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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Unter dem Immunsystem (lat. immunis: ,rein®, ,frei“, ,unberihrt’) versteht man
ein interaktives Netzwerk aus physikalischen Barrieren, lymphatischen Organen,
spezialisierten Zellen und Molekulen, dessen Aufgabe es ist, hdhere Organismen
vor Bedrohungen durch schadliche Pathogene wie Bakterien, Viren, Pilzen und
Parasiten zu schitzen. Zusatzlich ist das Immunsystem auch an der Eliminierung
maligne entarteter korpereigener Zellen beteiligt. Vier Funktionen sind dabei von
zentraler Bedeutung ':

1) die immunologische Erkennung

2) die immunologische Effektorfunktion

3) die Immunregulation und

4) das immunologische Gedachtnis.

1.1.1 Zellulare und humorale Bestandteile des Inmunsystems

Im Allgemeinen unterscheidet man zwischen zellularen und humoralen Anteilen
des Immunsystems. Der zellulare Anteil besteht aus Leukozyten, die sich in der
Hamatopoese aus im Knochenmark (KM) befindlichen pluripotenten
Stammzellen differenzieren. Aus diesen Stammzellen entstehen myeloische
Vorlauferzellen, die sich wiederum zu Granulozyten, Monozyten, Makrophagen,
dendritischen Zellen (DZ) und Mastzellen entwickeln. Ebenfalls aus pluripotenten
Stammzellen entstehende lymphatische Vorlauferzellen differenzieren sich in B-
, T- und Naturliche Killer (NK)-Zellen. Dem humoralen Immunsystem ordnet man
eine Vielzahl an der Immunreaktion beteiligte I6sliche Faktoren zu wie u. a.

Komplementproteine, Zytokine, akute Phase Proteine und Antikorper '-5.

1.1.2 Das angeborene Immunsystem

Ein weiteres Merkmal des Immunsystems ist die Einteilung in die angeborene
und adaptive Immunitat. Das angeborene Immunsystem reagiert innerhalb von
Minuten und ist die erste Verteidigungslinie der Immunabwehr4. Allgemein

definiert zeichnet es sich durch Abwehrmechanismen aus, die in ihren reifen
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funktionellen Formen in Keimbahngenen kodiert sind °.

Zu den wichtigsten Komponenten des angeborenen Immunsystems gehdren
physikalische Barrieren (Haut, Epithelien), antimikrobielle Peptide (Defensine,
Lysozyme), Zytokine, Serumproteine (Komplementfaktoren, C-reaktives Protein,
Lektine) und Immunzellen (Phagozyten darunter dendritische Zellen (DZ),
Monozyten und neutrophile Granulozyten sowie Mastzellen und NK Zellen) '-27.
Insbesondere Phagozyten haben durch die von ihnen exprimierten Pattern
Recognition Receptors (PRR) eine essenzielle Rolle. PRR (bspw. Toll-like
Rezeptoren) sind  keimbahnkodierte  Rezeptoren, die konservierte
Strukturproteine von Pathogenen, sogenannte Pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) wie z. B. Lipopolysaccharide (LPS), binden3#10, Erkannte
Pathogene konnen daraufhin phagozytiert und enzymatisch verdaut werden.
Zusatzlich kommt es zur Zytokin- und Chemokinfreisetzung durch die
Phagozyten. Dadurch wird eine Entzindungsantwort initiert und weitere
Immunzellen des angeboren und adaptiven Immunsystems werden
angelockt?''.  Zentrales Bindeglied zur adaptiven Immunantwort sind
dendritische Zellen. Sie nehmen Antigene auf, prozessieren diese und
prasentieren sie T-Zellen in Lymphorganen 2. Das angeborene Immunsystem ist
jedoch nicht nur an Abwehrprozessen gegen Mikroorganismen beteiligt. So sind
vor allem NK Zellen zentral an der Erkennung und Elimination von malignen

Zellen beteiligt“. In Kapitel 1.2 wird dies naher betrachtet.

1.1.3 Das adaptive Immunsystem

Im Gegensatz zu den keimbahnkodierten Mechanismen des angeborenen
Immunsystems zeichnet sich das adaptive Immunsystem durch angepasste,
spezifischere Immunreaktionen aus, die zeitlich verzogert stattfinden. Zusatzlich
ist eine ausgepragtere immunologische Gedachtnisbildung maoglich, die bei
erneutem Kontakt zu einem bereits bekannten Zielantigen eine schnellere und
effektivere Immunreaktion sicherstellt ©.

Basis der Immunreaktionen des adaptiven Immunsystems sind Antigen-
spezifische Rezeptoren, die auf den Oberflachen von T- und B-Lymphozyten

exprimiert werden. Sowohl T-Zell Rezeptoren (TCR) als auch B-Zell Rezeptoren
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(BCR, gebundene Immunglobuline) entstehen durch eine irreversible,
somatische Umlagerung von einigen hundert Keimbahn-Genelementen wahrend
der individuellen Zellentwicklung. Dadurch wird es moglich, Millionen
verschiedene T- und B-Lymphozyten und I6sliche Immunglobuline mit
einzigartiger Spezifitat zu bilden 81314, Essenziell fiir eine effektive Immunantwort
ist es, aus diesem Repertoire an Moglichkeiten diejenigen auszuwahlen, die zur
aktuellen Bedrohung passen 8. Dafiir gibt es festgelegte Aktivierungsmuster. Die
Hauptklasse von T-Zellen sind af T-Zellen. Diese bekommen uber ihren TCR
Peptidfragmente prasentiert, die an Major histocompatibility complex (MHC) Il
Molekule auf Antigen prasentierenden Zellen (antigen presenting cell, APC) oder
MHC | Molekilen korpereigener Zellen gebunden sind '. APCs, wie z. B. DZ,
prasentieren Peptidfragmente von phagozytierten, prozessierten Pathogenen,
wohingegen nahezu alle Koérperzellen dauerhaft Peptidfragmente zelleigener
Proteine prasentieren. Dieser Unterschied spiegelt sich in zwei Hauptgruppen
von aB T-Zellen mit unterschiedlichen Korezeptoren wider': CD4* T-Zellen
erkennen Peptide auf MHC Il Molekilen und differenzieren sich zu T-Helfer
Zellen. Diese koénnen wiederum durch die Bildung von Zytokinen die
Immunantwort unterstiitzen und die Reifung von B-Zellen stimulieren 41617, CD8*
T-Zellen erkennen Peptide auf MHC | Molekillen. Sie kdnnen zu zytotoxischen
CD8" T-Zellen differenzieren und dann Virus-infizierte oder maligne Zellen
lysieren“. Die Aktivierung und folgende Differenzierung von T-Zellen benétigt
neben der Erkennung von MHC gebunden Peptiden durch den TCR noch die
zusatzliche Partizipation von costimulatorischen Molekilen (z. B. CD28 und
CD80/86) 8.

CD4* T-Helferzellen sind auch an der Reifung von naiven B-Zellen beteiligt. Uber
den BCR erkennen B-Zellen Antigene, internalisieren sie und prasentieren diese
uber MHC Il den CD4* T-Helferzellen, die bereits Kontakt zu dem Antigen hatten.
U.a. durch diesen Kontakt kdonnen B-Zellen zu antikdrperproduzierenden
Plasmazellen und Gedéchtniszellen reifen 461920 Antikérper gehoren zu den
essenziellsten, humoralen Faktoren des adaptiven Immunsystems und werden

in ihrer Funktion in Kapitel 1.5 erklart.
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1.2 Die NK Zelle

Im Kontext der Erforschung der T-Zell mediierten Zytotoxizitat wurde 1975 von
Kiessling et al. eine bis dato unbekannte Lymphozyten Population in der Maus
beschrieben. Diese Zellpopulation hatte die Eigenschaft, eine ,natlrliche®
Zytotoxizitat zu zeigen, die im Gegensatz zu zytotoxischen T-Zellen keine
vorhergehende Antigen-Sensibilisierung bendtigt, um Tumorzellen oder
virusinfizierte Zellen zu erkennen und zu eliminieren. Um dieser Eigenschaft
Rechnung zu tragen, nannte man diese Zellen naturliche Killerzellen und ordnete
sie dem angeborenen Immunsystem zu 2'-23, Heute ist bekannt, dass NK Zellen
auch Merkmale des adaptiven Immunsystems haben. Dazu zahlt man ein
variables Rezeptorrepertoire und die Mdoglichkeit der Bildung eines
immunologischen Gedéchtnisses 24-26.

Ca. 5 — 15% der zirkulierenden Lymphozyten im Menschen sind NK Zellen 427,
Humane NK Zellen besitzen im Gegensatz zu T- und NKT-Zellen keine T-Zell-
Rezeptoren (TCR) und kein CD3. Die meisten NK Zellen exprimieren CD56 28-2°.
Mithilfe des relativen Expressionsniveaus von CD56 sowie CD16 kann man zwei
groRe Subpopulationen von NK Zellen unterscheiden: CD56°"9"MCD169™ NK
Zellen kommen vorwiegend im lymphatischen Gewebe vor und sezernieren
immunmodulatorische Zytokine (z. B. Interferon-y (IFN-y)). CD569™CD 161"t NK
Zellen kommen vermehrt im peripheren Blut (PB) vor und ihnen werden eher
zytotoxische Eigenschaften zugeschrieben 433!, Neuere Studien zeigen jedoch,
dass diese Aufteilung nur eine sehr grobe Vereinfachung darstellt. Es scheint
eine grolRe Diversitat an verschiedenen NK Zell Phanotypen zu geben, die sich

in verschiedenen Geweben und im Blut unterscheiden 32:33,

1.2.1 Missing-self und induced-self Hypothese

NK Zellen nutzen verschiedene Signale, mit denen sie gesunde Zellen von
Zielzellen unterscheiden konnen. Die Aktivierung von NK Zellen kann deshalb
als komplexe Integration von Signalen inhibitorischer und aktivierender
Rezeptoren verstanden werden ?’. Hierzu wurden zwei Hypothesen aufgestellt.
Die ,missing-self* Hypothese besagt, dass NK Zellen koérpereigene Zellen

lysieren, wenn bestimmte Signalproteine (u. a. MHC-I) auf der Oberflache nicht
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oder in verringerter Menge vorhanden sind 23436, Hierflir exprimieren humane NK
Zellen inhibitorische Rezeptoren bspw. der KIR-Familie (killer immunoglobulin-
like receptor), die MHC-I Molekille erkennen?®. Insbesondere maligne
transformierte Zellen, welche haufig eine deutlich reduzierte Expression von
MHC-I Molekilen aufweisen, kénnen so von NK Zellen erkannt werden .
Allerdings exprimieren Erythrozyten ebenfalls keine MHC-I Molekule und werden
nicht lysiert. Somit kann eine ,missing-self* Erkennung nicht allein zu einer
Aktivierung von NK Zellen fuhren. Erganzt wurde deshalb die ,induced-self*
Hypothese. Sie besagt, dass zellular gestresste oder maligne transformierte
Zellen zusatzlich aktivierende Molekile auf der Zelloberflache exprimieren, die
von NK Zellen erkannt werden?23%40 Ein aktivierender Rezeptor, der diese
Signale erkennt, ist z. B. der NKG2D Rezeptor (natural killer group 2 member D),
der Liganden wie MICA/MICB und ULPB1-6 bindet4'#2. Ein weiterer
aktivierender Rezeptor auf NK Zellen ist der Fc-Rezeptor FcyRllla (CD16), der
von herausragender Bedeutung fur die Wirkung monoklonaler Antikorper ist und
auf den im Kapitel 1.5.2 genauer eingegangen wird 43,

1.2.2 Zytotoxizitatsmechanismen von NK Zellen

Aktivierte NK Zellen kénnen ihre Zytotoxizitat gegen als fremd oder entartet
erkannte Zellen durch verschiedene Mechanismen entfalten. Eine Reaktion der
aktivierten NK Zelle ist die Freisetzung der zytolytischen Substanzen Perforin
(porenbildendes  Protein) und  Granzyme  (Apoptose  auslosende
Serinproteasen) 4446, Man geht heute davon aus, dass die NK Zelle eine
immunologische Synapse mit der Zielzelle formt und die zytotoxischen Molekile
in diese, durch die Fusion von sekretorischen Lysosomen mit der Zellmembran,
freigesetzt werden#74°. Wahrend der Degranulation wird das Lysosomal-
associated membrane protein-1 (LAMP-1 oder CD107a) transient auf der
Oberflache der NK Zelle prasentiert 0. Der zweite Mechanismus, durch den NK
Zellen gegen Zielzellen wirken, ist durch Todesliganden induzierte Apoptose.
Bekannte Liganden dafur sind Fas Ligand (FasL) und TNF-related-apoptosis-
inducing ligand (TRAIL), die korrespondierende Todesrezeptoren auf Zielzellen

binden 45!, Neuere Studien zeigen, dass NK Zellen auch durch die Freisetzung
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von Exosomen, welche FasL- und Perforin-Molekile enthalten, zytotoxisch
gegen Tumorzellen wirken kdnnen. Die Exosomen enthalten typische NK Zell
Marker wie CD56 und NKG2D-Rezeptoren und konnen nach Kontakt zu
Tumorzellen auch NK Zellen selbst weiter aktivieren 2.

Neben der direkten Zytotoxizitdt konnen NK Zellen durch die Sekretion von
Zytokinen wie INF-y, TNF und Interleukin (IL)-10 indirekt mit dem angeboren und

adaptiven Immunsystem interagieren 4053,

1.3 Tumorimmunologie

Den Grundstein der Tumorimmunologie legte Paul Ehrlich zu Beginn des 20.
Jahrhunderts. Am Ende seiner damaligen Ausfuhrungen aullerte er die
Hypothese, dass ,aberrante Keime [...] hdufig vorkommen, aber [...] bei der
tiberwiegenden Mehrzahl der Menschen vollkommen latent bleiben, dank der
Schutzvorrichtung des Organismus“>*. Wie sich zeigte benétigte es jedoch
weitere 50 Jahre, bis erste experimentelle Untersuchungen seine Hypothese
stutzten. Dabei konnte gezeigt werden, dass syngene Krebszellen in Mausen
nach sequenzieller Transplantation nicht mehr anwuchsen und somit eine bis
dato unbekannte Immunisierung stattgefunden haben musste. Histologische
Untersuchungen der getesteten Mause fanden damals tumorspezifische
zytotoxische T-Zellen im Tumorgewebe 2%5%, Das formale Konzept der
.mmunuberwachung® (immune surveillance) wurde schliellich 1967 von Frank
Burnet formuliert. Dieses besagt, dass das Immunsystem kontinuierlich mutierte
Zellen erkennt und eliminiert 5758

Die Tatsache, dass es offensichtlich trotz Immunuberwachung zu klinisch
apparenten Tumoren kommt und experimentelle Studien in den folgenden Jahren
sogar eine in Teilen Tumor-fordernde Wirkung des Immunsystems zeigten,
erforderte zu Beginn des 21. Jahrhunderts jedoch eine Weiterentwicklung von
Burnet's Theorie %8. Das in den folgenden Jahren entwickelte neue Konzept
bekam den Begriff Cancer immunediting und teilte die Tumorentwicklung in drei
Phasen ein. Phase | (Elimination) ist nahezu aquivalent mit dem Konzept der
Immundberwachung, mit der Ausnahme, dass ein kleiner Teil an Tumorzellen der

Eliminierung entgeht. In Phase I, dem dynamischen Aquilibrium, kommt es zur
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anhaltenden Auseinandersetzung zwischen dem Immunsystem und den
Tumorzellen. Durch andauernde Mutation und Selektion der Tumorzellen ist es
moglich, dass ein kleiner Teil immer wieder dem Immunsystem entkommt und
gleichzeitig resistenter wird. Diese Phase wird auch Tumor dormancy genannt
und kann Jahre anhalten. Am Ende des Selektionsprozesses beginnt Phase Il
(immune escape). Einzelne Tumorzellklone haben nun Mechanismen entwickelt,
sich komplett der Immunuberwachung zu entziehen. Ab diesem Zeitpunkt ist es
moglich, dass ein klinisch apparenter Tumor entsteht %60, Die Bedeutung
dieses Konzepts zeigt sich auch daran, dass die Immunevasion 2011 von

Hanahan und Weinberg als ,Hallmark of Cancer“ eingeflihrt wurde 6.

Zahlreiche immune escape Mechanismen wurden seither in der Literatur
beschrieben: Ein Mechanismus ist der Verlust von MHC-Klasse | Molekulen, der
in verschiedenen humanen Tumorentitdten beobachtet werden konnte und der
die von zytotoxischen T-Zellen ausgeldste Immunantwort beeinflusst 362-64, Ein
weiterer Mechanismus ist die Etablierung eines immunsupressiven
Mikroenvironments. Dazu gehort die Rekrutierung regulatorischer T-Zellen und
myeloid-derived suppressor cells (MDSCs), welche immunsupressive Zytokine
wie IL-10 und TGF-B produzieren und immunsupressive, costimulatorische
Molekiile exprimieren wie PD-L1 (programmed death-ligand 1)%°. Das
letztgenannte wird auch als Checkpoint Molekul bezeichnet und kann auch von
Tumorzellen selbst exprimiert werden. Es ist einer der Angriffspunkte der

erfolgreich klinisch eingesetzten Checkpoint-Inhibitoren (CPI) 5.

1.4 Immuntherapie

Das zunehmende Wissen Uber die enge Verbindung zwischen Onkologie,
Infektiologie und Immunologie hat zu zahlreichen therapeutischen Ansatzen
gefuhrt, welche unter dem Begriff der Immuntherapie zusammengefasst sind. Im
weitesten Sinne sind darunter alle Therapien zu verstehen, welche durch
Modulation des Immunsystems Erkrankungen wie Tumorerkrankungen,
Autoimmunerkrankungen und Infektionen, entgegenwirken. Im Laufe der Zeit hat

sich das Spektrum der Immuntherapie in der Onkologie enorm erweitert. Der
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folgende Abschnitt fasst daher die relevantesten Entwicklungen zusammen.

