen-prasentierenden Zelle
fuhrt zur Induktion einer primaren Immunantwort und zur Ausbildung eines immuno-
logischen Gedéchtnisses, wodurch bei spateren Kontakten mit demselben Antigen

eine wesentlich schnellere Reaktion des Immunsystems ermdglicht wird.

Uber MHC-Klasse | werden Antigene prasentiert, die in der prasentierenden Zelle
selbst entstanden sind. Dagegen werden Antigene, die von auf3en aufgenommen
wurden, mit MHC-Klasse Il Molekllen an die Zelloberflache transportiert. Der MHC-
Kontext, in dem Antigene prasentiert werden, entscheidet dariiber, welche T-Zellen
aktiviert werden: Antigene, die Uber Klasse | prasentiert werden, fihren zur Akti-
vierung von CD8-positiven Zellen, die dann zu zytotoxischen T-Lymphozyten (CTLS)
differenzieren. Klasse Il Antigene induzieren die Aktivierung CD4-positiver T-Helfer-
zellen, die sowohl fur die Aktivierung CD8-positiver Zellen als auch fur die Antikdrper-
Produktion durch B-Lymphozyten wichtige Signale liefern. Wahrend nahezu alle
Korperzellen MHC-Klasse | besitzen, sind nur APCs in der Lage, auch MHC-Klasse |l

Zu exprimieren.
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1.1.3.2. Antikdrperabhangige Immunreaktion

Die antikdrperabhéngige Immunantwort dient dazu, Pathogene (z.B. Bakterien)
spezifisch, effizient und schnell aus einem Organismus zu entfernen. Dies geschieht
auf zwei Wegen: an Bakterien gebundene (opsonisierende) Antikérper binden tber
ihren Fc-Teil an phagozytierende Zellen, die dann den Erreger eliminieren (antibody
dependent cellular cytotoxicity, ADCC). Die opsonisierenden Antikorper kénnen
andererseits das Komplementsystem aktivieren und so zu einer Lyse des Ziel-
pathogens fuhren.

Voraussetzung fur diese antikdrperabhangigen Wege der immunologischen Reaktion
ist zum einen, dass zuvor die Induktion einer spezifischen Immunantwort statt-
gefunden hat (vgl. 1.1.3.1.) und dass zum anderen der Zweitkontakt mit dem Erreger
Uber die Aktivierung von T-Helfer-Zellen zur Aktivierung und Differenzierung von
spezifischen B-Zellen gefuhrt hat.

1.1.3.3. Interaktion zwischen Tumoren und Immunsystem

Im gesunden Organismus unterliegen aberrante Zellen der Kontrolle des Immun-
systems. Es kommt immer wieder zu der Ausbildung potentiell maligner Zellen, die

jedoch durch eine funktionierende Immunabwehr eliminiert werden.

Eine gestorte Interaktion zwischen Tumorzelle und Immunsystem kann zu der Ent-
wicklung klinisch relevanter Tumormassen fihren. Hierfir kommen verschiedene

Wege in Frage:

a) Ein funktionell gestortes Immunsystem kann die Expansion maligner Tumorzell-
klone nicht aufhalten, z.B. bei langfristig immunsupprimierten Transplantations-
patienten (Penn, 2000) oder bei HIV-Infizierten (Goedert, 2000; Spina et al., 2000).
b) Tumorzellen kdnnen sich einer Elimination durch das Immunsystem entziehen.
Einige Mdglichkeiten dieser ,immune escape“-Mechanismen  sind im folgenden
dargestellt (Abb. 1.2.):

* Tumoren exprimieren oft nur wenige oder keine MHC-Klasse | Molekile. So
kommt es in geringerem Ausmal} zu der Pr&sentation immunogener Peptide
(Ferrone und Marincola, 1995, Hicklin et al., 1999).

» Die T-Zellen bendtigen zu ihrer effizienten Aktivierung neben MHC-prasentierten
Peptiden ein kostimulatorisches Signal (s.0.). Tumoren exprimieren jedoch
Ublicherweise keine solchen Molekiile. Dann fuhrt die Interaktion zwischen T-Zelle
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und maligner Zelle nicht zu der Aktivierung sondern zu einer funktionellen

Anergisierung der Immunzelle (vgl. Abb. 1.1.b., Janeway und Bottomly, 1994).

* Es gibt Hinweise darauf, dass T-Zellen ihren Phanotyp unter dem Einfluss von
Tumoren verandern und so funktionell gestért werden (z.B. Herabregulation der
TCR-assoziierten (-Kette und dadurch eine verminderte Signaltransduktion
(Whiteside, 1999; Radoja und Frey, 2000).

 Unter dem Druck einer funktionierenden Immunabwehr kdnnen manifeste
Tumoren ihr Repertoire antigener Proteine im Laufe der Zeit verandern, dadurch
entstehen sogenannte ,escape-Mutanten” (Maurer et al., 1996; Gilboa, 1999).
Auch ist die Antigenausstattung von Primartumoren und Metastasen u.U.
unterschiedlich (Natali et al., 1983). Auf diesem Weg weichen Metastasen einer

antigenspezifischen Immunabwehr aus.

* Tumoren kdnnen immunsuppressive Zytokine und Substanzen wie TGF[3, PGE2
oder IL-10 produzieren (Young et al., 1996, Fosslien, 2000, Zeidler et al., 2000).

» Die Expression sogenannter decoy-Rezeptoren erméglicht zwar die Bindung von
Liganden, das intrazellulare Signal wird aber nicht weitergeleitet. Damit entziehen
sich maligne Zellen z.B. apoptotischen Signalen (Ashkenazi und Dixit, 1999).

* Tumoren exprimieren Molekile, die Immunzellen in Apoptose treiben (z.B. Fas-L,
Moers et al., 1999) oder funktionell inhibieren kdénnen (z.B. Mucin, Gimmi et al.,
1996).

[ MHC

TAA

D TAA

= kost. Molekdl

v,
@ @

\ .

\ o
. .

o * % °

o' °

- 0

.

. ..

. -
%

Verminderte Verminderte Selektion von Produktion

Expression Expression Escape- immunsuppressiver

von MHC | kostimulatorischer Mutanten Substanzen
Molekile

Abbildung 1.2.: Immune escape Mechanismen , mit deren Hilfe sich Tumorzellen dem Angriff durch das
Immunsystem entziehen kdnnen.
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Dennoch gibt es Oberflichenmolekiile, die die maligne Zelle als solche fir das
Immunsystem erkennbar machen kodnnen. Diese tumorassoziierten Antigene
(TAAs) bieten sich als Zielmolekile fir immunologische Therapiestrategien an. Sie
lassen sich in verschiedene Gruppen einteilen (Ubersicht bei Rosenberg, 1999):

* Mutierte zelleigene Proteine, z.B. Caspase 8 (Mandruzzato et al., 1997), oder
posttranslational verandert prozessierte Proteine, z.B. MUC 1 (Taylor-
Papadimitriou et al., 1999).

« Uberexprimierte - ansonsten aber unveranderte - zellulare Proteine wie der EGF-
Rezeptor (Stumm et al., 1996) oder EpCAM (Litvinov et al., 1996).

* Proteine der Differenzierungsphase, die in hochdifferenzierten reifen Gewebe-
zellen nicht mehr exprimiert sind, z.B. CEA (Hammarstrom, 1999) oder ektop
exprimierte, fir andere Gewebe typische Proteine, wie z.B. NY-ESO-1, das
Ublicherweise nur auf testikularen Zellen exprimiert wird, sich jedoch auch auf
Karzinomen des oberen Aerodigestivtraktes finden lasst (Chen et al., 1997).

* Fremdproteine, v.a. virale Proteine (z.B. E6 und E7 des HPV oder LMP1 von EBV
beim Nasopharynx-Karzinom), die bei Tumoren mit Virusassoziation an der

Zelloberflache erscheinen (Cheung et al., 1998; Cornelison, 2000).

1.1.4. Entwicklung neuer antitumoraler Strategien

Neue therapeutische Strategien zielen auf die Nutzung und Aktivierung des korper-
eigenen Immunsystems gegen den Tumor. Mit den konventionellen Therapie-
moglichkeiten verglichen erscheint dieser Ansatz reizvoll, da hier eine hohe Tumor-
spezifitat zugleich mit einer systemischen Wirkung kombiniert ist (zur Ubersicht: van
Dongen und Snow, 1997). Es werden vielfaltige Strategien verfolgt, das Immun-
system fur eine effiziente antitumorale Antwort zu rekrutieren (Ubersicht fiir HNSCC
bei Myers, 1999). Einige Ansétze sollen im Folgenden kurz genannt werden:

 Eine Reihe von Verfahren verwendet die unspezifische Aktivierung von
T-Zellen; so werden Substanzen wie IL-2 oder GM-CSF alleine oder in
Kombination mit anderen Protokollen eingesetzt (Mantovani et al., 1998;
Jaffee, 1999). Neben der oft nebenwirkungsreichen systemischen Anwendung
werden lokale Verfahren wie Inhalation (Heinzer et al., 1999) oder
vektorvermittelter Gentransfer (Wollenberg et al., 1999) erprobt. Ein anderer
unspezifischer Weg nutzt die immunstimulatorischen Eigenschaften
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bakterieller DNA-Motive (CpG-DNA), wobei die molekularen Wege dieses
Effektes noch nicht gut verstanden werden (Hartmann und Krieg, 2000).

» Eine spezifische Aktivierung des Immunsystems wird bei der Verwendung
professioneller Antigen-prasentierender Zellen (APCs) als Vakzine verfolgt.
Hierzu stehen verschiedene Verfahren zur Verfliigung. So lassen sich
dendritische Zellen ex vivo mit Tumorzellpraparationen ,beladen”, Teile der
Tumorzellen werden aufgenommen und prozessiert. Diese dann prasen-
tierenden dendritischen Zellen werden dem Patienten zurtckinjiziert. In vivo
kénnen sie zur Induktion einer tumorspezifischen T-Zellantwort fiihren (Fong
und Engleman, 2000; Melero et al., 2000). Basierend auf derselben Grundidee
kénnen dendritische Zellen genetisch so verandert werden, dass sie Tumor-
antigene selbst exprimieren und prasentieren (Rughetti et al., 2000).

* Neben den Antigen-prasentierenden Zellen lassen sich in vitro auch
tumorreaktive zytotoxische T-Zellen (CTLs) generieren, die dem Patienten als
»=adoptive transfer* zuriickgegeben werden (Soda et al., 1999).

» Das Immunsystem kann tber die Gabe von Antikdrpermolektlen zu einer anti-
tumoralen Aktivitdt angeregt werden, indem Immunzellen an den Ort von
Tumorzellen redirigiert werden. Diese Moglichkeit wird in dem folgenden
Abschnitt n&her erlautert.

1.1.5. Einsatz von Antikorpern in der Tumortherapie

Seit der Entwicklung der Hybridom-Technik (Kohler und Milstein, 1975) wird die
Immuntherapie mit Antikbrpern verschiedenster Modifikationen in der Onkologie
erprobt. Den Therapien mit Antikdrpern liegt die Vorstellung zugrunde, dass das
Immunsystem antikorperbestiickte Tumorzellen als opsonisierte Zielzellen erkennt,
eine antikbrperabhéngige Immunantwort in Gang setzt und so die Zielzelle entweder
Uber Phagozytose (ADCC) oder das Komplementsystem eliminiert (vgl. 1.1.3.2.).
Hierbei werden tumorassoziierte Antigene als geeignete Zielepitope verwendet.

1.1.5.1. Monoklonale Antikdrper in der Tumortherapie

Fur die Anwendung monoklonaler Antikorper werden unterschiedliche tumorasso-
ziierte Antigene getestet (fur Kopf-Hals-Karzinome siehe van Dongen et al., 1996).
Durch dieses Therapiekonzept kdnnen verschiedenste immunologische Effekte aus-
geldst werden. Neben der Antikorper-abhéngigen zellularen Zytotoxizitat (ADCC,
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Flieger et al., 2000) und der Komplement-Aktivierung (complement-mediated cellular
cytotoxicity, Ballare et al., 1995) wird die Induktion von Apoptose (Vollmers et al.,
2000) und die Bildung von anti-ldiotyp-Antikorpern (Fagerberg et al.,, 1994)
beschrieben. Als kritische Faktoren fur das Ausmald einer antikdrperabhéangigen
Tumorelimination werden die Expressionshohe des Zielantigens, der aktivierte
Effektorzelltyp sowie die Subklasse des verwendeten Antikorpers angesehen (Green
et al., 2000).

Einige monoklonale Antikdrper sind bereits im klinischen Einsatz oder zeigen in
klinischen Studien positive Ergebnisse (McLaughlin et al., 1998; Riethmdiller et al.,
1998; Baselga et al., 1999; Davis et al., 1999). Haufig lasst sich jedoch in vivo keine
ausreichende antitumorale Effizienz erreichen (LoBuglio und Saleh, 1992).

Um die Wirksamkeit monoklonaler Antikdrpermolekiile zu steigern, wurden unter-
schiedliche Modifikationen entwickelt. Insbesondere wurden Versuche unternommen,
zellschadigende Substanzen (z.B. Strahlentherapeutika, Endotoxine oder Enzyme)
an die Antikorper zu koppeln (Bagshawe et al., 1999; Kreitman, 1999; lllidge und
Brock, 2000).

Um das Auftreten einer HAMA-Reaktion (human anti murine antibodies) zu
verhindern und so eine mehrfache Anwendung des Antikorpers zu ermdglichen
(Herlyn et al., 1991; Winter und Harris, 1993), wurde ein Verfahren entwickelt, das
den Austausch potentiell immunogener muriner Sequenzen gegen humane, weniger
immunogene Proteinstrukturen erlaubt (,Humanisierung“ muriner Antikdrper, Jones
et al., 1986). Mit derselben Zielsetzung werden rekombinante single-chain Antikdrper
erprobt, die in den variablen Regionen konventionellen Antikbrpern entsprechen,
jedoch keinen konstanten Fc-Teil besitzen (Kufer et al., 1997; Chen et al., 2000).

1.1.5.2. Bispezifische Antikdrper in der Tumortherapie

Die bispezifischen Antikorper wurden als Erweiterung monoklonaler Molekile
entwickelt. Wahrend monoklonale Antikérper mit beiden variablen Regionen
dasselbe Antigen erkennen (Abb. 1.3.a.), werden bei bispezifischen Molekilen zwei
unterschiedliche Antigene targetiert. Diese Situation erdffnet die Maoglichkeit,
zusatzlich zu einem Tumorantigen ein Immunzellantigen zu binden, auf diese Weise
Effektorzellen an den Ort von Tumorzellen zu redirigieren und sie gleichzeitig zu
aktivieren (Abb. 1.3.b.).
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Als potente Effektoren der antitumoralen Antwort gelten insbesondere T-Zellen,
weshalb von vielen Gruppen der T-Zell-Marker CD3 als Immunzellantigen verwendet
wird (Ohmi et al.,, 1999; Katzenwadel et al., 2000; Loffler et al., 2000). Daneben
werden aber auch andere Immunzellen, insbesondere akzessorische Zellen wie NK-
Zellen (Uber CD16, Weiner et al., 1995, Renner et al., 2000) und Monozyten (Uber
CD64, Chen et al., 1995, Russoniello et al., 1998) eingesetzt.

Auch bei den bispezifischen Molekulen gibt es verschiedene Modifikationen: sowonhl
komplette Antikérper (humanisiert und nicht humanisiert, z.B. Watanabe et al., 1999)
als auch Fab-Fragmente (Nitta et al., 1989) und rekombinante single-chain-Molekiile
(Mack et al., 1995) werden verwendet.

Bispezifische Antikdrper mit einem kompletten Fc-Teil kdnnen zusétzlich zu den
beiden spezifischen Antigenen Fc-Rezeptor-positive Zellen (APCs) binden (Abb.
1.3.b.). Diese , Trivalenz” ermdglicht die Einbeziehung Antigen-préasentierender Zellen
in die immunologische Reaktion, kann deren Aktivierung bewirken und damit direkt
Phagozytose und Prozessierung vermitteln. Dabei bestimmt die Isotyp-
Zusammensetzung des Antikorpers, welcher Fc-Rezeptor-Typ und dadurch welche
Gruppe Fc-Rezeptor-positiver Zellen gebunden werden kann.

