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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Multiple Myelom

1.1.1. Charakterisierung und Stadieneinteilung des Multiplen

Myeloms

Bei dem Multiplen Myelom (MM, Plasmozytom) handelt es sich um eine maligne
Plasmazellerkrankung mit einer Neuerkrankungsrate in Deutschland von 4/100.000
Einwohnern/Jahr, dies entspricht etwa 1% aller bésartigen Erkrankungen.

Das MM gehort zu der Gruppe der B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome. Gekennzeichnet
ist es durch die Proliferation eines entarteten Plasmazellklons im Knochenmark mit
Zerstorung des Knochens (Osteolyse) und Verdrangung der normalen Blutbildung,
der daraus resultierenden Suppression der anderen hamatopoetischen Zellreihen,
sowie der Produktion eines kompletten oder inkompletten monoklonalen Antikorpers
durch den Plasmazellklon. Sogenannte Bence-Jones-Proteine beschreiben Leicht-
ketten dieser Immunoglobuline, die im Urin der Erkrankten nachweisbar sein kdnnen.
Diese Immunoglobuline sind in der Regel als M-Gradient im Serum der Patienten
nachweisbar.

Bei der Erstdiagnose fallen die Patienten durch Knochenschmerzen, Infektanfallig-
keit, Anamie und / oder durch Hyperkalzamie oder freie Leichtketten verursachte Nie-
renstorungen oder zentralnervose Symptome auf. Ist der Tumor auf eine Lokalisation
begrenzt, so spricht man auch von einem solitdrem Myelom oder einem Plasmozy-
tom.

Myelome werden nach dem Typ des produzierten Paraproteins eingeteilt.

Die Diagnosestellung erfolgt anhand der Kriterien der “International Myeloma Work-
ing Group” (Morgan, 2003), wobei die Diagnose als gesichert gilt, wenn alle der drei

folgenden Kriterien erfullt werden:
= >10% Plasmazellen im Knochenmark (Knochenmarkaspirationszytologie) und / oder Nach-
weis eines Plasmozytoms; bei asekretorischer Erkrankung >30% Plasmazellen im Knochen-
mark
= im Serum und / oder Urin nachweisbares monoklonales Protein (Immunfixations-Elektro-
phorese)

= Vorliegen eines Endorganschadens (CRAB):
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W > 3O

Hyperkalzamie und / oder

teoporose Nachweis von Wirbelkdrperfrakturen)

Niereninsuffizienz (Kreatininwert >173 mmol/l oder >2 mg/dl) und / oder
Anamie (Hb-Wert <10 g/dl oder 2 g/dl unter der Norm) und / oder

Knochenlasion (bei solitdrer Osteolyse >30% Plasmazellen im Knochenmark, bei Os-

Bei Fehlen eines Endorganschadens spricht man bei einer Knochenmarksinfiltration

>10% oder einem Paraprotein > 3g/dl von einem indolentem Myelom, ansonsten von

einer monoklonalen Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS).

Die Einteilung der Krankheitsstadien erfolgt nach den Kriterien des ,International

Staging Systems (ISS) der Myeloma Working Group® [siehe Tab. 1, (Greipp et al.,
2005)]. Neben der ISS findet die Stadieneinteilung nach Durie und Salmon (Durie et
al., 1975) im Klinikalltag Anwendung (vgl. Tab. 2).

Tab. 1: ISS - Stadieneinteilung des MM der Myeloma Working Group, 2005 (Greipp et al., 2005).

Medianes Uberleben

Stage Kriterien Definition
(in Monaten)
| niedriges 2- B2-M < 3,5 mg/l 62
Mikroglobulin Albumin = 3.5 g/di
] weder | noch Il B2-M < 3,5 mg/l 44
Albumin < 3,5g/dl oder
B2-M = 3,5 mg/l
bis < 5,5 mg/I
] hohes B2-Mikroglobulin | f2-M = 5,5 mg/I 29

Tab. 2: Stadieneinteilung des MM nach Durie und Salmon, 1975 (Durie et al., 1975).

Stadium |

(<0,6x10"
Tumorzellen/m?

Kérperoberflache)

Erflllung aller 4 Kriterien:

-Hb > 10 g/d|

- Serumkalzium normal

- geringe Konzentration monoklonaler Immunoglobuline: 1IgG < 50 g/,

IgA < 30 g/l, Leichtketten im Urin < 4 g tagl.

- radiologisch normales Skelett oder nur ein solitéar im Knochen

lokalisiertes Plasmozytom
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Stadium Il weder Stadium | noch Stadium Il

Stadium Il -Hb < 8,549/l

- Serumkalzium erhoht

(> 1,2x10" - hohe Konzentrationen monoklonaler Immunoglobuline: IgG >70 g/,
Tumorzellen/m? IgA > 50 g/l, Leichtketten > 12 g taglich
Korperoberflache) | - radiologisch fortgeschrittene Osteolysen

Zusatz A falls Kreatinin < 2mg/dl (177umol/l)

B falls Kreatinin = 2mg/dl (177umol/l)

1.1.2. Therapie des Multiplen Myeloms

Beim Multiplen Myelom (MM) handelt es sich um ein generalisiertes und in der Regel
unheilbares Tumorleiden. Die Therapie folgt daher meist einer palliativen Ziel-
setzung. Liegt ein Endorganschaden vor, besteht die Notwendigkeit einer systemi-
schen Therapie, sowie ggf. einer Bestrahlung bei symptomatischen oder frakturge-
fahrdeten Osteolysen. Ziel der Erstlinientherapie bei jungen Patienten ist eine best-
mogliche Remission, die derzeit durch Kombination klassischer Zytostatika, neuer
Substanzen wie Bortezomib oder Imide und einer Hochdosis-Chemotherapie mit au-
tologer Stammzelltherapie erreicht werden soll (Ludwig et al., 2012). Die Qualitat der
Remission ist fur eine langanhaltende progressionsfreie Zeit und somit auch fur das
Gesamtuberleben entscheidend, wenngleich eine Heilung hiermit nicht erzielt werden
kann.

Den Patienten nach Transplantation mit minimaler Resterkrankung und den alteren,
fur eine Stammzelltransplantation nicht zuganglichen Patienten, missen neue The-
rapien angeboten werden, die nicht nur effektiv, sondern auch gut vertraglich sind.
Mit den bisher auf dem Markt etablierten Chemotherapeutika und neuen Substanzen
lassen sich zwar immer langere Remissionen, aber keine Heilungen erzielen (Kim et
al., 2009).

Ein Bestandteil der etablierten Therapieverfahren sind klassische Zytostatika, die oft
ausgepragte Nebenwirkungen zeigen. Diese Zytostatika wirken nicht selektiv auf
Tumorzellen, sondern generell auf schnell proliferierende Zellen und Gewebe. So

sind immer auch gesunde Gewebe wie Knochenmark, Magen- und Darmepithelien
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sowie auch Haarfollikel betroffen. Nebenwirkungen der zytostatischen Therapie sind
nicht selten Ubelkeit, Entziindungen der Schleimhdute in Mund, Speiserdhre und
Darm, Keimzellstorungen oder Haarausfall sowie Stérungen der Hamatopoese
(Thrombopenie, Leukopenie etc.) mit dem Risiko einer Schadigung des eigenen Im-
munsystems, genauso wie Langzeitschaden an Organen wie Herz, Leber oder dem
Nervensystem. Auch das Auftreten von Therapie-induzierten ,Zweit“-Neoplasien
stellt ein Problem dar.

Die minimale Resterkrankung (MRD) nach intensiver Therapie ist die Ursache spate-
rer Rezidive. Hinzu kommt, dass residuelle Tumorzellen durch den Selektionsdruck
Resistenzmechanismen (,tumor escape®) entwickeln kdnnen, so dass sie bei erneu-
ter Behandlung therapierefraktar sein kénnen.

Insgesamt werden durch Verbesserungen der Therapieregime und die Mdglichkeit
einer Transplantation immer mehr Patienten langer krankheitsfrei leben. Aufgrund
der Nebenwirkungen bisheriger Therapien und dem Problem der MRD ist es jedoch
erforderlich, neue Strategien zu entwickeln, die eine gezielte antitumorale Therapie
ermoglichen. Im Fokus der Krebsforschung stehen dabei immuntherapeutische Stra-
tegien, die bei deutlich geringeren Nebenwirkungen eine spezifische Beseitigung von
Krebszellen versprechen.

Die Wirksamkeit einer Spenderlymphozytengabe (donor lymphocyte infusion, DLI) in
der Rezidivsituation verdeutlicht die Potenz von Immuntherapien in der Behandlung
des Multiplen Myeloms. Dieser Therapieansatz nutzt den Graft-versus-Myeloma-

Effekt der Spenderlymphozyten aus (Kroger et al., 2004).

1.2. Immuntherapeutische Strategien

In Erganzung zu den konventionellen Therapiemdglichkeiten des MM kommen im-
muntherapeutische Strategien wie die Antikdrpertherapie, der adoptive Transfer Tu-
morantigen-spezifischer T-Zellen ebenso wie die Anti-Tumor-Vakzinierung, d.h. die
Induktion einer Anti-Tumor-Immunreaktion in vivo, in Betracht.