Einer der ersten immuntherapeutischen Ansatze war die Nutzung von Zytokinen.
Mit der Entdeckung von Interferon-alpha (INF-a) 1957 und spater weiteren
Zytokinen wie IL-2, INF-y und TNF hatte man Wirkstoffe gefunden, welche u. a.
die zytotoxische Aktivitdt von Immunzellen gegen Tumorzellen verstarkten 6668,
Ende des 20. Jahrhunderts wurden IL-2, INF-a und weitere rekombinante
Zytokine klinisch getestet und in Teilen zur Therapie zugelassen. Die niedrige
Ansprechrate und hohe Toxizitat von hoch dosierten IL-2 und INF-a Gaben fuhrte
jedoch dazu, dass die therapeutische Relevanz und Einsetzbarkeit eher kritisch
gesehen wurde 268 Dennoch wurde dieser Ansatz weiterverfolgt, wobei der
Fokus heutzutage auf der Verwendung anderer Zytokine, wie z. B. IL-15 liegt.
Zusatzlich werden Zytokine haufig mit weiteren Proteinen zu einem neuen,
stabileren Konstrukt kombiniert. ALT-803 ist z. B. ein rekombinantes Protein aus
IL-15 fusioniert mit einer IgG1 Fc Domane. Dieses zeigte gute Ergebnisse in
klinischen Studien mit Leukamien, nicht kleinzelligem Lungenkarzinom und

Blasenkarzinom ©8.69,

Aktive Vakzinierung ist eine weitere immuntherapeutische Strategie. Die meisten
Tumorvakzine zielen heute darauf ab, mit optimal ausgewahlten Tumorantigenen
eine effektive CD4* und CD8" T-Zell Immunantwort zu induzieren. Hierfur ist es
notwendig, Peptidfragmente Uber MHC Molekule zu prasentieren. Dafur gibt es
drei Typen an genutzten Plattformen fir Vakzine: 707

1) zellulare Vakzine (z. B. ex vivo mit Tumorantigen beladene DZs)

2) Virusvektoren

3) molekulare Vakzine in Form von Peptiden, DNA oder RNA
Wahrend Viren intrinsische zelluldare Eintrittsmechanismen besitzen, werden
Peptide von APCs sowie Nukleinsduren von normalen Korperzellen
aufgenommen. Letztgenannte werden zu den Tumorproteinen translatiert, die
wie normale zellulare Proteine auf MHC | prasentiert werden 72. Trotz erster
Erfolge hat sich in den letzten Jahren gezeigt, dass die Entwicklung eines
Tumorvakzins deutlich komplexer ist als man anfanglich dachte. Problematisch

sind u.a. die geringe Immunogenitat von Tumorantigenen, die hohe
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Tumorzelllast etablierter Tumore, das immunsupressive Mikroenvironment und,
speziell bei Peptidvakzinierung, die Diversitat an MHC-Haplotypen. Dem
versucht man zu begegnen, indem man gegen multiple Tumorantigene
immunisiert, personalisierte Strategien gegen individuelle Tumorneoantigene
entwickelt, Vakzinvektoren und Adjuvanzien optimiert und
Kombinationstherapien mit Immunstimulanzien wie CPI testet. Aktuell gibt es
zahlreiche klinische Studien, in denen Vakzinierungen gegen Tumore erprobt

werden 7274,

Ein weiteres Gebiet der Immuntherapie ist die adoptive Zelltherapie, auch
zellulare Immuntherapie genannt. Die Grundidee dahinter ist, autologe T- oder
NK Zellen eines Krebspatienten zu entnehmen, diese entweder nur zu
vermehren und zu aktivieren oder zusatzlich genetisch zu verandern und sie
danach dem Patienten als Tumortherapie zu infundieren. Speziell die CAR-
(chimeric antigen receptor) T-Zell Therapie hat sich in den letzten Jahren als
wichtige neue Krebstherapie etabliert ’>. CAR-T-Zellen sind autologe T-Zellen,
welche ex vivo genetisch manipuliert werden, sodass sie die Antigen-
Bindungsdomane eines Antikorpers fusioniert mit der intrazellularen Domane
eines CD3-TCR (CD3-Zeta) exprimieren. Dadurch kénnen sie unabhangig von
der MHC-Erkennung aktiviert werden. Zusatzlich verbessern costimulatorische
Domanen wie CD28, 4-1BB (CD137) oder Zytokine wie IL-12 als Modifikationen
die Effektorfunktion. Im August 2018 wurden in Europa zwei CD19-spezifische
CAR-T-Zell-Therapeutika flir die Behandlung hamatologischer Tumore
zugelassen 7678, Aktuell gibt es auch Studien mit CAR-T-Zellen, die z. B. gegen
CEA (Carcinoembryonales Antigen) gerichtet sind und in der Behandlung des

metastasierten KRK getestet werden 7981,

Ein weiterer essenzieller Bereich in der Immuntherapie ist die Verwendung von
therapeutischen monoklonalen Antikorpern, auf die im nachsten Kapitel

eingegangen wird.
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1.5 Antikorper

Antikorper (Immunglobuline, Ig) sind Proteine, die in ihrer 16slichen Form von
Plasmazellen als Reaktion auf den Kontakt mit einem Fremdantigen gebildet
werden. lhre urspringliche Funktion im Immunsystem ist, neben der direkten
Neutralisation, die Opsonisierung von Pathogenen. Dadurch werden diese
.Jmmunologisch sichtbar® und verschiedene Immuneffektoren konnen zur
Elimination rekrutiert werden '. Basis jedes Antikdrpers ist das Schliissel-Schloss
Prinzip, welches schon zu Beginn des 20. Jahrhunderts durch Paul Ehrlich
postuliert wurde. Dieses Prinzip besagt, dass ein  Antikoérper
Antigenbindungsstellen (Paratope) besitzt, die an eine spezifische Region

(Epitop) eines Antigens binden kénnen 482,

1.5.1 Struktur und Charakteristika von Antikorpern

Antikoérper sind Glykoproteine, deren exakter molekularer Aufbau im Jahr 1969
aufgeklart wurde. Die Grundstruktur eines IgG1 AntikOrpers besteht aus jeweils
zwei identischen schweren (50 kDa) sowie leichten (25 kDa) Polypeptidketten.
Die antikdrpertypische Y-Form entsteht durch Disulfidbriicken, von denen jeweils
eine zwischen schwerer und leichter Kette lokalisiert ist und zwei weiteren,

welche die beiden schweren Ketten verbinden 83.

R

—_

c.2|]cC,2

—— Fc Region

c.3l]C.3

Abbildung 1: Schematische Abbildung eines humanen IgG1 Antikorpers.

Weil: konstante Regionen, Grau: variable Regionen, Fab: fragment antigen binding;
Fc: fragment crystallizable; C: constant; V: variable; H: heavy; L: light. Abgewandelt
aus 8,
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Eine N-terminale variable Domane (VH) sowie drei konstante Domanen (Cw1,
Ch2, Cn3) bilden die schwere Kette eines Antikorpers des Typs IgG. Eine N-
terminale variable Domane (VL) sowie eine konstante Doméane (C.) bilden die
leichte Kette 285. Zwischen den Cn1 und CH2 Doménen (flexible Hinge-Region)
befindet sich aulderdem die Spaltungsstelle des proteolytischen Enzyms Papain.
Dieses kann einen Antikdrper in zwei identische Fab (fragment antigen binding)
Fragmente sowie ein Fc-Fragment (fragment crystallizable) spalten. Das Fc-
Fragment beinhaltet Bindungsstellen fur Molekule, hierunter z.B. Fc-
Rezeptoren. Innerhalb der variablen Regionen gibt es drei hypervariable
Bereiche (CDR1-3, complementary determining regions), welche die Spezifitat
eines Antikorpers determinieren. Weitere, die CDR umgebende Gerustregionen
(FR, framework regions) charakterisieren die raumliche Struktur der
Antigenbindungsstelle 2. Durch somatische Rekombination verschiedener
Gensegmente (VH: V,D,J; Vi: V,J), de novo Synthese von Sequenzabschnitten
an den Verknupfungsstellen und der Kombination von Vi und VL kann das
Immunsystem eine geschatzte Anzahl von ca. 10" verschiedener
Antigenbindungsstellen erzeugen 2'4. Diese Variabilitat wird durch zuséatzliche
Hypermutationen wahrend der B-Zell Reifung noch erweitert8-87. AuRerdem
zeigen neuere Forschungsergebnisse, dass diverse weitere unkonventionelle
Strategien, wie z. B. die Insertion von Sequenzen aus Genen, die nicht an der
Bildung von Immunoglobulin beteiligt sind, die Diversitat von Antikorpern noch
zusétzlich erhohen .

Man kennt finf verschiedene Typen der schweren Kette (y, 6, a, y und €). Darauf
basierend ergeben sich funf Isotypen von Antikérpern (IgG, IgD, IgA, IgM und
IgE), welche sich in Struktur und Antigenaffinitat unterscheiden. Auch die
Verteilung im Korper ist nicht homogen. Im Blut befinden sich vorwiegend IgM
und IgG. Die meisten Anti-Tumor-Antikérper sind vom Typus IgG und hier
insbesondere aus der Subklasse IgG1, da diese u.a. die langste
Serumhalbwertszeit aufweisen und am effektivsten die im nachsten Kapitel

vorgestellten Wirkmechanismen auslosen 28992,
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1.5.2 Antikorpertherapie

1975 wurde durch die Entwicklung der Hybridomtechnologie durch Kéhler und
Milstein der Grundstein fur Verwendung therapeutischer Antikorper gelegt. Zum
ersten Mal konnten damit monoklonale Antikbrper gegen definierte Antigene
hergestellt werden. Hierbei wurden B-Zellen von mit dem gewlnschten Antigen
immunisierten Mausen entnommen und mit Myelomzellen fusioniert. Dadurch
entstanden kultivierbare Hybride, die murine Antikdrper der gewahlten B-Zelle
produzierten %3,  Aufgrund des murinen Ursprungs hatten diese jedoch
Effektivitats- und Toxizitatsprobleme %. Mitte der 1980‘er Jahre wurde es durch
rekombinante DNA-Technologie mdglich, den murinen Fc-Teil durch einen
humanen Fc-Teil zu ersetzen und Antikérper damit zu chimarisieren ®. Etwas
spater konnten die CDRs eines murinen Antikdrpers auch extrahiert werden und
in ein humanes Antikdrpergertst eingebaut werden. Dadurch entstanden
humanisierte Antikorper wie z. B. Alemtuzumab (CD56, Lemtrada®) %. Seit Mitte
der 1990’er Jahre ist es nun auch mdglich, durch transgene Maustechnologien
und Phage-Display komplett humane Antikorper herzustellen °7:9, 1997 folgte die
Zulassung des anti-CD20 Antikérpers Rituximab (MabThera®) als erster

Antitumor-Antikorper zur Therapie von B-Zell Non-Hodgkin-Lymphomen °.

1.5.2.1 Wirkmechanismen therapeutischer IgG-Antikorper

Antikorper haben direkte und indirekte Wirkmechanismen. Direkte Wirkungen
beruhen auf der Bindung des Antikorpers an das entsprechende Antigen, bei
indirekten Mechanismen werden zusatzlich Immuneffektoren Uber den Fc-Tell
involviert 190

Zu den direkten Wirkmechanismen von IgG Antikdrpern zahlt man agonistische
und blockierende (antagonistische) Wirkungen auf Rezeptoren und Enzym
neutralisierende Wirkungen ', Cetuximab ist z. B. ein Antikorper, der den EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor) blockiert und dadurch Wachstumssignale
blockiert, welche das Tumorwachstum fordern 101,

Indirekte Wirkmechanismen werden in zellabhangige und zellunabhangige
Mechanismen kategorisiert. Zellulare Mechanismen von IgG Antikérpern werden

durch die Bindung des Fc-Teils an eine Familie von Fc-Rezeptoren (FcyR) auf
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Effektorzellen ausgeldst. Im Menschen unterscheidet man hier zwischen FcyRI
(CD64), FcyRIl (CD32) mit den Isoformen FcyRlla, FcyRIIb, FcyRllc und FcyRIII
(CD16) mit den Isoformen FcyRllla und FcyRIIIb %2, Diese FcyR sind auf einer
Vielzahl von Immunzellen exprimiert und unterscheiden sich in Struktur, Funktion
und Affinitat zu 1IgG. Wahrend die meisten FcyR aktivierende Funktionen haben
(FcyRI, FcyRlla/c und FcyRIlla), gibt es auch inhibitorische Fc-Rezeptoren
(FcyRIIb) 192, Der aktivierende FcyRllla ist, neben anderen Fc-Rezeptoren, ein
entscheidender Mediator der Antikorper-abhangigen zellvermittelten Zytotoxizitat
(antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC) 193106 Da NK Zellen als einzige
Zellen fast nur FcyRIlla exprimieren, gelten sie als die relevantesten Zellen
dieses Mechanismus?2. ADCC ist allgemein definiert eine durch Antikorper
vermittelte zellulare Immunreaktion, bei der Effektorzellen Zielzellen eliminieren,
die einen spezifischen Antikérper an der Zelloberflache gebunden haben.
Bezuglich des molekularen Prozesses von ADCC ist bekannt, dass FcyRllla in
NK Zellen mit zellmembranstandigen ,common® FcR y-Ketten und CD3-{ Ketten
assoziiert sind und diese in ihrem zytoplasmatischen Teil immune tyrosine-based
activating motifs (ITAM) tragen. Nach Bindung eines Immunkomplexes
(antigenbindender Antikdrper) an FcyR werden diese ITAMs phosphoryliert, was
eine Signalinduktion in die NK Zelle auslost 193.107.108 Djese Signalinduktion wird
nur erzeugt, wenn mehrere FcyR durch Immunkomplexe in einer multivalenten
Form quervernetzt (cross-linking) werden. Eine einzelne Bindung eines nicht
antigengebunden Antikorpers ist nicht ausreichend fiir eine Signalinduktion 18-
1 Nach der NK Zell Aktivierung wird die Ausschiittung von Perforin und
Granzymen ausgeldst, woraufhin eine Lyse der Zielzellen erfolgt2197-199, |n
Mausen wird ADCC vor allem von Monozyten und Makrophagen vermittelt, und
es gibt Hinweise, dass auch einzelne humane Populationen von Monozyten dazu
befahigt sind 2. Wie bereits erwéhnt sind im Menschen die NK Zellen die
wesentliche Zellpopulation, welche ADCC vermittelt 2. Gesichert ist zudem, dass
Makrophagen eine Antikorper-vermittelte Phagozytose (antibody dependent
cellular phagocytosis, ADCP) ausldésen koénnen. Darunter versteht man die
Phagozytose einer Zielzelle nach Opsonierung. Dies ist ein weiterer zellularer,

indirekter Wirkmechanismus von IgG Antikorpern 113,



Einleitung 26

Neben den zellabhangigen Prozessen ist aullerdem die Komplement-vermittelte
Zytotoxizitat (complement-dependent cytotoxicity, CDC) von hoher Relevanz.
Durch Anlagerung des Komplementfaktors C1q an Fc-Teile von mindestens zwei
antigenbindenden IgG-Molekulen wird die klassische Komplementkaskade

ausgelost 100114,

1.5.2.2 Fc-optimierte IgG Antikorper

Trotz beachtlicher Erfolge von Antikorpern gegen Tumor-assoziierte
Zielstrukturen (Antitumor-Antikorper) in der Krebstherapie ist die therapeutische
Effektivitat oftmals nicht optimal. Faktoren wie die Mutation von Rezeptoren,
alternative Signalwege, genetische Variabilitat und die Herunterregulation von
Antigenen schranken die Wirksamkeit von Antikérpern ein 'S, Molekulare
Techniken, welche die Pharmakokinetik, die Effektorfunktion, die GroRe und
Immunogenitat von Antikérpern verandern sind deshalb Schllsselelemente in

der Entwicklung optimierter antikrperbasierter Therapien 10116,

Die Fc-Optimierung ist eine vielversprechende Mdoglichkeit, um die Wirkung
therapeutischer Antikdrper zu verbessern. Zwei Strategien der Modifikationen
des Fc-Teils zur ADCC Steigerung werden heute unterschieden: die Anderung
der Glykosylierung sowie die Anderung der Aminoséduresequenz eines
Antikorpers 2117118,

Seit 1993 ist bekannt, dass die Glykosylierung des Fc-Teils essentiell fur die
biologischen Aktivitat eines Antikorpers ist'1®. 2002 konnte man zeigen, dass
durch den Verlust einer Fucose im Zuckeranteil des Fc-Teils die Affinitat eines
IgG1 Antikorpers zum humanen FcyRIIA um das zehn- bis funfzig-fache
gesteigert werden kann 2120, Heute ist das Glyko-Engineering von Antikdrpern
eines der zentralen Werkzeuge, mit denen man die therapeutische Wirksamkeit
steigern kann. Obinutuzumab (Gazyvaro®), ein Fucose-optimierter CD20
Antikorper, ist seit 2014 fur die Therapie der chronisch lymphatischen Leukamie
zugelassen?. RO05083945 (EGFR, NCT01326000), ein Antikérper mit
veranderter Fc-Glykosylierung, befindet sich in einer Phase Il Studie fur das

metastasierte KRK 121-123,
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Die Anderung der Aminosauresequenz des Fc-Teils ist eine zweite Strategie der
Fc-Optimierung. 2006 konnte die Firma Xencor durch den Austausch von
Aminosauren in den Cy2-Domanen die Affinitat von Fc-Teilen zu FcyR erheblich
erhohen 2102124 |n Testungen mit bekannten Antikbrpern, wie z. B. Rituximab,
deren Fc-Teil durch mutierte Aminosauren verandert wurden, zeigte sich, dass
die Kombination der Mutationen S239D/I332E (SDIE-Modifikation) die ADCC
deutlich steigert '°2. Nachfolgende weitere in vitro Studien zeigten, dass SDIE-
modifizierte Antikorper eine bis zu 100-fach erhdhte Potenz fur ADCC und ADCP
haben. Dartber hinaus gibt es auch mehrere in vivo Studien, die eine gesteigerte
Wirksamkeit eines SDIE modifizierten Antikorpers zeigen 2102118125 2020 wurde
der SDIE-modifizierte CD19 Antikorper Tafasitamab von der FDA (Food and
Drug Administration) fur die Therapie von r/r DLBCL zugelassen 26127, Neben
S239D/I332E gibt es noch eine Vielzahl weiterer Aminosauren, deren Austausch

die Funktion des Fc-Teils verbessern 128,

1.6 Kolorektales Karzinom

Laut der GLOBOCAN-Datenbank der Weltgesundheitsorganisation (WHO) ist
das kolorektale Karzinom (KRK) weltweit mit 1,8 Millionen Neuerkrankungen und
fast 861.000 Todesfallen im Jahr 2018 der dritthaufigste Krebs bei Mannern und
der zweithaufigste bei Frauen'?%'30  In den letzten Jahren sind die
Gesamtinzidenz und Gesamtmortalitat leicht rtucklaufig, was vor allem auf das
Etablieren von Screeningmethoden wie die Koloskopie zurtckzuflhren ist.
Allerdings steigt die Inzidenz des KRK bei Patienten unter 50 jahrlich um 2%
an 131132 Die Hauptrisikofaktoren fiir die Entwicklung eines KRK sind erbliche
Veranlagung, personliche oder familiare Vorbelastung, chronisch entzindliche
Darmerkrankungen sowie abdominelle Bestrahlung. Neben diesen gibt es
Umwelt- und Lifestylefaktoren, wie z. B. Alter, Ubergewicht, Diabetes mellitus,
Tabakkonsum, Alkoholkonsum, Ubermafige Ernahrung mit prozessiertem
Fleisch und fehlende korperliche Aktivitdt, welche zumindest in
Beobachtungsstudien als Risikofaktoren identifiziert wurden '2°.

In der Pathogenese des KRK geht man von einer Ursprungszelle aus, die

Stammzelleigenschaften besitzt und maligeblich ist fur die Initiation und
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Aufrechterhaltung des Tumors bzw. Bildung von Metastasen. Die Ursprungszelle
ist das Resultat aus akkumulierten genetischen und epigenetischen
Veranderungen und sitzt in den Krypten der kolorektalen Mukosa. Aus ihr
entwickeln sich in Uber 10 - 15 Jahren zuerst Vorlauferlasionen wie Polypen und
spater apparente KRK 133135 Typische Friihsymptome fehlen meist; auffallig
kénnen Anderungen der Stuhlgewohnheiten, rektale Blutungen, abdominelle
Schmerzen/Krampfe und Allgemeinsymptome wie Gewichtsverlust und Anamien
sein 136,

Die Klassifikation des KRK erfolgt auf Grundlage der TNM Kriterien. Diese
beinhalten die lokale Tumorausbreitung (T), die Anzahl befallener Lymphknoten
(N) sowie Art und Ausmal der Metastasierung (M). Damit kann das KRK in ein
Tumorstadium zwischen 0-1V nach UICC (Union Internationale Contre le Cancer)
eingeteilt werden. In Kombination mit molekularen Markern und der allgemeinen
Verfassung eines Patienten kdnnen daraus die Prognose und die Therapie
abgeleitet werden 3.

Die Spanne des mittleren 5 Jahres-Uberlebens des KRK betragt zwischen ca.
90% (Stadium 1) bis ca. 14% (Stadium V). 20 - 25% der Patienten werden erst
im Stadium IV (Metastasierung) diagnostiziert'32. Dies verdeutlicht die

Dringlichkeit der Entwicklung neuer Therapieoptionen.