Einige Studien geben Hinweise auf die Bedeutung der Isotypzusammensetzung fur
das Ausmald der Immunzellaktivierung (Ceuppens und van Vaeck, 1989; Haagen et
al., 1994; Haagen et al., 1995) und der antitumoralen Aktivitat (Clynes et al., 2000).
So wird beschrieben, dass die Bindung an Fcy-Rezeptoren des Typs | oder Il zu
einer Aktivierung der akzessorischen Zelle fuhrt, die Bindung an Fcy-Rezeptor Il

jedoch eine Inhibition zur Folge hat.

Arm fur Arm fur Arm fir Arm flr . ‘T

Tumorantigen Tumorantigen Tumorantigen Effektorzelle Tumor- Immunzell-
Arm Arm
Fc-Teil
Fc-Teil Fc-Teil
(zwei Isotypen) ‘
APC
a) monoklonaleAntikdrper b) bispezifischeAntikbrper
Abbildung 1.3.: a) Schema eines monoklonalen Antikdrpers mit zwei spezifischen Armen, die sich gegen

dasselbe Tumorantigen richten. b) Schema eines bispezifischen Antikorpers bestehend aus einem Arm gegen
ein Tumorantigen, einem Arm gegen ein Antigen auf Immunzellen und einem Fc-Teil. Der Antikdrper kann aus
zwei unterschiedlichen Isotypen zusammengesetzt sein. Der resultierende Tri-Zell-Komplex besteht aus einer
Tumorzelle, einer Immunzelle (z.B. T-Zelle) und einer Fcy-R-positiven akzessorischen Zelle. Es wird postuliert,
dass der bispezifische Antikdrper BiUll die Formierung solcher Tri-Zell-Komplexe vermittelt.
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1.1.6. Der bispezifische Antikérper BiUIl

Der in dieser Arbeit untersuchte bispezifische Antikdrper BiUll besteht aus einem
spezifischen Arm gegen das tumorassoziierte Antigen EpCAM, einem spezifischen
Arm gegen das T-Zell-Antigen CD3 und einem kompletten Fc-Teil der Isotyp-
zusammensetzung Maus IgG2a / Ratte 1gG2b.

1.1.6.1. Zusammensetzung von BiUll

Tumorantigen (EpCAM) : Als tumorassoziiertes Antigen dient das membranstandige

epitheliale Zell-Adhasionsmolekil EpCAM (epithelial cell adhesion molecule, Uber-
sicht bei Balzar et al.,, 1999). EpCAM hat eine Bedeutung in der Differenzierung
epithelialer Zellen (de Boer et al., 1999) und in der embryonalen Entwicklung
verschiedener Gewebe (Kasper et al., 1995). Es findet sich beim Erwachsenen in
bestimmten gesunden Geweben epithelialen Ursprungs (z.B. Drisenepithelien,
Momburg et al.,, 1987). Gesundes Plattenepithel zeigt jedoch keine Expression
dieses Molekiils. An Zervixkarzinomen und an Keratinozyten in vitro konnte gezeigt
werden, dass das Auftreten von EpCAM mit einer gesteigerten Zellproliferation und
dem Verlust von Differenzierungsmarkern in Zusammenhang steht (Schon et al.,
1995; Litvinov et al., 1996). Fur den HNO-Bereich wurde beschrieben, dass EpCAM
auf gesunden Epithelien des Oro-/Hypopharynx und des Larynx nicht vorkommt,
wahrend es auf Plattenepithelkarzinomen dieser Region in einem hohen Prozentsatz
(>90%) nachzuweisen ist (Quak et al., 1990). Studien an Knochenmarkaspiraten von
HNSCC-Patienten zeigen, dass EpCAM sich hier als Markermolekul fir disseminierte
Tumorzellen eignet (Chaubal et al., 1999), in gesundem Knochenmark findet man
keine EpCAM-Expression (Helfrich et al., 1997).

EpCAM ist ein immunogenes Protein. In einer Untersuchung an 1068 Patienten mit
kolorektalem Karzinom lie3en sich vor Beginn einer Behandlung in 15% Auto-
antikorper gegen dieses Oberflachenmolekil nachweisen (Mosolits et al., 1999). Fur
das Mamma-Karzinom konnte in einer Studie mit 205 Patientinnen eine Assoziation
zwischen EpCAM-Uberexpression und einer schlechteren Prognose gezeigt werden
(Gastl et al., 2000).

EpCAM stellt also ein attraktives Zielmolekdl fur Antikorper-basierte Therapie-
strategien dar und wird dafur von verschiedenen Gruppen eingesetzt (Ragnhammar
et al., 1993; Riethmdiller et al., 1998).
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Immunzellantigen (CD3) : Die Bindung von funktionell aktiven aCD3-Antikdrpern an

T-Zellen fuhrt zu einer Aggregation des CD3-Molekils an der Zelloberflache
(,cluster“-Bildung) sowie zur Zytokin-Freisetzung und MHC-unabhangigen zyto-
toxischen Aktivierung der T-Zelle. Diese Mechanismen resultieren im Mausmodell in
einer effizienten Tumorzellelimination, die Umsetzung auf humane Tumor-

erkrankungen zeigte jedoch eine weit geringere Effizienz (Hoskin et al., 1998).

Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von T-Zellen Gber aCD3-Antikérper
die Ausbildung eines spezifischen antitumoralen Gedéachtnisses unterstitzt (Newell
et al, 1991). Andererseits kann die Aggregation des CD3-T-Zell-Rezeptor-
Komplexes auch zur Anergisierung oder Apoptose der T-Zelle fihren (Wang et al.,
1994). Die Faktoren, die letztlich Uber Aktivierung oder Inhibierung der T-Zelle
entscheiden, sind bislang nicht schlissig geklart.

Fc-Teil : BiUIl besitzt einen kompletten Fc-Teil der sich aus den Isotypen Maus IgG2a
und Ratte 1gG2b zusammensetzt. Diese Kombination interagiert mit Fcy-Rezeptor |
und mit Fcy-Rezeptor 11, nicht jedoch mit Fcy-Rezeptor Il (van de Winkel et al., 1987;
Haagen et al., 1995). Damit werden Fcy-Rezeptor-Subgruppen gebunden, fur die
eine aktivierende Eigenschaft beschrieben wurde. Eine Bindung an Fcy-RIl, einen

inhibitorischen Fc-Rezeptor (Clynes et al., 2000), bleibt aus.

1.1.6.2. Immunologische Effekte von BiUll

Aufgrund der beschriebenen Spezifitaten wird postuliert, dass BiUll sogenannte Tri-
Zell-Komplexe aus EpCAM-positiver Tumorzelle, CD3-positiver T-Zelle und Fc-
Rezeptor-positiver akzessorischer Zelle vermitteln kann (Abb. 1.3.b.). Die Bildung
solcher Tri-Zell-Komplexe kdnnte ein breites Spektrum immunologischer Reaktionen
auslosen (Abb. 1.4.):

Die antikorpervermittelte Interaktion zwischen Tumorzelle und Fc-Rezeptor-positiver
Zelle bewirkt die Aktivierung dieser akzessorischen Zelle. So kann die direkte
Phagozytose der Tumorzelle, die Prasentation von Tumorpeptiden und letztlich die

Induktion einer humoralen Antwort ausgeldst werden.

Aktivierte APCs sezernieren Zytokine wie IL-1 oder IL-12, die Lymphozyten aktivieren
(Joseph et al., 1998). Hierdurch wird die Produktion von IL-2 angestol3en, was im
Gegenzug eine Hochregulation kostimulatorischer Molekile auf Antigen-
prasentierenden Zellen bewirkt (Zeidler et al., 2000a).
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Gerade diese kostimulatorischen Molekile sind fur die Induktion einer spezifischen
Immunantwort von entscheidender Bedeutung (vgl. Abb. 1.1.). Zusatzlich kann IL-2
LAK-Zellen induzieren sowie zu einer Verstarkung der NK-Zell-Aktivitat fuhren
(Reiter, 1993) und auf diese Weise eine antigenunabhangige Tumorzelllyse
bewirken.

Die Aktivierung von Antigen-prasentierenden Zellen (z.B. Gber einen bispezifischen
Antikorper) fuhrt zu der Produktion von TNFa (Zeidler et al., 2001), einem Zytokin,
das direkte Apoptose auslosen kann. Darlber hinaus steigert TNFa, wie auch IL-2,
die NK-Zell-Aktivitat (Reiter, 1993).

Der bispezifische Antikorper BiUIl redirigiert moglicherweise einige spezifische CTLs
an Tumorzellen, wodurch eine MHC-abhangige Tumorzelllyse angestof3en wird. Die
Interaktion aktivierter T-Zellen mit Tumorzellen fuhrt aber auch zu einer MHC-
unabhéangigen Tumorzellzerstorung (Thiele und Lipsky, 1989). Dabei wird die
Tumorzellelimination tber die Exozytose von Perforinen/Granzymen (Riesenberg et
al.,, 2001) oder uber die Bindung von Fas/Fas-Ligand vermittelt (Atkinson und
Bleackley, 1995; Hahn et al., 1995).

Aktivierung von LAK-Zellen
Erhoéhung der NK-Zell-Aktivitéat
spezifischeTumorzelllyse (CTL)

Perforin/Granzym
=>MHC-unabhé&ngige Eliminatio

BiUll

Zytokme
_>Akt|V|erung und
IL-2-Sekr etio

ADCC,
Komplementaktivierung

TNFa=>Apoptose Induktion

kostimulatorischer
Molekiile

Abbildung 1.4.: Immunologische Effekte, die bei Anwendung des bispezifischen Antikérpers BiUll
postuliert werden . Zum einen interagieren T-Zelle und Antigen-présentierende Zelle (APC) direkt mit der
Tumorzelle, zum anderen fihrt die Antikérperbindung zu einer Interaktion zwischen den Immunzellen
untereinander, die zu einer Effizienzsteigerung der antitumoralen Reaktion fiihren soll.
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Die Interaktion von Tumorzellen und Effektorzellen Uber einen bispezifischen
Antikorper wie BiUll kann also ein komplexes Netzwerk immunologischer Effekte
anstolRen, zu dem jede einzelne Zellart ihren speziellen Beitrag leistet. Die
Beobachtung solcher Vorgéange in vivo ist allerdings aul3erordentlich komplex. Aus
diesem Grund bietet sich die Verwendung eines in vitro-Systems an, das einerseits
die Situation in vivo in Teilen widerspiegelt, andererseits die Komplexitat auf ein
interpretierbares Mal3 reduziert.

1.1.7. Tumorzell-Sphéroide

In vitro-Untersuchungen zur Lyse von Tumorzellen werden ublicherweise in zwei-
dimensionalen Zellkulturmodellen durchgefiihrt. Diese Monolayer-Systeme haben
den Nachteil, dass sie die Morphologie von disseminierten Tumorzellen oder Mikro-
metastasen nicht reprasentieren und damit fur eine Anwendung in vivo nur wenig
verlassliche Daten liefern. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit das
Modell der Tumorzell-Sphéroide (tumor-cell-spheroids, TCS) (Sutherland, 1988) in
unserem Labor etabliert und eingesetzt. Sphéroide imitieren in ihrer drei-
dimensionalen Struktur die ,Wirklichkeit® von Mikrometastasen besser als
herkdbmmliche Zellkulturverfahren (Haas und Koldovsky, 1996). So ist zum Beispiel
die Expression bestimmter Proteine in Monolayerkulturen anders reguliert als in
Tumorzell-Sphéaroiden (Waleh et al., 1994). Auch reagieren Zellen eines Sphéroid-
verbandes anders auf antitumorale Verfahren als Zellen in Monolayerform (z.B. mit
Resistenz gegeniiber Bestrahlung, Olive und Durand, 1994).

Tumorzell-Spharoide werden zu verschiedenen Zwecken in der Tumorforschung

eingesetzt:

* An TCS lasst sich die Penetrationsfahigkeit von therapeutischen Substanzen
untersuchen (z.B. monoklonale Antikérper, Kwok et al., 1988).

* In Sphé&roiden kann die Interaktion zwischen Tumor- und Immunzellen in einem

gewebeédhnlichen Umfeld studiert werden (Audran et al., 1994).

» Spharoide eignen sich zur Untersuchung von Effekten der Strahlentherapie
(Santini et al., 1999) oder Radioimmuntherapie (Essand et al., 1995).
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1.2. Zielsetzung

Trotz der Weiterentwicklung der gangigen Therapiekonzepte hat sich die Prognose
fur Patienten mit Karzinomen der Kopf-Hals-Region nicht wesentlich verbessert.
Limitierend fur die Prognose ist das Vorhandensein disseminierter Tumorzellen oder
nicht erkennbarer Mikrometastasen zu einem Zeitpunkt, an dem der Patient klinisch
tumorfrei erscheint (minimal residual disease, mrd). Eine Therapiestrategie, die die
Elimination genau dieser Zellen erreicht, wirde die Metastasen- und Rezidiv-
haufigkeit senken und somit fir die Patienten einen Uberlebensvorteil bringen
kénnen. Mit diesem Gedanken werden Antikorpermolekiile in der onkologischen
Forschung erprobt.

Bispezifische Antikdrper kdnnen das Immunsystem auf zwei Wegen aktivieren:

Einerseits kann eine direkte Tumorzellelimination ausgeldst werden, andererseits
kann die Entwicklung eines anhaltenden immunologischen Ged&achtnisses gegen
Tumorzellen induziert werden. Daher erscheint bei Patienten in einer mrd-Situation
die Anwendung solcher bispezifischer Antikdrper besonders erfolgversprechend.
Andererseits ist der Kenntnisstand tber die Wirkungsweise von bispezifischen Mole-
kilen noch sehr gering.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher,

» die Wirkungsweise eines bispezifischen Antikdrpers, BiUll, in vitro néher zu

charakterisieren und

» die in vitro-Techniken zur Untersuchung von BiUll um ein dreidimensionales
Kulturmodell zu erweitern und so eine realitatsndhere Beobachtung zu

ermoglichen.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien und Geréate

2.1.1. Zelllinien

In dieser Arbeit wurden folgende Zelllinien verwendet:

Material und Methoden

* FaDu, eine humane Linie aus einem Plattenepithelkarzinom des Pharynx
(ATCC Rockville, US) und

» PCI-1 aus einem humanen Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom, die uns

freundlicherweise von Prof. Dr. T. Whiteside, Pittsburgh Cancer Institute, USA,

zur Verfigung gestellt wurde.

2.1.2. Antikorper

Der bispezifische Antikorper BiUIl wurde uns freundlicherweise von Dr. H. Lindhofer,

GSF, Minchen, zur Verfuigung gestellt.

Spezifitat Antikorper Verwendung Herkunft/Referenz

o-Tenascin TN2 Immunhistochemie DAKO, Hamburg

a-Fibronectin 3E3 Immunhistochemie | Boehringer, Mannheim

a-panCK AE1 und AE3 Immunhistochemie DAKO, Hamburg
FACS/ .

a-EpCAM C215 Kulturiberstand | |mmunhistochemie (Bjork et al., 1993)

. .| Institut fir Pathologie der
a-HSPG polyklonal Immunhistochemie L MU Miinchen
a-CD2 T9-10 Immunhistochemie DAKO, Hamburg
a-CD3 UCHT1 Immunhistochemie DAKO, Hamburg

FACS/
a-CD4 MT310 Immunhistochemie DAKO, Hamburg
a-CD8 DK25 Immunhistochemie DAKO, Hamburg
a-CD68 KP1 Immunhistochemie DAKO, Hamburg
o-MHC | W6/32 Kulturiiberstand FACS ATCC Rockville, US
o-MHC II L243 Kulturuberstand FACS ATCC Rockville, US
a-Maus IgG FITC-konjugierter FACS Dianova, Hamburg

Sekundéarantikorper
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APAAP-Bruicken-
a-Maus IgG Antikdrper bzw. Immunhistochemie DAKO, Hamburg
Sekundéarantikorper

APAAP-Komplex,
a-alkalische konjugiert mit intesti-

Phosphatase | naler alkalischer Phos- Immunhistochemie DAKO, Hamburg
phatase vom Kalb
i Biotinylierter Sekundar- : . :
a-Maus IgG Antikérper Immunhistochemie Vector, Burlingame
Avidin-Biotin- : N
- Detektion fur .
ABC-E Peroxidase- Immunhistochemie Vector, Burlingame
Komplex

2.1.3. Probandenmaterial

In der hier vorgelegten Arbeit wurden Leukozyten (PBMCs) aus dem peripheren Blut
freiwilliger gesunder Spender sowie aus ,buffy coats® der hauseigenen Blutbank

verwendet.