Voraussetzung fur die Induktion Antikdrper-vermittelter Effektormechanismen ist die
Expression eines Tumorzell-spezifischen Oberflachenmarkers auf den Zielzellen
(TAA, tumor associated antigen). Die Bindung von Antikorpern an diese Zielstruktur

auf der Tumorzelle kann durch direkte und indirekte Mechanismen zu Inhibition der
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Zellproliferation und Induktion von Apoptose der Tumorzelle fihren. Bei den indirek-
ten Wirkmechanismen spielen die Aktivierung von Komplement ebenso eine Rolle
wie die Rekrutierung von Effektorzellen des Immunsystems (Natirliche Killerzellen,
Monozyten, Granulozyten sowie Makrophagen).

FuUr die Antikdrper-basierte Therapie maligner B-Zell-Erkrankungen steht bereits der
gegen CD20 gerichtete monoklonale Antikdrper Rituximab (Mabthera®) zur Ver-
fugung. Antikorper, die spezifisch gegen Oberflachenantigene des MM (z.B. Antikor-
per gegen CD38, CD40, CD56, IGF-1-Rezeptor; sowie der Antikdrper Elotuzumab®
gegen CS-1) gerichtet sind, befinden sich zurzeit in der Phase der praklinischen und
klinischen Entwicklung (Benson et al., 2012; de Weers et al., 2011; Horton et al.,
2010; Lutz et al., 2009; Scartozzi et al., 2010).

FUr die Rekrutierung zytotoxischer T-Zellen ist hingegen die Prasentation der aus
zellularen Proteinen nach proteasomaler Degradation erhaltener Peptide Uber MHC
Klasse | Moleklle auf Seite der Tumorzelle, sowie der Erkennung des MHC-Peptid-
Komplexes durch den T-Zell-Klon auf der anderen Seite, notwendige Voraussetzung.
Daher eignen sich neben membranstandigen Proteinen auch samtliche zytoplasma-
tischen Proteine, bzw. die hiervon abgeleiteten immunogenen Peptide, als Ziele fur
einen T-zelluldren Ansatz, sofern ihre Expression bzw. Uberexpression fiir die Tumo-
rentitat spezifisch ist.

Klinische Daten weisen darauf hin, dass der therapeutische Erfolg einer Anti-Tumor-
Vakzinierung durch die simultane Induktion einer humoralen sowie zellularen Im-
munantwort verstarkt wird (Weng et al., 2004), daher scheinen selektiv auf Tumorzel-
len exprimierte Oberflachenantigene geeignete Zielantigene fur die Antikdrper- als
auch fur die T-Zell-basierte Strategie zu sein. HM1.24 (CD317) kdnnte dabei ein be-
sonders geeignetes Oberflachenantigen fur die Immuntherapie des MM darstellen.
CD317 ist als ein auf malignen Plasmazellen Uberexprimiertes Protein beschrieben,
welches auf Leukozyten nur schwach bzw. nicht exprimiert wird (Goto et al., 1994).
Aufgrund seines Expressionsspektrums kommt es daher als T-Zell-Antigen in Be-
tracht. Daruber hinaus handelt es sich bei HM1.24 um ein Membranprotein, so dass
CD317 als Oberflachenantigen flr Antikdrper-basierte immuntherapeutische Ansatze
in Frage kommt.

Antikorper, die gegen HM1.24 gerichtet sind, zeigten bereits in vitro sowie im Tier-
modell eine antitumorale Aktivitat (Ono et al., 1999; Ozaki et al., 1997). Daruber hin-
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aus konnten bereits HM1.24-spezifische zytotoxische T-Zellen auf Basis adenoviral,
mit rekombinantem Protein sowie mit Peptiden beladener Dendritischer Zellen gene-
riert werden (Chiriva-Internati et al., 2003; Jalili et al., 2005; Rew et al., 2005). Nach-
dem Antigen-beladene Dendritische Zellen die Induktion einer humoralen sowie einer
zellularen Immunantwort in vivo vermitteln, stellt die Anti-Tumor-Vakzinierung unter
Verwendung des Antigens HM1.24 einen vielversprechenden Ansatz zur Immunthe-

rapie des MM dar.

1.3. Dendritische Zellen

Lange als retikulo-endotheliale und -histiozytare Zellen bekannt, wurden die Dendri-
tischen Zellen (DZ) 1973 von Steinman und Cohen (Steinman et al., 1973) in die
moderne Immunologie eingefuhrt. Aus der peripheren Rolle der Begleit- und Stutz-
zellen wanderten sie als zentrale Schaltstelle zwischen unspezifischer und spezifi-
scher Immunantwort in das Zentrum der Immunreaktion.

Dendritische Zellen gehoéren zur Gruppe der Leukozyten. Nach heutigem Verstandnis
entstehen DZ aus einer myeloiden oder einer lymphoiden CD34" pluripotenten
Stammzelle im Knochenmark [siehe Abb. 1, (Hart, 1997; Lipscomb et al., 2002)].
Neben den in vivo vorkommenden DZ-Populationen kdnnen Zellen mit einem DZ-
ahnlichen Phanotyp durch die ex vivo Differenzierung von Monozyten mit Zytokinen
wie Interleukin-4 (IL-4) und Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierendem Fak-
tor (GM-CSF) (Sallusto et al., 1994) oder aber mit Interferon o (Lapenta et al., 2006)
kultiviert werden (vgl. Abb. 1). Die einzelnen Unterarten unterscheiden sich dabei
z.B. in ihrem jeweiligen Potential, T-Zellen zu aktivieren.

Die Vorlauferzellen der DZ zirkulieren im Blut und gelangen so in nahezu alle Organe
des Korpers, in denen sie als unreife DZ residieren. Unreife DZ besitzen eine hervor-
ragende Fahigkeit zur Antigenaufnahme, Antigenprozessierung und MHC-Synthese
(Banchereau et al., 1998). So exprimieren unreife DZ eine Vielzahl von Rezeptoren
zur Phago- bzw. Endozytose. Ein weiteres Merkmal unreifer DZ ist die hohe Kon-
zentration intrazellular gespeicherter MHC-lI-Molekule (Nijman et al., 1995). Sie sind
jedoch aufgrund der niedrigen Expression kostimulatorischer Molekule (CD80, CD86)

noch nicht fahig, T-Zellen effektiv zu aktivieren (Baggers et al., 2000).
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Abb. 1: Ontogenese Dendritischer Zellen.

Aus CD34" myeloiden und lymphoiden Vorlauferzellen entstehen die Untergruppen der DZ: Myeloide
Langerhanszellen und interstitielle DZ sowie lymphoide plasmozytoide DZ. Ebenso ist ein Weg der in
vitro Generierung DZ aus CD14" Monozyten des peripheren Blutes aufgezeigt.

Durch verschiedene Reize, etwa durch Kontakt mit Pathogenen oder deren Bestand-
teilen, wie z.B. bakterieller DNA, Lipopolysaccharide (LPS) oder proinflam-
matorischen Zytokine (z.B. Tumornekrosefaktor (TNF)-a oder IL-1), wird eine Ver-
anderung des Phanotyps der DZ induziert, die als Reifung der DZ bzw. DZ-Lizenzier-
ung (Janeway, 2001) bezeichnet wird. Dieser Prozess ist gekennzeichnet durch den
Verlust der Fahigkeit zur Endozytose bzw. Phagozytose (Inaba et al., 1993), dies ist
unter anderem auf die verminderte Expression der entsprechenden Rezeptoren zu-
ruckzufuhren [vgl. Abb. 2, (Morel et al., 2001)].

Charakteristisch fur die reifen DZ ist nicht nur die namensgebende typische Zell-
morphologie mit vielen, die Zelloberflache vergroRernden Zellauslaufern (Dendriten),
sondern vor allem die Anwesenheit der Oberflachenmolekule zur B-Zell- bzw. T-Zell-
Interaktion und Kostimulation wie CD40, CD54/ICAM-1, CD58/LFA-3, CD80 (B7-1)
und CD86 (B7-2) sowie die Produktion von IL-12 (Satthaporn et al., 2001). Des Wei-
teren werden die in Lysosomen vorliegenden Antigen-MHC-II-Komplexe in nicht-
lysosomale Vesikel konvertiert und als MHC-II-Molekule zahlreich auf der Zellober-

flache prasentiert. Diese Veranderungen des Phanotyps ermoglichen es den reifen
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DZ, im Anschluss an ihre Migration aus der Peripherie in sekundar lymphatischen
Kompartimente (z.B. Lymphknoten), eine Immunantwort zu induzieren. Diese reifen
DZ werden daher als die effektivsten aller Antigen-prasentierenden Zellen angese-
hen (Lin et al., 2006).

""""""""""""""""""""" B T

| unreife DC (imDC) | reife DC (mDC)
« viel intrazellulares MHCII e Zellmorphologie
*» Expression von CD1a i « aktive Migration
| « aktive und rezeptorvermittelte i + Antigenaufnahme:
Endozytose i Mannose-Rezeptor, DEC-205
; * keine T-Zell-Aktivierung in vitro ; + Antigenprasentation:
i« kein/wenig CD25, CD83 i MHC | und MHC Il

| « FcyRI (CD64) und FeyRIl (CD32), | » CD40, CD54, CD8O, CD86, CD83 |

! Mannose-Rezeptor, DEC-205 i « Abwesenheit von CD14, '
i+ Reifung wird durch IL-10 inhibiert i schwache Endozytoseféhigkeit

Abb. 2: Charakteristika unreifer und reifer Dendritischer Zellen.