1.6.1 Aktuelle Therapie

In den Stadien I-Ill (lokale/regionale Befunde) stehen operativen Methoden an
erster Stelle. Diese werden begleitet von einer mdglichen neo-/ adjuvanten
Chemotherapie (Fluorouracil, Capecitabine, Oxaliplatin oder Irinotecan) oder
Radiotherapie '*8. Im Stadium IV (Metastasierung) gibt es neben den bereits
genannten Optionen Antikdrper basierte Therapiemoglichkeiten. Bevacizumab
(Avastin®) ist ein antiangiogenetischer Antikorper, der an VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) bindet und die Interaktion mit dem
korrespondierenden Rezeptor verhindert. Damit wird die fur Tumore wichtige
Angiogenese gehemmt. Ramucirumab (Cyramza®) hat einen &hnlichen
Wirkmechanismus und bindet an den VEGFR2 (Vascular Endothelial Growth

Factor recptor 2)8139-141  Gtudien zeigen, dass die Wirksamkeit einer
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antiangiogenetischen Therapie auf wenige Monate beschrankt ist, da danach
Resistenzmechanismen wie die Hochregulation von VEGFR (Vascular
Endothelial Growth Factor Receptor) die Effizienz einschranken 42, Fest in die
Therapie integriert sind gegenwartig auch die beiden gegen den EGFR
gerichteten Antikorper Cetuximab (Erbitux®) und Panitumumab (Vectibix®).
Panitumumab ist eine Weiterentwicklung des chimaren, monoklonalen
Antikorpers Cetuximab und wurde mittels einer Xeno-Mouse Technologie als
komplett humaner Antikrper entwickelt 143144, Nachteil der gegen den EGFR
gerichteten Antikdrper ist, dass ein RAS (Rat sarcoma) Wildtyp vorliegen muss,
also keine Mutation in den RAS-Genen (KRAS Exon 2-4 und NRAS Exon 2-4)
vorliegen darf 145146, Nur ca. 44% der Patienten mit metastasierten KRK sind RAS
WT 8147 Auch die gegen den EGFR gerichteten Antikorper entwickeln
Resistenzen, was u. a. auf einen kleinen Anteil an KRAS mutierten Zellen in den
meisten KRK zurlckzuflhren ist, die sich dadurch der Therapie entziehen und
Ausgangspunkt eines erneuten Wachstums sind '“. Neueste Studien haben
aullerdem ergeben, dass bei einem rechtsseitigen Sitz im Kolon kein Nutzen
eines zusatzlich verwendeten EGFR-Antikorpers gegenuber der klassischen
Chemotherapie oder einer Kombinationstherapie mit Bevacizumab
besteht 133149 Die CPl Nivolumab (Opdivo®), Ipilimumab (Yervoy®) und
Pembrolizumab (Keytruda®) sind von der FDA flr die Therapie von MSI
(Mikrosatelliten-instabil) KRK zugelassen'®. Unter den Patienten mit
metastasierten KRK sind jedoch nur etwa 5% MSI81%1. Neben den Antikorper-
basierten Therapien werden auch Kinaseinhibitoren wie z. B. Regorafenib
(Multikinase-Inhibitor, Stivarga®) und Encorafenib (BRAF-Inhibitor, Braftovi®) in
der Therapie des KRK verwendet 152153 Nichtsdestotrotz, die Limitationen der
bisherigen Therapiemoglichkeiten verdeutlichen die Wichtigkeit der Entwicklung

neuer Ansatze, um die Therapie von KRK zu verbessern.

1.7 Akute lymphatische B-Zell Leukamie (B-ALL)

Die akute lymphatische Leukamie (ALL) ist eine maligne hamatologische
Erkrankung, die durch Proliferation und Akkumulation maligner entarteter,

unreifer lymphatischer Zellen im KM, PB und weiteren lymphatischen sowie nicht
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lymphatischen Geweben gekennzeichnet ist. Per Definition spricht man bei
einem Blastenanteil von tUber 25% im KM von einer ALL, ansonsten wird die
Erkrankung als lymphoblastisches Lymphom klassifiziert 154155,

Die Inzidenz der ALL wird auf ca. 1,6/100.000 pro Jahr geschatzt. Ca. 60% der
Diagnosen werden vor dem 20. Lebensjahr gestellt. Bei den Uber 70-Jahrigen
gibt es einen zweiten, kleineren Haufigkeitsgipfel %4156, Wahrend die meisten
ALL in Gesunden ohne pradisponierende Faktoren auftreten, konnten fur einen
kleinen Teil Risikofaktoren definiert werden. Darunter sind angeborene
genetische Faktoren (z.B. das Down-Syndrom), Infektionen und die Exposition
zu ionisierender Strahlung oder Pestiziden 154,

Die klinische Symptomatik entwickelt sich in der Regel innerhalb von Tagen und
ist oftmals gepragt von der Verdrangung des normalen blutbildenden KM und der
Infiltration weiterer Organe. Dies kann zu Fieber, Fatigue, Verwirrtheit,
Palpitationen, Dyspnoe, Blutungsneigung, Lymphadenopathien,
Knochenschmerzen, Hepato/-Splenomegalien und bei ZNS (Zentrales
Nervensystem) Beteiligung zu neurologischen Symptomen fuhren. Typische
Laborveranderungen sind Leukozytose, Anamie, Granulozytopenie und
Thrombozytopenie, wobei diese auch fehlen konnen %7,

Die WHO Kilassifikation von 2016 listet die ALL als B/T-lymphoblastische
Leukamie/Lymphom und unterklassifiziert zusatzlich einzelne Gruppen auf Basis
von aktuell 9 spezifischen rekurrenten genetischen Anomalien '3, Darunter zahlt
u.a. die t (Translokation) (9;22)(q34;911.2); BCR-ABL (BCR: breakpoint cluster
region; ABL: Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1) und die
t(v (variabel);11923.3); KMT2A rearrangiert (friher MLL (Mixed lineage
leukemia) rearrangiert). Unter der zuletzt genannten ist mit einem Anteil von ca.
5-10% aller ALL-Patienten die t(4;11)(921;923), KMT2A-MLLT2 bzw. MLL-AF4.
MLL-AF4 ist der zum Stand dieser Arbeit in der internationalen Literatur haufiger
verwendete Begriff und deshalb im Folgenden verwendet 95158161 MLL
rearrangierte ALL gehen mit einer unginstigen Prognose einher %2, Die
Bedeutung von MLL-AF4 fur diese Arbeit wird in Kapitel 1.8.2 erlautert. In der
klinischen Praxis in Deutschland werden zur Klassifikation die Kriterien der
GMALL-Studien (German-Multicenter-ALL) verwendet. Diese teilt die ALL auf
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Basis einer Immunphanotypisierung der Blasten und genetischen Charakteristika
ein. Eine Subgruppe ist die B-Linien-ALL (ca. 75%), die in Abhangigkeit des
Differenzierungsgrades noch in Pro-B-ALL, common-ALL, Pra-B-ALL und
reifzellige B-ALL unterteilt wird 163,164,

Wahrend die padiatrische ALL inzwischen Langzeitiberlebensraten von ~90%
aufweist, betragt die Heilungsrate der adulten ALL lediglich 30% - 40% 161.164.165,

Dies verdeutlicht die Dringlichkeit der Entwicklung neuer Therapieoptionen.

1.7.1 Aktuelle Therapie der B-ALL

Die Therapie der ALL bei adulten Patienten erfolgt in der Regel an
hamatologischen Zentren, in Abhangigkeit von Einschlusskriterien (u.a. des
Alters) in Therapiestudien (z.B. GMALL). Diese beinhalten u.a. standardisierte
Phasen von Chemotherapiezyklen: Induktion, Konsolidation und Erhaltung '54.
Hierbei eingesetzte Medikamente sind u.a. Cyclophosphamid, Dexamethason,
Vincristin, Dauno-/Doxorubicin, L-Asparaginase, Cytosin-Arabinosid und
Methotrexat 154164, In  Abhangigkeit von Risikomerkmalen kann eine
Stammzelltransplantation folgen. Hervorzuheben ist die Therapie von BCR-ABL*
B-ALL-Patienten (15 - 25% der adulten B-ALL), die seit Entwicklung und Einsatz
von Tyrosin-Kinase-Inhibitoren (TKI) wie Imatinib, Dasatinib und Ponatinib ein
verbessertes Langzeitliberleben haben 1°9.161.166 Zydem sind neuerdings
verschiedene Immuntherapeutika fur die Therapie zugelassen. Blinatumomab,
ein bispezifischer CD19xCD3-Anitkorper, wird u.a. fur die Therapie CD19*
rezidivierter/refraktarer (r/r) B-ALL angewendet 16767 Inotuzumab Ozogamicin,
ein Antikdrper-Wirkstoff-Konjugat des zytotoxischen Antibiotikums Ozagamizin
mit einem CD22 Antikorper wird u.a. in der Therapie CD22* r/r B-ALL
angewendet 161,168,169 2019 wurde Tisagenlecleucel, ein anti-CD19 CAR-T-
Zelltherapeutikum flir die Therapie r/r B-ALL-Patienten bis einschliel3lich 25
Jahre zugelassen 161170, Da ca. 30 - 50% der B-ALL-Patienten auch CD20* sind,
wird aktuell auch Rituximab oft als erganzendes Erstlinienmedikament
eingesetzt '61.71_ Die genannten Immuntherapeutika haben die Therapie von r/r
B-ALL deutlich verbessert und aktuell gibt es zahlreiche klinische Studien, die

eine Erstlinienanwendung sowie eine Erweiterung der Indikationen testen %4
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Nichtsdestotrotz gibt es bei diesen, wie bei allen Antigen-abhangigen
Immuntherapeutika, die Problematik der Antigenmodulation, die Resistenzen
auslésen kann und fur die bereits genannten zugelassen Immuntherapeutika
nachgewiesen wurde '94161.168,172.173 " DBjes kann u.a. durch die Verwendung
mehrerer therapeutischer Antigene vermieden werden und verdeutlicht die

Wichtigkeit, neue Antigene zur Behandlung der B-ALL zu identifizieren 54,

1.8 CD133

CD133, auch bekannt als Prominin-1, ist ein pentameres, transmembranares
Glykoprotein. Urspringlich wurde CD133 auf murinen neuroepithelialen
Stammzellen sowie kurze Zeit spater auf humanen hamatopoetischen
Stammzellen beschrieben 74175 Heute ist bekannt, dass CD133 in Mikrovilli und
Membranprotrusionen der apikalen Plasmamembran diverser menschlicher
Epithelien vorkommt und in Teilen als Stammzellmarker flr physiologische Zellen
fungiert. Des Weiteren wird CD133 auf Leukamien und soliden Tumoren,
darunter Kolorektal-, Mamma-, Lungen-, Pankreas-, Magen-, ovarielle und
hepatozellulare Karzinome sowie im Melanom wund in Hirntumoren
exprimiert 176177 Zusatzlich wurde CD133 als Tumorstammzellmarker in diversen
Tumorentitaten beschrieben 177179,

CD133 wird vom PROM1 Gen auf Chromosom 4 (4p15.32) codiert. Strukturell
besteht CD133 aus 850-860 Aminosduren. Diese bilden funf
Transmembrandomanen sowie zwei grolde extrazellulare Schleifen und zwei
kleine intrazellulare Schleifen. Das Ende bildet eine extrazellulare N-terminale
Domane und eine intrazellulare C-terminale Doméne '76.180.181 Duyrch insgesamt
neun Glykosylierungsstellen erweitert sich das Molekulargewicht auf ca.
120 kDa.
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Abbildung 2: Schematische Abbildung der CD133 Struktur.
TM: Transmembrandomane, G: Glykosylierung. Grafik entstanden mit Vorlage aus 8.

CD133 besitzt mehrere Epitope, an denen Antikorper binden kdnnen. Die in der
Literatur am haufigsten beschriebenen sind CD133/1, an welches die
Antikorperklone AC133 und W6B3C1 binden, sowie CD133/2, woran die
Antikérperklone 293C3 und AC141 binden. Sowohl CD133/1 als auch CD133/2
befinden sich an Glykosylierungsstellen einer groflen extrazellularen
Schleife 81.182 Weiterhin ist bekannt, dass CD133 von 5 unterschiedlichen
Promotoren reguliert wird und es im Menschen 7 verschiedene Splicevarianten
gibt. Dies deutet auf unterschiedliche gewebeabhangige, physiologische Rollen
von CD133 hin, die jedoch bis heute nicht exakt aufgeklart sind 176.177.183,184
Einzig die Bindung von CD133 an membranstandiges Cholesterol, die
Assoziation mit in Signalkaskaden involvierten Lipid Rafts und damit eine Rolle

bei der Organisation der Plasmamembran scheint relativ gesichert 181,

Neben der physiologischen Rolle von CD133 ist auch die Krebs-assoziierte
Funktion noch weitgehend unklar. CD133 kann Uber eine direkte Interaktion in
verschiedene, tumorrelevante Signalwege eingreifen. Unter anderem hat man
festgestellt, dass CD133-Uberexprimierende Pankreaskarzinomzellen eine
erhohte Proliferation, Tumorgenese und Migrationsfahigkeit zeigen und dies auf
eine direkte Interaktion von CD133 mit dem EGFR zuruckgefuhrt werden
kann 179.181.185 7, s4tzlich wurde eine Beteiligung einer Liganden-unabhangigen
Aktivierung des EGFR in Interaktion mit CD133 als ein Resistenzmechanismus
gegen am EGFR Signalweg angreifenden Medikamenten vermutet 79186,
Daruber hinaus wurde eine Beteiligung von CD133 an Chemotherapieresistenz,
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Metastasierung, Autophagie, dem Lipidmetabolismus und einer erhdhten

Resistenz gegen ROS (Reactive Oxygen Species) beschrieben 179,

1.8.1 Rolle von CD133 in KRK

Mehrere aktuelle Studien/Metaanalysen zeigen, dass CD133 speziell in KRK
haufig exprimiert ist und dort als unabhangiger, negativer prognostischer Marker
fungiert 84187189 Eine Metaanalyse von lber 2000 KRK Patienten, bei denen die
CD133 Expression immunhistochemisch bestimmt wurde, ergab aul3erdem eine
Korrelation mit klinisch-pathologischen Parametern. So ist CD133 mit einem
héheren T und N Status, vermehrt positiven Lymphknoten und vermehrter
vaskularer Infiltration korreliert 188, In der Literatur finden sich aulerdem
Hinweise, dass CD133 in KRK an Resistenzen gegen Chemotherapien beteiligt
ist 190,

CD133 ist aulerdem ein haufig beschriebener, jedoch kontrovers diskutierter
Stammzellmarker im KRK. Wahrend zahlreiche Studien eine Tumor-initilerende
Wirkung in CD133*-Zellen zeigten, konnte Shmelkov et al. 2008 in einer viel
beachteten Studie keinen Unterschied in der in vivo Tumorbildung zwischen
CD133*- Zellen finden 1°1-193_ |n einer 2019 erschienenen Metaanalyse, die alle
zu diesem Thema verfugbaren Ergebnisse zusammenfasst, wird betont, dass es
Unterschiede zwischen Tumorzelllinien, Primarzellen und metastasierten
Primarzellen zu geben scheint. Letztlich kommt die Metanalyse zu dem Ergebnis,
dass eine Kombination aus den Marken CD44*/CD133" als Stammzellmarker fur

das KRK geeignet ist 194,

1.8.2 Rolle von CD133 in der B-ALL

Mehrere Studien zeigen, dass CD133 neben der Expression auf akuten
myeloischen Leukamie (AML)-Zellen auch ein haufig (ca. 30 - 40%) exprimiertes
Antigen auf B-ALL-Zellen ist 9519 Wahrend in zahlreichen Studien keine
statistisch signifikante Assoziation von CD133* mit dem Alter, dem Geschlecht
und klinischen Charakteristika wie die Anzahl leukamischer Zellen in PB und KM
bei ALL-Patienten gefunden wurde, konnte eine Assoziation mit Vorliegen
vermehrt unreifer Zellen gezeigt werden 161195197 Zysatzlich ist die CD133

Expression in der ALL signifikant mit einer hdheren Chemotherapieresistenz
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korreliert und es besteht einen Trend zu niedrigeren Raten an CR (complete
remission) und einer hoheren Inzidenz an Rezidiven und Todesfallen 161.195,198,199
AuRerdem beschrieben ist die sehr haufige Expression von CD133 auf MLL-AF4
B-ALL 161,196,200 Djes geht auf die genetische Modulation von PROM1 durch MLL-
AF4 zurlick 198161 Zysatzlich gibt es Hinweise, dass die Expression von CD133
ein entscheidender Faktor fiir das Uberleben von MLL-AF4 rearrangierten
Leukamiezellen ist 198161200 2018 wurden bereits CD19xCD133 tan (tandem)
CAR-T-Zellen erfolgreich gegen MLL rearrangierte Leukamiezellen getestet 201,
Die Existenz und Rolle von Tumorstammzellen in der ALL ist, im Gegensatz zur
AML, deutlich kontroverser diskutiert, und die mdgliche Bedeutung von CD133

hierin ist gegenwartig nicht abschlieRend geklart 181,202,203,

1.9 Zielsetzung dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung und Etablierung eines Fc-
optimierten CD133 Antikorpers in der Therapie des KRK und der B-ALL. In
Vorarbeiten konnte bereits der Fc-optimierte CD133 Antikorper 293C3-SDIE
praklinisch in der AML charakterisiert werden2%*. Im Kontext der schlechten
Uberlebenschancen von KRK-Patienten im metastasierten Stadium IV und der
noch deutlich verbesserungswirdigen Prognose von adulten ALL-Patienten
sowie der haufigen Expression von CD133 bei KRK und B-ALL sollte praklinisch
getestet werden, ob sich ein gegen CD133 gerichteter Fc-optimierter Antikorper
im KRK und der B-ALL als Therapie eignet. Dabei sollten u.a. die
Bindungseigenschaften von 293C3-SDIE auf KRK-Zelllinien und B-ALL-Zellen
untersucht werden und getestet werden, ob 293C3-SDIE direkte
Antikdrpereffekte gegen KRK-Zelllinien auslést, ob 293C3-SDIE eine
antigenspezifische und potente NK Zell-Reaktivitat (Aktivitat, Degranulation und
Interferon-y Bildung) gegen KRK-Zelllinien und B-ALL induziert und eine

Antikorper-abhangige Lyse auslost.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Brutschrank Heracell

Heraeus, Hanau, Deutschland

Durchlichtmikroskop, Axiovert 25

Zeiss, Jena, Deutschland

ELISA-Reader, Sunrise™

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Eppendorf-Thermo-Mixer

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

FACS BD FACS Canto™ I

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

FACS BD LSRFortessa™

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

GloMax® 96 Microplate Luminometer

Promega, Fitchburg, WI, USA

Light Cycler 480

Roche, Basel, Schweiz

Minishaker MS1

IKA-Werke,

Deutschland

Staufen im Breisgau,

Multilabel Counter Victor 1420

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

Multistepper

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

NanoDrop™ 2000

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Neubauer-Zahlkammer

Brand, Wertheim, Deutschland

Pipetteboy comfort

Integra Bioscience, Fernwald,

Deutschland

Pipetten & Multikanalpipetten

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sterilbank Herasafe

Heraeus, Hanau, Deutschland

Thermoblock

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tisch-Zentrifugen

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vortexer, Reax Top

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Wasserbad W22

Koéttermann, Munchen, Deutschland

Zentrifuge

Heraeus, Hanau, Deutschland

2.1.2 Glas- und Verbrauchswaren

Abdeckfolie fur gPCR

Greiner Bio-one, Kremsmiunster,

Osterreich
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Becherglaser Schott, Mainz, Deutschland
Combi-Tips Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Cryoroéhrchen Greiner BioOne, Frickenhausen,

Deutschland
Einmalpipetten, steril Corning Inc., Corning, NY, USA
Einmalspritzen Braun, Wertheim, Deutschland
Eppendorf-Gefalke (0,5, 1,5, 2 ml) Eppendorf, Hamburg, Deutschland
FACS-Roéhrchen Greiner BioOne, Frickenhausen,
Deutschland
Falcon-Rohrchen Corning Inc., Corning, NY, USA
Glasflaschen (250 ml, 500 ml, 1 1, 2 1) | Schott, Mainz, Deutschland
Pasteurpipetten, long size WU, Bamberg, Deutschland
PCR Reaktionsgefale Biozym Scientific, Oldendorf,

Deutschland

Pipettenspitzen, steril

VWR, Darmstadt, Deutschland

Platten fur CellTiter-Glo®

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Platten fur ELISA (96 Well)

Corning Inc., Corning, NY, USA

Platten fir FACS (96 Well)

Greiner BioOne,

Deutschland

Frickenhausen,

Platten fur gPCR

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

Zellkulturflaschen (25 cm?; 75 cm?)