2.1.4. Gerate

Der Kryostat (CM 1900) stammte von der Firma Leica in Benzheim, die Sterilbank
von NUAIRE in Plymouth/US, der Brutschrank von der Firma Revko in Asheville/
Kanada (bezogen uber Fa. Labor Pabisch, Minchen), die Mikroskope von Zeiss in
Oberkochen und die Zentrifugen von Haereus (Biofuge 13 und Biofuge fresco),
Jouan (CR 422) in Saint Herblain/Frankreich und Hettich (Universal 16A-Zytospin-
zentrifuge). Die durchfluRzytometrischen Untersuchungen erfolgten an einem
FACSCalibur der Firma Becton/Dickinson, Heidelberg. Die mikroskopischen Bilder
wurden mit einer Kamera der Firma Zeiss auf einen Farbdiafilm (160T Elite Chrome,
Kodak) aufgenommen und mittels eines AGFA-Scanners (,SNAPSCAN 123601“,
AGFA) digitalisiert.

2.1.5. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle Ublichen Chemikalien, Medienzuséatze und Verbrauchsmaterialien wurden von
folgenden Firmen bezogen: Boehringer (Mannheim), Gibco BRL, Life Technologies
(Gaithersburgh/MD), Merck (Darmstadt), Seromed/Biochrom KG (Berlin), Serva
(Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen). Zudem kamen folgende Produkte zum
Einsatz. DMEM-Zellkulturmedium (Dulbeccos modified eagle medium) und
Ficoll/Hypaque von Seromed/Biochrom KG (Berlin), FCS von Gibco BRL, Life
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Technologies (Gaithersburgh/MD), Tissue Tek[] O.C.T.4583 Compound, Fa. Sakura
Finetek Inc. (Torrance/CA) und Einbettungsschélchen von der Firma Miles Inc.
Diagnostics Division (Elkhart/IN). Fur die Immunhistochemie wurden ,Vectastain[]
Elte ABC Kit* von der Fa. Vector (Burlingame/USA), AB-Serum von Biotest
(Dreieich), Ziegen- und Pferdeserum von DAKO (Hamburg), das APAAP-Detektions-
system von Dianova und die Chromogene fast blue und Aminoethylcarbazol von
Sigma (Deisenhofen) sowie Neufuchsin (Chroma, Mdunster) bendétigt. Die
Zahlkammern stammten von Madaus Diagnostik (Koéln), die silanbeschichteten
Objekttrager von Menzel-Glaser. Die Einmal-Artikel wurden von den Firmen Eppen-
dorf (Hamburg), Greiner (Frickenhausen), Falcon (Becton Dickinson, Franklin
Lakes/US) und Sarstedt (Numbrecht) bezogen.

2.1.6. Puffer und Losungen
2.1.6.1. Losungen fur die Zellkultur
PBS (Phosphat-gepufferte physiologische Kochsalzlésung):
0,21g KH2,PO4, 9,0g NaCl, 0,726g Na,HPO,4 ad 1l mit a. dest..
Trypsin/EDTA:

25mg Trypsin, 20mg EDTA (Ethylendiamin-Tetraessigsaure) in 10ml PBS.

2.1.6.2. Losungen fur die Sphéroid-Einbettung

Paraformaldehyd 4%: 8g Paraformaldehyd (Fa Sigma, Deisenhofen) auf 100ml a.
dest.. Nach dem Erhitzen wurde zum Loésen des Niederschlags tropfenweise
10N NaOH zugegeben. Zum Puffern wurden 100ml 0,2M PBS (pH 7,4)
zugegeben, die Losung filtriert und bei 4°C gelagert.

Sucrose 10%: 10g Saccharose auf 100ml PBS 0,1M, pH 7,4.

2.1.6.3. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Hamalaun-Ldsung: Mayers Haemalaun (Fa. Chroma, Munster).

Eosin-Losung: 0,5%-ige wassrige Eosin-gelb-Losung.

2.1.6.4. Alkalische-Phosphatase-anti-alkalische-Phosphatase-Farbung

TBS (Tris-gepufferte physiologische Kochsalzlésung):

0,05M Tris-HCI, 0,15M NacCl, pH 7,6.
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Tris-Puffer (0,05M, pH 9,7):

6,057g Tris/1l a. dest.; pH-Einstellung auf 9,7 mit 2N HCI.
Neufuchsin-L6sung 5%:

0,5g Neufuchsin in 20ml 2N HCI.
Propandiol-Puffer 0,2M:

21,028g 2-Amino-2-Methyl-1,3-Propandiol auf 1l a. dest..
Substratlésung 1 (hexazotiertes Astra-Neufuchsin):

Mischung der folgenden Lésungen 1 und 3, dann Zugabe von Losung 2. Das
Gemisch wurde mit 2N HCI auf pH 8,7 eingestellt. L6ésung 1: 25ml 0,2M
Propandiol, 675mg NaCl, 40mg Levamisole, 75ml Tris-Puffer (pH 9,7). Losung
2: 50mg Naphtol-AS-Bl-Phosphat, 600ul N,N-Dimethylformamid. Losung 3:
500pl 4%-ig NaNO,, 1ml a. dest.. 200ul Neufuchsinldsung.

Substratlésung 2 (fast blue):
2mg Naphthol AS-MX-Phosphat, 200ul DMFO, 9,8ml 0,1M TBS (pH 8,2), 2mg

Levamisole, 10mg fast blue.

2.1.6.5. Auvidin-Biotin-Komplex-Féarbung
PBS-Puffer, 0,1M:

8g NaCl, 0,2g Natriumdihydrogenphosphat, 1,45mg di-Natriumhydrogen-
phosphat-dihydrat, in 1l a. dest. (pH 7,4).

ABC-Komplex:

10pl Lésung 1, 10ul Lésung 2, 700ul PBS, 300ul AB-0-Serum, (ABC-Komplex
30min vor Verwendung angesetzt). (LOsung 1: Avidin geldst in Tris-Puffer
(50mM Tris pH 7,5, 0,15M NaCl) und 0,1M Natrium-Acetat-Losung, pH 4,5;
Losung 2: biotinylierte Meerettich-Peroxidase H).

AEC-Substratlosung:

20mg Aminoethylcarbazol, 10ml Dimethylsulfoxid (DMSO), 200ml Na-Acetat-
Puffer (0,1M), 40-80pl H,O, (30%).

DAB-Substratlosung:
6mg Diaminobenzidin, 10ml Tris-Puffer (0,05 M; pH 7,6) 100ml 3%ig H20..
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2.2. Methoden

2.2.1. Kultivierung und Zahlen der Zellen

Alle verwendeten Zelllinien wurden in einem Brutschrank bei 37°C unter einer
feuchten Atmosphare von 5% CO; in ublichen Gewebekulturflaschen aus
Polypropylen kultiviert. Dem Kulturmedium (DMEM) wurden 10% fotales
Kalberserum, 2mM Glutamin, 1mM nichtessentielle Aminoséauren, 1mM

Natriumpyruvat sowie 100IE/ml Penicillin und 100pg/ml Streptomycin zugesetzt.

Die adharent wachsenden Tumorzelllinien FaDu und PCI-1 wurden alle drei bis vier
Tage 1:5 verdunnt. Zum Ablésen wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA vollstandig
benetzt, finf Minuten bei 37°C inkubiert und anschlieend mit Medium abgespdult.

Zum Zaéhlen wurden die Zellsuspensionen 1:1 mit 0,5% Trypanblau (in PBS)
gemischt, in einer Neubauer-Kammer mikroskopiert und gezadhlt. Nach dem
Trypanblau-Ausschlu3-Verfahren lassen sich lebende von toten Zellen
unterscheiden. Abgestorbene Zellen farben sich dunkelblau, vitale Zellen nehmen
den Farbstoff nicht auf.

2.2.2. lIsolierung von Leukozyten des peripheren Blutes

Leukozyten des peripheren Blutes (PBMCs) wurden entweder aus Leukozyten-
konzentraten der Blutbank im Haus oder aus dem Vollblut freiwilliger Spender
gewonnen. Das Material wurde im Verhdltnis 1:1 mit PBS gemischt und auf einen
Ficoll-Gradienten Uberschichtet. Nach Zentrifugation (25 Minuten mit 770g ohne
Bremse, 30°C) wurde die Interphase abgenommen, zweimal mit PBS gewaschen (10
Minuten mit 270g, 30°C) und in Medium aufgenommen.

2.2.3. Anfertigung von Zytospin-Praparaten

Zur Anfertigung von Zytospins wurden Suspensionen von ca. 3 x 10° Zellen auf
3-Amino-Trioxysilan-beschichtete Objekttrager gegeben, fir 10 Minuten bei 700
U/min zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und die verbleibende Fliissigkeit mit
Hilfe von Filterpapier entfernt (Abb. 2.1.). AnschlieBend wurden die Objekttrager
luftgetrocknet und bei -20°C eingefroren.
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Abb. 2.1.: Erstellen von Zytospinpréparaten fir die immunzytochemische Untersuchung von Einzelzellen.
2.2.4. Tumorzell-Spharoide

2.2.4.1. Generierung von Tumorzell-Sphéaroiden

96-well-Platten wurden mit 100ul 1%iger Agarose (in PBS) bestickt. Zur
Generierung der Sphéroide wurden 200pl einer Suspension von 1,5 x 10* /ml (FaDu)
bzw. 2,5 x 10* Zellen /ml (PCI-1) auf die ausgehartete Agarose gegeben. Nach
24stundiger Inkubation bei 37°C bildeten sich Sphéroide mit einem Durchmesser von
etwa 300um aus (Abb. 2.2.).

Agarose

—

=

Abbildung 2.2.: Generierung von Spharoiden: Eine Tumorzellsuspension (2.) wird auf Agarose-beschichtete
96-well-Platten (1.) gegeben. Innerhalb von 24 Stunden bilden sich Spharoide aus (4.).

2. Medium mit
Einzelzell-

suspension

24 Stunden

2.2.4.2. Kokultur von Tumorzell-Spharoiden und Immunzellen

Zur Durchfihrung von Kokultur-Experimenten wurden Immunzell-Suspensionen
und/oder Antikorper auf Sphéroide pipettiert. Sofern nicht anders angegeben, wurden
die Immunzellen in einem Verhaltnis von 20:1 zu den Tumorzell-Sphéaroiden

gegeben, die Antikorper in einer Endkonzentration von 100ng/ml eingesetzt.
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2.2.4.3. Wiederausplattieren von Sphéaroiden

Spharoide wurden mit einer 1ml-Pipette aufgenommen und in eine 96well-Flach-
bodenplatte umgesetzt (Abbildung 2.3.). Vitale Tumorzellen in einem Spharoid
wuchsen unter diesen Bedingungen wieder als adhérente Monolayer aus. Der Zeit-
raum, der hierfir bendtigt wurde, variierte zwischen den Zelllinien (24 Stunden fur
FaDu, 3 Tage fur PCI-1).

Agarose Flachboden-
well

Abbildung 2.3.: Replattieren von Sphéaroiden: Wird ein aus vitalen Tumorzellen bestehendes TCS (1.) auf ein
Flachbodenwell umgesetzt (2.), wachsen die Zellen innerhalb von Tagen wieder als Monolayer aus (3./4.).

2.2.4.4. Einbettung und Verarbeitung von Spharoiden

Fur die histologische Aufarbeitung wurden die Spharoide von der Agarose
genommen und in ein Einbettungsschalchen dberfihrt. Das Kulturmedium wurde
komplett entfernt, die Sphéaroide finf Minuten in 4% Paraformaldehyd fixiert. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS erfolgte ein ,Verkleben* des Zellverbandes mit 10%
Sucrose in PBS. Die Sphéroide wurden noch zweimal mit PBS gewaschen und mit
1ul Eosin angefarbt. Hierauf erfolgte die Iuftblasenfreie Uberschichtung mit
Einbettmedium und das Einfrieren in flissigem Stickstoff. Die Blocke wurden mit
einem Kryostat zu 5um didnnen Praparaten geschnitten, auf Super Frost Plus
Objekttrager (Fa. Menzel) aufgezogen, tUber Nacht luftgetrocknet und anschliel3end
zehn Minuten bei Raumtemperatur in Aceton fixiert. Die Aufbewahrung erfolgte bei
-20°C.

2.2.5. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die luftgetrockneten und Aceton-fixierten Schnitte wurden finf Minuten in 4%
Paraformaldehyd vorbehandelt, zehn Minuten unter flieBendem Leitungswasser
gewaschen, dann zehn Minuten mit Hamalaun gefarbt. Nach einem weiteren
Waschschritt folgte die Zytoplasmafarbung mit Eosin (finf Minuten). Schlief3lich
wurden die Praparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe differenziert (70%ig bzw.
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80%ig Ethanol), fixiert (finf Minuten 96% Ethanol, finf Minuten 100% Ethanol), zehn
Minuten in Xylol ausgehartet und mit Eukitt (Fa. Kindler, Freiburg) eingedeckt.

2.2.6. Immunzytochemische und immuhistochemische Farbungen

Zur immunzyto- bzw. -histochemischen Aufbereitung der Zytospins und Sphéaroid-
schnitte wurde sowohl die alkalische Phosphatase/anti-alkalische Phosphatase-
Methode (APAAP) als auch die Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex-Methode (ABC)

verwendet.

APAAP-Farbung: Die Detektion des Priméarantikorpers beruht bei dieser Technik
nach Cordell (Cordell et al., 1984) auf der Bindung des APAAP-Komplexes (APAAP
= Maus-anti-alkalische-Phosphatase-Antikbrper) an den Zweitantikbrper (=

Briickenantikérper, Kaninchen-anti-Maus 1gG), der gegen die Spezies des
Erstantikorpers gerichtet ist. Durch Reaktion der alkalischen Phosphatase mit dem
Substrat Naphtol-AS-BI-Phosphat und dem Chromogen (beides in der Farbelésung
enthalten) erfolgt die Farbentwicklung.

Die aufgetauten und luftgetrockneten Schnitte oder Zytospins wurden zehn Minuten
bei Raumtemperatur in Aceton fixiert, erneut luftgetrocknet (30 Minuten) und in TBS
rehydriert. Alle folgenden Schritte wurden in einer feuchten Kammer durchgefihrt.
Durch 25-minttige Inkubation mit normalem Kaninchen-Serum (1:20 in TBS) erfolgte
die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen. Hierauf wurde 45 Minuten mit dem
entsprechenden Erstantikorper inkubiert, drei- bis finfmal mit TBS gewaschen und
dann der Briickenantikdrper im Uberschuss (1:25) fiir 30 Minuten zugegeben. Nach
weiteren Waschschritten (drei- bis funfmal TBS) wurde der APAAP-Komplex (1:50,
30min) zugegeben, erneut gewaschen und letztlich die spezifische Farbung der
gebundenen alkalischen Phosphatase durch die Farbeldsung durchgefuhrt.

Zur Gegenfarbung der Zellkerne wurden die Objekttrager zwei Minuten in eine saure
Hamalaun-Ldsung gegeben, zehn Minuten unter flieBendem Leitungswasser geblaut
und mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckt.