1.3.1. Antigen-Beladung Dendritischer Zellen

In vitro aus Monozyten oder CD34" hamatopoetischen Vorlauferzellen differenzierte
Dendritische Zellen werden, mit entsprechendem Antigen beladen, bereits als Vakzi-
ne in klinischen Studien eingesetzt. Sowohl die Auswahl der Quelle des Antigens, als
auch die Strategie der Applikation variieren hierbei. So werden apoptotische oder
nekrotische Tumorzellen (Kotera et al., 2001) ebenso wie Lysate aus Tumorzellen
zum Pulsen unreifer (Nestle et al., 1998) oder reifer Dendritischer Zellen (Holtl et al.,
1999; Holtl et al., 2002) als Antigen-Quelle verwendet. Aufgrund der Fille an potenti-
ell im Zelllysat vorhandenen antigenen Epitopen kdnnte dieser Ansatz eine polyklo-
nale T-Zell-Antwort induzieren, die gegen verschiedene stark immunogene Epitope
der hier nicht weiter definierten Tumorantigene gerichtet ist.

Die Auswahl eines bekannten Tumorantigens erlaubt hingegen die Generierung ei-
ner selektiven T-Zell-Antwort, die gegen dieses eine Antigen gerichtet ist. Dies soll
die Gefahr einer Autoimmunreaktion, d.h. die Reaktivitat der T-Zellen gegen gesunde
korpereigene Zellen, reduzieren. Die Applikation des Antigens zur Beladung der DZ

kann hierbei in Form l6slichen Proteins, welches von DZ in vitro durch Pinozytose
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aufgenommen wird, erfolgen. Als Nachteil dieser Strategie erscheint jedoch, dass die
Beladung der DZ durch Pinozytose bei niedrigen Antigenkonzentrationen lediglich
zur Induktion einer T-Helfer-Zell-Antwort und erst bei hohen Konzentrationen auch
zur gewunschten Aktivierung zytotoxischer T-Zellen fuhrt (Brossart et al., 1997;
Watts, 1997).

Dem gegenuber werden Epitope endogen translatierter mRNA nur Gber MHC | Mole-
kule prasentiert, woraus eine Aktivierung zytotoxischer T-Zellen resultiert.

Es ist jedoch von entscheidender Bedeutung, inwiefern eine Prasentation von Anti-
gen Uber MHC | oder MHC II- Molekule stattfindet. Erfolgt die Prasentation strikt Uber
MHC |, so fihrt dies zu der Induktion einer CD8" T-Zell-Antwort. Diese zytotoxische
T-Zell-Antwort fuhrt zwar akut zur Eliminierung von Zellen, es fehlt jedoch eine lang-
anhaltende Wirkung (long lasting response). Eine Prasentation tber MHC II fuhrt zur
Aktivierung von CD4" T-Zellen und damit zur Rekrutierung von B-Zellen, welche die
Expansion von Gedachtniszellen beinhaltet. Jedoch kommt es bei einer Prasentation
von Peptiden tber MHC Il bei fehlendem kostimulatorischen Stimulus zur Induktion
von Toleranz, so dass auch die alleinige Adressierung dieser MHC-Klasse Nachteile
bietet. Um die jeweiligen Limitierungen zu Uberwinden, scheinen Strategien, die auf
eine Prasentation der Peptide Uber MHC | und MHC II-Molekule im Sinne einer
Kreuzprasentation setzen, am vielversprechendsten.

Bei einer weiteren Strategie der Antigen-Beladung isolierter DZ wird der Ansatz ver-
folgt, die gesamte Tumor-RNA (Nair et al., 2002; Su et al., 2003) oder aber definierte
Antigen-RNA (Heiser et al., 2002; Pecher et al., 2002) in die DZ einzubringen, um
diese nachfolgend als Vakzine oder zur T-Zell-Aktivierung in vitro einzusetzen. Ne-
ben der transienten Expression des Tumorantigens in den DZ durch den Transfer
Antigen-kodierender mRNA fuhrt der virale Transfer der entsprechenden kodieren-
den DNA-Sequenz zu einer dauerhaften Expression des Antigens in den transduzier-
ten Zellen, jedoch erscheint die klinischen Anwendung dieser als gentechnisch ver-
anderte Organismen (GVO) zu bezeichnenden DZ schwierig.

Uber die definierten Antigene in Form von Protein oder RNA hinaus stellt die Ver-
wendung Antigen-spezifischer, HLA-restringierter Peptide fur die Beladung unreifer
(Nestle et al., 1998) und reifer DZ (Dhodapkar et al., 1999; Thurner et al., 1999) die

selektivste Methode zur Induktion einer T-Zell-Antwort dar.
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Abb. 3: Beladung Dendritischer Zellen mit Antigen.

Die Aufnahme von Antigen in die DZ zur nachfolgenden Prasentation der Peptide Gdber MHC | bzw. Il
kann in vitro / in vivo durch Pinozytose von Protein (1.), die Rezeptor-vermittelte Beladung mit Komple-
xen aus Antigen und Antikdrper bzw. mit Immunkonjugaten (I1.), den Transfer der flr das Antigen ko-
dierenden Sequenz (ll1l.) bzw. das Pulsen der Zellen mit definierten Peptiden (IV.) erfolgen.

Notwendige Voraussetzung ist hierfur nicht nur die Identifizierung des geeigneten
Tumorantigens und die nachfolgende Definierung einzelner antigener Epitope, son-
dern auch die Auswahl der fir den jeweiligen HLA-Haplotyp des Empfangers geeig-
neten Peptide.

Samtliche dieser Beladungsstrategien fur den klinischen Einsatz der DZ als Vakzine
bzw. zur Expansion Antigen-spezifischer T-Zellen setzen eine personal-, zeit- und
kostenintensive Manipulation der DZ in vitro - und damit unter GMP-Bedingungen -
voraus. Diese Schwierigkeiten konnten durch die spezifische Direktion des Antigens

bzw. der hiervon abgeleiteten Peptide an die DZ in vivo iberwunden werden.

1.3.2. Rezeptor-vermittelte Beladung Dendritischer Zellen

Die selektive Adressierung der DZ kann durch Antikorper bzw. Antikdrper-Derivate
erfolgen, die gegen ausgewahlte, auf den DZ exprimierte Endozytose-Rezeptoren
gerichtet sind. Werden diese Molekule mit Antigen bzw. den hiervon abgeleiteten
Peptiden gekoppelt, kommt es nach der Bindung des Fusionsproteins an den ent-
sprechenden Rezeptor zur Internalisierung des Rezeptor-Antikdrper-Komplexes und

damit zur Aufnahme des Antigens in die Zelle.
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Als Zielstrukturen fur die Beladung der DZ kommen internalisierende Rezeptoren in
Frage, die vornehmlich - wenn nicht ausschlieBlich - auf den DZ exprimiert werden.
Zudem sollte im Anschluss an die rezeptorvermittelte Beladung der DZ eine Prasen-
tation der Antigene im Kontext von MHC Klasse | und Il erfolgen. Die Effizienz dieses
als Kreuzprasentation bekannten Prozesses ist gekoppelt an den entsprechenden
Rezeptor, d.h. seine Endozytose-Kinetik, seinen Transfer in das frih- oder spatendo-
somale Kompartiment und die nachfolgende Degradation bzw. Rezyklisierung.

Als potentielle Ziele fur die rezeptorvermittelte Antigen-Beladung kommen die auf DZ
exprimierten Fc-Rezeptoren in Frage. Diesen Rezeptoren (FcaR, FcyRI/CD64,
FcyRII/CD32, FcyRINI/CD16) kommt die Aufgabe der Endozytose von Immun-
komplexen aus Antigen und Antikérpern vom IgA-, respektive IgG-Isotyp zu. So
konnten DZ bereits erfolgreich durch Konstrukte mit Antigen beladen werden, die
FcyRI/CD64 (Heijnen et al., 1996), FcyRIla/CD32a (Liu et al., 2006) oder FcyRIII/
CD16 (Mende et al., 2005) adressieren. Die drei Fc-Rezeptoren werden jedoch nicht
selektiv auf DZ, sondern ebenso auf Monozyten (FcyRI/Il) und NK-Zellen (FcyRIIl)
exprimiert.

Als weitere Endozytose-Rezeptoren kommen neben dem Mannose-Rezeptor auch
Lektin-Rezeptoren in Betracht. Auch hier fuhrte die Antigen-Beladung der DZ durch
selektive Adressierung des Mannose-Rezeptors (He et al., 2007; Ramakrishna et al.,
2004) bzw. der Lektin-Rezeptoren DEC-205/CD205 (Bonifaz et al., 2004; Bozzacco
et al., 2007) sowie DC-Sign/CD209 (Engering et al., 2002; Tacken et al., 2005) zur
nachfolgenden Antigen-spezifischen Aktivierung von T-Zellen. Da sowohl der Man-
nose-Rezeptor als auch DEC-205 nicht nur auf DZ, sondern auch auf Monozyten
exprimiert werden, scheint DC-Sign als DZ-spezifischer Rezeptor fur eine selektive
Adressierung der DZ in vivo geeignet zu sein.