Corning Inc., Corning, NY, USA

Zellkulturplatten (24, 96 Well)

Corning Inc., Corning, NY, USA

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

7-Aminoactinomycin (7-AAD Viability

staining solution)

BioLegend, San Diego, USA

Acutase Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA
Ampuwa Fresenius Kabi, Bad Homburg,

Deutschland

BATDA reagent

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA
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BD GolgiStop

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

BD GolgiPlug

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Bovines Serum Albumin (BSA)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bicoll-L6sung

Biochrom, Berlin, Deutschland

Carbonat-Bicarbonat-Puffer

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Dimethylsulfoxid (DMSOQO)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

DMEM Zellkulturmedium

Invitrogen, Karslruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

Ethanol

Europium Solution

FACS-Clean, FACS-Flow, FACS-
Rinse

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Fetales Kalberserum (FCS)

Biochrom, Berlin, Deutschland

G418

Biochrom, Berlin, Deutschland

IMDM

Invitrogen, Karslruhe, Deutschland

Natriumazid (NaNs)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Penicillin/Streptomycin (P/S)

Lonza, Viviers, Belgien

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

RPMI 1640 Medium

Invitrogen, Karslruhe, Deutschland

Staurosporin

Abcam, Cambridge, UK

TMB MikroWell Peroxidase Substrate

SeraCare Life Science, Milford, USA

Triton X-100

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trypanblau-Lésung 0,1%

Invitrogen, Karslruhe, Deutschland

Trypsin-EDTA L6sung

Lonza, Verviers, Belgien

Tark-Losung

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tween 20

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

2.1.4 Funktionelle Antikorper

293C3-SDIE

Bastian Schmied,

Deutschland 84

Tabingen,

Cetuximab, higG1

Universitatsapotheke Tubingen
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iso-SDIE Bastian Schmied, Tudbingen,
Deutschland 8
Panitumumab, 1gG2« Universitatsapotheke Tubingen
2.1.5 Antikorper fiir die Durchflusszytometrie
Esel-anti-Human PE Jackson ImmunoResearch, West
Grove, USA

Ziege-anti-Maus PE

Dako, Glostrup, Danemark

Humanes IgG (higG)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Humanes IgG1 (hlgG1)

R&D Systems, Minneapolis, USA

Humanes IgG2, kappa (hulgG2)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Maus anti-Human CD3-APC/Fire750

BioLegend, San Diego, USA

Maus anti-Human CD3-eFlour450

eBioscience, San Diego, USA

Maus anti-Human CD10-PE/Cy7

BioLegend, San Diego, USA

Maus anti-Human CD19-FITC

BioLegend, San Diego, USA

Maus anti-Human CD20-BV 421

BioLegend, San Diego, USA

Maus anti-Human CD34-APC

BioLegend, San Diego, USA

Maus anti-Human CD56-APC

BioLegend, San Diego, USA

Maus anti-Human CD69-PE

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Maus anti-Human CD107a-PE

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Maus anti-Human CD133
(Klon W6B3C1; mlgG1)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

Maus anti-Human CD133
(Klon 293C3; IgG2b)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

Maus anti-Human CD133
(Klon AC133; migG1)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Maus 1gG1 (mlgG1)

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Maus IgG2b (mlgG2b)

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

poly-HRP 20 Streptavidin

Fitzgerald Industries International

2.1.6 Kits

CellTiter-Glo®  Luminescent Cell

Promega, Fitchburg, WI, USA
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Viability Assay

CellTrace™ Violet cell proliferation

dye

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

High pure RNA Isolation Kit

Roche, Basel, Schweiz

FastGene Scriptase Il

NIPPON Genetics Europe, Ddiren,

Deutschland

INF-y ELISA mAb set

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

SYBR Green | MasterMix

Eurogentec, Seraing, Belgien

2.1.7 Primer

Die Primer fur die 18S ribosomale RNA (rRNA) wurden als QuantiTect Primer

Assay, ohne Kenntnis der Primersequenz, von Qiagen (Hilden, Deutschland)

erworben.

Primer fur die CD133 Transkripte wurden von Qiagen (Hilden, Deutschland)

erworben.

CD133 Forward

Reverse

2.1.8 Zelllinien

5-TGGGGCTGCTGTTTATTATTCT-3'
5'-TGCCACAAAACCATAGAAGATG-3'

B16F10-CD133 Bastian Schmied, Tldbingen,
Deutschland 8
B16F10-FLT3 Bastian Schmied, Tabingen,

Deutschland 84

Caco-2 DSMZ, Braunschweig, Deutschland

HCT-116 DSMZ, Braunschweig, Deutschland

HT-29 American Type Culture Collection,
Manassas, USA

REH DSMZ, Braunschweig, Deutschland

RS4;11 DSMZ, Braunschweig, Deutschland

SEM DSMZ, Braunschweig, Deutschland




Material und Methoden

41

2.1.9 Puffer

ELISA-Waschpuffer

PBS + 0,5% Tween 20

FACS-Puffer

PBS + 1% FCS + 0,01% NaN3

2.1.10 Medien

ALL Zellkulturmedium

RPMI + 10% FCS + 1% P/S
IMDM + 10% FCS + 1% P/S

Einfriermedium

RPMI 1640 + 20% FCS + 10% DMSO

KRK Zellkulturmedium

DMEM + 10% FCS + 1% P/S

B16F10 Medium

DMEM + 10% FCS + 1% P/S +
1 ug/ml G418

PBMC Medium

RPMI 1640 + 10% FCS + 1% P/S

2.1.11 Computersoftware

EndNote X9

EndNote, Philadelphia, PA, USA

FlowJo vX.0.7

Tree Star Inc., Ashland, USA

GraphPad Prism 8

GraphPad Software, Inc., La Jolla,
USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologie

Fir die Inkubation aller Versuchsansatze wurden, soweit nicht anders vermerkt,
die Standardbedingungen in einem Brutschrank von 37 °C, 95% relativer
Luftfeuchtigkeit und 5% CO2 verwendet. Routinemafig wurde, soweit nicht
abweichend angegeben, die Zentrifugation von Zellen bei 1.500 rpm fur 5 min
durchgefuhrt. Die Zellzahlung von viablen Zellen erfolgte durch Verdinnung mit
einer 0,1%-igen Trypanblau-Losung oder in Fallen von Zellsuspensionen mit
erhdhtem Erythrozytengehalt mit Turk-Losung, jeweils in einer Neubauer-

Zahlkammer.

2.2.1.1 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Primarmaterial und Zelllinien wurden zur langfristigen Lagerung kryokonserviert.
Die Zellen wurden vor dem Einfrieren gezahlt, zentrifugiert und mit einer
Zelldichte von 1-2x107/ml (Primarmaterial) oder 0,5x107/ml (Zelllinien) in
Einfriermedium resuspendiert. Sofort im Anschluss wurden sie in sterile
Kryorohrchen (je 1 ml) abgefullt und bei -80 °C eingefroren. Eingefrorene Zellen
wurden innerhalb weniger Tage zur Langzeitlagerung in Tanks mit flissigem
Stickstoff (-196 °C) uberfuhrt. Zum Auftauen von Zellen wurde diese in ihren
Kryordhrchen im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, sofort in 10 ml Medium
uberfuhrt, zentrifugiert und im Anschluss in neuem Medium resuspendiert.
Zelllinien wurden zu Beginn des Projekts in mehreren Aliquots am selben Tag
eingefroren und dann in 4 — 6 Wochen Abstanden jeweils erneut aufgetaut. Vor
Verwendung in funktionellen Ansatzen wurden sie mindestens 5 Tage im Voraus
kultiviert.

2.2.1.2 Kultivierung von Zelllinien

Die verwendeten KRK-Zelllinien Caco-2, HCT-116, HT-29 und die murinen
B16F10-CD133/FLT3-Transfektanten sind adharente Zellen. Die verwendeten B-
ALL-Zelllinien SEM und RS4;11 sind Suspensionszelllinien. Zur Kultivierung
wurden die Zellen alle 2 - 3 Tage nach Ablosung (nur adharente Zelllinien) und

Zentrifugation in frischem Medium versorgt und in der gewlnschten Zelldichte
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ausgesat (siehe unten). Vom Boden abgeldst wurden die Zellen nach einmaliger
Spulung mit PBS mittels 1-2 ml Trypsin-EDTA und anschlieRender funfminutiger
Inkubation im Brutschrank unter Standardbedingungen. An Versuchstagen
erfolgte die Ablosung mittels Accutase und die betreffenden Zellen wurden am
Vortag frisch versorgt. B16F10-CD133/FLT3-Transfektanten wurde zusatzlich
G418 (1:50), ein Aminoglykosid als Selektionssubstanz, ab dem zweiten Tag
nach dem Auftauen ins Medium zugegeben. In der nachfolgenden Ubersicht sind
die Versorgung und das verwendete Medium der jeweiligen Zelllinie aufgelistet:

Caco-2 0,2-2x108 Zellen/ml DMEM + 10% FCS + 1% P/S
HCT-116 0,5-2x106 Zellen/ml DMEM + 10% FCS + 1% P/S
HT-29 0,2-2x106 Zellen/ml DMEM + 10% FCS + 1% P/S
B16F10- 0,2x108 Zellen/ml DMEM + 10% FCS + 1% P/S +
CD133/FLT3 G418 (1:50)

REH 0,2-2x106 Zellen/ml RPMI + 10% FCS + 1% P/S
RS4:11 0,3-2x106 Zellen/ml RPMI + 10% FCS + 1% P/S
SEM 0,5-2x106 Zellen/ml IMDM + 10% FCS + 1% P/S

2.2.1.3 Gewinnung, Isolation und Konservierung von humanem

Spendermaterial

Gemal den Richtlinien der Ethikkommission (Aktenzeichen: 13/2007V) und mit
dem freiwilligen Einverstandnis der Spender wurde Material zur Isolation
mononuklearer Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear
cells, PBMC) von gesunden Probanden und B-ALL Patienten entnommen.

Zur lIsolation von PBMC gesunder Spender wurden Leukaphereseprodukte
(Blutkegel) der Blutbank des Universitatsklinikums Tubingen genutzt. Die
Isolation der PBMC von Leukamiepatienten erfolgte aus mit Heparin versetzten
Vollblut?.

Die mononuklearen Zellen wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation aus
dem gespendeten Material isoliert. Hierzu wurde eine isotonische Bicoll-LOosung
(1,077 g/ml) verwendet. Diese beinhaltet ein synthetisches, stark verzweigtes

und vernetztes Polymer aus Saccharose und Epichlorhydrin (Saccharose-
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Epichlorhydrin-Copolymer). Nach Zugabe von Blut und anschlielRender
Zentrifugation fraktionieren sich die einzelnen Blutbestandteile aufgrund von
Dichteunterschieden. Mononukleare Zellen reichern sich in der Interphase
zwischen Plasma, das Thrombozyten enthalt, und der Bicoll-Lésung an.
Erythrozyten und Granulozyten sedimentieren durch ihr groReres spezifisches
Gewicht am Boden. Vor dem Auftragen wurden das Blut aus den Blutkegeln im
Verhaltnis 1:3 mit PBS verdinnt und im Anschluss in 35 ml Uber 15 ml
vorgelegter Bicoll-Losung aufgeschichtet. Nach einem Zentrifugationsschritt bei
2.000 rpm far 18 min (ohne Bremse) wurden die innerhalb der Interphase
angereicherten Zellen (PBMC) abgenommen und zusatzlich dreimal mit PBS und
anschliel3ender Zentrifugation bei 1.500 rpm fur 5 min gewaschen. AnschlielRend
erfolgte zur Abtrennung von Thrombozyten ein weiterer Zentrifugationsschritt bei
800 rpm fur 10 min. SchlieRlich wurde die PBMC in PBS resuspendiert, gezahit

und krykonserviert 2.

2.2.2 Durchflusszytometrie

Zur Messung der Expression verschiedener Oberflachenproteine auf Zellen (CD,
Cluster of Differentiation), sowie der Bindung von 293C3-SDIE auf der
Zelloberflache wurde die Durchflusszytometrie verwendet. Diese Methode beruht
auf dem Prinzip der hydrodynamischen bzw. akustischen Fokussierung, worunter
man die Erzeugung eines mit Zellen gefullten FlUussigkeitsstroms versteht.
Dadurch konnen die Zellen einzeln, nacheinander durch gebundelte
Laserstrahlen geleitet werden. Die Streuung des Lichts an den Zellen kann daftr
genutzt werden, die GroRe (FSC, Vorwartsstreulicht) als auch die Granularitat
(SSC, Seitwartsstreulicht) zu messen. Die Expression von Oberflachenproteinen
wird nach Inkubation mit direkt oder indirekt fluoreszenzmarkierten Antikdrpern
gemessen. Durch die Anregung der Fluorchrome mittels Laser strahlen diese
Photonen einer bestimmten Wellenlange aus, die durch Filter (Longpass-
/Bandpassfilter) auf eine Fotodiode geleitet werden, welche die Lichtintensitat
messen kann. Durch Laser verschiedener Wellenlangen ist es moglich die
Expression mehrerer Oberflachenproteine gleichzeitig auf einer Zelle zu
bestimmen. Fur die Messung wurden das BD FACS CantoTM Il und das BD
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FACS FortessaTM verwendet. Im Anschluss wurde das Analyse-Programm

FlowJo vX.0.7 zur Auswertung der Ergebnisse benutzt.

2.2.2.1 Allgemeine Farbehinweise

Dieses Kapitel fasst Schritte in der Farbung von durchflusszytometrischen
Experimenten zusammen, die bestandig durchgeflhrt wurden. Nach Zugabe von
Zellen in eine FACS-Platte (96 Well) wurden diese vor der ersten Farbung bei
2.000 rpm fur 2 min zentrifugiert. Diese Parametereinstellung der Zentrifuge
wurde bestandig in allen Zentrifugationsschritten mit FACS-Platten genutzt. Nach
Verwerfung der Uberstande erfolgte zur Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen die Inkubation mit 10 ug/ml migG1 oder higG in FACS-Puffer fur
30 min  bei Raumtemperatur (RT). Nach einem anschlieRenden
Zentrifugationsschritt und Verwerfung des Uberstandes wurden die Zellpellets in
einem dreischrittigen Prozess gefarbt. Die Zellen wurden zuerst mit
Primarantikérpern (unmarkiert) fir 25 min bei RT, mit Sekundarantikérpern fur
15 min bei RT im Dunkeln und abschlief3end mit Selektionsantikdrpern fur 15 min
bei RT im Dunkeln in je 50 pl FACS-Puffer gefarbt. Zwischen jedem Farbeschritt
erfolgten zwei Waschschritte mit FACS-Puffer und vorheriger/anschlieliender
Zentrifugation, Resuspension und Verwerfung des Uberstandes. Die
eingesetzten Konzentrationen der Primarantikdrper finden sich in den
Abbildungslegenden und den jeweiligen Methodenkapiteln. PE-gelabelte
Sekundarantikorper wurden 1:100 verdunnt und direkt markierte Antikorper
wurden nach Herstellerangaben oder mit im Labor etablierten Verdlinnungen
verwendet. Isotypkontrollen wurden in der gleichen Konzentration wie die
entsprechenden Antikorper eingesetzt. Fur den Fall der Verwendung von nur
direkt-markierten Antikorpern entfielen die beiden ersten Farbeschritte.
Abschlie3end erfolgte ein letzter Waschschritt, eine Resuspension in je 100 pl
FACS-Puffer und anschlieBende die Uberfihrung in FACS-Réhrchen. 15 min vor
der Messung wurden die Proben, zum spateren Ausschluss toter Zellen, mit 7-
AAD (1:100) versetzt sowie im Dunkeln auf Eis gelagert.

2.2.2.2 CD133 Expression auf KRK-Zelllinien und B-ALL-Zellen

Zur Bestimmung der CD133 Expression auf den KRK-Zelllinien HT-29, HCT-116
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und Caco-2, der B-ALL-Zelllinie SEM und primaren Zellen von B-ALL-Patienten
wurden die Zielzellen zu je 0,5x108/Well in eine FACS-Platte gegeben. Die Zellen
wurden gemaly Farbeprotokoll aus 2.2.2.1 mit den drei murinen CD133
Primarantikorpern (293C3, AC133 und W6B3C1) mit 10 pg/ml, 1 ug/ml oder den
angegebenen Titrationsschritten und entsprechenden Isotypkontrollen (migG1
oder mlgG2b) gefarbt. Als Sekundarantikdrper wurde ein Ziege-anti-Maus-PE
Konjugat eingesetzt. Im Fall von primaren Zellen erfolgte eine Selektionsfarbung
mit einer Auswahl der B-ALL-Marker: CD10-PE-Cy7, CD19-FITC, CD20-BV 421
und CD34-APC. Die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) wurde aus der Software
Flowdo vX.0.7 ausgelesen. Die Berechnung des SFI (spezifischer
Fluoreszenzindex) erfolgte mittels folgender Formel:

_ MFI(CD133)
~ MFI(Isotyp)

2.2.2.3 Bindungsanalyse von 293C3-SDIE auf B16F10-Transfektanten,
KRK-Zelllinien und B-ALL-Zellen

Zur Analyse des Bindungsverhaltens des produzierten 293C3-SDIE wurde auf
B16F10-CD133/FLT3-Transfektanten eine Kontrolle der Spezifitat sowie eine mit
dem murinen CD133 Antikorperklon 293C3 vergleichende Bindungstitration
durchgefuhrt. Des Weiteren wurden Bindungstitrationen von 293C3-SDIE auf
den drei KRK-Zelllinien HT-29, HCT-116 und Caco-2, den B-ALL-Zelllinien SEM
und RS4;11 sowie primarer Zellen von B-ALL-Patienten (= 96% Blastenanteil)
gemessen. Hierzu wurden jeweils 0,5x108 Zellen je Well je Farbeprobe in eine
FACS Platte gegeben. Die Farbung erfolgte gemall dem Farbeprotokoll aus
2.2.2.1 mit den Primarantikdrpern 293C3-SDIE oder dem murinen CD133
Antikorperklon 293C3 und den entsprechenden Isotypkontrollen iso-SDIE oder
mlgG2b. Alle Antikdrper wurden mit 10 uyg/ml oder den entsprechenden
Titrationsschritten eingesetzt. Als Sekundarantikérper fir 293C3-SDIE und iso-
SDIE diente ein Esel-anti-Human-PE Konjugat und fur die murinen Antikdrper ein

Ziege-anti-Maus-PE Konjugat (jeweils 1:100).

2.2.2.4 EGFR Expression auf KRK-Zelllinien

Zur Bestimmung der EGFR Expression auf den KRK-Zelllinien HT-29, HCT-116
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und Caco-2 wurden die Zielzellen zu je 0,5x105/Well in eine FACS-Platte
gegeben. Die Zellen wurden gemal Farbeprotokoll aus 2.2.2.1 mit den
Antikorpern 293C3-SDIE, Cetuximab und Panitumumab mit 10 yg/ml und
entsprechenden Isotypkontrollen (iso-SDIE, hlgG1 oder hlgG2, kappa) gefarbt.
Als Sekundarantikérper wurde ein Esel-anti-Human-PE Konjugat eingesetzt. Die
Berechnung des SFI (spezifischer Fluoreszenzindex) erfolgte wie in Kapitel
2.2.2.2 beschrieben.