ABC-Farbung: Bei dieser Methode wird ein biotinylierter, gegen die Spezies des Erst-

antikorpers gerichteter Zweitantikbrper eingesetzt, der mit einem Komplex aus Avidin
und biotinylierter Peroxidase (ABC = Avidin-Biotin-Komplex) eine feste Bindung
eingeht. Durch die Reaktion der Peroxidase mit Aminoethylcarbazol (AEC) bzw. mit
Diaminobenzidin (DAB) in der Farbeldsung entsteht die spezifische Farbreaktion.
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Nach Auftauen, Fixieren und Lufttrocknen (s.0.) wurden die Praparate funf Minuten in
PBS gestellt, dann zur Blockierung endogener Peroxidasen in derselben Kivette 30
Minuten unter Zusatz von 200ul Wasserstoffperoxid geschwenkt und hierauf wieder
zehn Minuten in PBS belassen. Auch hier erfolgten die weiteren Schritte wieder in
einer feuchten Kammer. Fur die folgenden 25 Minuten wurden die Objekttrager in
PBS mit normalem Pferdeserum (1:20) inkubiert (Absattigung unspezifischer
Bindungen) und anschlielend eine Stunde mit Prim&rantikbrper versehen. Nach
dreimaligem Waschen durch Schwenken in PBS wurde der biotinylierte
Zweitantikorper (1:200) unter Zugabe von 30% humanem AB-Serum 30 Minuten auf
die Praparate gegeben, die dann (nach weiteren drei Waschschritten) fir eine halbe
Stunde mit dem Biotin-Avidin-Peroxidase-Komplex inkubiert, nochmals gewaschen
und dann in die AEC- bzw. DAB-LOsung (entsprechend den Anleitungen des
Herstellers) gegeben wurden. Zur Beendigung der Farbung wurden die Objekttrager
mit destilliertem Wasser gewaschen. Die Kernfarbung erfolgte mit Mayers Hamalaun.

Mehrfachfarbungen:

Fur die in dieser Arbeit beschriebenen Mehrfachfarbungen wurden die APAAP- und
die ABC-Methode kombiniert eingesetzt. Die benutzten Chromogene sind bei den
entsprechenden Abbildungen jeweils gesondert angegeben. Im Falle der Doppel-
farbungen fand zunachst eine Reaktion nach ABC-Protokoll statt, darauf folgte die
APAAP-Zweitfarbung. Fur die Dreifachfarbungen wurde eine zusatzliche dritte
Detektion nach der APAAP-Methode durchgefihrt.

2.2.7. Durchfluzytometrische Untersuchungen

Mit Hilfe der DurchflulBzytometrie ist die Expression zytoplasmatischer oder
membranstandiger Proteine bestimmbar. Diese Proteine werden mit einem
spezifischen Erstantikbrper markiert, der entweder direkt mit einem Fluoreszenz-
farbstoff gekoppelt ist oder mit einem konjugierten Zweitantikdrpers detektiert werden

Mmuss.

Im Einzelnen wurden die Suspensionen (1 x 10> Zellen) mit 1ml FACS-Puffer (PBS,
2% FCS) gewaschen, fur 30 Minuten bei 4°C mit dem Erstantikdrper inkubiert und
erneut mit 1ml FACS-Puffer gewaschen. Dann erfolgte, falls notwendig, die Farbung
mit dem Zweitantikdrper (30 Minuten bei 4°C). Anschliel3end wurden die Zellen mit
einem FACS-Gerat ausgewertet.
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2.2.8. Vitalitats-Assay

Der MTT-Assay (nach Mosmann, 1983) dient der Vitalitaitsbestimmung adhéarenter
Zellen. Er basiert auf der Konvertierung des Substrats MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid) durch eine mitochondriale Dehydrogenase.
Hierbei entsteht ein farbiges Produkt, das durch Messung der optischen Dichte

quantifiziert wird.

1-3x10* Zellen wurden in einem Volumen von 100pl in Triplikaten ausplattiert und
kultiviert. Zur Messung der MTT-Konversion wurden je 10ul Thiazolblau (5mg/ml) mit
Superoxiddismutase (Img/ml) (9:1) zugegeben. Nach 4 Stunden bei 37°C wurden
die gebildeten Farbkristalle mit je 200ul Isopropanol/1M HCI (24:1) geldst und die Ab-

sorption bei 540nm unter Subtraktion des Wertes bei 630nm gemessen.

2.2.9. TNFa-Bioassay

Die Bestimmung des biologisch aktiven TNFa in zellfreien Kulturiberstanden erfolgte
unter Verwendung der TNF-sensitiven Indikatorzelllinie L929 (Hogan und Vogel,
1988). Diese Zellen gehen bereits bei geringen Mengen TNF in Apoptose, wobei das
Ausmal’ der Apoptose mit dem TNF-Gehalt im Medium korreliert.

L929-Zellen wurden in Mikrotiterplatten ausgesat (2,5x10%well) und 24 Stunden inku-
biert. Die zu testenden Uberstande wurden in acht Verdiinnungen und Triplikaten je
Konzentration auf die konfluenten Monolayer gegeben. Rekombinantes humanes
TNFa diente als Standard, zur Steigerung der Sensitivitat wurde Actinomycin D in
einer Endkonzentration von 1pg/ml zugegeben. Nach einer Inkubation fur weitere 24

Stunden erfolgte die Auswertung tber einen MTT-Assay.
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3. Ergebnisse

Es wird postuliert, dass BiUll in der Lage ist, sogenannte Tri-Zell-Komplexe zu
vermitteln. Dabei denkt man an die Konstellation aus EpCAM-positiver Tumorzelle,
CD3-positiver T-Zelle und Fc-Rezeptor-positiver Zelle entsprechend den drei
Bindungsstellen des Antikdrpermolekils. Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit
wurden daher Untersuchungen durchgefuhrt, die die durch BiUll induzierten Zell-
formationen darstellen sollten. Der zweite Teil der Experimente galt der
Charakterisierung der in vitro-Effekte von BiUIl. Hierfir wurde das System der
Tumorzell-Sphéaroide (TCS) etabliert, welches es ermdglicht, die Auswirkungen der
Antikérperbehandlung an einem dreidimensionalen Modell zu studieren.

3.1. Charakterisierung der eingesetzten Tumorzelllinien

Die Tumorzelllinien FaDu und PCI-1 wurden auf die fur die folgenden Experimente
wesentlichen Eigenschaften tberprift. Unter Verwendung der Durchflu3zytometrie
wurde die Expression des tumorassoziierten Antigens EpCAM getestet. In vier
unabhangigen Versuchen erwiesen sich beide Zelllinien als EpCAM-positiv. In einer
Analyse der MHC-Klassen waren sowohl FaDu- als auch PCI-1-Zellen positiv flr
MHC-Klasse | jedoch negativ fur MHC-Klasse II- Molekule (Abb. 3.1.).

) b) C)
FaDu ‘-‘_: = =
- u v
L ]
r_q; l'f
= el A T ey P -
wd ! wE weonl o
kH FITS keHS IFITS
e) )
PCI-1 g 4
L L
L L]
.'_qi I'E
= R . . = T 0T wapT - B T -
-l ciE T w ! W oW e
Hod kH FITS keHS IFITS

Abbildung 3.1.: FACS-Analyse der Zelllinien FaDu und PCI-1 auf die Expression des tumorassoziierten
Antigens EpCAM bzw. auf die Expression von MHC-Klasse | und Il. a) FaDu a-EpCAM. b) FaDu a-MHC-Klasse I.
¢) FaDu a-MHC-Klasse II. d) PCI-1 a-EpCAM. e) PCI-1 a-MHC-Klasse I. f) PCI-1 a-MHC-Klasse II.

-25.



Ergebnisse

3.2. Untersuchungen an Einzelzellen

Zunachst wurde untersucht, in wieweit der bispezifische Antikdrper BiUIl die
Bindungseigenschaften aufweist, die aufgrund seines Aufbaues postuliert werden.
Insbesondere folgende Fragen sollten geklart werden:

* Binden T-Zellen bzw. Monozyten/Makrophagen utber den bispezifischen Anti-
kérper an EpCAM-positive Tumorzellen?

» |Ist die postulierte Konstellation eines Tri-Zell-Kkomplexes bestehend aus
EpCAM-positiver Tumorzelle, T-Zelle und Fc-Rezeptor-positiver Zelle sterisch
maoglich und experimentell nachweisbar?

Um eine mdoglichst Ubersichtliche Darstellung zu erreichen, wurden die Unter-
suchungen an Zytospins einer Suspension aus Tumorzellen, PBMCs und dem
bispezifischen Antikdrper durchgefuhrt (vgl. Abb. 2.1.). Dafir wurden Tumorzellen
(FaDu) mit PBMCs im Verhaltnis 1:1 gemischt und mit BiUll 30 Minuten inkubiert. Die
hiervon angefertigten Zytospins wurden mit DAPI (Kernfarbung) gefarbt und in
Doppelbelichtung (Fluoreszenzanregung bei 365nm und Durchlicht) dokumentiert
(Abb.3.2.). Mit dieser Methode liel3en sich enge Kontaktflachen zwischen den Tumor-
zellen und den Effektorzellen erkennen (Pfeile).

Abbildung 3.2.: Zellkontakte zwischen Tumor- und Immunzellen in Anwesenheit von BiUll (100 ng/ml).
(FaDu-Zellen und PBMCs im Verhaltnis 1:1, 30 Minuten Inkubation). DAPI-Kernfarbung, Doppelbelichtung
(Fluoreszenzanregung bei 365 nm und Durchlicht).
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3.2.1. Direkter Antikbrpernachweis

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob die in Abb. 3.2. dargestellten
Zellkontakte durch den bispezifischen Antikérper vermittelt sind. Hierfir wurden
Zytospinpraparate der gleichen Suspension mit einem konjugierten aMaus-lgG-
Antikorper inkubiert, der murines Immunglobulin  detektiert. Mit dieser
immunzytochemischen Farbung war es mdglich, den bispezifischen Antikorper direkt
nachzuweisen. Wie in Abbildung 3.3. exemplarisch gezeigt, fand sich die spezifische
Farbung von BiUIl als schmales Band an den Kontaktflachen zwischen Immunzellen
und Tumorzellen (Pfeile).

Abbildung 3.3.: Direkter immunzytochemischer Nachweis des bispezifischen Antikdrpers BiUIl. Der
Antikdrper farbt sich als schmaler Streifen an den Kontaktzonen zwischen Tumor- und Immunzellen spezifisch an.
(FaDu-Zellen und PBMCs 1:1, BiUll 100ng/ml, 30 Minuten Inkubation), Nachweis des Avidin-Biotin-Peroxidase-
Komplexes mit Aminoethylcarbazol als Chromogen.

3.2.2. Bestimmung der Immunzellen

Aufgrund der ,Konstruktion® von BiUIl wurde postuliert, dass T-Zellen und Mono-
zyten/Makrophagen jeweils eine BiUll-vermittelte Bindung zu EpCAM-positiven
Tumorzellen eingehen kdnnen. Die folgenden Versuche sollten klaren, ob diese

Immunzellgruppen in vitro antikdrpervermittelte Kontakte zu den Tumorzellen bilden.

Mit immunzytochemischen Doppelfarbungen wurde der bispezifische Antikorper
detektiert und gleichzeitig die entsprechende Effektor-Subpopulation untersucht
(T-Zellen fur den CD3-Arm, Fcy-RI-positive Zellen wie Monozyten/Makrophagen fur
den Fc-Teil). Sowohl fur CD4- und CD8-positive T-Zellen als auch fur Mono-
zyten/Makrophagen konnten BiUll-vermittelte Zellkontakte immunhistochemisch

gezeigt werden (Abb. 3.4.).
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Abbildung 3.4.: BiUll vermittelt Kontakte zwischen EpCAM-positiven Tumorzellen und Immunzellen.
Doppelfarbungen mit dem Nachweis von BiUll (braun, Aminoethylcarbazol als Chromogen) und dem jeweiligen
CD-Antigen (blau, fast blue als Chromogen). a) BiUIl/CD4. b) BiUII/CD8 c) BiUII/CD68. (FaDu/PBMCs 1:1, BiUll
100ng/ml, Inkubation 1h).

3.2.3. Nachweis des Tri-Zell-Komplexes

Wie in Abbildung 3.4. gezeigt, kdnnen sowohl T-Zellen als auch monozytéare Zellen
Uber den bispezifischen Antikdrper BiUIl mit EpCAM-positiven Tumorzellen Kontakte
eingehen. Es stellte sich die Frage, ob auch der postulierte Tri-Zell-Komplex immun-
zytochemisch nachweisbar ist.

Zu diesem Zweck wurden Dreifachfarbungen angefertigt (Abb. 3.5.). CD68 diente als
Marker fur die Monozyten, der biotinylierte Zweitantikbrper zur Detektion von BiUIl.
CD2 wurde als Antigen fur den Nachweis von T-Zellen gewéhlt (da einerseits CD3
als Bindungsstelle des bispezifischen Antikdrpers nicht zur Verfliigung stand und
andererseits CD4- und CD8-positive T-Zellen gleichzeitig erfasst werden sollten). Mit
dieser Methode war es erstmals mdglich, die Formierung von Tri-Zell-Komplexen
darzustellen. Abbildung 3.5. zeigt beispielhaft einen solchen Komplex.

Abbildung 3.5.: Darstellung eines Tri-Zell-Komplexes bestehend
aus einer BiUll-tragenden EpCAM-positiven Tumorzelle (rotbraun,
ABC-Methode, Aminoethylcarbazol als Chromogen), einer CD2-
positiven T-Zelle (blau, APAAP-Methode, fast blue als Chromogen)
und einer CD68-positiven monozytaren Zelle (rot, APAAP, Neu-
fuchsin als Chromogen).

3.2.4. Nachweis antikérpervermittelter Phagozytose

Die bisher beschriebenen Experimente hatten gezeigt, dass schon nach einer
Inkubationszeit von nur 30 Minuten die postulierten Bindungen zwischen Tumor- und
Immunzellen eingegangen werden konnen. Im weiteren sollte untersucht werden, ob
die Zellen nach langerer Inkubationsdauer morphologischen Verédnderungen zeigen.
Insbesondere folgende Aspekte waren hierbei von besonderem Interesse:
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. Verandern sich die Tumorzellen morphologisch, d.h. gibt es Hinweise auf eine
Schadigung oder Zerstérung der Tumorzellen?

. Verandern sich die Immunzellen morphologisch, d.h. gibt es Zeichen fir eine
Aktivierung von T-Zellen oder Makrophagen?

In einem Kinetik-Experiment wurden daher zu verschiedenen Zeitpunkten Zytospins
derselben Suspensionsprobe angefertigt und immunzytochemisch gefarbt. Abbildung
3.6. zeigt die Proben nach einer, vier und acht Stunden.

Nach einer Stunde stellten sich die Tumorzellen noch scharf begrenzt und intakt dar
(Abb. 3.6.a.). Bereits nach vier Stunden zeigte das Zytoplasma eine Auflockerung,
die Zellen waren insgesamt groRer (Abb. 3.6.b.). Nach 8 Stunden hatten die noch
erhaltenen Tumorzellen ein blasig aufgetriebenes Zytoplasma und es liel3en sich
vermehrt Reste zerstorter Tumorzellen finden (Abb. 3.6.c.). Nach einer
Inkubationszeit von 12 Stunden (Abb. 3.7.b.) waren von den Tumorzellen nur noch
Zellreste nachweisbar.
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Abbildung 3.6.: Die morphologische Veranderung von Tumorzellen bei Koinkubation mit PBMCs und

BiUll. Tumorzellen braun, (ABC-Methode, Diaminobenzidin als Chromogen), Immunzellen pink (APAAP,
Neufuchsin als Chromogen). a) 1h Inkubation b) 4h Inkubation c) 8h Inkubation. (FaDu/PBMCs 1:1, BiUll 100
ng/ml).
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Auch bei den Effektorzellen waren morphologische Veranderungen zu beobachten
(Abb. 3.7.): An der Oberflache von T-Zellen farbte sich der bispezifische Antikdrper
akkumuliert an (Abb. 3.7.a., Pfeile). Diese Beobachtung zeigte indirekt, dass eine
Cluster-Bildung von CD3 und eine Aktivierung der T-Zellen stattgefunden hatte. Die
CD68-positiven Monozyten/Makrophagen zeigten nach 12-stindiger Inkubation eine
deutliche Grof3enzunahme, intrazellular fanden sich braune Einschlisse, ein Hinweis

darauf, dass Tumorzellanteile phagozytiert wurden (Abb. 3.7.b., Pfeile).
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Abbildung 3.7.: Morphologische Veréanderungen von Immunzellen bei Inkubation mit Tumorzellen und

BiUIl. a) 1 Stunde. Tumorzellen (braun, Diaminobenzidin) und Makrophagen (blau, fast blue) in engem Kontakt,
auch T-Zellen (ungefarbt, einfache Pfeile) sind beteiligt. Einfache Pfeile: T-Lymphozyten zeigen BiUll-Cluster an
der Zelloberflache. b) 12 Stunden. Hier finden sich nur noch Reste EpCAM-positiver Tumorzellen. Die Makro-
phagen zeigen ein inhomogenes Farbemuster, sind grofRer und haben zytoplasmatische Einschlisse (Doppel-
pfeile). FaDu + PBMCs (1:1) inkubiert mit BiUIl (500ng/ml).