CD40, ein Mitglied der TNF-Rezeptor-Superfamilie, spielt nicht nur eine Rolle bei der
Interaktion der DZ mit T-Helfer-Zellen Gber die Wechselwirkung von CD40 und
CD40-Ligand, sondern eignet sich aufgrund seiner Internalisierungseigenschaften
ebenso zur Beladung der DZ. Im Mausmodell konnte bereits eine Antigen-
spezifische T-Zell-Antwort durch die CD40-gerichtete Beladung von DZ mit Antigen-
kodierenden Adenoviren generiert werden (Schjetne et al., 2007; Tillman et al.,
2000). Neben der Expression auf DZ findet sich CD40 zudem auf B-Zellen und eig-

11
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net sich damit eventuell auch als Rezeptor fur die Antigen-Beladung der B-Zellen

beim Menschen.

1.3.3. Strategien zur Reifung Dendritischer Zellen

Neben der geeigneten Strategie zur Antigen-Beladung der DZ ist die deren Reifung
eine notwendige Pramisse fur die Induktion einer T-Zell-Antwort. So wird bei gleicher
Applikation des Antigens, z.B. uber DEC-205, in Ermangelung eines solchen Rei-
fungsstimulus Toleranz induziert (Bonifaz et al., 2002), wohingegen bei simultaner
DZ-Beladung und Aktivierung eine Antigen-spezifische T-Zell-Antwort generiert wird
(Bonifaz et al., 2004). Die Reifung Antigen-beladener DZ kann in vitro durch die Kul-
tur mit proinflammatorischen Zytokinen (IL-1p, IL-6, TNF-a) und Prostaglandin-E;
erfolgen (Jonuleit et al., 1997).

Hierbei ist der Zeitpunkt der Applikation des Antigens sowie der Reifung-
induzierenden Agenzien kritisch, da sowohl eine zu frihe als auch eine zu spate DZ-
Reifung den Grad an Kreuzprasentation vermindert (Datta et al., 2003; Wilson et al.,
2006).

Darlber hinaus kénnen DZ-aktivierende Signale Uber sogenannte Toll-like Rezep-
toren vermittelt werden (vgl. Abb. 4). Diese Rezeptoren sind auf den Untergruppen
der in vivo vorkommenden DZ, d.h. auf den plasmozytoiden DZ (pDZ) und den
myeloiden DZ (mDZ), aber auch auf den ex vivo aus Monozyten generierten DZ
(moDZ), unterschiedlich exprimiert [(Schreibelt et al., 2010); siehe Tab. in Abb. 4].
Sie ermoglichen die Perzeption von Merkmalen pathogener Organismen bei Kontakt
auf der Zelloberflache, oder aber nach Internalisierung des Organismus im en-
dosomalen Kompartiment. Naturliche Liganden dieser Rezeptoren bzw. deren Ana-
loga induzieren allein (van Duin et al., 2006) oder in Kombination [z.B. von TLR3-
Ligand poly-I:C und TLR7/8-Ligand R848; (Napolitani et al., 2005)] die effiziente Rei-
fung der DZ, da sie die Prasenz von Pathogenen imitieren.

Durch Verwendung agonistischer CD40 gerichteter Antikorper (Bonifaz et al., 2004)
oder CD40-Liganden (vgl. Abb. 4) kann ebenfalls eine Reifung der DZ vermittelt wer-
den. Die Quervernetzung der CD40-Molekule auf den DZ simuliert die Interaktion der
DZ mit einer aktivierten T-Helfer-Zelle, d.h. die Bindung von CD40 auf der DZ mit den
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Abb. 4: Reifung Dendritischer Zellen.

Induktion der Maturation von DZ durch proinflammatorische Zytokine (TNF-ca, IL-18, IL-6) und PG-E;
(links), durch Liganden (L) fur CD40 oder fur Toll-like Rezeptoren (TLR), die auf DZ-Subgruppen un-
terschiedlich exprimiert sind (rechts; pDZ: plasmozytoide DZ; mDZ: myeloide DZ; moDZ: Monozyten-
differenzierte DZ; Tab. verandert nach (Schreibelt et al., 2010)).

auf T-Helfer-Zellen exprimierten CD40-Liganden (CD154) wird so nachgeahmt.
Durch diese Strategie kann die effiziente Induktion einer Aktivierung zytotoxischer T-
Zellen auch ohne die sonst notwendige T-Zell-Hilfe erfolgen (Cella et al., 1996;
French et al., 1999).

1.3.4. Kombination von Antigen-Beladung und Reifung Dendritischer Zellen

Nachdem die Antigenbeladung der DZ in Abwesenheit eines Reifungsstimulus zur In-
duktion von T-Zell-Anergie fuhrt (Bonifaz et al., 2002), ist die Antigenapplikation in
Kombination mit einem DZ-Aktivierungssignal (,Danger-Signal) eine notwendige
Voraussetzung fur die Vakzinierung, d.h. die Antigenbeladung der DZ mit nach-
folgender Aktivierung von B-Zellen, T-Helfer- wie auch von zytotoxischen T-Zellen, in
Vivo.

Bei gangigen Vakzinierungsansatzen werden Antigen und Adjuvanzien simultan in-
tramuskular verabreicht. Die zusatzlich verabreichten Adjuvanzien sollen dabei das
,Danger‘-Signal, das dem blanken Antigen fehlt, vermitteln. Hier besteht jedoch die

Mdglichkeit, dass DZ das applizierte Antigen aufnehmen, aber der Reifung entgehen
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und auf diesem Wege Toleranz induzieren. Um dies zu umgehen, scheint die Kom-
bination des Reifungsstimulus mit dem Antigen eine potente Strategie darzustellen
(Heit et al., 2008). So fuhrt die Verknupfung des Antigens mit einem Trigger fur Toll-
like Rezeptoren, z.B. den TLR-Liganden R848 (Wille-Reece et al., 2005) oder CPG
(Cho et al., 2000), zu einer erhdhten Antigenprasentation der DZ und einer effiziente-
ren T-Zell-Aktivierung.

Nachdem DZ einige Linien-spezifische Oberflachenmarker exprimieren, die bei ge-
eigneten Eigenschaften zur selektiven Beladung der DZ mit Antigen verwendet wer-
den konnten, ist eine gezielte Aktivierung der DZ durch Molekulle denkbar, die zum
einen eine Aktivierungsdomane (z.B. TLR-Liganden, CD40-Ligand 0.3.), zum ande-
ren eine die DZ-Selektivitat vermitteinde Domane beinhalten (vgl. Abb. 5). Im Ge-
gensatz zur systemischen Aktivierung der DZ durch Zytokine oder andere Mediato-
ren ware so eine Reifung einer durch den jeweiligen spezifischen Marker gekenn-

zeichneten DZ unter Ausschluss anderer Zellpopulationen moglich.

o-Rezeptor, TLR-L
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Rezeptor 0 ’f CD40 Endos
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Abb. 5: Selektive Reifung Dendritischer Zellen.

Die Kombination einer gegen den Endozytoserezeptor gerichteten Domane (a-Rezeptor) mit einer
weiteren, den Reifungsstimulus durch Interaktion mit Toll-like Rezeptoren (TLR) oder CD40 vermit-
telnden Doméne - wie einem TLR-Liganden (TLR-L) oder aber dem CD40-Ligand (CD40-L) - kénnte
die selektive Adressierung des Maturationssignals an die DZ erméglichen.

In einer Weiterentwicklung eines solchen Ansatzes der selektiven Beladung der DZ

und einer spezifischen Direktion eines Reifungsstimulus kdnnten beide Strategien
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kombiniert werden, so dass simultan zur DZ-Beladung die Induktion der DZ-Reifung
initiiert wird und demnach zwingend alle Antigen-beladenen DZ einer Reifung unter-
zogen werden. Somit kdnnte eine moglichst effiziente T-Zell-Aktivierung erzielt wer-

den.

1.4. Ziele der Arbeit

Im Hinblick auf die Entwicklung von Molekulen, die sowohl die Adressierung von En-
dozytoserezeptoren zur selektiven Antigenbeladung Dendritischer Zellen als auch die
Vermittlung eines DZ-gerichteten Reifungsstimulus in vivo ermdéglichen, sollten in
dieser Arbeit neuartige bispezifische Molekule entwickelt und in vitro hinsichtlich ihrer
Eigenschaften charakterisiert werden. Die rekombinanten Proteine sollten neben der
agonistischen, die DZ-Reifung vermittelnden CD40-Bindedomane (,Danger“-Signal)
auch eine Valenz fur die Bindung von Endozytoserezeptoren, z.B. den Fc-Re-
zeptoren CD64 und CD89 zur Adressierung des Antigens an die Zellen, aufweisen.
Die Kombination beider Domanen, d.h. die Bispezifitat dieser Molekiile, sollte in einer
erhdhten Selektivitat flr die Zielzellpopulation ebenso wie in der Bifunktionalitat der
Molekule resultieren.

Ausgehend von einem vorliegenden Fab-Fragment sollten zunachst Molekile im Tri-
body-Format kloniert werden. Zur selektiven Adressierung der Fc-Rezeptoren CD64
und CD89 sollten die fur die variablen Regionen des parentalen, gegen CD64 bzw.
CD89 gerichteten Antikorpers in Form einen scFv (,single chain Fragment variable®)
Verwendung finden. Die agonistische, CD40-bindende Domane der Molekule sollte
ebenso als scFv in die Konstrukte eingefiugt werden. Als Tumor-Antigen wurde das
Modell-Antigen HM1.24 (CD317) vorgesehen, dessen cDNA ebenfalls im Labor klo-
niert vorlag. Im Anschluss an die Klonierung der einzelnen Moleklile, d.h. des [(CD40
scFv), x CD20 Fab], des [(CD64 scFv x CD40 scFv) x CD20 Fab] und des [(HM1.24
x CD40 scFv) x CD20 Fab], sollte die Expression, Aufreinigung und nachfolgende
biochemische sowie funktionelle Charakterisierung der Molekule erfolgen.