2.2.2.5 NK Zell-Aktivitit (CD69 Assay)

CD69 ist ein friher Aktivierungsmarker, der in diesem Ansatz zur Analyse der NK
Zell-Aktivierung verwendet wurde 2%5. Vor Beginn des Ansatzes wurden PBMC
gesunder Spender aufgetaut und in einer Kulturflasche in PBMC Medium flr
18 - 24 h inkubiert. Am nachsten Tag wurden die PBMC in einer 96-Well
Flachbodenplatte a 0,5x10® Zellen/Well in je 100 ul/Well PBMC-Medium
vorgelegt. Vor der Kokultivierung wurden B-ALL-Zellen mit 1 yM CellTrace™
Violet cell proliferation dye beladen. Die KRK-Zellen und B-ALL wurden & 0,2x10°
Zellen/Well in je 50 pl/Well in einem E:T-Verhatnis (effector-to-target) von 2,5:1
dazugegeben. Zusatzlich wurde 293C3-SDIE und iso-SDIE in der finalen
Konzentration von 1 pg/ml in 50 pl/Well PBMC-Medium eingesetzt. Nach einer
Inkubationszeit von 24 h bei 37° wurden die Zellen zur Durchflusszytometrie mit
CD69-PE und Selektionsmarkern fir humane NK Zellen CD56-APC und CD3-
eFlour4d50 (KRK-Teil) bzw. CD3-APC/Fire750 (B-ALL-Teil) gemafR
Farbeprotokoll aus Kapitel 2.2.2.1 gefarbt.

2.2.2.6 NK Zell-Degranulation (CD107a-Ansatz)

CD107a ist ein Oberflachenexpressionsmarker, der als Surrogatmarker fur NK
Zell-Degranulation verwendet werden kann. Nach Aktivierung einer NK Zelle
kommt es zur Verschmelzung von CD107a tragenden Vesikeln mit der
Zelloberflachenmembran  und  dadurch  zur  Ausschiattung  lytischer
Substanzen 250, Vor Beginn des Ansatzes wurden PBMC gesunder Spender
aufgetaut und in einer Kulturflasche in PBMC Medium fur 18 - 24 h inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die PBMC in einer 96-Well Rundbodenplatte a
0,5x108 Zellen/Well in 100 yl PBMC-Medium vorgelegt. Vor der Kokultivierung
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wurden die B-ALL-Zellen mit 1 uM CellTrace™ Violet cell proliferation dye
beladen. Die KRK-Zellen und B-ALL-Zellen (0,2x108 Zellen/Well, E:T-Verhaltnis
2,5:1) wurden fur 30 min mit 293C3-SDIE oder iso-SDIE (finale Konzentration
1 pg/ml) in PBMC-Medium vorinkubiert und danach in je 50 ul/Well
hinzugegeben. Danach wurden in weiteren 50 yl PBMC Medium der CD107a-PE
Antikorper (finale Verdlinnung 1:25) zusammen mit BD Golgi-Plug und BD Golgi-
Stop (finale Verdinnung jeweils: 1:1000) hinzugefugt. Nach einer Inkubation von
4 h wurden die Zellen mit den NK Zell Selektionsmarkern CD56-APC und CD3-
eFlour450 (KRK-Teil) bzw. CD3-APC/Fire750 (B-ALL-Teil) fur die anschlieRende

Durchflusszytometrie gemal Farbeprotokoll aus Kapitel 2.2.2.1 gefarbt.
2.2.3 mRNA Analyse

2.2.3.1 Aufreinigung von RNA

Zur Gewinnung von RNA aus den KRK-Zelllinien wurden jeweils 5x108 Zellen mit
PBS gewaschen und der Uberstand abgesaugt. Mittels des High Pure RNA
Isolation Kit (Roche, Mannheim, Deutschland), das nach Herstellerangaben
verwendet wurde, erfolgte die Aufreinigung der zellularen Gesamt-RNA aus den
Zellpellets. Die RNA Konzentration wurde mit dem NanoDrop-

Spektrophotometer bestimmt.

2.2.3.2 cDNA Synthese durch reverse Transkription

Die gewonnene RNA wurde daraufhin mit einer RNA-abhangigen DNA-
Polymerase (Reverse Transkriptase) in einzelstrangige complementary DNA
(cDNA) umgeschrieben, die in der nachfolgenden qPCR verwendet wurde. Dies
wurde mit dem FastGene Scriptase Il Kit (NIPPON Genetics Europe, Diren,
Deutschland) durchgefuhrt, das nach Herstellerangaben angewendet wurde.

2.2.3.3 gPCR zur Bestimmung der CD133 RNA Expression

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine molekularbiologische Methode, die
eine schnelle und hochspezifische Amplifikation von DNA-Abschnitten erlaubt.
Hierzu wird eine thermostabile DNA-Polymerase und spezifische Oligonukleotid-
Primer (ca. 20-30bp) bendtigt. Die DNA-Abschnitte werden in mehreren Zyklen
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amplifiziert, in denen jeweils die drei Phasen Denaturierung (doppelstrangige
DNA wird einzelstrangig), Annealing (Anlagerung von Primerpaaren) und
Elongation (Anlagerung von Nukleotiden an Primer) durchlaufen werden. In einer
quantitativen PCR (qPCR) wird die PCR dazu genutzt, die absolute oder relative
Menge eines DNA-Abschnittes in einer Probe zu messen. Fur die Quantifikation
wird eine fluoreszierende, nicht erweiterbare, DNA-bindende Sonde verwendet,
mit der die PCR in Echtzeit verfolgt werden kann. Die Intensitat des
Fluoreszenzsignals korreliert hierbei mit der Menge an vorhandener DNA. In
einer qPCR misst man nun einen threshold cycle (Ct) in dem das
Fluoreszenzsignal zum ersten Mal Uber der Hintergrundfluoreszenz liegt. In der
relativen mRNA Analyse dieser Arbeit wurden nun durch Ermittlung des Ct die
Menge von in cDNA umgeschriebener RNA von KRK-Zelllinien (x) mit der Menge
von zu cDNA umgeschriebenen RNA eines Referenzgens (q) verglichen. Die

Formel dafir ist Teil der 2-22Ct Methode 2°6:

Relative Menge an Zielgen = 2-4t
ACt = Cix - Ciq

x: getestet Probe, q: Referenzgen

FUr die Analyse der CD133 mRNA Expression wurde SYBR Green |, ein in
doppelstrangige DNA interkalierender fluoreszierender Farbstoff, als Sonde
verwendet. Als Referenzgen wurde die 18sRNA ausgewahlt. Fur die qPCR
wurde ein Reaktionsgemisch aus 12,5 pl SYBR Green | MasterMix, 9 ul ddH20,
1 pl cDNA und 1 pl CD133 Primer-Mix oder je 0,5 pl der beiden 18sRNA Primer
hergestellt. Die Messung und Analyse wurden in einem Light Cycler 480 und der

beinhalteten Software mit 40 Zyklen durchgefuhrt.

2.2.4 CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay

Die Viabilitat der KRK-Zelllinien wurde mit dem CellTiter-Glo® Luminescent Cell
Viability Assay bestimmt. Dieser Assay verwendet die Quantifizierung des ATP
Gehaltes in einer Zellkultur fir den Rickschluss auf die Anzahl metabolisch

aktiver, viabler Zellen. Chemische Grundlage fur diese Quantifizierung ist hierbei
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die Umwandlung von Luciferin zum lumineszierenden Oxyluciferin durch die
Ultra-Glo™ rLuciferase, bei welcher ATP bendtigt wird. Zur Freisetzung des
ATPs werden die Zellen vorher lysiert. Die Hohe des Lumineszenzsignals ist
hierbei in einem bestimmten Bereich direkt proportional zum Gehalt an viablen
Zellen in der Kultur.

Fir die Messung direkter Antikorpereffekte auf die Viabilitat der KRK-Zellen
wurden diese in einer weillen 96-Well Flachbodenplatte a 5000 Zellen/Well
(Caco-2 und HCT-119) oder 8000 Zellen/Well (HT-29) ausgesat und mit 293C3-
SDIE, iso-SDIE, Cetuximab, Panitumumab oder Kombination aus diesen
Antikdrpern in der Konzentration 1 pg/ml fir 3 Tage bei 37 °C inkubiert. Als
Positivkontrolle wurde Staurosporin in der Konzentration 1,25 uM verwendet.
Die anschlieRende Verwendung des CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability
Assay erfolgte nach Herstellerangaben. Dies beinhaltete das Hinzufligen von
100 pl CellTiter-Glo® Reagens, 15 min Inkubation und Messung am GloMax® 96

Microplate Luminometer von Promega.

2.2.5 Enzyme-linked Inmunosorbent Assay (ELISA)

Der Begriff ELISA steht fur Enzyme-linked Immunosorbent-Assay und beschreibt
eine immunologische, antikérperbasierte Nachweismethode, mit der die
Konzentration eines Molekuls quantifiziert werden kann. Grundlage hierfur sind
Antigen-Antikorper Reaktionen sowie eine Farbstoffreaktion durch ein
gekoppeltes Enzym. In dieser Arbeit wurde ein Sandwich-ELISA verwendet.
Hierfur wird zuerst ein gegen das Zielmolekul gerichteter Antikorper (capture) an
Plastik nicht-kovalent, unspezifisch adsorbiert. Nach dem Blocken weiterer
unspezifischer Bindungsstellen durch Bovines Serumalbumin (BSA) wird die zu
testende Probe mit dem Zielmolekul dazugegeben. Nach einem Waschschritt
verbleibt allein das Zielmolekul Antikdrper-gebunden auf der ELISA Platte und
kann nun mittels eines sekundaren Antikérpers (detection antibody), der ein
anderes Epitop erkennt, spezifisch gebunden werden. Im nachsten Schritt wird
ein gekoppeltes Enzym z. B. Streptavidin-HRP (im Fall eines biotinylierten
sekundaren Antikdrpers) oder ein tertiarer Antikérper mit gekoppeltem Enzym

hinzugegeben. Nach einem weiteren Waschschritt wird nun ein chromogenes
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Substrat z. B. TMB hinzugegeben, welches durch das Enzym in ein
Reaktionsprodukt  passender Wellenlange  umgewandelt wird.  Die
Signalintensitat dieses Reaktionsproduktes korreliert nun mit der Konzentration
des Zielmolekuls in der Probe. Mittels eines gemessenen Standards und einer
berechneten Standardkurve kann nun die Konzentration des Zielmolekuls

ermittelt werden.

2.2.5.1 ELISA fur humanes IFN-y

Far den INF-y ELISA wurde der capture-Antikbrper M-700A (0,3 pg/ml in
Carbonat-Bicarbonat-Puffer; 100 ul je Well) bei 4 °C Uber Nacht an einer Protein-
bindenden ELISA-Platte (96 Well) adsorbiert. Am Tag darauf wurde der
Uberstand abgesaugt und drei Waschschritte mit Waschpuffer durchgefiihrt. Zur
Verhinderung unspezifischer Bindungen erfolgte danach die Zugabe von 1%
BSA-PBS (200 ul je Well) fur 1 h bei RT. Nach Absaugung der Blocklésung
wurden die Standards (in Dupletts; beginnend mit 3 ng/ml Titration 1:3) sowie die
entsprechenden Proben hinzugegeben und fur 1 - 2 h bei RT inkubiert. Daraufhin
erfolgte die Zugabe/lnkubation des biotinylierten detection-Antikorpers M701B
(1 ug/ml in 1% BSA-PBS; 50 ul je Well) fur 1 — 2 h bei RT. Nach funf folgenden
Waschschritten wurde Streptavidin-HRP (Verdinnung 1:8.000 in 1% BSA-PBS;
100 pl je Well) hinzugeben und fir 30 min inkubiert. Nach weiteren sechs
Waschschritten erfolgte die Zugabe der Substratlosung TMB (100 ul je Well).
Nach 15 - 30 min wurde die Enzymreaktion durch die Zugabe von 1 M HsPOa4
(100 pI je Well) gestoppt. Die Messung wurde anschlieBend bei einer
Wellenlange von 450 nm im ELISA-Reader durchgefiihrt 2.

2.2.6 NK Zell-vermittelte Zytotoxizitat (BATDA-Europium-Assay)

Zur Messung der NK Zell-vermittelten Zytotoxizitat wurde ein BATDA-Europium
Zytotoxizitatsansatz durchgefuhrt. Hierfir werden Zielzellen mit dem
Acetoxymethylester BATDA (2,2°:6°,2"-terpyridine-6,6"-dicarboxylacid
acetoxymethylester) inkubiert. BATDA penetriert durch die Zellmembran und wird
intrazellular an der im Reagenz befindlichen Esterbindung zu TDA hydrolysiert.
TDA kann nicht durch die lipophile Zellmembran diffundieren. Nachfolgende

Waschschritte reinigen den umgebenden Zellkulturiberstand von BATDA
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Resten. Durch experimentell ausgeloste Zielzelllyse wird TDA nun ins optimaler
weise BATDA freie Medium freigegeben. Freies TDA wird mittels Zugabe von
Europium quantitativ gemessen. Europium bildet hierbei mit TDA einen stabilen,
fluoreszierenden Chelatkomplex (EuTDA). Die Signalintensitat von EuTDA
korreliert mit der Menge an freigegebener TDA und dementsprechend mit der

Menge an lysierten Zellen. Folgende Formel kommt hierbei zur Anwendung 2:
Lyse [%] = (Wertprobe — Wertspontan) / (Wertmaximai — Wertspontan) x 100

Im Ansatz wurden 2x10¢ Zielzellen mit 4 yl BATDA-Lésung in 2 ml PBMC
Medium aufgenommen und unter regelmaligem Schutteln fur 1 h bei 37 °C
inkubiert. Danach erfolgten funf Waschschritte mit auf 37 °C vorgewarmtem
Medium und jeweils anschlielender Zentrifugation bei 300 g fur 7 min. Nach
Einstellung der Zellzahl auf 5x10* Zellen je ml wurden die Zielzellen mit 293C3-
SDIE oder iso-SDIE fur 30 min bei 37 °C vorinkubiert. Danach wurden je 100 pl
(5x103 Zielzellen/Well) in eine 96 Well-Platte pipettiert. Die verwendeten PBMC
wurden am Vortag aufgetaut und fur 18 — 24 h bei 37 °C inkubiert. Am Tag des
Experimentes wurden die PBMC auf drei E:T-Verhaltnisse (80:1, 40:1 und 20:1)
eingestellt und in 100 yl je Well zu den Zielzellen hinzugegeben. Zur Messung
der Spontanfreisetzung von TDA und der maximalen TDA-Freisetzung der
Zielzellen wurden weitere Wells mit 100 yl Medium oder 100 ul 1%-iger Triton X-
100 Losung anstatt der Zugabe von Effektorzellen angesetzt. Vor der
nachfolgenden 2 h Inkubation erfolgte eine Zentrifugation bei 100 g flr 2 min.
Nach der Inkubationszeit wurde erneuert bei 200 g fur 5 min zentrifugiert und
anschlieBend je Well 20 pl Zellkulturiberstand in eine neue 96-Well
Flachbodenplatte Uberfuhrt. In diese wurde jeweils 200 yl Europium-LOsung
hinzugegeben. Nach frihestens 15 min erfolgte die Messung der

Fluoreszenzintensitat am Multilabel Counter Victor 1420.

2.2.7 Statistische Analysen

Alle statistischen Analysen wurden mittels GraphPad Prism 8 durchgefuhrt. Das
Konfidenzniveau wurde auf 95% festgelegt. Fur normalverteilte Daten (Shapiro-
Wilk-Test) wurden die p-Werte mittels einfaktorieller Varianzanalyse (Tukey post-

hoc) berechnet. Fur alle Angaben gilt: p: p-Wert; *: signifikant; ns: nicht
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signifikant.
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3 Ergebnisse’

3.1 Bindung muriner CD133 Antikorperklone auf KRK-Zelllinien

In Voruntersuchungen mit primaren AML-Zellen durch Koérner et al. konnten
Unterschiede in den Bindungseigenschaften dreier verschiedener muriner anti-
humaner CD133 Antikorperklone (AC133, 293C3, W6B3C1) festgestellt werden.
Durchflusszytometrische Experimente zeigten, dass der Antikdrperklon 293C3
bezuglich seiner Bindungseigenschaften auf AML-Zellen am geeignetsten fur die
Entwicklung eines humanisierten Fc-optimierten CD133 Antikorpers ist?%4. Da
die Bindungseigenschaften von CD133 Antikorperklonen auf KRK-Zelllinien sich
aufgrund unterschiedlicher Splicing-Varianten und Glykosylierungen von CD133
ebenfalls unterscheiden koénnten, wurde die Bindung der murinen
Antikorperklone AC133, 293C3 und W6B3C1 bei dieser Tumorentitat
durchflusszytometrisch vergleichend getestet. Hierzu wurden vorab drei zur
Testung geeignete KRK-Zelllinien in der Literatur identifiziert und zunachst die

CD133 mRNA Expression mittels quantitativer PCR bestimmt.
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1x10-34 .
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0

Relative CD133 mRNA Expression

Abbildung 3: Bestimmung der relativen CD133 mRNA Expression in drei KRK-
Zelllinien. Die relative CD133 mRNA Expression der drei KRK-Zelllinien HT-29, HCT-
116 und Caco-2 wurde mittels quantitativer PCR mit 18sRNA als Referenzgen bestimmt.
Dargestellt ist pro Zelllinie je ein exemplarisches Ergebnis von insgesamt 2 Versuchen
mit ahnlichen Ergebnissen. Abbildungsvorlage aus 8 (Daten nicht identisch).

" Der Grofteil der in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse ist in bereits veroffentliche
Publikationen eingeflossen (siehe Kapitel 8)3'".  Deshalb sind inhaltliche
Uberschneidungen mit dem Ergebnis- bzw. Abbildungstext der genannten Publikationen
unvermeidbar und sollen im Sinne der guten wissenschaftlichen Praxis hiermit klar
benannt und gekennzeichnet werden.
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Die quantitative PCR zeigte, dass die relative mRNA Expression zwischen den
drei getestet KRK-Zelllinien erheblich variiert und die KRK-Zelllinie Caco-2 am
meisten CD133 mRNA exprimiert. In der anschlieRenden vergleichenden
Dosistitration hinsichtlich der Bindung der drei murinen CD133 Antikorperklone
wurde deshalb die KRK-Zelllinie Caco-2 ausgewahlt, um flr eine spatere
vergleichende Testung auf allen gewahlten KRK-Zelllinien eine saturierende

Dosis zu bestimmen.
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Abbildung 4: Titration der murinen CD133 Antikorperklone auf Caco-2 Zellen.

Die KRK-Zelllinie Caco-2 wurde mit ansteigenden Konzentrationen der drei murinen
CD133 Antikoérperklone 293C3, AC133, W6B3C1 und entsprechenden Isotypkontrollen
inkubiert. Gebundene Antikdrper wurden anschlieRend mit einem Ziege-anti-Maus-PE
Konjugat gefarbt und die Oberflachenexpression durchflusszytometrisch bestimmit.
Dargestellt ist ein exemplarisches Ergebnis von insgesamt 2 Versuchen mit dhnlichen
Resultaten. SFI: spezifischer Fluoreszenzindex. Abbildungsvorlage aus® (Daten nicht
identisch).

Alle drei getesteten murinen CD133 Antikorperklone erreichten eine saturierende
Konzentration bei 1 uyg/ml. Diese Konzentration wurde deshalb fur die folgende
vergleichende durchflusszytometrische Analyse der drei CD133 Antikorperklone

auf den drei KRK-Zelllinien verwendet.
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Abbildung 5: Vergleich muriner CD133 Antikorperklone auf drei KRK-Zelllinien.
Die drei KRK-Zelllinien HT-29, HCT-116 und Caco-2 wurden mit je 1 ug/ml eines der
drei murinen CD133 Antikérperklone 293C3, AC133 oder W6EB3C1 (ausgeflllte
Histogramme) oder der entsprechenden Isotypkontrolle (leere Histogramme) inkubiert.
Gebundene Antikérper wurden anschlieRend mit einem Ziege-anti-Maus-PE Konjugat
gefarbt und die Oberflachenexpression durchflusszytometrisch bestimmt. Unterhalb der
Histogramme ist der jeweilige SFI gezeigt. Dargestellt ist ein exemplarisches Ergebnis
von insgesamt 2 Versuchen mit &hnlichen Resultaten. Daten sind in # eingeflossen.