Diese bislang beschriebenen Experimente an den Zellsuspensionen hatten erbracht,
dass BiUIl zu einer effizienten Zerstorung der Tumorzellen fihren kann. An den

Immunzellen lieRen sich Zeichen einer funktionellen Aktivierung erkennen.

Der folgende Teil der Arbeit galt den Untersuchungen am dreidimensionalen System.
In Kokultur- und Replattierungs-Experimenten sollten die Veranderungen untersucht
werden, die aus der Behandlung von Tumorzell-Spharoiden mit Immunzellen und

BiUIl resultierten.

3.3. Untersuchungen am Spharoid-Modell

Die Mikrometastasen und disseminierten Tumorzellen solider Karzinome werden fur
eine adjuvante Immuntherapie z.B. mit dem hier untersuchten Antikorper als
geeignete Zielobjekte angesehen. Weder Zellsuspensionen noch adhérent
wachsende Kulturzellen kénnen die Situation z.B. einer Mikrometastase in vivo
angemessen reprasentieren. Aus diesem Grund wurde die Generierung und
Bearbeitung dreidimensionaler Zellverb&nde, sogenannter Tumorzell-Sphéaroide
(TCS), in unserem Labor etabliert und fir Kokultur-Experimente eingesetzt.

3.3.1. Etablierung des Spharoid-Modells

Tumorzell-Sphéroide sind kugelférmige Verbande aus 2x10° bis 5x10° Tumorzellen.
Sie werden generiert, indem eine Suspension von Tumorzellen auf eine Agarose-
beschichtete 96-well-Platte gegeben wird. Innerhalb von 24 Stunden bilden sich
runde, homogene Sphéaroide aus (vgl. Abb. 2.2.). Diese Tumorzell-Spharoide sind je
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nach verwendeter Zelllinie unterschiedlich kompakt. So bilden die hier verwendeten
PCI-1-Zellen erheblich stabilere Spharoide als die FaDu-Zelllinie.

Werden Sphéroide auf Ubliche Kulturschalen mit flachem Boden umgesetzt, so
wachsen vitale Zellen wieder als adharente Monolayer aus. In Abh&ngigkeit von der
verwendeten Zelllinie dauert dieser Vorgang zwischen einem (FaDu) und drei Tagen
(PCI-1).

Zunachst wurden die von uns verwendeten Tumorzell-Spharoide histologisch
charakterisiert, dann erfolgten Experimente zum Infiltrationsverhalten von

bispezifischen Antikdrpern und Effektorzellen.

Schlie3lich wurden die Ver&nderungen untersucht, die aus der gleichzeitigen

Behandlung von Sphéaroiden mit Immunzellen und BiUll resultierten.

3.3.2. Histologische/immuhistochemische Charakterisierung der Sphéroide

HE-Farbung (Abb. 3.8.a.): Die Tumorzelllinien FaDu und PCI-1 bildeten Spharoide
mit einer dichten aufReren Hullschicht flachig aufliegender, pflastersteinartiger Zellen.
Die Zellen im Inneren zeigten eine der Histologie von Plattenepithelkarzinomen
ahnliche Anordnung, in den &uf3eren Zelllagen fanden sich Mitosen als Zeichen einer
weiterbestehenden Teilungsaktivitdt. Nach etwa finf Tagen bildeten sich im Zentrum
der Sphéroide Nekrosen aus.

Extrazellulare Matrix (Abb. 3.8b.-d.): Eine Expression von Tenascin, Fibronectin und

HSPG (Heparansulfatproteoglykane) konnte nicht nachgewiesen werden.

Zytokeratine (Abb. 3.8.e.): Immunhistochemische Farbungen gegen pan-Zytokeratin
erbrachten das fir plattenepitheliale Zellen typische zytoplasmatische Muster.

EpCAM-Expression (Abb. 3.8.f.): In mehreren unabhangigen Versuchen zeigte sich

eine konstante, membranstdndige Expression im Inneren der Spharoide. Die
aulersten Zellschichten der Sphéaroide exprimierten geringere Mengen EpCAM.
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Abbildung 3.8.: Immunhistochemische Charakterisierung unbehandelter Spharoide a) HE-Farbung. b)-f)
FaDu-Spharoide produzieren weder Fibronectin (3.8.b.), noch Tenascin (3.8.c.) oder HSPG (3.8.d.). Es findet sich
eine stabile Expression von Zytokeratinen (3.8.e., Farbung gegen pan-Zytokeratin) und EpCAM (3.8.f.). Nachweis
des Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes jeweils mit Aminoethylcarbazol.

3.3.3. Infiltrationsverhalten von Antikérpermolekilen an Sphéroiden

Aus der Literatur ist bekannt, dass Antikorpermolekiile unterschiedlich gut in
Spharoide diffundieren kdnnen. Dabei beeinflusst eine Vielzahl von Faktoren die
Antikdrperverteilung in einem dreidimensionalen Zellverband (vgl. 4.3.2.).

Um zu untersuchen, wie stark BiUll EpCAM-positive Spharoide penetriert, wurden
TCS mit diesem bispezifischen Antikdrper (100ng/ml fir 24 Stunden) inkubiert und
dann immunhistochemisch mit einem direkt konjugierten Zweitantikdrper gefarbt.

Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass BiUIl in die &ulReren Bereiche EpCAM-
positiver Spharoide eindringt (Abb. 3.9.c.). Der Antikdrper kam entsprechend der Ver-
teilung des spezifischen Antigens EpCAM membranstandig zur Darstellung. In den
tiefer liegenden Zellschichten gelang der Nachweis von BiUll nicht.
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Abbildung 3.9.: BiUll-Infiltration in TCS.  a) HE-Farbung, b) EpCAM-Expression, ¢) BiUll-Farbung. Neben einer
starken Anfarbung an der &uBeren Hullschicht fand sich BiUll auch in den unmittelbar darunterliegenden
Zelllagen. Dabei ist das membranstandige Farbemuster vergleichbar mit der Verteilung des spezifischen Antigens
EpCAM in b). (FaDu-TCS 3x10° Zellen, BiUll 100ng/ml, 24 Stunden inkubiert, Nachweis des Avidin-Biotin-
Peroxidase-Komplexes mit Aminoethylcarbazol als Chromogen).

3.3.4. Infiltrationsverhalten von Immunzellen in Spharoide

Die néchste Versuchsserie sollte klaren, ob auch Immunzellen in Sphéroide
infiltrieren und ob allogene PBMCs einen schadigenden Effekt auf die Tumorzellen
im Spharoid-Verband austben.

Die Tumorzell-Spharoide wurden hierfiir 24 Stunden mit allogenen PBMCs inkubiert
und anschlielend immunhistochemisch gegen CD4, CD8 und CD68 gefarbt (Abb.
3.10.). Dabei liel3 sich - unabhangig von der Herkunft der PBMCs - folgende Vertei-
lung der Immunzellen beobachten:

CD4-positive Lymphozyten wurden nur ganz vereinzelt nachgewiesen (Abb. 3.10.a.).
In einer Haufigkeit von 1-3 Zellen pro Schnitt fanden sich CD8-positive T-Zellen (Abb.
3.10.b.). Monozyten/Makrophagen wanderten in einer weit héheren Anzahl in
Sphéaroide ein (8-12 Zellen/Schnitt, Abb. 3.10.c.).

Abbildung 3.10.: Infiltrationsverhalten von Immunzellen in TCS . Farbungen gegen CD4, CD8 und CD68 an
Schnitten eines 24 Stunden mit PBMCs koinkubierten Spharoids. a) CD4-positive T-Zellen lassen sich nur
vereinzelt finden. b) CD8-positive Zellen kommen regelmaRig zur Darstellung. ¢) Monozytére Zellen farben sich in
einer Anzahl von 8-12 positiven Zellen pro Schnitt. (Nachweis des Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes jeweils
mit Aminoethylcarbazol als Chromogen).
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Zeichen einer Zellschadigung oder Verdnderungen im Wachstumsverhalten liel3en
sich bei Sphéaroiden nach Koinkubation mit PBMCs nicht feststellen. Die Verteilung
und das Infiltrationsausmald der Immunzellen war unabhéngig von der Herkunft der
Spenderleukozyten. Insbesondere liel3 sich kein Unterschied zwischen den PBMCs
von gesunden Spendern und PBMCs aus buffy coats der Blutbank ausmachen.

3.3.5. Infiltrat nach Inkubation von Spharoiden mit Leukozyten und BiUIl

In den vorhergehenden Abschnitten wurde das Infiltrationsverhalten des bi-
spezifischen Antikérpers bzw. der PBMCs jeweils alleine in Sphéaroide beschrieben.
Die Auswirkungen einer gleichzeitigen Inkubation der Tumorzell-Spharoide mit
PBMCs und dem bispezifischen Antikbrper wurden in der folgenden Versuchsserie
untersucht. Diese Tumorzell-Spharoide wurden sowohl morphologisch (licht-
mikroskopisch und histologisch) als auch funktionell analysiert (Abb. 3.11.):

@ TNFa-Bestimmung im Uberstand
Koinkubation

(24h)

/=77 Hisologie

% Replattieren

Spharoid
+/- PBMCs

+/- BiUll ‘
Y

i FACS (Durchflulzytometrie)

Abbildung 3.11.: Weiterverarbeitung von Tumorzell-Sphéaroiden nach Kokultur mit PBMCs und BiUIl.

Bei der histologischen Bearbeitung stand die Frage im Vordergrund, wie sich das
zellulare Infiltrat durch die zusatzliche Behandlung mit dem bispezifischen Antikorper
BiUIl verandert. Als Vergleich dienten die in Abschnitt 3.3.4. beschriebenen
Experimente, bei denen die Sphéroide lediglich mit PBMCs inkubiert worden waren
(Abb. 3.10.). Bei diesen Proben war es zu einer Infiltration der Effektorzellen
gekommen, ohne dass das Sphéroid sich in seiner Struktur verandert hétte. Durch
die Kokultur in Anwesenheit von BiUIl ergab sich nun ein ganz anderes Bild:
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Nach 24stundiger Kokultur hatten die Spharoide ihre Kontur und die umgebende
Hullschicht verloren. Abbildung 3.12.a. zeigt einen repréasentativen Schnitt durch ein
solches Tumorzell-Sphéaroid. Die dicken Pfeile markieren die ungeféahre Begrenzung
des Spharoids. In den umgebenden Bereichen sind anhdngende Immunzellen mit
angeschnitten.

Das Immunzellinfiltrat hatte sich erheblich verandert: CD8-positive Zellen farbten sich
vorwiegend am Sphéaroid-Rand (Abb. 3.12.c.). Im Unterschied hierzu fanden sich
monozytare Zellen in grof3er Zahl im Zentrum des Sphéaroids (Abb. 3.12.d.). Eine
Farbung von CD4-positiven T-Zellen gelang nicht (Abb. 3.12.b.).

Abbildung 3.12.: Infiltrationsverhalten von PBMCs in FaDu-Sphéroide in Anwesenheit von BiUll . Die dicken
Pfeile markieren die TCS-Rander. a) HE-Farbung. b) CD4. c) CD8. d) CD68. (FaDu-TCS 3000 Zellen, 6h
Inkubation, E:T 20:1, BiUll 100ng/ml, Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex, Aminoethylcarbazol als Chromogen).

Besonders aufféllig war, dass innerhalb der Sphéroide keine CD4-positiven Zellen
zur Darstellung kamen. Es stellte sich die Frage, ob diese Population nicht in die
Sphéroide einwandert, oder ob sie im Verlauf der Koinkubation zugrunde geht.
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Um diesem Phanomen nachzugehen wurden diejenigen Immunzellen asserviert, die
nicht in die Sphéaroide eingewandert waren. Diese Zellen wurde mittels FACS-
Analyse auf das Vorhandensein CD4-positiver Zellen untersucht. Wie Abbildung
3.13. zeigt, lieBen sich auch nach 26 Stunden noch CD4-positive T-Zellen nach-
weisen. Warum diese Zellen nicht in die Spharoide gelangen, ist bislang unklar.

a) vor Zellkultur b) 1h Kokultur c) 26h Kokultur
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Abbildung 3.13.: FACS-Analyse der nicht in die Spharoide infiltrierten Immun zellen. CD4-positive Zellen
lassen sich sowohl vor als auch nach 26 Stunden Kokultur (TCS+PBMC+BiUIl) noch nachweisen.

3.3.6. Lichtmikroskopie nach Inkubation mit Leukozyten und BiUIl

Zwischen Spharoiden nach Inkubation mit BiUll (nicht gezeigt) und unbehandelten
Spharoiden (Abb. 3.14.a.) liel3 sich lichtmikroskopisch kein Unterschied feststellen.
Wurden Tumorzell-Spharoide mit PBMCs koinkubiert, zeigte sich ein breiter,
homogener Hof von Immunzellen um das Sphéaroid (Abb. 3.14.b.). Nach
gleichzeitiger Inkubation mit PBMCs und BiUIll anderte sich die Verteilung der
Immunzellen: Sie lagen nicht mehr als Hof um das TCS, sondern fanden sich in
unregelméanigen Klumpen konzentriert an der Sphéaroidhtlle (Abb. 3.14.c.).

Abbildung 3.14.: Lichtmikroskopischer Vergleich von Sphéroiden. a) ohne Behandlung. b) Inkubation mit
PBMCs. c¢) Inkubation mit PBMCs und BiUIl. (3x103 Zellen, BiUIl 500 ng/ml, E:T 20:1, Inkubationszeit 5h).
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3.3.7. Funktionelle Effekte nach Inkubation mit Leukozyten und BiUll

Spharoide kdonnen nach Umsetzen auf eine Flachboden-Kulturschale wieder als
Monolayer-Rasen auswachsen (vgl. Abb. 2.3.). Diese Fahigkeit ist ein Zeichen ihrer
erhaltenen funktionellen Vitalitat. Je starker die Schadigung eines Sphéroids z.B.
durch eine antitumorale Behandlung ist, umso schwacher und langsamer fallt das
Wiederauswachsen adharenter Tumorzellen aus.

Mit dieser Methode untersuchten wir, ob die Koinkubation von Spharoiden mit
PBMCs und/oder BiUll zu einem Verlust dieser funktionellen Fahigkeit fuhrt. Unbe-
handelte Spharoide, Spharoide nach Koinkubation mit BiUll, Spharoide nach
Koinkubation mit PBMCs und Sphéroide nach Koinkubation mit beiden Komponenten
wurden parallel wiederausplattiert (Abbildung 3.15.).

Abbildung 3.15.: Wiederauswachsen adharenter Monolayer-Zellen aus TCS nach unterschiedlicher
Behandlung. a) unbehandelt. b) Sphéroid+BiUll. ¢) Sphéaroid+PBMCs. d) Sphéaroid+PBMCs+BiUll. (3 Tage
replattiert, BiUll 100 ng/ml, E:T 20:1, 5h inkubiert).

Die unbehandelten FaDu-Spharoide und mit BiUIl alleine inkubierten Spharoide
wuchsen nach drei Tagen deutlich wieder aus (Abb. 3.15.a./b.). Nach Inkubation von
Sphéaroiden mit PBMCs alleine (Abb. 3.15.c.) fand ebenfalls ein adharentes
Wachstum der Zellen statt. Der Hof auswachsender Zellen war noch etwas gréf3er
als in a) und b), die Zellen also proliferationsfreudiger.

-37-



Ergebnisse

Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen kam es nach gleichzeitiger Inkubation von
Sphéaroiden mit PBMCs und BiUIl zu keinem Auswachsen von Tumorzellen (Abb.
3.25.d.). Die replattierten Sphéroide zeigten sich in diesem Fall zwar umgeben von
einzelnen Zellen, die aber im Vergleich zu Tumorzellen deutlich kleiner waren und
kaum auf der Kulturschale adharierten. Die Spharoidzellen hatten also durch die
kombinierte Behandlung mit BiUll und PBMCs unter den hier verwendeten
experimentellen Bedingungen vollstdndig die Fahigkeit verloren, als Monolayer

wieder auszuwachsen.