Hierzu sollten diese neuen bispezifischen Molekule hinsichtlich ihrer Potenz, selektiv
die Reifung der aus Monozyten differenzierten unreifen DZ zu induzieren, beurteilt

werden.
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Einleitung

Zudem sollten grundlegende Aussagen Uber die Generierung von DZ aus Monozyten
gesunder Spender getroffen werden. Bezuglich der Auswahl eines Reifungscocktails
zur Generierung von DZ aus Monozyten sollte der bisherige Goldstandard mit ande-
ren Zytokin-Kombinationen mit Blick auf die Expression von CD40 sowie der zur An-
tigenbeladung anvisierten Endozytoserezeptoren verglichen werden.

Der Einsatzbereich der in dieser Arbeit entwickelten Konstrukte wurde im Hinblick auf
die Entwicklung neuer immuntherapeutischer Ansatze in der Therapie des Multiplen
Myeloms als Anti-Tumor-Vakzine gewahlt. Diese bis heute nahezu unheilbare Er-
krankung bendtigt dringend neue Behandlungsstrategien, um das Problem der Mini-
malen Resterkrankung zu eliminieren. Die Starke der in dieser Arbeit produzierten

Konstrukte konnte gerade in diesem Feld liegen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Samtliche nicht einzeln aufgefuhrten Chemikalien wurden in Analysequalitat (p.a.)

von den Firmen Sigma Aldrich, Fluka oder Roth bezogen.

21.1. Kits

Tab. 3: Liste der verwendeten Kits.

‘ Bezeichnung des Kits

Cell Line Nucleofector® Kit V

Hersteller

Amaxa

LMW/HMW Gel Filtration Calibration Kit

GE Healthcare

NuceloSpin® Extract I

Macherey & Nagel

NucleoSpin® Plasmid QuickPure

Macherey & Nagel

NucleoBond® Xtra Maxi Kit

Macherey & Nagel

One Shot® Mach1™-T1 chemically com-
petent E. coli Kit

Invitrogen

PepTivator® - CMV pp65

Miltenyi Biotec

QuickChange™ Site-directed Mutagene- | Stratagene
sis Kit
Super Signal® West Dura Extended Dura- | Pierce

tion Substrate

2.1.2. Medien, Enzyme, Losungen

Tab. 4: Aufstellung der angewandten Medien, Enzyme und Lésungen.

Bezeichnung Hersteller

2YT Medium Roth
CellGro® DC CellGenix
CHO-Medium Gibco
D-MEM Gibco
SOC-Medium Invitrogen
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Puffer fur die HisTag-Reinigung:

- Waschpuffer

- Elutionspuffer

300 mM NaCl, 50 mM Na-Phosphat, 10 mM Imidazol,
pH 7,4

300 mM NaCl, 50 mM Na-Phosphat, 500 mM Imidazol,
pH 7,4

Westernblot Transferpuffer

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 30% (v/v) Methanol, pH 8,3

Laufpuffer SDS-PAGE

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3

TAE-Puffer

2 M Tris, 100 mM EDTA, pH 8,0

(mit Essigsaure eingestellt)

Restriktionsendonukleasen

New England Biolabs

2.1.3. Zytokine

Tab. 5: Verzeichnis der Zytokine und ihrer Hersteller.

‘ Zytokin

Interleukin 1o

Hersteller

R&D Systems

Interleukin 1B

R&D Systems

Interleukin 3 R&D Systems
Interleukin 4 R&D Systems
Interleukin 6 R&D Systems
Interferon a R&D Systems
Interferon R&D Systems
GM-CSF R&D Systems
TNF o R&D Systems
PGE, Sigma Aldrich

2.1.4. Antikorper

Bei allen in dieser Arbeit fur die Durchflusszytometrie verwendeten Antikdrpern han-
delt es sich um monoklonale, direkt mit Fluorochromen gekoppelte Antikorper, die
von den Firmen Beckman Coulter, BD Bioscience, Miltenyi oder Qiagen bezogen

wurden.
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Tab. 6: Aufstellung der Isotypkontrollen.

Antikorper Isotyp Klon Hersteller
IgG-Maus FITC 1gG1 679.1Mc7 Beckmann Coulter
IgG-Maus PE 1gG1 679.1Mc7 Beckmann Coulter
IgG-Maus ECD 1gG1 679.1Mc7 Beckmann Coulter
IlgG-Maus PC5 1gG1 679.1Mc7 Beckmann Coulter
Tab. 7: Liste der verwendeten Antikorper.

Antikorper Isotyp Klon Hersteller
Anti-Penta-His 488 IgG1 - Qiagen
Anti-Interferon y FITC 1gG1 AN 18.17.24 Miltenyi Biotec
CD3 - PC5 1gG1 KCHT1 Beckmann Coulter
CD3 - Krome Orange™ IgG1k UCHT1 Beckmann Coulter
CD4 - PE 1gG1 13B8.2 Beckmann Coulter
CD8 - PE 1gG1 B9.11 Beckmann Coulter
CD14 - FITC IgG2a RMO052 Beckmann Coulter
CD16 — PC5 IgG2a BOE3 Beckmann Coulter
CD20 - PC5 1gG1 3G8 Beckmann Coulter
CD20 — Pacific Blue™ IgG2a LT20 Abcore

CD33 - PC5 1gG1 D3HL60.251 Beckmann Coulter
CD40 - PE 1gG1 MAB89 Beckmann Coulter
CD45-ECD 1gG1 J.33 Beckmann Coulter
CD56 — PC7 1gG1 N901/NKH-1 Beckmann Coulter
CD64 - FITC 1gG1 22 Beckmann Coulter
CD80 - PE lgG2k 16-10A1 BD Biosciences
CD83 - FITC IgG1k HB15e BD Biosciences
CD83 - PE IgG1k HB15e BD Biosciences
CD86 — PE 1gG2b HAS5.2B7 Beckmann Coulter
CD89 - PE 1gG1 A3 Immunotech
CD205 - PE 1gG2b MG38 Beckmann Coulter
CD209 - PE 1gG1 AzND1 Beckmann Coulter
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2.1.5. Lymphozyten

Die fUr die Herstellung der Dendritischen Zellen bendtigten Lymphozyten wurden aus
Blutspenden gesunder Spender des Universitatsklinikums Schleswig Holstein (Cam-
pus Kiel, Transfusionsmedizin) gewonnen. Hierbei dienten Lymphozytenkonzentrate

(,Buffy coats*) als Ausgangsmaterial.

2.1.6. Bakterien, eukaryotische Zelllinien

Tab. 8: Register der verwendeten Zelllinien.

‘ Bezeichnung Herkunft

E. coli Mach1 F ®80((/acZ)AM15 AlacX74 hsdR(r m ) ArecA1398 endA1 tonA
(Invitrogen)

CHO chinese hamster ovary (Invitrogen)

Hek 293T human embryonic kidney (ATCC)

CD20" Raji Burkitt-Lymphome-Linie (ATCC)

CD40" Hek 293T pcDNA3.1 CD40 cDNA transfizierte Hek 293T,
M. Staudinger, persénliche Mitteilung

CD64" BHK CD64 transfizierte BHK,

M. Peipp, personliche Mitteilung

2.1.7. Molekiile

Tab. 9: Auflistung der verwendeten Molekiile.

[(CD205 scFv x CD40 scFv) x CD20 Fab] Staudinger, persdnliche Mitteilung

[(CD209 scFv x CD40 scFv) x CD20 Fab] Staudinger, persdnliche Mitteilung

2.2. Methoden

2.21. Transformation von Bakterien

Die Plasmide bzw. Vektor-Konstrukte wurden zur Vermehrung unter Verwendung
chemisch kompetenter E. coli Mach1 nach Anleitung des ,One Shot® Mach1™-T1®

Chemically Competent E. coli Kit* (Invitrogen) in Bakterien eingebracht. Hierzu wurde

20



Material und Methoden

je 1 ul Plasmid-DNA zu der auf Eis aufgetauten Suspension von ,One Shot®
Mach1™-T1® Chemically Competent E. coli“ pipettiert und gemischt. DNA und Bak-
terien wurden 30 Min. auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock von 30 Sek. in ei-
nem 42°C warmen Wasserbad. Danach wurde die Suspension zwei Min. auf Eis ge-
kuhlt. Nach Zugabe von 250 yl SOC-Medium wurde die Suspension eine Stunde bei
37°C im Brutschrank schuttelnd inkubiert. Auf zwei vorgewarmten und zuvor vorbe-
reiteten Nahrmedium-Platten (2YT Medium, 1,8% Agar-Agar, supplementiert mit dem
in Abhangigkeit vom verwendeten Vektor gewahlten Antibiotikum) wurden 25 pl so-
wie 100 ul des Transformationsansatzes ausplattiert. Die Platten inkubierten Uber
Nacht im Brutschrank bei 37°C.