Es konnten keine relevanten Unterschiede hinsichtlich der Bindungseigen-
schaften der drei murinen CD133 Antikorper bei den drei getesteten KRK-
Zelllinien festgestellt werden. Aufbauend auf den Studien zu 293C3-SDIE in der
AML wurde deshalb der Klon 293C3 zur weiteren Verwendung in unserem

therapeutischen Konstrukt ausgewahit.

3.2 Charakterisierung des Fc-optimierten CD133 Antikorpers 293C3-SDIE

Der parentale CD133 Antikdrperklon 293C3 wurde dazu genutzt, ein Fc-
optimiertes chimares Konstrukt zu generieren. Hierzu wurde der Fc-Teil, speziell
die Cn2-Fragmente des Antikorpers, durch den Austausch der Aminosauren
S239D/I332E (SDIE) modifiziert. Dadurch weist der Fc-Teil eine deutlich erhdhte
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Affinitdt zum FcyRIlla (CD16) auf. Als Kontrolle wurde ein Fc-optimierter
Antikdrper mit identischem Fc-Teil, jedoch ohne relevante Zielzellspezifitat,
hergestellt (iso-SDIE). Die Modifikation, die Generierung sowie die Herstellung
dieser Antikorper sind in der Literatur beschrieben 2102204 Der in dieser Arbeit
verwendete Antikdrper 293C3-SDIE wurde von Bastian Schmied in einem CHO-
Zellsystem in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Gundram

Jung (Universitat Tlbingen) hergestellt 8.

=> | c 2| | c 2| e=S239D/I1332E
-—) = Modifikation

c3]]C.3

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Fc-optimierten Antikorpers 293C3-
SDIE. Grau: murine Fragmente, weifl3: humane Fragmente. Rote Pfeile symbolisieren
die Aminosauremodifikation S239D/I332E. C, constant; V, variable; H, heavy; L, light.
Abbildung abgewandelt aus 8.

Nach der Produktionsphase wurde der Antikdrper mittels einer
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und einer
Gelfiltration auf die erwartete GroRe sowie auf eine mogliche Aggregatbildung
uberpruft. Der Antikorper zeigte die erwartete Grofde von 148 kDa fur den
kompletten Antikdrper sowie 24 kDa und 50 kDa flr die leichte und schwere
Kette. Eine Aggregatbildung konnte nicht festgestellt werden und der Antikorper
konnte mit einer guten Ausbeute produziert werden 84, Diese Arbeiten wurden
von Bastian Schmied durchgefuhrt (nicht gezeigt). Zur Feststellung einer
mdglichen Veranderung der Bindungseigenschaften des Antikdrpers durch die
Chimarisierung und die Fc-Modifikation wurde im Anschluss an die Produktion

die Bindungsspezifitat durchflusszytometrisch mit B16F10-CD133
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(Positivkontrolle) bzw. B16F10-FLT3-Transfektanten sichergestellt.

B16F10 B16F10
/ FLT3 CD133

Bindung

Abbildung 7: Charakterisierung der Spezifitdt von 293C3-SDIE.

B16F10-CD133- (Positivkontrolle) und B16F10-FLT3-Transfektanten (Negativkontrolle)
wurden mit je 10 ug/ml des chimaren Antikdrpers 293C3-SDIE (ausgeflllte
Histogramme) oder iso-SDIE (leere Histogramme) inkubiert. Gebundene Antikrper
wurden anschlielend mit einem Esel-anti-Human-PE Konjugat gefarbt und die
Oberflachenexpression durchflusszytometrisch bestimmt. Abbildung abgewandelt
aus 8,

Zellzahl

N
7~

Die Durchflusszytometrie erbrachte ein positives Signal von 293C3-SDIE auf den
B16F10-CD133-Transfektanten und kein Signal auf den B16F10-FLT3-
Transfektanten. Damit wurde die Spezifitat von 293C3-SDIE fur CD133 bestatigt.
Zusatzlich wurde eine vergleichende Bindungstitration zwischen dem murinen
CD133 Antikorperklon 293C3 sowie dem neu produzierten 293C3-SDIE
Antikérper durchgefihrt.
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Abbildung 8: Vergleichende Bindungstitration von 293C3-SDIE mit dem murinen
CD133 Antikorperklon 293C3. B16F10-CD133-Transfektanten wurden mit
ansteigenden Konzentrationen der Antikérper 293C3-SDIE, 293C3 und den ent-
sprechenden Isotypkontrollen inkubiert. Gebundene Antikérper wurden anschlieRend
mit einem Ziege-anti-Maus-PE Konjugat oder Esel-anti-Human-PE Konjugat gefarbt und
die Oberflachenexpression durchflusszytometrisch bestimmt. SFIl: spezifischer
Fluoreszenzindex. Abbildung abgewandelt aus 8.
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Hierbei konnte eine Veranderung der Affinitat zu CD133 ausgeschlossen werden.
Anschlielend wurde eine Dosistitration von 293C3-SDIE auf den drei KRK-
Zelllinien durchgefuhrt. Dies diente der Ermittlung einer sattigenden

Konzentration fur spatere funktionelle Analysen.
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Abbildung 9: Titration des Antikorpers 293C3-SDIE auf drei KRK-Zelllinien.

Die KRK-Zelllinien HT-29, HCT-116 und Caco-2 wurden mit ansteigenden
Konzentrationen von 293C3-SDIE oder iso-SDIE inkubiert. Gebundene Antikorper
wurden anschlielend mit einem Esel-anti-Human-PE Konjugat gefarbt und die
Oberflachenexpression durchflusszytometrisch bestimmt. MFI: mittlere
Fluoreszenzintensitat. Abbildung abgewandelt aus 3.

Mittels Durchflusszytometrie konnte gezeigt werden, dass 1 pg/ml des
Antikérpers 293C3-SDIE ausreichend ist, um eine saturierende Bindung auf allen
drei getesteten KRK-Zelllinien zu erreichen. Dabei korrelierte das
Bindungsverhalten positiv. mit der Antigendichte. Aus diesen Ergebnissen
begrundet wurde 1 pg/ml als Konzentration fur die weitere funktionelle

Charakterisierung von 293C3-SDIE verwendet.
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3.3 Direkte Effekte von 293C3-SDIE auf die Proliferation / Viabilitdat von
KRK-Zelllinien

Wie bereits einleitend erwahnt, gibt es Hinweise in der wissenschaftlichen
Literatur hinsichtlich einer Beteiligung von CD133 im Kontext des Uberlebens und
der Proliferation von Tumorzellen '8!, In diesem Zusammenhang sollte tiberprift
werden, ob 293C3-SDIE vom Fc-Teil unabhangige, direkte Wirkungen auf die
Proliferation bzw. die Viabilitat von KRK-Zelllinien hat. Cetuximab und
Panitumumab, zwei Antikorper die therapeutisch gegen den EGFR gerichtet sind
und fur die Therapie des metastasierenden KRK zugelassen sind, wurden als
Vergleich verwendet. Vorbereitend wurde zunachst die Expression von EGFR
auf den drei KRK-Zelllinien bestimmt.
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Abbildung 10: Expression von EGFR auf KRK-Zelllinien.

Die drei KRK-Zelllinien HT-29, HCT-116 und Caco-2 wurden mit je 10 pg/ml 293C3-
SDIE, Cetuximab oder Panitumumab (ausgefillte Histogramme) bzw. der
entsprechenden Isotypkontrolle (leere Histogramme) inkubiert. Gebundene Antikérper
wurden anschlielend mit einem Esel-anti-Human-PE Konjugat gefarbt und die
Oberflachenexpression durchflusszytometrisch bestimmt. Unterhalb der Histogramme
ist der jeweilige SFI gezeigt. Abbildungsvorlage aus 8 (Daten nicht identisch).
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Eine EGFR Expression konnte auf allen drei KRK-Zelllinien nachgewiesen
werden. Die Tabelle 1 fasst die gemessenen Expressionsdaten sowie weitere
klinische Charakteristika der zur funktionellen Testung gewahlten KRK-Zelllinien

Zusammen.

Tabelle 1: Charakteristika der funktionell verwendeten KRK-Zelllinien

Zelllinie' Alter'  Ursprung’ KRAS'  MSI Status' CDS1F;32 Egikz
HT-29 44 Primartumor wit MSS 19,9 40,3

HCT-166 48 Primartumor G13D MSI 54,0 70,8
Caco-2 72 Primartumor wt MSS 332,9 72,9

! Biologische Charakteristika stammen aus 84207298 2\Werte wurden aus der Abbildung
11 entnommen. KRAS: Kirsten rat sarcoma viral antigen, MSS/MSI: Mikrosatelliten-

stabil/-instabil, SFI: spezifischer Fluoreszenzindex. Tabelle wurde abgewandelt aus 8.

Um einen direkten Einfluss von 293C3-SDIE, Cetuximab und Panitumumab auf
die Proliferation bzw. Viabilitat von KRK-Zelllinien zu untersuchen wurden diese,
(ohne Immunzellen) mit den Antikorpern inkubiert. Als Surrogatmarker der
Viabilitat wurden die ATP Level mittels des CellTiter-Glo® Luminescent Cell
Viability Assay bestimmt. Da eine Interaktion von CD133 mit EGFR in der
Literatur beschrieben wurde und CD133 an mdglichen Resistenzmechanismen
von gegen EGFR gerichteten Therapien beteiligt sein konnte, wurden auch

Kombinationen der Antikbrper gepruift 179.185,
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Abbildung 11: Direkte Antikorperwirkung von 293C3-SDIE auf die
Proliferation / Viabilitat von KRK-Zelllinien. Die KRK-Zelllinien HT-29, HCT-116 und
Caco-2 wurden mit je 1 ppg/ml von 293C3-SDIE, Cetuximab, Panitumumab oder
Kombinationen der Antikorper fir 3 Tage inkubiert. Staurosporin wurde als
Positivkontrolle in der Konzentration 1,25uM verwendet. Die ATP Level wurden mithilfe
des CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay bestimmt. Auf der y-Achse
dargestellt ist der prozentuale Anteil lebender Tumorzellen, normalisiert zur
unbehandelten Probe. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. Dargestellt sind
exemplarische Daten von insgesamt 3 Versuchen mit ahnlichen Resultaten. C:
Cetuximab, P: Panitumumab. Abbildungsvorlage aus 8 (Daten nicht identisch).

Ein direkter Effekt von 293C3-SDIE auf die Viabilitdt der KRK-Zelllinien HT-29,
HCT-116 und Caco-2 konnte nicht nachgewiesen werden. Durch die gegen den
EGFR gerichteten Antikdrper Cetuximab und Panitumumab konnte die Viabilitat
von Caco-2 negativ beeinflusst werden. Auf die Zelllinien HCT-116 und HT-29
hatten diese keine Auswirkungen. Dies ahnelt den Beobachtungen anderer
Wissenschaftler?®®. In der kombinatorischen Testung von 293C3-SDIE und
Cetuximab bzw. Panitumumab konnten keine Uber die der gegen EGFR

gerichteten Antikorper hinausgehenden Effekte gezeigt werden.
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3.4 Induktion von NK Zell-Reaktivitat gegen KRK-Zelllinien durch 293C3-
SDIE

Nach der Testung der direkten Effekte wurde die Fahigkeit von NK Zellen, eine
Anti-Tumor-Antwort durch 293C3-SDIE gegen KRK-Zelllinien zu induzieren,
getestet. Die drei KRK-Zelllinien wurden hierfur in einer Kokultur mit PBMC
verschiedener gesunder Spender, die NK Zellen enthalten, und in An- bzw.
Abwesenheit von 293C3-SDIE bzw. iso-SDIE fur 24 h inkubiert. Anschliel3end
wurden die NK Zellen (CD56*CD3~ Lymphozyten) durchflusszytometrisch auf die

Expression von CD69, einem frihen Aktivierungsmarker, untersucht.
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Abbildung 12: Induktion von NK Zell-Aktivitit gegen KRK-Zelllinien durch 293C3-
SDIE. Die drei KRK-Zelllinien Caco-2, HCT-116 und HT-29 wurden mit Zellen eines
gesunden PBMC-Spenders im E:T-Verhatnis (effector-to-target) 2,5:1 in An- oder
Abwesenheit von 293C3-SDIE und iso-SDIE (je 1 pug/ml) fir 24 h inkubiert. Die Aktivitat
der NK Zellen (CD56*CD3” Lymphozyten) wurde anschlielend durch die
durchflusszytometrische Messung der CD69 Expression analysiert. Im rechten oberen
Quadranten ist jeweils der prozentuale Anteil CD69* NK Zellen gezeigt. Dargestellt sind
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exemplarische Daten von insgesamt 5 getesteten PBMC Spendern mit ahnlichen
Resultaten.

Es zeigte sich, dass die Expression von CD69 auf NK Zellen nach Inkubation von
PBMC mit KRK-Zelllinien in Anwesenheit von 293C3-SDIE im Vergleich zur
Isotypkontrolle und zur unbehandelten Probe gesteigert wird.

Wie bereits einleitend erwahnt ist einer der Zytotoxizitatsmechanismen von NK
Zellen die Freisetzung der zytotoxischen Proteine Perforin und Granzym, die in
praformierten Vesikeln gespeichert werden. Mit dem Nachweis der Expression
des Markers CD107a auf NK Zellen kann die Degranulation dieser Vesikel
nachgewiesen werden. Analog zum Aktivitatsnachweis durch CD69 wurden die
KRK-Zelllinien mit PBMC gesunder Spender und in An- bzw. Abwesenheit von
293C3-SDIE oder iso-SDIE inkubiert.
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Abbildung 13: Induktion von NK Zell-Degranulation nach 293C3-SDIE Behandlung
von KRK-Zelllinien. Die drei KRK-Zelllinien Caco-2, HCT-116 und HT-29 wurden mit
Zellen eines gesunden PBMC-Spenders im E:T-Verhéltnis 2,5:1 in An- oder
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Abwesenheit von 293C3-SDIE und iso-SDIE (je 1 ug/ml) fir 4 h inkubiert. Die
Degranulation der NK Zellen (CD56*CD3~ Lymphozyten) wurde anschliefend durch die
durchflusszytometrische Messung der CD107a Expression analysiert. Im rechten
oberen Quadranten ist jeweils der prozentuale Anteil CD107a* NK Zellen gezeigt.
Dargestellt sind exemplarische Daten von insgesamt 5 getesteten PBMC Spendern mit
ahnlichen Resultaten.

In der Kokultur von KRK-Zelllinien und PBMC gesunder Spender bewirkte
293C3-SDIE eine erhebliche Induktion der CD107a Expression auf NK Zellen im
Vergleich zu der mit iso-SDIE oder unbehandelten Probe.

NK Zellen produzieren neben direkt zytotoxischen Proteinen auch das
immunmodulatorische Zytokin IFN-y. Im Folgenden wurde die Steigerung der
Konzentration dieses Zytokins im Zelliberstand nach Inkubation von KRK-
Zelllinien mit PBMC gesunder Spender in An- bzw. Abwesenheit von 293C3-
SDIE und iso-SDIE gemessen.
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Abbildung 14: Induktion von Interferon-y Bildung durch 293C3-SDIE.
Die drei KRK-Zelllinien Caco-2, HCT-116 und HT-29 wurden mit Zellen eines gesunden
PBMC-Spenders im E:T-Verhaltnis 2,5:1 in An- bzw. Abwesenheit von 293C3-SDIE und
iso-SDIE (je 1 pg/ml) fur 6 h inkubiert. Anschliel3end wurden die Kulturiberstande mittels
ELISA auf IFN-y getestet. Saulen entsprechen Mittelwerten von Triplikaten mit
Standardfehler. Dargestellt sind exemplarische Daten von insgesamt 5 getesteten
PBMC Spendern mit dhnlichen Resultaten. Abbildungsvorlage aus?® (exemplarisch
gezeigte Daten nicht identisch).

In den Kokulturiberstanden konnte mittels ELISA wie erwartet eine erhebliche
Induktion der IFN-y Bildung durch 293C3-SDIE im Vergleich zu iso-SDIE und der
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unbehandelten Probe gemessen werden.

3.5 Induktion von NK Zell-Zytotoxizitat gegen KRK-Zelllinien durch 293C3-
SDIE

Ob die nachgewiesene Induktion von NK Zell-Reaktivitat auch mit einer
messbaren Antikdrper-abhangigen Lyse einhergeht, wurde im Folgenden durch

Europium-BATDA basierte Zytotoxizitatsansatze untersucht.
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Abbildung 15: Induktion von NK Zell-Zytotoxizitit durch 293C3-SDIE gegen KRK-
Zelllinien. Die drei KRK-Zelllinien Caco-2, HCT-116 und HT-29 wurden mit Zellen eines
gesunden PBMC-Spenders in unterschiedlichen E:T-Verhaltnissen in An- bzw.
Abwesenheit von 293C3-SDIE und iso-SDIE (je 1 ug/ml) fir 2 h inkubiert. Die Zielzelllyse
wurde durch einen BATDA-Europium basierten Zytotoxizitatsansatz gemessen.
Dargestellt sind Mittelwerte von Triplikaten mit Standardfehler eines exemplarischen
Experiments von insgesamt 5 getesteten PBMC Spendern mit ahnlichen Resultaten.
Abbildung abgewandelt aus 8.

293CD-SDIE konnte im Vergleich zu iso-SDIE und der unbehandelten Probe eine
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zielzellspezifische Antikdrper-abhangige Lyse in allen drei getesteten KRK-

Zelllinien induzieren.

3.6 Charakterisierung von 293C3-SDIE auf B-ALL-Zellen

Nach der Testung im KRK sollte 293C3-SDIE auch in der B-ALL getestet werden.
Vorab wurde hierzu, analog zur Testung im KRK, auf B-ALL-Zellen Uberpruft, ob
ein relevanter Unterschied hinsichtlich der Bindungseigenschaften der drei
murinen anti-humaner CD133 Antikorperklone AC133, 293C3 und W6B3C1
besteht. Hierzu wurde eine vergleichende durchflusszytometrische Analyse auf
den zwei B-ALL-Zelllinien SEM und RS4;11, fUr die in der Literatur eine hohe
CD133 Expression beschrieben wurde, sowie primaren Leukamiezellen eines B-
ALL-Patienten, der in Vorarbeiten bereits eine hohe CD133 Expression gezeigt
hatte, durchgefiihrt 198,
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Abbildung 16: Vergleich muriner CD133 Antikorperklone auf B-ALL Zellen.

Die zwei B-ALL-Zelllinien SEM und RS4;11 sowie primare Zellen eines B-ALL-Patienten
(PN1) wurden mit je 1 ug/ml der drei murinen CD133 Antikdrperklone 293C3, AC133
oder W6B3C1 (ausgefillite Histogramme) oder der entsprechenden Isotypkontrolle
(1 pg/ml) (leere Histogramme) inkubiert. Gebundene Antikérper wurden anschliellend
mit einem Ziege-anti-Maus-PE Konjugat gefarbt und die Oberflachenexpression
durchflusszytometrisch bestimmt. Unterhalb der Histogramme ist der jeweilige SFI
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gezeigt. Dargestellt ist ein exemplarisches Ergebnis von insgesamt 2 Versuchen mit
ahnlichen Resultaten. PN: Patientennummer.

Die Durchflusszytometrie zeigte keine relevanten Unterschiede der
Bindungseigenschaften der drei murinen CD133 Antikorper auf den getesteten
B-ALL-Zellen. Anschlieffend wurde eine Dosistitration von 293C3-SDIE auf den
B-ALL Zelllinien SEM und RS4;11 sowie primaren Leukamiezellen von zwei B-
ALL-Patienten (PN1/PN2) (= 96% Blastenanteil) durchgefuhrt. Dies diente der
Bestatigung, dass 1 ug/ml des Antikorpers 293C3-SDIE auch in der B-ALL eine

sattigende Konzentration fur spatere funktionelle Testungen darstellt.
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Abbildung 17: Titration des Antikorpers 293C3-SDIE auf B-ALL-Zellen.