Die FACS-Analyse gegen EpCAM bestatigte, dass es sich bei den auswachsenden
Zellen in 3.15.a.-c. tatsachlich um Tumorzellen handelte und dass in 3.15.d. keine
vitalen Tumorzellen mehr vorhanden waren (Abb. 3.16.): In den ersten drei Ansatzen
zeigte sich eine einheitliche Population EpCAM-positiver Zellen, wéhrend die Zellen
in Probe d) fur diese Farbung negativ waren.
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Abbildung 3.16.: aEpCAM-FACS-Analyse replattierter Spharoide (7 Tage replattiert): a) Auswachsen
EpCAM-positiver Tumorzellen bei unbehandelten TCS. b) bei TCS+BiUll. c) bei TCS+PBMCs. d) Nach
gleichzeitiger Inkubation des TCS mit BiUll und PBMCs wurden keine EpCAM-positiven Zellen nachgewiesen.

Schlief3lich sollte auch die Aktivierung der in diesen Kokultur-Experimenten einge-
setzten PBMCs untersucht werden. Dazu wurden zellfreie Uberstande asserviert und
der Gehalt an biologisch aktivem TNFa (als Zeichen der Aktivierung von
Makrophagen) bestimmt (Abb. 3.17.a.).

Diese Experimente zeigten, dass weder Tumorzellen alleine noch PBMCs alleine
nennenswerte Mengen TNFa produzierten. Die Inkubation von Leukozyten mit BiUll
(ohne Tumorzellen) dagegen zeigte bereits nachweisbare TNFa-Spiegel. Bei der
Inkubation von Tumorzell-Spharoiden mit PBMCs in Anwesenheit von BiUll nahm die
Zytokinmenge (also die Aktivierung der monozytaren Zellen) erheblich zu.

Es
Immunzell-Anzahl und dem Ausmald der TNFa-Produktion nachweisen (Abbildung
3.17.b.).

lie@ sich dabei ein direkter Zusammenhang zwischen der verwendeten
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Abbildung 3.17.: Die TNF a-Produktion BiUll-aktivierter PBMCs wird durch die Anwesenheit von Target-

Zellen gesteigert und ist abhéngig von der Anzahl der eingesetzten PBMCs. a) Wahrend Tumorzellen bzw.
PBMCs alleine keine detektierbaren Mengen TNFa produzieren, fihrt die Zugabe von BiUll zu einer Aktivierung
der monozytaren Zellen, die in Anwesenheit geeigneter Zielzellen weiter zunimmt (PCI-1/PBMC 1:20, BiUIl 100
ng/ml, Inkubation 1d in Flachbodenwells). b) Die TNFa-Produktion korreliert hierbei mit der Anzahl der
eingesetzten Effektorzellen (FaDu-TCS mit 3x10° Zellen, (#) Inkubation mit BiUIl 10 ng/ml, () Inkubation ohne

BiUII).
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4. Diskussion

4.1. Neue Strategien in der Tumortherapie

Trotz verbesserter Therapiestrategien haben Patienten mit Plattenepithelkarzinomen
des HNO-Fachgebietes nach wie vor eine schlechte Prognose (Lingen et al., 2000).
Verschiedene Faktoren tragen dazu bei: Die meisten dieser Karzinome entwickeln
sich auf dem Boden einer durch langjahrigen Nikotin- und Alkoholabusus gescha-
digten Schleimhaut. So entstehen in diesem vorbelasteten Gewebe gehauft Zweit-
karzinome (Prinzip der Feldkanzerisierung, van Oijen und Slootweg, 2000). Anderer-
seits wird der Verbleib disseminierter Tumorzellen und Mikrometastasen (,minimal
residual disease*) als Ursache fur Rezidive von HNO-Karzinomen angesehen
(Wollenberg et al., 1994; Pantel, 1996; van Dongen et al., 1996). Zuséatzlich ist
bekannt, dass bei Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen die antitumorale Immun-
kompetenz vermindert ist (Young et al, 1996). Daher konzentrieren sich
Forschungsprojekte der letzten Jahre auf die Entwicklung adjuvanter Therapie-
moglichkeiten, die das Auftreten von Lokalrezidiven und lokoregiondren Metastasen
verringern und so die Prognose dieser Erkrankungen verbessern sollen.
Verschiedene Wege der Immuntherapie, z.B. die Verwendung von Antikdrpermole-
kulen, werden eingeschlagen (Ganly und Kaye, 2000), wobei sowohl monoklonale
als auch bispezifische Antikorper getestet werden. Trotz vielversprechender in vitro-
Ergebnisse gestaltet sich die Umsetzung von Antikérpertherapien in vivo
problematisch, die in vitro beobachtete hohe antitumorale Effizienz I&sst sich meist in
Vvivo nicht erzielen (Talac und Nelson, 2000).

4.2. Konzept bispezifischer Antikdrper

4.2.1. Generelles Prinzip bispezifischer Antikdrper

Bispezifische Antikdrper sind Molekile, die - anders als physiologische Antikorper -
mit jedem der beiden variablen Arme ein anderes Antigen binden: einerseits werden
Tumorzellen Uber ein tumorassoziiertes Antigen, andererseits Immuneffektorzellen
Uber ein fur ihren Zelltyp charakteristisches Oberflachenmolektl erkannt. Auf diese
Weise redirigieren bispezifische Antikorper eine spezielle Immunzell-Subpopulation
an Tumorzellen und induzieren eine immunologische Reaktion. Haufig verwendete
Immunzellepitope sind CD16 bei NK-Zellen (Weiner et al.,, 1995) oder CD64 bei
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Monozyten (Chen et al., 1995). Da T-Zellen als die wichtigsten Effektoren der
antitumoralen Antwort gelten, wird von vielen Gruppen CD3 als Immunzellantigen
eingesetzt (Ohmi et al., 1999; Katzenwadel et al., 2000). Meist werden CDS3-
Antikorper verwendet, die bei der Bindung an ihr Epitop gleichzeitig eine Aktivierung
der T-Zelle bewirken.

Prinzipiell lassen sich bispezifische Antikdrper in solche mit einem Fc-Teil (,komplette
bsAb*) und solche ohne Fc-Teil (,trunkierte bsAb*) einteilen. Komplette bispezifische
Antikorper ermoglichen dber den Fc-Teil die zusatzliche Bindung einer zweiten
Immunzell-Klasse, sind also trivalent (Abb. 1.3.b., Abb. 4.1.b.).

a) b)

Arm fir Arm fir
aCD3 aFc-Rezeptor Tumorantigen Effektorzelle
z.B.CD3

Arm Arm Arm Arm Fe-Teil

fur fur fir fur
Tumorantigen ~ Effektorzelle Tumorantigen  Effektorzelle (zwei Isotypen)

| | !

inkomplette ("trunkierte’) bsAb kompletter bsAb

Abbildung 4.1.: Beispiele verschiedener bispezifischer Antikérper. a) Inkomplette bispezifische Antikérper
redirigieren eine einzelne Immunzellart an Tumorzellen. b) Komplette bispezifische Antikdrper sind trivalent
und ermdglichen die Bindung zweier verschiedener Immunzell-Klassen.

Bei der klinischen Anwendung zeigen komplette bispezifische Antikoper zum Teil
erstzunehmende Herz-Kreislauf-Wirkungen, die auf die Freisetzung ungewdhnlich
hoher Zytokin-Mengen bei der Immunzellaktivierung zurtickgefuhrt werden (,cytokine
release syndrome*). In schweren Fallen resultiert hieraus ein der Sepsis ahnlicher
Symptomenkomplex, der als SIRS (,systemic inflammatory release syndrome®)
bezeichnet wird.

4.2.2. Bispezifische Molekile ohne kompletten Fc-Tell

Fir das Auftreten solcher systemisch-toxischer Nebenwirkungen wurde insbeson-
dere der Fc-Teil kompletter AntikGrper verantwortlich gemacht (McCall et al., 1999).
Zur Vermeidung dieser Effekte wurden von verschiedenen Gruppen trunkierte
Molekile entwickelt, die keinen Fc-Teil besitzen (z.B. single-chain-Antikérper (Kufer
et al., 1997) oder Fab’-Fragmente (Elsasser et al., 1999)). So soll das Ausmalf3 der
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Zytokin-Sekretion - und damit das Risiko systemischer Nebenwirkungen - niedrig
gehalten werden. Ob der Verzicht auf einen Fc-Teil diese Erwartung tatsachlich
erfullt, ist derzeit noch fraglich. Es gibt Hinweise dafur, dass auch inkomplette
Antikorpermolekile toxische Nebenwirkungen stérkeren Ausmalies verursachen
konnen. So wurde z.B. fur ein F(ab’)-Fragment mit den Spezifititen EpCAMXxCD3
eine erhebliche systemische Reaktion mit Vasokonstriktion, Dyspnoe und Fieber
berichtet (Kroesen et al., 1997), die mit der CD3-mediierten T-Zell-Aktivierung
begrindet wurde. Offenbar ist die Auslosung von systemischen Nebenwirkungen
nicht nur dem Fc-Teil kompletter bispezifischer Antikbrper zuzuschreiben, sondern
auch bei Aktivierung von T-Zellen tber einen funktionell aktiven CD3-Arm mdglich.

Die direkt zytotoxische, antitumorale Effizienz von Molekilen ohne kompletten Fc-
Teil scheint im Vergleich zu kompletten Antikérpern geringer zu sein (Grosse-Hovest
et al., 1999; Clynes et al., 2000), dartber hinaus gibt es bislang keine Berichte tber
die Induktion von Phagozytose oder eine langfristige humorale Immunantwort nach
der Anwendung trunkierter Antikbrper, zwei Argumente, die fir die Verwendung
kompletter bispezifischer Antikdrper sprechen.

Von der zweitgenannten Einschrankung sind diejenigen inkompletten bispezifischen
Antikdrper ausgenommen, die als Immunzellantigen einen Fc-Rezeptor binden (Abb.
4.1.a., z.B. Wallace et al., 2000). Sie konnen APCs fur die Immunreaktion
rekrutieren, so dass eine humorale Immunantwort entsteht (Renner et al., 2000),

verzichten aber gleichzeitig auf eine antikbrpervermittelte T-Zell-Aktivierung.

4.2.3. Komplette bispezifische Antikorper

In der Literatur gibt es mehrere Hinweise dafir, dass insbesondere bei bispezifischen
Antikorpern, deren Immunzellarm sich gegen CD3 richtet, ein kompletter Fc-Teil von
entscheidender Bedeutung ist. So verglich Weiner zwei Antikdrpermolekile mit
gleicher Spezifitat, die sich lediglich im Vorhandensein eines Fc-Teils unterschieden.
Er konnte im Mausmodell zeigen, dass der komplette Antikdrper bereits nach
einmaliger Gabe zu einer effizienten Hemmung des Tumorwachstums fuhrte. Fur das
entsprechende F(ab’)2-Fragment war eine wiederholte Anwendung bzw. eine gleich-
zeitige Gabe von T-Zell-Aktivatoren notwendig, um einen vergleichbaren Effekt zu
erreichen (Weiner et al., 1994).

Zudem wurde berichtet, dass T-Zellen mit Anergie oder Apoptose reagieren kénnen,
wenn sie lediglich Gber CD3 aktiviert werden, eine gleichzeitige Interaktion des Fc-
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Teils mit einem Fc-Rezeptor jedoch ausbleibt (,activation-induced anergy*, Daniel et
al., 1998, Carpenter et al., 2000).

Diesen Problemen begegnen komplette bispezifische Antikorper wie BiUIl, die
zusatzlich zu den spezifischen Armen auch Fc-Rezeptor-positive Zellen binden
konnen. Hieraus resultieren sogenannte , Tri-Zell-Komplexe®, die ein breites Netzwerk
immunologischer Effekte erlauben (Abb. 1.4.) und damit einer Immunreaktion in vivo

naher kommen, als bei Verwendung nur einer Effektorpopulation.

Grundvoraussetzung fur eine maoglichst effiziente immunologische Reaktion nach
BiUll-Anwendung ist also, dass jede einzelne der mdglichen Zellverbindungen einge-

gangen wird.

Daher war zunachst das Ziel der Untersuchungen, die BiUll-vermittelten Zell-Zell-
Kontakte in vitro zu beschreiben. Mit immunzytochemischen Untersuchungen

konnten wir folgende Bindungseigenschaften zeigen:

* BIiUll vermittelt engen Kontakt zwischen Tumorzellen und Zellen des
Immunsystems (Abb. 3.2.) und lasst sich an diesen Kontaktstellen nachweisen
(Abb. 3.3).

* Diese BiUll-induzierten Kontakte treten sowohl zwischen Tumor- und T-Zellen
(CD4- und CD8-positiv) als auch zwischen Tumorzellen und monozytéren
Zellen auf (Abb. 3.4.a.-c.).

* In vitro ist die Ausbildung und die Darstellung von BiUll-vermittelten Tri-Zell-
Komplexen mdglich (Abb. 3.5.).

Diese Untersuchungen belegen die postulierten Bindungseigenschaften als grund-
legende Voraussetzung fur eine effiziente Wirkungsweise von BiUIl.

4.2.3.1. Bedeutung der Isotypzusammensetzung

Die Isotypzusammensetzung des Fc-Teils bestimmt, an welchen Fc-Rezeptor ein
Antikorper bindet. Da verschiedene Fc-Rezeptoren verschiedene Effekte vermitteln
(Aktivierung oder Inhibition), entscheidet die Wahl der Isotypzusammensetzung uber
die immunologischen Auswirkungen und damit z.B. Uber die Effizienz bispezifischer
Antikorper.

Von den IgG-bindenden Fcy-Rezeptoren vermitteln Fcy-RI und Fcy-RIIl eine
Aktivierung, wahrend die Bindung an Fcy-RIl zu einem inhibitorischen Effekt fihrt

(vgl. Tabelle 4.1.)
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Expression auf Effekt Isotypbindung
Fcy-RI=CD64 Monozyten, Makrophagen Aktivierung | 19G2a, 1gG2b
Lhigh affinity*
Fcy-RII=CD32 | Granulozyten, Makrophagen, B-Zellen u.a. | Inhibierung lgG1
Fcy-RI11=CD16 NK-Zellen, Makrophagen Aktivierung lgG2a, IgC_;Z“b
~low affinity

Tabelle 4.1.: Verteilung und Funktion der verschiedenen Fc  y-Rezeptoren.

Die meisten bispezifischen Antikdrper setzten sich aus einem IgG1- und einem IgG2-
Teil oder aus zwei IgG1l-Isotypen zusammen (jeweils Maus oder Ratte, z.B.
Hombach et al.,, 1993). IgG1 bindet an den inhibitorischen humanen Fcy-RII-
Rezeptor (Ceuppens und van Vaeck, 1989) und zeigt wegen der fehlenden
Aktivierung oder sogar Inhibition der so gebundenen akzessorischen Zelle eine
geringe antitumorale Effizienz (Clynes et al.,, 2000). IgG2a und IgG2b binden
Uberwiegend an den ,high affinity* Fcy-RI-Rezeptor und vermitteln so eine

Aktivierung von Monozyten/Makrophagen (Mack et al., 1995).

Aufgrund dieser Vorkenntnisse wurden in dieser Arbeit weitere Versuche
durchgefuhrt, die den Einfluss von BiUIll auf die Aktivierung von Immunzellen néher
beschreiben sollten.

4.2.3.2. Immunstimulatorische Effekte durch BiUIl

Aus Vorarbeiten in unserem Labor sind folgende Daten zur Aktivierung von Immun-
zellen durch BiUll bekannt (Zeidler et al., 2000a):

Der bispezifische Antikérper BiUll (Maus IgG2a / Ratte 1gG2b) bindet an Monozyten
und NK-Zellen (Fcy-RI- bzw. Fcy-RIlI-positiv), nicht jedoch an Fcy-RIl-positive Zellen.
Aus dieser Bindung resultiert eine Aktivierung von Monozyten/Makrophagen, die sich
z.B. an der Produktion der Zytokine IL-1f3, IL-6, IL-12 und TNFa zeigen lasst (Zeidler
et al., 1999; Zeidler et al., 2001).