2.2.2. Plasmid-Praparation

Die Praparation von Plasmid-DNA aus zuvor transformierten E. coli erfolgte im An-
schluss an die Anzucht Plasmid-tragender Klone. Hierzu wurde eine Kolonie der
transformierten Zellen in Flussigmedium (2 ml fur Mini- und 200 ml fur Maxi-Prapara-
tionen) Uberfihrt. Das Medium wurde in Abhangigkeit von dem auf dem zu pra-
parierenden Plasmid kodierten Resistenzmarker mit dem entsprechenden Anti-
biotikum versetzt. Die Inkubation erfolgte schittelnd iber Nacht bei 37°C.

Zur Gewinnung der Uber Nacht vervielfiltigten DNA wurde das ,NucleoBond® Xtra
Maxi Kit* (Macherey & Nagel) bei grolleren Mengen DNA, bei kleineren Volumina
das ,NucleoSpin Plasmid QuickPure Kit“ (Macherey & Nagel) nach Angabe des Her-

stellers eingesetzt.

2.2.3. Hydrolyse von Plasmid-DNA

Um DNA-Konstrukte naher zu charakterisieren, wurde Plasmid-DNA mit Restriktions-
endonukleasen (New England Biotec) in dem vom Hersteller gelieferten Puffer fur 2
Min. nach Protokoll des Herstellers hydrolysiert und nachfolgend gelelektrophoretisch

aufgetrennt.
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2.2.4. DNA-Gelelektrophorese

Nukleinsauren lassen sich durch Elektrophorese in einem Agarosegel nach ihrer
GroRe auftrennen. Dabei zeigt die Wanderungsgeschwindigkeit der Fragmente im
Gel Uber einen bestimmten Bereich eine logarithmische Abhangigkeit von der Grolie
der Fragmente.

Als Grolen-Standard wurde die ,100 bp-DNA-Leiter, extended (100 - 5000 bp)*
(Roth), als Ladepuffer ,Roti®-Load DNA“ (Roth) eingesetzt. Verwendet wurden 1%-
ige Agarose-Gele mit 1 x TAE (2 M Tris, 100 mM EDTA, pH 8,0) als Laufpuffer. Die
Farbung der DNA erfolgte mittels Ethidiumbromid, die Dokumentation mit Hilfe der
Geldokumentationsanlage ,E.A.S.Y.“ (Herolab) unter Verwendung der ,Easy Win 32°

Dokumentationssoftware.

2.2.5. Gelelution

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen erfolgte mit dem ,Nucleo-

Spin Extract Il Kit* (Macherey & Nagel) nach dem Protokoll des Herstellers.

2.2.6. Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde mit Hilfe der ,T4 DNA Ligase“ (Roche)

nach Angaben des Herstellers Uber Nacht bei Raumtemperatur vorgenommen.

2.2.7. Elektroporation von CHO-Zellen

Mit Hilfe des ,Cell Line Nucleofector® Kits V* (Amaxa) und des zugehérigen Nucle-
ofectors (Amaxa) wurden CHO (= Chinese Hamster Ovary)-Suspensionszellen (Invit-
rogen) mittels Elektroporation nach Angaben des Herstellers transfiziert.

Hierzu wurden 1x10° CHO-Zellen mit 100 pl Nucleofector Lésung vermischt. Darauf
folgend wurden 1-5 ug Plasmid-DNA zugegeben. Die Suspension wurde sodann in
eine Kuvette Uberfuhrt. Die Elektroporation erfolgte mit dem Programm U024 im Nu-
cleofector (Amaxa). Mit der Transferpipette des Kits wurde die Losung aus der
Klvette enthommen und in vorgewarmtes CD-CHO-Medium pipettiert. Die trans-
fizierten CHO-Zellen wurden dann bei 37°C, 95% Luftfeuchte und 6% CO, im Brut-

schrank kultiviert.
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2.2.8. In vitro Mutagenese von DNA

Zum Austausch einzelner Nukleotide in einem Plasmid mittels PCR wurde das
,QuickChange™ Site-directed Mutagenesis Kit“ der Firma Stratagene nach Anleitung

des Herstellers verwendet.

2.2.9. Transiente Transfektion von HEK293T-Zellen

Zur transienten Produktion der Tribodies in der eukaryotischen Zell-Linie Hek 293T
(ATCC, CRL-11268) wurden die Expressions-Plasmide mittels der Calciumphosphat-
Methode (Chen et al., 1987) zeitweilig in die Zelllinie eingebracht. Im Verlauf der funf-
tatigen transienten Expression wurde der Zellkulturiberstand zur nachfolgenden Auf-

reinigung des sekretierten Proteins aus dem Medium taglich gesammelt.

2.2.10. Chromatographie zur Aufreinigung von Protein

2.2101 Affinitatschromatographie von Hisg-Tag-Proteinen

Um die in der Kultur der mit den Konstrukten transfizierten Hek 293T gewonnene re-
kombinanten, 6x His-markierten Protein aufzureinigen, wurde hier die Affinitatschro-
matographie mittels Poly-Histidin-Tag Uber Nickel-NTA (Qiagen) genutzt. Dabei wur-
de das aufzutrennende Proteingemisch unter definierten Bedingungen, d.h. in einem
Auftragspuffer (300 mM Natriumchlorid, 50 mM Natriumphosphat, 10 mM Imidazol,
pH 7.4), uber die Nickel-Saule gegeben, die die spezifische Bindung an den Nickel-
Liganden bevorteilten. Ungebundenes bzw. unspezifisch gebundenes Protein wurde
durch einen Waschschritt mit niedriger Imidazol-Konzentration (10 mM im Auftrags-
puffer, s.0.) nachfolgend von der Saule gewaschen. Durch Kompetition des Hisg-Tag
Proteins mit dem im Elutionspuffer in hoher Konzentration vorliegenden Imidazols
(500 mM) wurde das gebundene Zielprotein wieder von der Matrix eluiert.

Fur die automatisierte Aufreinigung der Tribodies aus den Kulturiberstanden der
transient transfizierten Hek 293T wurde der Akta Purifier (GE Healthcare) mit His-
Trap HP-Saulen (GE Healthcare) verwendet.
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2.2.10.2 Affinitatschromatographie von Fab-Fragmenten uber anti-k -Matrix

Zur Anreicherung von Fab-Fragmenten aus dem Zellkulturiberstand nach stabiler
oder transienter Transfektion von Hek 293 T wurde eine Chromatographie mit anti-k-
Matrix (CaptureSelect) vorgenommen. Hierzu wurde zunachst der pH Wert des
Uberstands auf pH 8,5 - 8,7 mit Tris-Puffer eingestellt. Nachfolgend erfolgte die
Chromatographie unter Verwendung von 1 ml anti-k-Matrix und 100 mM Tris-Puffer
(pH 8,5) als Waschpuffer. Die Elution des Proteins von der Matrix erfolgte Uber einen
pH-Wechsel mittels Citrat-Puffer (100 mM, pH 2,5). Zur sofortigen Neutralisierung

wurden die Elutionsfraktionen sofort mit 1 M Tris-Puffer pH 9,0 versetzt.

2.210.3 GroRenausschlusschromatographie von Proteinen

Zur Charakterisierung der nach k- bzw. His-Affinitatschromatografie erhaltenen Eluti-
onsfraktionen bzw. der aufgereinigten Molekule hinsichtlich des Vorliegens von Mo-
no-, Di- oder Multimeren wurde eine Grollenausschlusschromatographie vorgenom-
men. Als Matrix fur die Chromatographie Uber den Akta Purifier (GE Healthcare)
wurde eine Superdex Saule (,Superdex 200 10/30“, GE Healthcare) verwendet, wo-
bei als Laufmittel phosphatgepufferte Saline (PBS, Invitrogen) diente. Zur Ermittlung
des Ausschlussvolumens erfolgte ein Lauf mit Dextranblau. Proteine mit definierter
GroRke (,LMW bzw. HMW Gel Filtration Calibration Kit“, GE Healthcare) dienten als

Standard zur Ermittlung des Verhaltnisses von Flussvolumen zu Molekulgrofde.

2.2.11. SDS-Pulsfeldgelelektrophorese

Mit Hilfe einer SDS-Page (engl. sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electro-
phoresis), einer Variante der Polycrylamidgel-Elektrophorese, wurden die erhaltenen
Protein-Proben im Anschluss an die Aufreinigung analysiert und charakterisiert. Die
Proben wurden mit reduzierendem SDS-Probenpuffer (Roth) versetzt und bei 95°C
Uber 5 Min. denaturiert. Als Protein-Grolkenmarker diente ein ,Precision Plus Pro-
tein™ Dual Color Standard“ (Biorad). Der Gellauf erfolgte unter Verwendung eines

10%-igen Acrylamid-Gels in Laufpuffer (siehe 2.1.2 Medien, Enzyme, Losungen).
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2.2.12. Western-Blot

Der Transfer der Proteine aus dem SDS-Gel auf eine Membran zur nachfolgenden
Detektion der His-markierten, in Hek 293T exprimierten Fusionsproteine mit einem
Anti-His-Antikorper (Sigma) erfolgte mittels der ,semi-dry“ Blot-Kammer (Biorad)
nach Angaben des Herstellers. Die Transferzeit betrug 60 Min. bei einer angelegten
Spannung von 15 Volt auf 46,75 cm? ImmunBlot ™-PVDF-Membran (BioRad).