Die B-ALL-Zelllinien SEM und RS4;11 sowie leukdmische Zellen von zwei B-ALL-
Patienten (PN1/2) wurden mit ansteigenden Konzentrationen von 293C3-SDIE oder iso-
SDIE inkubiert. Gebundene Antikorper wurden anschlieBend mit einem Esel-anti-
Human-PE Konjugat gefarbt und die Oberflachenexpression durchflusszytometrisch
bestimmt. MFI: mittlere Fluoreszenzintensitat. PN: Patientennummer. Abbildung
abgewandelt aus 6",

Die Durchflusszytometrie bestatigte, dass 1 pg/ml des Antikorpers 293C3-SDIE
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ausreichend ist, um eine saturierende Bindung auf der B-ALL-Zelllinie RS4;11
und den Leukamiezellen der zwei getestet B-ALL-Patienten (PN1/2) zu
erreichen. Daraus begrindet sich die Verwendung von 1 ug/ml als
therapeutische Konzentration fur die weitere funktionelle Charakterisierung von
293C3-SDIE in der B-ALL.

Um einen Uberblick (iber die CD133 Expression auf B-ALL-Zellen zu erlangen
wurden in Vorarbeiten sowie im Zuge dieser Arbeit Leukamiezellen von 27 B-
ALL-Patienten durchflusszytometrisch auf die Expression von CD133 analysiert.
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Abbildung 18: Expression von CD133 auf primédren B-ALL-Zellen.

Leukamische Zellen von 27 B-ALL-Patienten wurden mit je 10 ug/ml des murinen CD133
Antikérperklon 293C3 oder der entsprechenden Isotypkontrolle (10 pug/ml) inkubiert.
Gebundene Antikdrper wurden anschlieBend mit einem Ziege-anti-Maus-PE Konjugat
gefarbt. Zur Selektion der leukdmischen Zellen innerhalb der PBMC Population wurden
diese zusatzlich entsprechend ihres Immunphanotyps mit CD10, CD34, CD19 oder
CD20 gefarbt und im Anschluss durchflusszytometrisch analysiert. Die dargestellten
Querstriche zeigen eine 20% Expression bzw. SFI = 1,5. SFI: spezifischer
Fluoreszenzindex. Abbildung abgewandelt aus '*'.

Es konnte auf 48% (13 von 27) der getesteten B-ALL-Patienten eine relevante
CD133 Expression (= 20% Oberflachenexpression, SFI = 1,5) festgestellt
werden. Zusatzlich wurde in Analysen, die im Zuge dieser Arbeit durchgefuhrt
wurden, untersucht, ob die CD133 Expression der B-ALL-Patienten mit
pathophysiologisch oder therapeutisch relevanten Antigenen sowie klinischen
Parametern korreliert (Daten nicht gezeigt). Hierbei konnte keine Korrelationen
von CD133 mit CD10, CD19, CD20, CD22, CD34 oder BCR-ABL festgestellt
werden. Zusatzlich konnte keine Assoziation von CD133 mit dem ALL Risikotyp
festgestellt werden, allerdings ein Trend zu verringerten CR-Raten und



Ergebnisse 70

verringertem 1-Jahres-Uberleben 161, Drei MLL-AF4 B-ALL-Patienten zeigten
eine sehr hohe CD133 Expression. Die Tabellen 2/3 zeigen die gemessenen
CD133 Expressionsdaten sowie weitere klinische Charakteristika der im
Weiteren zur funktionellen Testung gewahlten B-ALL-Zelllinien und B-ALL-

Patienten.

Tabelle 2: Charakteristika der funktionell verwendeten B-ALL-Zelllinien

— BCR-ABL  MLL-AF4 % SFI
1 1
Zelllinie Alter Status Status'  Status'  CD133*2  CD1332
RS4:11 32 Rezidiv A ; 100 90
SEM 5 Rezidiv ] " 100 230

! Biologische Charakteristika entstammen den Zelllinieninformation des DSMZ; 2 Werte
wurden aus der Abbildung 19 entnommen. BCR: breakpoint cluster region; ABL: Abelson
murine leukemia viral oncogene homolog 1; MLL: Mixed lineage leukemia; -: negativ; +:

positiv; SFI: spezifischer Fluoreszenzindex.

Tabelle 3: Charakteristika der funktionell verwendeten priméaren B-ALL-Proben

pny B-ALL- .. Risiko- BCR- MLL- WBC Hb  PIt % SFI
Form gruppe ABL' AF4' [G/L] [g/dL] [G/L] CD133*2 CD1332

1  proB 63 HR - + 3997 10,1 125 988 37,9

2 common 50  VHR + - 3648 83 30 88,8 36,7

! Ermittelt Gber PCR oder FISH; 2 Werte wurden aus der Abbildung 20 entnommen. PN:
Patientennummer; BCR: breakpoint cluster region; ABL: Abelson murine leukemia viral
oncogene homolog 1; MLL: Mixed lineage leukemia; -: negativ; +: positiv; HR: hohes
Risiko; VHR: sehr hohes Risiko; WBC: white blood count; HB: Hamoglobin; PIt:

Thrombozyten; SFI: spezifischer Fluoreszenzindex.

3.7 Induktion von NK Zell-Reaktivitat gegen B-ALL-Zelllinien durch 293C3-
SDIE

Als nachstes wurde die Fahigkeit von 293C3-SDIE eine Anti-Tumor-Antwort
durch NK Zellen gegen B-ALL-Zelllinien zu induzieren, getestet. Die zwei B-ALL-
Zelllinien SEM und RS4;11 wurden hierfir in einer Kokultur mit PBMC
verschiedener gesunder Spender, die NK Zellen enthalten, in An- bzw.
Abwesenheit von 293C3-SDIE bzw. iso-SDIE fir 24 bzw. 4 h inkubiert.
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AnschlieRend wurden die NK Zellen (CD56*CD3~Lymphozyten)

durchflusszytometrisch auf die Expression von CD69 und CD107a untersucht.
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Abbildung 19: Induktion von NK Zell-Reaktivitidt durch 293C3-SDIE gegen B-ALL-
Zelllinien. Die zwei B-ALL-Zelllinien SEM (rot) und RS4;11 (blau) wurden jeweils mit
Zellen drei verschiedener gesunder PBMC-Spender (jeweils eigenes Symbol) im E:T-
Verhatnis 2,5:1 in An- oder Abwesenheit von 293C3-SDIE und iso-SDIE (je 1 ug/ml) fr
24h bzw. 4h inkubiert. Die Aktivitdt/Degranulation der NK Zellen
(CD56*CD3" Lymphozyten) wurde anschlielend durch die durchflusszytometrische
Messung der CD69/CD107a Expression analysiert. Dargestellt sind kombinierte Daten
von jeweils drei verschiedenen PBMC-Spendern. Die Balken zeigen den gemittelten
Prozentsatz CD69* NK Zellen (links) und CD107a* NK Zellen (rechts). Die Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler (n=6). Abbildung abgewandelt aus "®'.

Die Durchflusszytometrie zeigte, dass die Expression von CD69 und C107a auf
NK Zellen nach Inkubation von PBMC mit B-ALL-Zelllinien in Anwesenheit von
293C3-SDIE im Vergleich zur Isotypkontrolle und zur unbehandelten Probe

signifikant gesteigert werden konnte.

3.8 Induktion von NK Zell-Zytotoxizitat gegen B-ALL-Zelllinien durch
293C3-SDIE

Ob die nachgewiesene Induktion von NK Zell-Reaktivitat gegen B-ALL-Zelllinien
auch mit einer messbaren Antikorper-abhangigen Lyse einhergeht, wurde im
Folgenden durch Europium-BATDA basierte Zytotoxizitatsansatze untersucht.
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Abbildung 20: Induktion von NK Zell-Zytotoxizitat durch 293C3-SDIE gegen B-ALL-
Zelllinien. (A/B) Die zwei B-ALL-Zelllinien SEM (rot) und RS4;11 (blau) wurden mit
Zellen dreier gesunder PBMC-Spender (jeweils eigenes Symbol) in An- bzw.
Abwesenheit von 293C3-SDIE und iso-SDIE (je 1 ug/ml) fir 2 h inkubiert. Die Zielzelllyse
wurde durch einen BATDA-Europium basierten Zytotoxizitdtsansatz gemessen. (A)
Exemplarische Daten der B-ALL-Zelllinien in der Testung mit jeweils einem PBMC-
Spender in drei unterschiedlichen E:T-Verhatnissen. Die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler. (B) Kombinierte Daten der zwei B-ALL-Zelllinien mit jeweils drei
getesteten PBMC-Spendern bei einem E:T-Verhatnis von 80:1. Die Balken zeigen den
gemittelten Prozentsatz der spezifischen Lyse. Die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler (n=6). Abbildung abgewandelt aus '®'.

293C3-SDIE konnte im Vergleich zu iso-SDIE und der unbehandelten Probe eine

signifikante zielzellspezifische Antikdrper-abhangige Lyse der getesteten B-ALL-

Zelllinien induzieren.
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3.9 Induktion von NK Zell-Reaktivitat gegen primare B-ALL-Zellen durch
293C3-SDIE

AbschlieRend wurde die Fahigkeit von 293C3-SDIE, eine Anti-Tumor-Antwort
durch NK Zellen gegen primare Zellen von B-ALL-Patienten zu induzieren,
getestet. Hierfur wurden die primaren Zellen von zwei B-ALL-Patienten (= 96%
Blastenanteil) jeweils in einer Kokultur mit PBMC drei verschiedener gesunder
Spender, die NK Zellen enthalten, in An- bzw. Abwesenheit von 293C3-SDIE
bzw. iso-SDIE fur 24 bzw. 4 h inkubiert. AnschlieBend wurden die NK Zellen
(CD56*CD3~ Lymphozyten) durchflusszytometrisch auf die Expression von
CD69 und CD107a untersucht.
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Abbildung 21: Induktion von NK Zell-Reaktivitat durch 293C3-SDIE gegen
priméare B-ALL-Zellen. Zellen zweier CD133" B-ALL-Patienten (PN1: rot, PN2: blau)
wurden mit Zellen drei verschiedener gesunder PBMC-Spender (jeweils eigenes
Symbol) im E:T-Verhatnis 2,5:1 in An- oder Abwesenheit von 293C3-SDIE und iso-
SDIE (je 1 ug/ml) flr 24 h bzw. 4 h inkubiert. Die Aktivitat/Degranulation der NK Zellen
(CD56*CD3~ Lymphozyten) wurde anschlieftend durch die durchflusszytometrische
Messung der CD69/CD107a Expression analysiert. Dargestellt sind kombinierte Daten
von jeweils drei verschiedenen PBMC-Spendern. Die Balken zeigen den gemittelte
Prozentsatz CD69* NK Zellen (links) und CD107a* NK Zellen (rechts). Die
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. Abbildung abgewandelt aus '®

Es zeigte sich, dass 293C3-SDIE eine signifikante Induktion der CD107a und
CD69 Expression auf NK Zellen im Vergleich zur iso-SDIE und der

unbehandelten Probe bewirkte.
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3.10 Induktion von NK Zell-Zytotoxizitat gegen primare B-ALL-Zellen durch
293C3-SDIE

AbschlieRend wurde getestet, ob auch mit primaren Zellen von B-ALL-Patienten

eine messbare Antikdrper-abhangigen Lyse induziert werden kann.
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Abbildung 22: Induktion von NK Zell-Zytotoxizitdt durch 293C3-SDIE gegen
primédre B-ALL-Zellen. (A/B) Zellen zweier CD133" B-ALL-Patienten (PN1: rot, PN2:
blau) wurden mit Zellen dreier gesunder PBMC-Spender (jeweils eigenes Symbol) in An-
bzw. Abwesenheit von 293C3-SDIE und iso-SDIE (je 1 pg/ml) fir 2 h inkubiert. Die
Zielzelllyse wurde durch einen BATDA-Europium basierten Zytotoxizitatsansatz
gemessen. (A) Exemplarische Daten der zwei B-ALL-Patienten PN1/2 in der Testung
mit jeweils einem PBMC-Spender in drei unterschiedlichen E:T-Verhatnissen. Die
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. (B) Kombinierte Daten der zwei B-ALL-
Patienten mit jeweils drei getesteten PBMC-Spendern bei einem E:T-Verhatnis von 80:1.
Die Balken zeigen den gemittelten Prozentsatz der spezifischen Lyse. Die Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler (n=6). Abbildung abgewandelt aus .

Es zeigte sich auch hier, dass 293CD-SDIE im Vergleich zu iso-SDIE und der

unbehandelten Probe eine signifikante zielzellspezifische Antikdrper-abhangige
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Lyse von primaren B-ALL Zellen induzieren kann.
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4 Diskussion

Immuntherapeutische Strategien gelten inzwischen als erfolgversprechende
Therapieformen zahlreicher maligner Erkrankungen. Speziell der Einsatz
monoklonaler Antikorper, wie z. B. Rituximab in der Therapie maligner B-Zell
Malignome, hat die Krebstherapie revolutioniert 8%, Trotz essenzieller Erfolge
dieser Antitumor-Antikdrper ist die therapeutische Effektivitat oftmals nicht
optimal und wird durch Resistenzen eingeschrankt. Faktoren wie die Mutation
von Rezeptoren, alternative Signalwege, genetische Variabilitat und die
Herunterregulation von Antigenen konnen die Wirksamkeit therapeutischer
Antikorper beschranken ', Die Optimierung vorhandener Antikdrper und
Entwicklung neuer Strategien ist deshalb von herausragender Wichtigkeit fur die
Weiterentwicklung der Tumortherapie.

Eine mdgliche Optimierungsstrategie und essenziell fur diese Arbeit ist die
Optimierung des Fc-Teils von Antitumor-Antikérpern. Wie sich in Studien mit
Rituximab gezeigt hat, spielen NK Zellen und die durch sie vermittelte Antikdrper-
abhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC) eine entscheidende Rolle fur die
Wirksamkeit 84103.105,161 - \N/jchtiger Mediator der ADCC ist der auf NK Zellen
vorkommende FcyRllla Rezeptor (CD16), der als Bindeglied zwischen Antikorper
und NK Zelle fungiert und Uber den die NK Zell-Aktivierung ausgelost
wird 84.107.109,161 ' Dje Fc-Optimierung kann eine Affinitatssteigerung des Fc-Teils
zu Fc-Rezeptoren wie FcyRllla bewirken und dadurch die ADCC steigern. Zwei
grundlegende Strategien werden dabei unterschieden. Einerseits kann durch
Anderung des Glykosylierungsmusters des Fc-Teils eine Steigerung der Affinitat
zu FcyRllla erreicht werden. Anderseits kann dies auch durch Anderung der
Aminosaurensequenz erzielt werden. Eine bekannte Veranderung der
Aminosauresequenz ist der Austausch der Aminosauren S239D/I332E (SDIE-
Modifikation) 84.102.118,125.161 " |n \/orarbeiten zu dieser Arbeit wurden bereits
erfolgreich mehrere Konstrukte mit SDIE-Modifikation charakterisiert 2:204.210-214,
Zusatzlich befinden sich zahlreiche SDIE-modifizierte Antikorper in der klinischen
Testung und 2020 wurde der SDIE-modifizierte CD19 Antikérper Tafasitamab

von der FDA flr die Therapie von r/r DLBCL zugelassen 126:127,161,
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Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht 293CD-SDIE, ein chimarer und Fc-optimierter
CD133 Antikorper, der in friheren Arbeiten durch Korner et al. bereits praklinisch
fur die Therapie der AML getestet wurde 22%4. Da eine CD133 Expression, neben
der AML, auch haufig auf der Oberflache von KRK-Zellen und B-ALL-Zellen
vorliegt, postulierten wir, dass ein auf CD133 abzielender Fc-optimierter
Antikdrper im KRK und in der B-ALL ebenfalls eine vielversprechende
immuntherapeutische Strategie darstellen kénnte 176181,

Im KRK ist CD133 als unabhangiger negativer prognostischer Marker
beschrieben und es gibt Hinweise, dass CD133 an Resistenzen gegen
Chemotherapien beteiligt ist 8:187-1%0_|n der ALL konnte durch Studien anderer
Untersucher gezeigt werden, dass die CD133 Expression mit einer Tendenz zu
niedrigeren CR-Raten und einer hoheren Inzidenz an Rezidiven und Todesfallen
verbunden ist und mit einer hoheren Chemotherapieresistenz korreliert
ist 161195197 " |n dieser Arbeit konnte eine CD133 Expression bei 48% der
untersuchten B-ALL Patienten nachgewiesen werden und eine Tendenz zu
niedrigeren CR-Raten und eine niedrigere 1-Jahres Uberlebensrate in CD133*
B-ALL Patienten gezeigt werden '8, Zusammengenommen unterstitzt dies
unsere Annahme, dass CD133 ein vielversprechendes Zielantigen sowohl im
KRK als auch in der B-ALL darstellen kdnnte.

Die Bedeutung einer Entwicklung neuer Therapieoptionen wie 293C3-SDIE im
KRK zeigt sich daran, dass die 5-Jahres Uberlebensrate von Patienten im
metastasierten Stadium, trotz neuerer Therapieoptionen, aktuell relativ
unverandert bei ca. 14% liegt. Dies ist insbesondere deswegen relevant, da trotz
umfassender Screeningangebote immer noch ca. 25% der KRK Patienten in
diesem Stadium diagnostiziert werden '32. In der Therapie des KRK werden
aktuell neben operativen Methoden, Chemotherapien und Radiotherapie,
abhangig von der molekularen Diagnostik und der Lage des Primartumors, der
antiangiogenetische Antikorper Bevacizumab oder die gegen den EGFR
gerichteten Antikdrper Cetuximab und Panitumumab eingesetzt 8133138 Studien
zeigten allerdings, dass die Wirksamkeit von Bevacizumab auf wenige Monate

beschrankt ist. Dies kann auf Resistenzmechanismen wie die Hochregulation von
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VEGFR zurlckgeflihrt werden %2, Dariiber hinaus wird die Therapie mit gegen
EGFR gerichteten Antikdrpern durch KRAS Mutationen (KRAS Exon 2-4 und
NRAS Exon 2-4) beschrankt. Nur ca. 44% der Patienten besitzen keine KRAS
Mutationen und kommen fur die Therapie mit Cetuximab oder Panitumumab in
Frage 84145147 Zusétzlich entwickeln sich haufig Resistenzen gegen EGFR-
Antikorper, was u. a. auf einen kleinen Anteil an KRAS mutierten Zellen in den
meisten KRK zurlckzufuhren ist, die sich dadurch der Therapie entziehen und
Keim eines erneuten Wachstums sind '#8. Die in anderen Tumorentitaten
erfolgreich eingesetzten CPIs wie Nivolumab, Ipilimumab und Pembrolizumab
sind im KRK nur sehr begrenzt einsetzbar. Studien belegen, dass nur Patienten
mit einem MSI KRK von der Therapie profitieren. Dies sind ca. 5% der KRK
Patienten 84150151,

Im Vergleich zum metastasieten KRK konnte durch Optimierung der
Chemotherapie insbesondere die Heilungsraten der padiatrischen ALL-Patienten
auf ~90% gesteigert werden. Die Heilungsrate adulter ALL-Patienten betragt
jedoch lediglich 30-40%, trotz mehrerer in den letzten Jahren neu zugelassener
Therapien 161164165 So  haben Immuntherapeutika wie Blinatumomab, ein
bispezifischer CD19xCD3 Antikorper, Inotuzumab Ozogamicin, ein gegen CD22
gerichtetes Antikdrper-Wirkstoff-Konjugat und Tisagenlecleucel, ein anti-CD19
CAR-T-Zelltherapeutikum, zu deutlichen Verbesserungen in der Therapie von r/r
B-ALL gefiihrt 161.167.169.170.215 = Zwar nicht offiziell fir die Therapie der ALL
zugelassen, aber oft erganzend sogar in der Erstlinientherapie eingesetzt, ist der
Antikorper Rituximab zu erwahnen, der bei CD20* B-ALL-Patienten (ca. 30%) zu
signifikant verbesserten Behandlungsergebnissen fiihrt 61171, Neben den
immuntherapeutischen Optionen werden auch TKI wie Imatinib, Dasatinib und
Ponatinib eingesetzt, welche die Behandlung von BCR-ABL positiven B-ALL-
Patienten (ca. 15 - 25%) deutlich verbessert haben 159.161.216  Zysatzlich zu den
dargestellten Begrenzungen auf Subpopulation hat sich insbesondere fur
Antigen-abhangige Immuntherapeutika gezeigt, dass eine Antigenmodulation zu
Resistenzen fuhren kann. Dies konnte sowohl fur Inotuzumab ozogamicin und
Blinatumomab als auch fur Tisagenlecleucel als wirksamkeitsbegrenzender

Faktor gezeigt werden 154.161.168,172.217 Tisagenlecleucel ist aktuell auch nur fir
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Patienten unter 26 Jahren zugelassen, was wu.a. auf die hohen
Nebenwirkungsraten und damit verbundenen Risiken zuriickzufiihren ist 2'8. Fir
CD133 konnte im Zuge dieser Arbeit keine Korrelation mit BCR-ABL, CD19,
CD20 und CD22 als etablierten Targets festgestellt werden, was fur CD133 als
ein neues, vielversprechende Zielantigen in der B-ALL-Therapie spricht .