BiUIl induziert in vitro eine Hochregulation von kostimulatorischen Molekulen (z.B.
CD86) und Aktivierungsmarkern (z.B. CD83) auf dendritischen Zellen.

Die Aktivierung akzessorischer Zellen durch BiUIll in vitro benétigt keine Zugabe
exogener Zytokine. Im Gegensatz hierzu berichtete Klein von einem Antikorper der
Zusammensetzung murines IgG1l/ Ratte IgG2b (anti-CD3 x anti-CD19), der bei in-

vitro-Versuchen erst nach Zugabe von exogenem IL-2 eine maximale antitumorale
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Aktivitat erreichte (Klein et al.,, 1997) und in vivo keine Zeichen einer Aktivierung
akzessorischer Zellen zeigte (de Gast et al., 1995).

In der hier vorliegenden Arbeit wurden weitere Experimente durchgefuhrt, die direkt

oder indirekt eine Aktivierung von Immunzellen belegen konnten:

* BIiUIl bewirkt an Zellsuspensionen eine ausgesprochen effiziente Tumorzell-
elimination, die in dieser Arbeit erstmals auch in dem komplexeren drei-

dimensionalen Spharoidmodell beschrieben werden konnte.

* Immunzytochemisch liel3en sich nach 12-stiindiger Koinkubation intrazellulare
Einschlisse in Makrophagen morphologisch darstellen, die fir eine Elimination
von Tumorzellen Gber antikbrpervermittelte Phagozytose sprechen (Abb. 3.7.b.).
Diese Beobachtung ist in Ubereinstimmung zu frilheren FACS-Experimenten, in
denen BiUIll CD14-positive Zellen (=Fcy-RI-positive Zellen) zur direkten Phago-

zytose von Tumorzellen stimulierte (Zeidler et al., 2000a).

* T-Zellen bilden Cluster von CD3 an der Zellmembran (Abb. 3.7.a.). Diese Beob-

achtung ist als Zeichen einer funktionellen Stimulierung der T-Zellen zu werten.

» Die in dieser Arbeit gezeigte TNFa-Induktion ist Ausdruck einer ausgepragten
Aktivierung professioneller APCs durch BiUIl (Abb. 3.17.).

Die hier vorgelegten Untersuchungen liefern also weitere Daten, die zeigen, dass
BiUIl in vitro eine erhebliche Aktivierung von T-Zellen und akzessorischen Zellen

bewirkt und eine sehr effiziente Tumorzellelimination induziert.

4.2.3.3. Limitationen fur den Einsatz kompletter bispezifischer Antikdrper

Eine Limitation fur den klinischen Einsatz kompletter bispezifischer Antikdrper ist die
bereits beschriebene erhebliche Toxizitat bei systemischer Anwendung (z.B. Kroesen
et al.,, 1997). Die Ursachen fur dieses Phdnomen sind noch nicht endgultig geklart,
zumeist wird die Aktivierung akzessorischer Zellen tber die Fc-Teil-Fc-Rezeptor-
Interaktion als verantwortlich angesehen. Fur Immuntherapien, die CD3 als
spezifisches Immunzelltarget einsetzen, wird zusétzlich eine Uberschiel3ende
antikorpervermittelte T-Zell-Aktivierung als Ausloser vermutet (Tibben et al., 1996;
Link et al., 1998). Auch die hier gezeigten Versuche weisen auf eine massive
Aktivierung solcher Mechanismen hin.

Moglicherweise wirde durch eine geeignete Komedikation die klinische Anwendung
komplikationsarmer verlaufen. So zeigen erste in vitro-Untersuchungen, dass sich die
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ausgepragte TNFa-Produktion bei den Kokultur-Experimenten (siehe Abb. 3.17.)
durch eine gleichzeitige Zugabe von Prednisolon erheblich reduzieren lasst, ohne die
Effizienz der Tumorzellelimination wesentlich zu vermindern (Daten nicht gezeigt).
Andererseits werden gerade auch Mechanismen wie die Freisetzung von Zytokinen
oder Perforinen/ Granzymen als wesentlich fur eine Aktivierung des Immunsystems
in vivo und eine effiziente Tumorzellzerstérung angesehen (,bystander effect”). Die
Grenze zwischen erwiinschtem Effekt und unerwiinschter Nebenwirkung ist hier nicht
eindeutig zu definieren. Durch die Gabe einer Komedikation, die die Nebenwirkungen
einschrankt, wirde man sich also mdglicherweise eine verminderte Effizienz der

Therapie erkaufen.

Ein weiterer kritischer Aspekt fur die klinische Anwendung ist die Frage, wie sich
bispezifische Antikdrper bei intravendser Gabe im Organismus verteilen. Es ist
aul3erordentlich schwierig, das Verteilungsmuster in vivo zu untersuchen. Die Mehr-
zahl der Daten zur Biodistribution von therapeutischen Antikdrpern wurde an xeno-
transplantierten Tieren erhoben, sie reprasentieren die Situation im humanen Orga-
nismus nur zum Teil (Hosono et al., 1998). Fur Antikbrper wie BiUll ist aufgrund des
CD3-Arms ein quantitatives ,Abgreifen” durch zirkulierende Lymphozyten vor dem
Erreichen von Tumorzellen als wahrscheinlich anzunehmen. So zeigten Tibben et al.
in FACS-Analysen, dass unmittelbar nach Gabe eines bispezifischen Antikérpers mit
aCD3-Arm alle peripheren T-Zellen das Molekil gebunden hatten (Tibben et al.,
1996). Aufgrund des kompletten Fc-Teils ist bei BiUll dariiber hinaus auch eine
Bindung an akzessorische Zellen bereits in der Blutbahn wahrscheinlich. Bei der i.v.-
Anwendung eines solchen Molekils muss man also zumindest mit der Moglichkeit
rechnen, dass T-Zellen und Fc-Rezeptor-positive Zellen Uber den bispezifischen
Antikorper aneinander gebunden werden und es zu einer intravasalen ,Verklumpung*
und gleichzeitigen nicht-antigenspezifischen Aktivierung dieser Immunzellen kommt.
Das ware eine Erklarung fir die beobachtete Leukopenie wenige Stunden nach i.v.-
Gabe von BiUIll (Wollenberg, manuscript in preparation). Es ist also fraglich, ob der
Antikorper sein Ziel, die Tumorzellen, bei i.v.-Gabe tGberhaupt erreichen kann.

Fir kinftige Studien erscheinen daher Protokolle mit einer anderen als der
intravendsen Applikation von besonderer Attraktivitat. Bei Ovarialkarzinomen gibt es
bereits ermutigende Ergebnisse bei intraperitonealer Anwendung. Die bei i.v.-Gabe
beobachteten systemischen Nebenwirkungen bispezifischer Antikdrper bleiben bei
intraperitonealer Anwendung grof3tenteils aus (Lamers et al., 1997). Im HNO-Bereich
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wirde sich aufgrund der guten Zugénglichkeit der Karzinome eine intratumorale
Injektion anbieten, bislang gibt es jedoch kaum Berichte lber ein solches Vorgehen
(Manzke et al.,, 2001), so dass die Frage des therapeutischen Effektes und der
Nebenwirkungen derzeit noch offen bleibt.

Bei mehrfachem Einsatz von kompletten bispezifischen Antikorpern besteht das
Risiko einer HAMA- oder HARA-Reaktion (human anti murine/rat antibodies), d.h.
die Ausbildung von Antikorpern gegen den als Fremdprotein erkannten bi-
spezifischen Antikorper. Im Rahmen zweier klinischer Studien kam es beispielsweise
zu einer HAMA-Reaktion bei 6 von 13 (Renner et al., 2000), bzw. 14 von 15
Patienten (Weiner et al., 1995). Fur den in dieser Arbeit untersuchten Antikdrper
BiUll wurde in einer Phase I-Studie das Auftreten einer HAMA-Reaktion bei 3 von 11

Patienten beobachtet (Wollenberg, manuscript in preparation).

Zum jetzigen Zeitpunkt Iasst sich nicht festlegen, ob die Verwendung kompletter oder
trunkierter bispezifischer Antikdrper den grof3eren klinischen Erfolg bringen wird. Vor
dem Hintergrund der Bedeutung einer simultanen Aktivierung mehrerer Effektorzell-
Klassen erscheint es uns sinnvoller, das Problem der systemischen in-vivo-Toxizitat
eher Uber eine sehr sorgfaltige Dosisfindung und alternative Applikationsformen (z.B.
intraperitoneal/intratumoral) sowie ggf. eine geeignete Komedikation zu umgehen,
als auf den Fc-Teil des Molekiils zu verzichten.

4.3. Dreidimensionale Zellkultursysteme

Ubliche Zellkultur-Untersuchungen verwenden adharent wachsende Monolayer.
Dieses zweidimensionale System kann fur viele Fragestellungen wertvolle
Ergebnisse liefern. Es ist jedoch artifiziell, von den Gegebenheiten in vivo weit
entfernt und daher in seiner Aussagefahigkeit eingeschrankt. Daraus ergibt sich die
Suche nach geeigneten dreidimensionalen Versuchssystemen, die die ,Wirklichkeit*

in vivo besser reprasentieren.

Es stehen unterschiedliche Verfahren dreidimensionaler Zellkultivierung zur Ver-
figung, die sich in Morphologie und biologischem Verhalten der komplexen in vivo-
Situation annéhern (Muller-Klieser, 1997). Tumorzell-Sphéaroide (TCS, Sutherland,
1988) sind das in der onkologischen Forschung am haufigsten verwendete
dreidimensionale Tumor-Modell. Solche Sphéaroide sind in vielen Eigenschaften
Geweben in vivo vergleichbar, erlauben aber andererseits Untersuchungen in einem
weniger komplexen und zuverlassig reproduzierbaren Rahmen (Kunz-Schughart et
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al., 1998). Aufgrund ihrer Struktur finden sie insbesondere als Modell fir nicht-
vaskularisierte Mikrometastasen und intervaskulare Regionen in soliden Tumoren
Anwendung. So werden TCS fir die Testung verschiedenster antitumoraler
Therapien wie z.B. Bestrahlungsregimen (Santini et al., 1999), Radioimmuntherapien
(Essand et al.,, 1995) u.a. eingesetzt und eignen sich auch fir grundlegende
Experimente zum Wirkmechanismus therapeutischer Antikérper (Gabler et al., 1997;
Fracasso und Colombatti, 2000).

4.3.1. Eigenschaften von Spharoidzellen

Die in der Literatur beschriebenen Sphéaroide wurden aus den unterschiedlichsten
Tumorzelllinien generiert. Entsprechend unterschiedlich sind auch ihre Eigen-
schaften. Es gibt jedoch einige Merkmale, die fur Sphéaroid-Zellen allgemein gelten:

» Spharoid-Zellen erweisen sich - verglichen mit Monolayer-Zellen - oft als
resistent gegentber einer Behandlung mit antitumoralen Substanzen (Hamilton,
1998; Desoize und Jardillier, 2000). Dieses Phanomen wird als ,multicellular
resistance” bezeichnet (Green et al., 1999).

» Zellen im Spharoidverband bilden untereinander Strukturen wie z.B. Desmo-
somen oder tight junctions aus (Ballangrud et al., 1999; Lian et al., 1999). Die
Ausbildung solcher Kontaktstrukturen tragt zu der interzellularen Kommunikation
bei. Hierin liegt eine mogliche Erklarung fur das veranderte Verhalten von
Spharoiden gegentber antitumoralen Substanzen (Olive und Durand, 1994).

* TCS-Zellen zeigen - abhangig von ihrer Position innerhalb des Spharoid-
Verbandes - spezielle morphologische Differenzierungen. Im Zentrum der
Sphéroide lasst sich ein Kern kleiner, nicht proliferierender Zellen beobachten
(Freyer, 1998). Ab einer gewissen Gro3e oder Kultivierungsdauer bilden sich im
Spharoid-Inneren Nekrosen aus (Romero et al., 1997). Die &ul3eren Zellen sind
dagegen groRer und weisen Mitosen auf (Desoize et al., 1998).

» Sauer et al. zeigten einen Gradienten in der metabolischen Aktivitat von
Spharoid-Zellen (Sauer et al., 1998), Freyer belegte eine Verminderung der Mito-
chondrien-Aktivitat, je tiefere Spharoid-Schichten erreicht wurden (Freyer, 1998).

» Auf molekularer Ebene findet sich eine differentielle Expression verschiedener
Proteine mit funktioneller Bedeutung (z.B. von Adh&sionsmolekilen und
proliferationsassoziierten Proteinen; LaRue et al., 1998; Rainaldi et al., 1999).

-48-



Diskussion

Tumorzell-Spharoide sind also nicht homogene Gebilde bestehend aus vielen
gleichférmigen Zellen, sondern weisen vielmehr eine komplex differenzierte drei-

dimensionale Struktur auf.

Die morphologische Charakterisierung der von uns verwendeten Tumorzell-
Spharoide zeigte in den grundlegenden Eigenschaften eine gute Ubereinstimmung
zu den in der Literatur beschriebenen Modellen (Daten nicht gezeigt): Es fand sich
eine Differenzierung in kleinere Zellen im Zentrum und gréRere Zellen am Rand des
Sphéaroids. In den Aul3enbereichen waren Mitosen zu beobachten. Ein nekrotischer
Kern bildete sich nach etwa funf Tagen Kultivierung.

4.3.2. Penetration von Antikorpern in Spharoide

Solide Tumoren und unvaskularisierte Mikrometastasen in vivo werden von Anti-
koérpermolekilen in nur geringem Ausmalfd penetriert (Juweid et al., 1992; Saga et al.,
1995). Die Verteilung im Tumorgewebe zeigt dabei ein inhomogenes Muster. Folgen-
de Ursachen werden fur diese Phanomene diskutiert (Ubersicht bei Jain, 1990):

* Antikbrper mit hohem Molekulargewicht (z.B. intakte Antikbrpermolekiile)
diffundieren langsam in Tumorgewebe, kleinere Molekile zeigen (z.B. F(ab)-
Fragmente) eine hohere Diffusionsrate (Lane et al., 1994).

 Tumoren mit starker Vaskularisation und gleichzeitig geringer Lymphdrainage
zeigen gegeniiber Normalgewebe einen erhohten interstitiellen Druck. Dadurch
ist die Diffusion von Antikérpern in das Tumorgewebe erschwert (Flessner und
Dedrick, 1998).

* Innerhalb eines Tumors ist die Verteilung eines Ziel-Antigens heterogen,
entsprechend ungleichmafiig ist die Verteilung des spezifischen Antikorpers.

* In einem soliden Tumor gibt es Regionen unterschiedlich starker Vaskularisation.
Hierdurch ist das ,Anfluten” therapeutischer Antikérper nicht in allen Bereichen in
gleichem Ausmal gegeben.

» Je hoher die Expression des Ziel-Antigens auf den Tumorzellen ausfallt und je
starker die Affinitat eines Antikbrpers zu seinem Epitop ist, umso mehr
Antikdrpermolekile werden bereits in gefallnahen Regionen ,abgefangen®. So
steht fir Areale in weiterer Entfernung von den versorgenden Blutgefalien
weniger Antikérper zur Verfugung (,binding site barrier“-Hypothese, Weinstein et
al., 1987).
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Fur Sphéaroide konnten ahnliche Bedingungen fir die Penetration von Antikorper-

molekulen gezeigt werden:

Die Eindringtiefe monoklonaler Antikdrper hangt maf3geblich vom Molekulargewicht
des eingesetzten Makromolekils ab. Sutherland et al. beschrieben zum Beispiel,
dass komplette Antikbrper weniger tief in Spharoide penetrieren als F(ab’)2- und
Fab’-Fragmente derselben Spezifitdt (Sutherland et al., 1987).

Olabiran et al. zeigten, dass das Ausmalf} der Diffusion in TCS auch von der einge-
setzten Antikérper-Konzentration abhangt (Olabiran et al., 1994).

Die Arbeit von Langmuir und Mitarbeitern weist darauf hin, dass eine hohe
Expression des spezifischen Antigens die Spharoid-Penetration eines Antikdrpers
verlangsamt (Langmuir et al., 1991) und Hjelstuen et al. belegten, dass ein
Antikdrper umso langsamer in ein Spharoid gelangt, je hoher seine Affinitat zu dem
spezifischen Antigen ist (Hjelstuen et al., 1998).