Nachfolgend wurde die Membran fur die geplante Detektion der Proteine mit 2,5%-
Blocking-Protein (Biorad) in PBS Uber eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert.
Die Hybridi-sierung der Membran mit dem in Block-Lésung verdinnten ersten Anti-
korper gegen den Hisg-Tag (Maus Anti-Poly-His, Sigma) erfolgte ebenfalls Uber eine
Stunde bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden unspezifisch gebundene Antikor-
per mit PBS-Tween (1% Tween100 in PBS) durch 3 x 5 min Waschen entfernt. Der
gebundene erste Antikorper wurde mit einem Sekundar-Antikorper (Anti-Maus-HRP,
Dianova) gekoppelt, welcher an eine zur nachfolgenden Detektion bendtigten Mee-
rettichperoxidase (HRP) gebunden war. Als Detektionssystem wurde das ,Super
Signal® West Dura Extended Duration Substrate* Chemilumineszenz-Kit (Pierce), als
Dokumenta-tionsanlage die ,universal hood II* (BioRad) mit der Software ,Quantity

One* verwendet.

2.2.13. Experion™ Automated Electrophoresis System

Mit dem ,Experion™ Automated Electrophoresis System® der Firma BioRad kann
eine qualitative und quantitative Analyse von Proteinen mittels der ,lab-on-chip®-
Technologie durchgefuhrt werden, um genaue Daten Uber Menge und Reinheit der
Proteine zu erhalten. Hierzu werden ,Experion™ Pro260 Chips® mit Hilfe des ,Expe-
rion™ Pro260 Analysis“ Kits und der ,Experion™ Priming Station“ mit Gel, Puffer und
den Proben nach Angaben des Herstellers beladen. Anschliefend werden an der
.Experion™ Automated Electrophoresis Station“ alle Schritte einer Gel-basierten
Elektrophorese automatisiert durchgefuhrt. Die Ergebnisse kdnnen direkt mit Hilfe

der Experion™ Software ausgewertet werden.

25



Material und Methoden

2.2.14. Isolierung peripherer mononuklearer Zellen aus Vollblut

Monozyten sind das Ausgangsmaterial der in vitro-Generierung von Dendritischen
Zellen. Die Monozyten gehéren zusammen mit den Lymphozyten zu den peripheren
mononuklearen Zellen, den PBMC (peripheral blood mononuclear cells). Zur Isolie-
rung der Monozyten aus den Lymphozytenkonzentraten wurde eine Dichtegradien-
ten-Zentrifugation mittels Ficoll Paque (GE Healthcare) durchgefuhrt. Die verwende-
ten Blutproben, aus denen die ,Buffy Coats“ gewonnen wurden, stammten von frei-

willigen gesunden Spendern der Uniklinik Kiel, Institut fur Transfusionsmedizin.

2.2.15. Dichtegradientenzentrifugation mittels Ficoll-Paque™-Plus

Um die Zielfraktion der peripheren mononuklearen Zellen (PBMC) aus dem ,Buffy
Coat” zu isolieren, wurde eine Dichtegradienten-Zentrifugation mittels Ficoll-
Paque™-Plus (GE Healthcare) durchgefuhrt. Bei diesem Vorgang sammeln sich
Lymphozyten, Thrombozyten und die gesuchten Monozyten entsprechend ihrer spe-
zifischen Dichte in der Interphase zwischen dem Ausgangsmaterial und dem Ficoll
an (vgl. Abb. 6).

A: B:
Blut Plasma
PBMC

Ficoll-Paque Plus Ficoll-Paque Plus

Erythrozyten, Granulozyten

Abb. 6: Dichtegradienten-Zentrifugation mit Ficoll-Paque.
Schichtung vor (A) und nach (B) der Dichtegradienten-Zentrifugation

Die Zellen wurden steril aus einem ,Buffy Coat* entnommen und mit PBS auf vier 50
ml Réhrchen a 40 ml verdunnt. In acht weitere 50 ml Rdhrchen wurde je 15 ml Ficoll-
Paque™-Plus gegeben und dies mit je 20 ml verdinntem ,Buffy Coat“ vorsichtig

Uberschichtet. Die Rohrchen wurden nun bei 850 x g 20 Min. (ohne Bremse, Raum-
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temperatur) zentrifugiert. Die PBMC befanden sich nach der Zentrifugation in der
Interphase. Die Zellen wurden steril abpipettiert und mit PBS auf vier 50ml Rdéhrchen
a 30 ml verdunnt und nachfolgend sedimentiert. Die erhaltenen Zellpellets wurden in
10 ml PBS geldst.

2.2.16. Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 200 ul praparierten mononuklearen Zellen mit
800 pl PBS gemischt und an dem Gerat ,Vi-Cell ™ XR Cell Viability Analyzer* (Beck-
mann Coulter) die Zellzahl bestimmt. Das Gerat fuhrt automatisch eine Trypan-blau-

Farbung und die Auswertung dieser durch.

2.2.17. Anreicherung monozytarer Zellen durch magnetische Zellseparation

Damit eine mdglichst reine Population von Monozyten zur Differenzierung zur Verfi-
gung stand, wurden CD14-positive-Zellen aus den PBMC durch magnetische Zellse-
paration an einer ,MidiMACS™“-Saule unter Verwendung von ,,CD14-MicroBeads"
(Miltenyi Biotec) gewonnen.

Hierzu wurden 1x102 Zellen in 800 pl PBS suspendiert und mit 200 pl CD14-Micro-
Beads (Miltenyi Biotec) fur 20 Min. bei 4°C inkubiert. Nach Verdinnung mit 10 ml
PBS und nachfolgender Zentrifugation bei 544 x g fur 5 Min. wurde das Pellet in
2,5 ml PBS resuspendiert und auf die vorher mit PBS aquilibrierte MACS-Saule ge-
geben. Die mit den CD14-Microbeads markierten Zellen stellten die Fraktion der
CD14-positiven Monozyten dar. Wahrend des Passierens der Saule am Midi-
MACS ™-Separator (Miltenyi Biotec) wurden die markierten Monozyten an der Saule
durch magnetische Wechselwirkung zurtuckgehalten. Im Anschluss an die Bindung
der Zellen erfolgte ein Waschschritt mit 4 ml PBS zur Entfernung nicht oder unspezi-
fisch gebundener Zellen. Nach dem Entfernen der Saule aus dem Gerat - und der
damit verbundenen Entnahme der Saule aus dem magnetischen Feld - wurden die
Monozyten durch Spulen der Saule mit 4 ml PBS gewonnen. Das Resultat der Zell-

sortierung mittels MACS wurde durchflusszytometrisch kontrolliert.
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2.2.18. Differenzierung monozytarer Zellen hin zu Dendritischen Zellen

Die durch die MACS-Zellsortierung gewonnene Fraktion der CD14-positiven Mono-
zyten wurde nun in Kultur gebracht und mit Hilfe von Zytokinen zu unreifen Dendri-
tischen Zellen differenziert.

Dazu wurde die CD14-positive Zellfraktion nach der MACS-Sortierung mit PBS ge-
waschen und nachfolgend in 30 ml auf 37°C vorgewarmtem CellGro® DC-Medium
(CellGenix) aufgenommen und nachfolgend mit unterschiedlichen Kombinationen

von Zytokinen versetzt:

IL-4 / GM-CSF: 500 U/ml IL-4
800 U/ml GM-CSF
IFN-o./ GM-CSF: 1000 U/ml IFN-c.
800 U/ml GM-CSF
IFN-B/IL-3: 1000 U/ml IFN-B
500 U/ml IL-3

Die Zytokine wurden am Tag 0 und nachfolgend alle zwei Tage zugesetzt. Daflr
wurden die Zellen bei 544 x g fur 5 Min. zentrifugiert, das Pellet in 10 ml Medium mit
dem spezifischen Zytokin-Cocktail resuspendiert und erneut bei 37°C im Brutschrank

kultiviert. Nach sechs Tagen wurden die so differenzierten Zellen geerntet.

2.2.19. Maturation unreifer Dendritischer Zellen

Zur Maturation unreifer Dendritischer Zellen wurden je 1 x 10° der unterschiedlich dif-
ferenzierten unreifen DZ in 1 ml CellGro®-Medium aufgenommen und in eine Zell-
kulturplatte pipettiert. Zur Analyse des Einflusses der in Hek 293T exprimierten und
nachfolgend aufgereinigten Tribodies auf die Ausreifung der DZ wurde das Medium
mit unterschiedlichen Konzentrationen der Tribodies supplementiert. Bei der Positiv-
Kontrolle wurde das CellGro®-Medium mit einem definierten Zytokin-Cocktail aus
den proinflammatorischen Zytokinen Prostaglandin E; (PGEy), Interleukin 6 (IL-6)
und Tumornekrosefaktor o (TNFa) versetzt. Die Platte wurde Uber Nacht im Brut-
schrank (37°C, 95% Luftfeuchte, 6% CO,) inkubiert. Nach 24 Stunden wurde mittels
Antikdrper-Farbung im Durchflusszytometer die Expression der Oberflachenmarker
CD80, CD86 und CD83 untersucht.
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2.2.20. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermdglicht die gleichzeitige Analyse von GroRe, Granu-
laritat und Fluoreszenz von in Suspension befindlichen Zellen. Das Prinzip beruht auf
der Emission optischer Signale einer Zelle bei Passage durch einen Laser. Mittels
Photodetektoren werden diese optischen Signale in Form von Vowartsstreuung
(Forward Scatter) und Seitwartsstreuung (Side Scatter) sowie die Fluoreszenz der
Zellen gemessen.