Sowohl im KRK als auch in der B-ALL wirde 293C3-SDIE, mit der Etablierung
eines zusatzlichen Agens, das immuntherapeutische Spektrum erweitern.
Speziell im KRK konnte 293C3-SDIE erfolgversprechend sein, da im Gegensatz
zu etablierten Therapien nicht das Ziel verfolgt wird, eine Signalweiterleitung in
die Tumorzelle durch Blockierung der Rezeptor-Ligand Interaktion zu
unterbrechen, und im Gegensatz zu CPls auch keine hohe Neoantigenlast fur die
durch NK Zellen vermittelte Wirkung benétigt wird. Fur beide Entitaten gilt, dass
aufgrund der oftmals geringeren Nebenwirkungen eines monoklonalen
Antikdrpers gegenuber einer T-Zell basierten Strategie eventuell in Zukunft die
wahrscheinlich notwendige Kombination mit weiteren zielzellspezifischen

Therapeutika einfacher moglich ware.

In der Literatur beschrieben und in Vorarbeiten von Koérner et al. gezeigt, kann
die Bindung verschiedener CD133 Antikorperklone variieren 181.182204 |n dieser
Arbeit wurden deshalb die drei murinen Antikdrperklone AC133, W6B3C1
(CD133/1) sowie 293C3 (CD133/2) vergleichend auf drei KRK-Zelllinien und B-
ALL-Zellen getestet. Hierbei konnten in beiden Fallen keine relevanten
Bindungsunterschiede festgestellt werden 8161, Dies unterschied sich zur
Testung auf AML-Zellen, in welcher der murine CD133 Antikorperklon 293C3
bessere Bindungseigenschaften aufwies 2%, Der Grund fiir diesen Unterschied
ist bis jetzt ungeklart, konnte jedoch auf Unterschiede der Epitopregulation
zwischen verschiedenen Krebsentitaten hindeuten. So konnten Studien zeigen,
dass die Epitope CD133/1 und CD133/2, unter anderem durch Glykosylierung,
in Abhangigkeit der Differenzierungsstadien von Krebszellen maskiert werden
konnen '8, Da der CD133 Antikérperklon 293C3 sich auf den drei getesteten
KRK-Zelllinien und den B-ALL-Zellen gleichwertig zu den verglichenen
Antikorperklonen erwies, wurde, aufbauend auf den Studien zu 293C3-SDIE in
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der AML, dieser Klon fiir die weitere Testung ausgewahlt 84161,

In der  Produktionsphase konnte  293C3-SDIE mit  minimalen
Aggregationstendenzen und guter Produktionsausbeute produziert werden 8. Im
Anschluss daran wurde jeweils die Bindungscharakteristik von 293C3-SDIE auf
B16F10-CD133/FLT3-Transfektanten, KRK-Zelllinien und B-ALL-Zellen gepruft.
Es zeigte sich, dass durch die Chimarisierung/Fc-Optimierung von 293C3-SDIE
keine Verschlechterung der Bindungseigenschaften im Vergleich zum murinen
293C3 Antikorper aufgetreten war. Die saturierende Dosis wurde in beiden
Entitaten bei ~1 ug/ml ermittelt 8161, Dies entspricht der saturierenden Dosis, die
auch durch Korner et al. bei AML Zellen bestimmt worden war 2%, Im Vergleich
dazu bendtigen Cetuximab und Panitumumab fur eine effektive Verwendung
100-fach  hohere  Plasmakonzentrationen 84219220 Dje  therapeutisch
eingesetzten Plasmakonzentrationen fur Blinatumomab und Inotuzumab
ozogamicin liegen unter 1 uyg/ml. Der Vergleich ist allerdings schwierig, da die
niedrigere bendtigte Konzentration fur Blinatumomab u.a. auf ein hoheres
Effektorpotential der involvierten und im Kérper haufiger vorkommenden T-Zellen
zurlckzufuhren ist, dadurch aber auch schneller dosislimitierende
Nebenwirkungen wie das Cytokin-release syndrome auftreten konnen 221223,
Auch im Falle von Inotuzumab Ozogamicin ist die Dosis aufgrund von
Nebenwirkungen limitiert, die u.a. auf das zytostatische Antibiotikum Ozogamicin
zurGckzuflhren sind?24. In einer aktuellen Phase | Studie des von unserer
Arbeitsgruppe entwickelten und mit 293C3-SDIE vergleichbaren FLT3
Antikopers 4G8-SDIEM (FLYSYN) in der Testung gegen AML Zellen zeigten sich
Dosen von 45 mg/m? als sicher und tolerabel 4225 (NCT02789254). Fir eine
abschlieRende Bewertung der notwendigen therapeutischen Konzentration von
293C3-SDIE sind umfassende weitere praklinische und klinische Testungen

notwendig.

Wie die Entwicklung der gegen den EGFR gerichteten Antikoérper gezeigt hat,
konnen die direkten Effekte von Antikérpern entscheidend zur antitumoralen

Wirkung beitragen 190101 |n der Literatur gibt es Hinweise, dass CD133 an
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Uberleben und Proliferation von Tumorzellen, u. a. durch Interaktion mit dem
EGFR Signalweg, beteiligt ist 8179185 |n dieser Arbeit konnte zumindest durch
293C3-SDIE, allein und in Kombination mit gegen den EGFR gerichteten
Antikorpern, kein Einfluss auf die Proliferation bzw. Viabilitat von KRK-Zelllinien
festgestellt werden 8. Allerdings konnen mit dem gewahlten experimentellen
System nicht alle direkten Effekte ausgeschlossen werden. So ist es
beispielsweise moglich, dass ein noch nicht bekannter Ligand von CD133 im
Medium fehlte. Zusatzlich konnte die Zeitspanne und die Konzentration nicht
optimal gewahlt worden sein. Des Weiteren ist der Einfluss auf Metastasierung
und Angiogenese mit dem gewahlten Ansatz ebenfalls nicht messbar. Auch die
Beurteilung einer moglichen Verstarkung der Wirkung von Chemotherapeutika

wurde weitere experimentelle Testungen erfordern.

293C3-SDIE konnte in vitro in verschiedenen experimentellen Settings NK Zell-
Reaktivitat gegen KRK-Zelllinien und B-ALL-Zellen induzieren. Neben der
Induktion von NK Zell-Aktivitat (CD69) und NK Zell-Degranulation (CD107a)
konnte im KRK aul3erdem die Freisetzung von IFN-y in den Zellkulturtiberstand
gezeigt werden 8161 Wie Studien zeigen, ist die Ausschittung von IFN-y im
KRK, neben klassischen immunologischen Effekten, assoziiert mit einer
protektiven Antitumorantwort, die sich u. a. in einer Hemmung der Proliferation
zeigt 2?6227, Zusatzlich konnte eine durch 293C3-SDIE ausgeloste potente
Antikdrper-abhangige Lyse von drei KRK-Zelllinien, zwei B-ALL-Zelllinien und
primaren B-ALL-Zellen gezeigt werden 84161, Aufgrund der zuvor gemessenen
Induktion von NK Zell-Reaktivitat und des gewahlten Europium-Ansatzes ist der
hier zu Grunde liegende Mechanismus durch NK Zellen vermittelte ADCC.
Nichtsdestotrotz kann nicht ausgeschlossen werden, dass 293C3-SDIE auch
Uber andere indirekte Antikérpermechanismen oder andere Immunzellen (u. a.
Monozyten, yd T-Zellen) wirksam ist. Studien mit anderen Fc-optimierten
Antikorpern zeigen, dass diese Antikorper-abhangige Lyse auch tber ADCP und
CDC auslésen konnen 92, CDC war in unseren Experimenten aufgrund des
Fehlens von Komplementproteinen nicht mdglich. Fur die Messung von ADCP

durch Makrophagen waren durchflusszytometrische Messungen notwendig und
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eine Differenzierung von in PBMC enthaltenen Monozyten zu Makrophagen

Voraussetzung.

Im Kontext der aktuell verfugbaren Therapieoptionen im KRK ist es essenziell zu
erwahnen, dass 293C3-SDIE in der Lage war, die RAS-mutierte KRK-Zelllinie
HCT-116 und die Mikrosatelliten-stabilen KRK- Zelllinien Caco-2 und HT-29 zu
lysieren. Dies deutet auf eine Effektivitat von 293C3-SDIE gegen KRK-Zellen hin,
gegen die eine Therapie mit gegen den EGFR gerichteten Antikorpern oder
Checkpoint-Inhibitoren bisher keinen Benefit zeigten 84228229 |m Kontext der
aktuell verfugbaren Therapien in der B-ALL war es mdglich CD20~ und BCR-
ABL- B-ALL zu lysieren. AufRerdem konnten durch 293C3-SDIE NK Zell
Reaktivitat insbesondere gegen MLL-AF4 B-ALL Zellen induziert werden. Dies
ist eine Subpopulation von B-ALL-Patienten (ca. 5 - 10%), die besonders haufig
CD133 exprimiert und bislang mit einer schlechten Prognose verbunden
ist 198,161,162,196 Dje Relevanz von CD133 in MLL-AF4 Leukamien zeigt sich auch
daran, dass bereits CAR-T-Zellen fur dieses Patientenkollektiv praklinisch

entwickelt wurden 201,230,

Neben 293C3-SDIE werden derzeit viele weitere immuntherapeutische
Strategien mit CD133 als therapeutischem Ziel entwickelt, was fur die Relevanz
von CD133 als Tumorantigen spricht. So werden bspw. Immuntoxine, CAR-T-
Zellen, bi-/tri und tetraspezifische Antikdper, Nanopartikel, Aptamere und
Vakzinierungsstrategien mit dendritischen Zellen entwickelt 84.161.181 Die in dieser
Arbeit entwickelte Antikorper-basierte Strategie =zeigt allerdings Vorteile
gegenuber alternativen Strategien. In eher kunstlichen Konstrukten wie bspw.
wbispecific T cell engager‘ (BiTE), entstehen haufiger Aggregate und sie zeigen
oft eine eingeschrankte Proteinstabilitat 8167, Dies kann die Produktivitat und die
Lagerungsmoglichkeiten einschranken. Zusatzlich ist die Halbwertszeit oftmals
geringer im Vergleich zu einem herkdmmlichen IgG1 Antikdrper. Dies kann mit
erhdhten bendtigten Produktionsmengen und damit héheren Kosten verbunden
sein?'Im Gegensatz zur Herstellung von zielzellspezifischen CAR-T-Zellen
kann 293C3-SDIE sofort nach der Evaluation der CD133 Expression als Therapie
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eingesetzt werden und bendtigt keine Vorlaufzeit von ca. 3 Wochen, die man fir
die Produktion von CAR-T-Zellen bendtigt 84161,

Da CD133 u. a. auch auf hamatopoetischen Stammzellen exprimiert wird, konnte
293C3-SDIE potenziell toxisch auf physiologische Zellen wirken. Korner et al.
konnten in friheren Studien jedoch zeigen, dass 293C3-SDIE nach Inkubation
von CD34* Zellen aus Knochenmarksproben mit NK Zellen keine ADCC gegen
CD34" Knochenmarkszellen induziert. Auch auf die Bildung von Colony forming
units (CFUs) hatte 293C3-SDIE keinen Einfluss. Au3erdem konnte in diesen
Studien keine CD133 Expression auf Zellen gesunder PBMC Spender gemessen
werden 84161204 - Zysatzlich wurden in ersten klinischen Phase I/l Studien mit
gegen CD133 gerichteten CAR T-Zellen und mit auf dendritischen Zellen
beruhenden Vakzinierungen gegen CD133 bisher keine gravierenden
Nebenwirkungen gegen gesunde CD133 exprimierende Zellen
beobachtet 84.161.232-234 Dg der mittlere Altersdurchschnitt von KRK Patienten bei
70-75 Jahren liegt, die B-ALL einen zweiten Haufigkeitsgipfel Uber 70 aufweist
und die Therapie mit hochdosierten Chemotherapeutika in dieser Klientel
altersbedingt und aufgrund von Komorbiditaten oft nicht mdglich ist, konnte
293C3-SDIE, mit dem aktuell angenommenen Sicherheitsprofil, eine wichtige

therapeutische Option fiir diese Patienten darstellen 154.156.161,

Neben der alleinigen Betrachtung der in vitro Effektivitat eines Antikorpers, kann
die therapeutische Wirksamkeit erst vollstandig durch klinische Testungen im
Menschen beurteilt werden. Insbesondere fur NK Zell basierte Therapien in
soliden Tumoren hat sich gezeigt, dass eine niedrige Infiltrationsrate von NK
Zellen in den Tumor therapiebegrenzend sein kann®'22'. Speziell das
Tumormikroenvironment kann durch die Akkumulation suppressiver Faktoren die
Rekrutierung von NK Zellen verhindern 2'7. Fir solide Tumoren und Leukamien
ist relevant, dass NK Zellen, im Gegensatz zu T-Zellen, prozentual an der
Gesamtanzahl im Blut eine kleine Zellpopulation darstellen. Es hat sich in Studien
gezeigt, dass die Anzahl der NK Zellen im Blut oftmals nicht ausreichend ist, um

eine manifeste Tumorerkrankung zu eliminieren 235, Fir 293C3-SDIE ergeben
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sich hieraus ein paar hypothetische Konsequenzen. 293C3-SDIE kdnnte z. B. in
Kombination mit einer herkdbmmlichen operativen Methode (nur KRK) oder
Chemotherapie kombiniert werden, die in der Lage ist, eine hohe Tumormasse
zu verringern. Durch 293C3-SDIE konnten dann womdglich insbesondere
metastasierende Zellen und Zellen mit Stammzelleigenschaften eliminiert
werden. In der B-ALL kdonnte man 293C3-SDIE nach Erreichen einer MRD
(minimal residual disease) Situation einsetzen, ahnlich des Einsatzes von 4G8-
SDIEM (FLYSYN) in der AML 167225 (NCT02789254). Zuséatzlich kénnte man
293C3-SDIE mit CPIs kombinieren. Es hat sich gezeigt, dass CPIs die gegen
Checkpoint Rezeptoren wie z. B. TIGIT (T cell immunoglobulin and ITIM domain)
auf NK Zellen wirken, die NK Zell-Reaktivitat und damit die ADCC steigern
konnen 217:236 \orstellbar und aufgrund von Antigenmodulationen zukinftig
womoglich auch notwendig ware die Kombination von 293C3-SDIE mit
verschiedenen Immuntherapeutika, um multiple Antigene therapeutisch

anzugehen 161,

Zusammenfassend liefert die Arbeit experimentelle Belege daflr, dass 293C3-
SDIE eine aussichtsreiche therapeutische Option flr Patienten mit KRK und auch
B-ALL darstellen kdnnte. Besonders die Vorteile einer nebenwirkungsarmeren,
zielgerichteten Wirkungsweise eines monoklonalen Antikdrpers waren sehr
geeignet fur altere KRK oder B-ALL-Patienten, bei denen aufgrund von
Komorbiditaten eine intensivierte Chemotherapie keine Option darstellt. Eine
abschlieRende Beurteilung von 293C3-SDIE im KRK und in der B-ALL, speziell
auch die Klarung der geeigneten Patientengruppe, der Einfluss auf
Tumorstammzellen und Metastasierung und mogliche Kombinationen mit
anderen Therapeutika, erfordert weitere praklinische Testungen, um daran

anschlielend eine Evaluation in klinischen Studien zu ermdéglichen.
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5 Zusammenfassung

Trotz umfassender Screeningangebote werden immer noch ca. 25% der
Patienten mit kolorektalem Karzinom (KRK) in einem metastasierten Stadium
diagnostiziert. Die 5-Jahres Uberlebensrate dieser Patienten liegt trotz neuerer
Therapieoptionen bei nur ca. 14%. Auch die Heilungsrate von adulten Patienten,
die an akuter lymphatischer Leukamie (ALL) erkrankt sind, liegt aktuell bei
lediglich ca. 30 - 40%. Aufgrund dessen ist die Entwicklung und Optimierung
neuer Therapieansatze fur das KRK und die ALL sehr dringlich. Ein Ansatz ist
die Entwicklung von Fc-optimierten monoklonalen Antikérpern. Durch Anderung
der Aminosauresequenz des Fc-Teils eines Antikdrpers kann die Affinitat zu Fc-
Rezeptoren wie CD16 auf NK Zellen gesteigert werden. Dadurch verbessern sich
Fc-abhangige Effektormechanismen wie die Antikdrper-abhangige zellvermittelte
Zytotoxizitat, die zu den wirksamsten Mechanismen therapeutischer Antikorper
gehort. Die Substitution der Aminosauren S239D/I332E (SDIE-Modifikation) ist
eine Moglichkeit der Fc-Optimierung, die bereits in vorausgegangen Arbeiten der
Arbeitsgruppe in verschiedenen antikorperbasierten Konstrukten eingesetzt

wurde.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Testung des chimaren Fc-optimierten
CD133 Antikorper 293C3-SDIE mit KRK-Zelllinien und B-ALL-Zellen. Zu Beginn
wurden drei verschiedene murine CD133 Antikorperklone auf ihre
Bindungseigenschaften auf KRK-Zelllinien und B-ALL-Zellen getestet und in
beiden Fallen der Klon 293C3 als optimal definiert. Das auf diesem beruhende
Konstrukt 293C3-SDIE konnte mit minimaler Aggregatbildung und guter
Ausbeute produziert werden und zeigte keine Veranderung der
Bindungsspezifitat und -affinitat und eine sattigende Konzentration bei ~1 ug/ml.
Wahrend 293C3-SDIE keine direkten Effekte auf das Tumorzellwachstum und
die Viabilitat von KRK-Zelllinien zeigte, konnte mit drei KRK-Zelllinien, zwei B-
ALL-Zelllinien und primaren Zellen von B-ALL-Patienten als Zielzellen eine
potente NK Zell-Reaktivitat (Aktivierung, Degranulation und Interferon-y Bildung)
und Antikérper-abhangige Lyse induziert werden. 293C3-SDIE zeigte diese
Effekte auch gegen RAS-mutierte und Mikrosatelliten-stabile KRK-Zellen, gegen
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welche eine Therapie mit derzeit verfugbaren, gegen EGFR gerichteten
Antikdrpern oder Checkpoint-Inhibitoren in bisher abgeschlossenen Studien
keinen Benefit erbrachten. In der B-ALL zeigte 293C3-SDIE Effekte gegen CD20~
und BCR-ABL~ B-ALL-Zellen, gegen die eine Therapie mit Rituximab oder
Tyrosin-Kinase-Inhibitoren keine Wirkung zeigt. Zusatzlich konnten Effekte
gegen MLL-AF4 B-ALL-Patienten gezeigt werden, eine Subpopulation, die eine

hohe CD133 Expression zeigt und mit einer schlechten Prognose einhergeht.

Zusammenfassend liefert die Arbeit experimentelle Belege daflr, dass 293C3-
SDIE eine aussichtsreiche therapeutische Option flr Patienten mit KRK und B-

ALL darstellen konnte.
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