Der Vergleich zeigt, dass sich Tumorzell-Sphéaroide in diesen Eigenschaften sehr
ahnlich wie priméare Tumoren in vivo verhalten. Auch in Hinblick auf diesen Aspekt
erscheinen sie daher als ein geeignetes Modell, um das Verhalten eines

bispezifischen Antikdrpers in vitro zu untersuchen.

Fir den bispezifischen Antikérper BiUll konnten wir mit immunhistochemischen
Methoden ein Eindringen in die aul3eren Zelllagen der Spharoide zeigen (Abbildung
3.9.c.). Es wurden drei bis funf Zelllagen erreicht. In den tieferen Arealen liel3 sich der
Antikdrper nicht mehr nachweisen. Das Farbemuster zeigte eine wabenférmige
membranstandige Verteilung an den Tumorzellen entsprechend der Expression des
spezifischen Antigens EpCAM. Die beobachtete geringe Penetrationstiefe ist in Uber-
einstimmung mit den oben genannten Daten aus der Literatur. In der hier
verwendeten Versuchskonstellation sind unterschiedliche Erklarungen fir dieses
Phanomen moglich:

Die verwendeten Zellen zeigen eine starke EpCAM-Expression (vgl. Abb. 3.1.), so ist
es wahrscheinlich, dass der bispezifische Antikdrper - entsprechend der ,binding-
site-barrier“-Hypothese - bereits in den auf3ersten Bereichen des Spharoids komplett
»-abgefangen” wird. Zu erwahnen ist allerdings, dass das fur BiUll spezifische Antigen
EpCAM gerade am Rand der Sphéaroide in geringerer Menge exprimiert wird als in
den tieferen Schichten. Wahrscheinlich ist jedoch die EpCAM-Expression dennoch
hoch genug, um alle Antikdrpermolekile abzufangen, bzw. die eingesetzte
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Antikorper-Konzentration zu gering, um ein tieferes Eindringen zu ermdglichen.
Hierbei wurde die verwendete BiUll-Menge (100 ng/ml) so gewéhlt, dass sie einer

Serumkonzentration bei i.v.-Gabe in vivo vergleichbar ist.

BiUIl ist ein bispezifischer Antikbrper mit komplettem Fc-Teil, also ein vergleichs-
weise grol3es Molekul und weist eine hohe Bindungsaffinitit an EpCAM auf.
Hinweise flr diese hohe Bindungsaffinitat von BiUll ergeben sich z.B. aus den FACS-
Analysen der replattierten Spharoide (Abb. 3.16., Abb. 4.2.): Der Vergleich der
Proben ohne (a) und mit (b) BiUIll zeigt eine Verschiebung der Isotypkontrolle (dinn
gezeichnete Linie) nach rechts, d.h., der Sekundéarantikérper erkennt zusétzlich zu
dem unspezifischen Hintergrund (Isotypkontrolle in Abbildung 3.16.a.) murines
Immunglobulin auf den Tumorzellen, der bispezifische Antikérper ist also auch nach
achttagiger Inkubation noch in nachweisbaren Mengen auf der Membran der

Tumorzellen gebunden.
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Abbildung 4.2.: Rechtsverschiebung der Isotypkontrolle bei FACS-Analyse replattierter FaDu-Sphéroide.
a) ohne bsAb. b) nach Inkubation mit BiUll (1d), jeweils acht Tage replattiert.

4.3.3. Infiltration von Immunzellen in Sphéaroide

Uber das Infiltrationsverhalten von Immunzellen in Tumorzell-Sphéaroide gibt es nur
wenige Berichte in der Literatur. Beschrieben ist, dass unstimulierte PBLs nur in
geringem Ausmalf in Spharoide gelangen (lwasaki et al., 1990). Konur et al. zeigten
das Einwandern von Monozyten (Konur et al., 1996), fur LAK- und NK-Zellen gibt es
ahnliche Daten (Jaaskelainen et al., 1989; Whiteside et al., 1998). Es handelt sich
hier jedoch um einzelne Beobachtungen, eine Verallgemeinerung ist aufgrund der
verschiedenen verwendeten Tumorzelllinien und der unterschiedlichen Vorbe-

handlungen der Immuneffektorzellen nicht méglich.

In den hier gezeigten Experimenten wurden unstimulierte Gesamt-Leukozyten des

peripheren Blutes zu vorgeformten Spharoiden gegeben. Wir konnten beobachten,
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dass sowohl Monozyten/Makrophagen als auch T-Zellen ohne vorhergehende
Aktivierung in die Sphéroide einwanderten. Auffalligerweise erreichten T-Zellen (so-
wohl CD4- als auch CD8-positive) eine nur geringe Infiltrationsrate, wahrend mono-
zytare Zellen deutlich haufiger ihren Weg in das Sphéaroid fanden (vgl. Abb. 3.10.).

Aufgrund der hier beschriebenen allogenen Situation erwarteten wir eine gewisse
Reaktivitat der PBMCs gegen die Tumorzellen. Es fanden sich jedoch bei der
Kokultivierung von Sphéroiden mit unstimulierten PBMCs keine Zeichen einer
Zerstbrung oder eines Vitalitatsverlustes der Tumorzellen. Die Verwendung von
PBMCs unterschiedlicher Spender zeigte keine wesentlichen Schwankungen im
Infiltrationsverhalten der Leukozyten. Die Replattierungs-Experimente (Abbildung
3.15.) zeigten vielmehr eine deutlich verstarkte Proliferation der Tumorzellen nach
Inkubation mit allogenen PBMCs. Welche Faktoren diesem wachstumsférdernden
Phanomen zugrunde liegen, ist zum gegenwartigen Zeitpunkt noch ungeklart.

Die beschriebenen Beobachtungen zeichnen kein getreues Bild der ,Wirklichkeit* in
vivo. Die Experimente beschreiben eine allogene Situation, in vivo treten jedoch
korpereigene Effektorzellen in Kontakt mit den Tumorzellen. Zum anderen
beeinflussen in vivo eine Vielzahl von lokalen Faktoren die Art des Kontaktes
zwischen Tumorzellen und Immunzellen (z.B. Extrazellulare Matrix, l6sliche,
immunsuppressive Faktoren von Tumor- oder Stromazellen u.v.m.), die in dem hier

beschriebenen in vitro-Modell nicht nachgestellt werden kdnnen.

4.3.4. Wirkungsweise von BiUll am System der Spharoide

Nach den Beobachtungen an Einzelzellen und der Etablierung des Sphéroid-Modells
wurden in der vorliegenden Arbeit diejenigen Effekte untersucht, die bei gleichzeitiger
Gabe von BiUll und PBMCs zu Tumorzell-Spharoiden zu beobachten waren (zum
experimentellen Aufbau vgl. Abb. 3.11.).

Abbildung 3.14. zeigt, dass bereits nach wenigen Stunden lichtmikroskopisch eine
Verklumpung der PBMCs um das Sphéaroid zu erkennen war. Bei der Weiter-
bearbeitung zeichneten sich diese Spharoide durch eine ausgepragte ,Fragilitat* aus,
sie brachen sehr leicht auseinander. Nur mit grof3er Vorsicht war z.B. ein Einbetten
dieser TCS in toto fur histologische Untersuchungen moglich. Bei Replattierungs-
versuchen wuchsen keine vitale Tumorzellen mehr aus (Abb. 3.15.d.). Parallel zu
den Replattierungsversuchen wurden FACS-Analysen durchgefiihrt (Abb. 3.16.), die
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zeigten, dass bereits zum Zeitpunkt des Replattierens alle Tumorzellen im Spharoid

avital waren.

In den korrespondierenden immunhistochemischen Untersuchungen zeigte sich eine
erhebliche Steigerung des Immunzell-Infiltrates, die Struktur der Sphéaroide war nur
noch andeutungsweise zu erkennen, intakte Tumorzellen lieBen sich nicht mehr
nachweisen (Abb. 3.12.).

Passend zu diesen Beobachtungen wiesen die Daten aus den TNFa-Bioassays auf
eine ausgepragte Aktivierung der Immunzellen in den Kokultur-Experimenten hin
(Abb. 3.17.). Die Koinkubation von TCS mit PBMCs in Anwesenheit von BiUIl flhrte
zu einer 4,5-fachen Steigerung der TNFa-Konzentration im Vergleich zu der

Inkubation von PBMCs mit dem bispezifischen Antikorper.

Interessanterweise zeigten die immunhistochemischen Untersuchungen eine
definierte Verteilung der Effektorzellen im Spharoid nach Applikation von BiUIl.
Monozytare Zellen lieRen sich vor allem im Zentrum der Sphéaroide farben, CD8-
positive T-Zellen fanden sich nahezu ausschliel3lich an der Spharoid-Peripherie. Die
Darstellung CD4-positiver Zellen gelang nicht.

Die hier beschriebenen Experimente zeigen das Modell der TCS als geeignetes
System, immunologische Effekte bispezifischer Antikdrper in einem dreidimen-
sionalen Kontext zu untersuchen. Der bispezifische Antikdrper BiUll zeichnet sich
dabei durch eine aul3erst hohe antitumorale Effizienz sowohl in Suspensionen als
auch im Spharoid-Modell aus.

In zukinftigen Untersuchungen sollen die Mechanismen der Tumorzellzerstérung in

Spharoiden weiter aufgeschliisselt und detaillierter beschrieben werden.

Insbesondere zur Vermeidung alloreaktiver Effekte ist die Generierung von
Spharoiden aus Primarmaterial geplant. Dies wirde eine individuelle Testung des
einzelnen Patienten mit eigenen (autologen) PBMCs ermdglichen und der in vivo
Situation ein weiteres Stiick ndher kommen. Gerade bei der guten Zugéanglichkeit
von Tumoren im HNO-Gebiet scheint dies eine attraktive Vorgehensweise sowohl fir
Forschungszwecke als auch fir die praklinische Testung bispezifischer Antikdrper zu

sein.
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5. Zusammenfassung

Da die Prognose fur Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen trotz Verbesserung der
chirurgischen und strahlen- bzw. chemotherapeutischen Strategien unverandert
schlecht ist, werden vermehrt immunologische Therapieansatze erforscht, die eine
systemisch wirksame und gleichzeitig tumorspezifische Behandlung ermdglichen
sollen. Dadurch soll die Haufigkeit von Lokalrezidiven und Metastasen gesenkt

werden.

Bispezifische Antikorper werden in diesem Zusammenhang als vielversprechende
Therapieoption angesehen. Sie erkennen einerseits Tumorzellen und redirigieren
andererseits Immunzellen an den Ort des Tumors. So soll eine immunologische
Auseinandersetzung mit dem Tumor angesto3en werden. Komplette bispezifische
Antikorper konnen dariiber hinaus akzessorische Zellen binden. Diese Zellen
besitzen die Fahigkeit zur Phagozytose und Prasentation phagozytierter Proteine.
Hiervon verspricht man sich die Induktion eines langfristigen humoralen

Gedachtnisses gegen den Tumor.

In der vorliegenden Arbeit wurde der komplette bispezifische Antikorper BiUIl
(aEpCAM/aCD3) untersucht. Es wurde postuliert, dass dieses Molekil in der Lage
sei, sogenannte Tri-Zell-Komplexe aus Tumorzellen, T-Zellen und akzessorischen
Zellen zu vermitteln. Die Eingangsexperimente sollten daher die grundlegende Frage
klaren, welche Zellkontakte durch BiUll herbeigefiihrt werden kdnnen, und ob in vitro
Tri-Zell-Komplexe darstellbar sind. AnschlieRend wurde die antitumorale Wirksamkeit
des Antikorpers an Einzelzellen und an dreidimensionalen Tumorzell-Sphéroiden

getestet.

Mit immunzytochemischen Farbungen an Einzelzell-Praparaten konnte erstmals die
Bildung von Tri-Zell-Komplexen nachgewiesen werden. Die durch BiUll angestof3ene
Immunreaktion fuhrte innerhalb von wenigen Stunden zu einer effizienten Tumorzell-
elimination. Neben unspezifischen Mechanismen konnte die Phagozytose von
Tumorzellen als ein Weg der BiUll-vermittelten Tumorzellzerstdrung beobachtet

werden.

Wir konnten dartiber hinaus zeigen, dass BiUll auch in Tumorzell-Sphéaroiden, einem

dreidimensionalen Modell fir Mikrometastasen, zu einer vollstandigen Elimination
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vitaler Tumorzellen fihrte, ohne dass hierfir die exogene Zufuhr immun-

stimulatorischer Substanzen erforderlich war.

Die beschriebenen in vitro-Ergebnisse zeigen also zum einen, dass der bispezifische
Antikorper BiUll diejenigen Anforderungen erflllt, die aufgrund seiner Konstruktion
gefordert wurden und zum anderen, dass das Molekil in vitro ein sehr hohes

antitumorales Potential aufweist.

Weiterfuhrende Experimente werden unternommen, die die Mechanismen der
Tumorzellzerstérung detaillierter beschreiben sollen. Dariliber hinaus ist es Ziel der
kommenden Untersuchungen, mdgliche Komedikationen sowie andere Applikations-
formen (z.B. intratumoral) zu testen, um die bei systemischer Gabe beobachteten

Nebenwirkungen einzuschréanken.
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7. Abktrzungsverzeichnis

a. dest. destilliertes Wasser

Abb. Abbildung

ABC Avidin-Biotin-Komplex

ADCC antikorperabhangige zellulare Zytotoxizitat (antibody dependent

cellular cytotoxicity)

AEC Aminoethylcarbazol

APAAP alkalische Phosphatase / anti-alkalische Phosphatase

APC Antigen-prasentierende Zelle (antigen presenting cell)

bsAb bispezifischer Antikdrper

CD Differenzierungscluster (cluster of differentiation)

CEA karzinoembryonales Antigen

CTL zytotoxischer T-Lymphozyt

d Tag

DAB Diaminobenzidin

DAPI 4’ ,6-Diamidino-2-Phenylindol

DC dendritische Zelle

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

ET Verhéltnis von Effektor- zu Zielzellen

EBV Ebstein-Barr-Virus

EDTA Ethylendiamin-Tetraessigsaure

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor)

EpCAM epitheliales  Zell-Adhasions-Molekul  (epithelial cell adhesion
molecule)

Fab variable Region eines Antikorpers (Fragment antigen binding)

FACS Durchflu3zytometrie (fluorescence activated cell sorting)
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Fas-L Fas-Ligand

Fc konstante Region eines Antikorpers (Fragment crystallizable)
Fc-R Fc-Rezeptor

FCS fetales Kalber-Serum

FITC Fluoreszein-Isothiocyanat

g Gramm bzw. Erdbeschleunigung

GM-CSF Granulozyten/Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor

(granulocyte/macrophage colony stimulating factor)
h Stunde
HAMA/HARA humaner anti-Maus/-Ratte Antikdrper
HE H&amatoxylin-Eosin-Farbung

HNSCC Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches (head and neck

squamous cell carcinoma

HPV Humanes Papilloma-Virus
HSPG Heparansulfatproteoglykane

IE Internationale Einheiten

[o]€] Immunglobulin G

IL Interleukin

I Liter

LAK Lymphokin-aktivierte Killer-Zelle
LMP latent membrane protein

M Molar

mg Milligramm

Mg Mikrogramm

MHC Haupt-Histokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex)
mi Milliliter

pl Mikroliter
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mM
mrd
MTT

MUC

NK
nm
PBLs

PBMCs

PBS
PGE
pH
TAA
TCR
TCS
TGF
TNFa

U/min

Abkurzungsverzeichnis

Millimolar

minimal residual disease
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid

Mucin

Normal

naturliche Killer-Zelle

Nanometer

Lymphozyten des peripheren Blutes (peripheral blood lymphocytes)

Leukozyten des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear
cells)

Phosphat-gepufferte physiologische Kochsalzlosung
Prostaglandin E

neg. dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
tumorassoziiertes Antigen

T-Zell-Rezeptor

Tumorzell-Sphéaroid (tumor cell spheroid)
Tumor-Wachstumsfaktor (transforming growth factor)
Tumor-Nekrose-Faktor a

Umdrehungen/Minute
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