Um bestimmte Eigenschaften wie z.B. die Expression von Oberflachenmarkern auf
Zellen nachzuweisen, kdnnen diese mit fluoreszierenden Antikorpern gegen die ge-
suchten Marker hybridisiert werden. Bei Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes durch
einen monochromatischen Laserstrahl wird dieser auf ein hdheres Energieniveau
gehoben und fallt dann unter Abgabe von Energie (in Form von Photonen) auf sein
Ursprungsniveau zuruck. Die emittierte Photonenkonzentration, die durch einen Pho-
todetektor registriert wird, verhalt sich proportional zur Menge an gebundenen Anti-
korpern pro Zelle und erlaubt somit eine Aussage uber z.B. die Expressionshdhe von
Oberflachenmolekulen. Zusatzlich werden durch die Lichtbeugung und -streuung
Informationen Uber die Zelle (KerngréfRe, Granularitat) gewonnen.

Es wurden die Durchflusszytometer FC500 (Beckmann Coulter) und Navios (Beck-
mann Coulter) verwendet. Beide Gerate verfligten Uber einen Argon-Laser der Wel-
lenlange 488nm. Zur Farbung von Zelloberflachenantigenen wurden Antikorper ver-
wendet, an die FITC, PE, PC5 oder ECD gekoppelt war. Es wurden Antikérpern der
Firmen BD-Biosciences, Beckmann-Coulter, Miltenyi, Abcore und Qiagen verwendet.
Die Durchflusszytometrie wurde einerseits zur Uberpriifung der einzelnen Schritte
der Monozyten-Gewinnung genutzt, andererseits gab sie Aufschluss Uber die Ex-
pression von Oberflachenmarkern auf den untersuchten Zellen, wie z.B. Uber die
Reifungsmarker auf den DZ CD80 und CD86. Daruber hinaus konnte die spezifische
Bindung der exprimierten und aufgereinigten Tribodies auf den Antigen-
exprimierenden Zellen untersucht werden.

Fir eine Probe wurden 1x10° Zellen in 100 pl PBS suspendiert. Fc-Rezeptoren wur-
den nachfolgend zunachst mit Poly-IgG fur 10 Min. bei 4°C geblockt. Danach wurde
die Probe in einem zweiten Schritt mit je 8 ul der direkt mit einem Fluorochrom mar-
kierten Antikdrper versetzt. Nach zwanzigminitiger Inkubation bei 4°C wurden die

Zellen mit 1ml PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde in 500 pyl PBS resuspendiert
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und fur die Analyse mittels FACS eingesetzt. Zum Nachweis der Tribody-Bindung
wurde zunachst eine Inkubation der Zellen mit den hergestellten Molekllen vorge-
nommen, die dann im Anschluss an einen Waschschritt mit einem an den His- oder
Strep-Tag der Tribodies bindenden, direkt Fluoreszenzmarkierten Sekundar-
Antikdrper detektiert werden konnten. Die Auswertung der FACS-Daten erfolgte mit

der CXP-Software und der Kaluza-Software der Firma Beckmann Coulter.

30



Ergebnisse

3. Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung rekombinanter bispezifischer Mole-
kile, die neben der selektiven Adressierung der Dendritischen Zellen auch deren
Maturation induzieren sollten.

Hierbei sollte die Spezifitat zur Bindung an die DZ als Zielzellpopulation durch Ver-
wendung von Domanen, die selektiv an Oberflachenproteine der DZ binden, er-
folgen. Besonders geeignet erscheinen die auf den DZ exprimierten Endozytosere-
zeptoren, da sie neben der Selektivitdt auch die Option einer Antigenbeladung im
Hinblick auf eine spatere weitergehende Entwicklung der Moleklle bieten. Als Ziel-
struktur wurde daher der auf humanen DZ vorkommende hochaffin 1gG-bindenden
Fcy-Rezeptor | (FcyRI/ CD64) ausgewahlt. Zur Induktion der DZ-Reifung sollten die
Molekule zudem eine agonistische, CD40-gerichtete Domane enthalten.

Als Format fir die Rezeptor- bzw. CD40-bindenden Domane wurden sogenannte
scFv (,single chain Fragment variable®) gewahlt. In diesem Format sind die variablen
Regionen der leichten und schweren Kette des partenalen Antikorpers Uber einen
verknupfenden, flexiblen Bereich miteinander auf einem Strang verbunden (vgl. Abb.
7). Obwohl hierdurch die fur die Antigenbindung notwendige Sequenz auf ein Min-

destmal’ reduziert wird, bleibt die Antigenspezifitat des Molekiils erhalten.

Antikorper Fab scFv Tribody
VH VL H VL VH VL VH VL
e 6 2 A a A a A a A

Ny ‘¥ Yy vV i ¢ Fab

A-A _a =

X x v\v 'v/v .
x X VH VL

L A 4

Abb. 7: Schematische Darstellung von Antikérper, Fab-, scFv- und Tribody-Molekiil.

Die Rekombination der Antigen-bindenden (blau) und konstanten Regionen (rot) des Fab-Anteils des
parentalen Antikdrpers ermoéglicht die Konstruktion neuer mono-, bi- oder trivalenter Molekile mit aus-
gewahlten Bindungsspezifitaten.
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Zur VerknUpfung der beiden scFv Domanen wurde das Fab-Fragment als Format
verwendet. Die Bindung der konstanten Regionen eines Fab und deren Verknupfung
Uber eine Disulfidbricke im Anschluss an die Synthese und Sekretion in das Endo-
plasmatische Retikulum sorgen fur die Heterodimerisierung. Die beiden scFv-Doma-
nen kénnen so rekombinant mit dem Fab-Anteil der leichten (V) bzw. schweren (V)
Kette verknlpft werden (siehe Abb. 8). Dies ermdglicht die freie Kombinierbarkeit der
scFv-Vy-Sequenz mit verschiedenen scFv-V|-Konstrukten, was auch im Hinblick auf
eine einfache Weiterentwicklung dieses Ansatzes wunschenswert erscheint.

Die zunachst allein flr die Heterodimerisierung verwendete freie Valenz der gegen
CD20-gerichteten Fab-Region lie3e sich nachfolgend ebenso mit einer weiteren Bin-
dungsspezifitat variieren, so dass die zunachst bispezifischen Molekule hinsichtlich

einer Trispezifitat weiterentwickelt werden kénnen.

Tribody
VH VL
a A sckvV, x scFvV,
I | Fab CD40 scFv CD40 scFv
CD40 scFv CD64 scFv
/N CD40 scFv HM1.24
\ / scFv

Abb. 8: Konstruktion bispezifischer Molekiile zur selektiven Adressierung Dendritischer Zellen.
An die fur die leichte (V) und schwere (V) Kette des Fab-Fragments (links) kodierenden Sequenzen
werden die flr die ausgewahlten scFv-Anteile (links) kodierenden Bereiche angefiigt. Auf diese Weise
kbnnen homo- und heterodimere Molekile generiert werden, welche die agonistische, DZ-
aktivierenden CD40-Domane mono- oder bivalent allein ([(CD40 scFv x CD40 scFv) x CD20 Fab]
bzw. [(CD40 scFv x HM1.24) x CD20 Fab]), oder aber in Kombination mit den Fc-Rezeptor-bindenden
scFv (CD64), verbinden.
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3.1. Klonierung, Expression und Aufreinigung der rekombinanten

Proteine

3.1.1. Klonierung der Tribodies

Die Konstruktion der fur die Arbeit vorgesehenen Fab-Molekile sollte ausgehend von
bereits vorliegenden CD20-Fab Derivaten (Staudinger, pers. Mitteilung) erfolgen. Die
schwere Kette (Vy) besteht hierbei aus dem konstanten Anteil Cyq und der variablen
Region V4 eines gegen CD20 gerichteten Antikorpers (vgl. Abb. 9). Im 5°-Bereich ist
der scFv, welcher gegen CD40 gerichtet ist, eingefugt. Im 3'-Bereich des Vy-Anteils
wurde zur spateren Anreicherung und Detektion des rekombinanten Proteins eine fur
sechs Histidine kodierende Nukleotid-Sequenz angefugt. Die leichte Kette (V) setzt
sich aus einem scFv-Anteil im 5°-Bereich, dem konstanten Anteil (C.) und der variab-
len Region (V.) der leichten Kette des CD20-Antikdrpers zusammen. Zur Sekretion
des rekombinanten Proteins aus transgenen Zellen tragen die cDNA-Anteile zudem
einen fur ein Sekretionssignal kodierenden Anteil im 5°-Bereich.

Sowohl die schwere Kette des Tribody [CD40 scFv x CD20 V], als auch die leichten
Ketten mit jeweils einem CD20 V -Anteil und den scFv gegen CD40 und CD64 lagen

bereits als Plasmide fur die Expression in Sdugerzellen im Vektor pSecTag kloniert

VOr.
Fab Vy
Sfil Sfil
H
—— scrv G - VA
Sekretions- Hisg-Tag
signal
Fab V|_
Sfil Sfil
—— v T - V-
Sekretions- Strep-Tag
signal

Abb. 9: Schematische Darstellung der leichten und schweren Kette des Fab-Molekiils.
(Abkdrzungen: Vy: variable schwere Kette, V| : variable leichte Kette, C,: konstante leichte Kette, Cy,
konstante schwere Kette, scFv: einzelstrangiges variables Fragment, Sfil Erkennungssequenz fir die
Restriktionendonuklease Sfil).
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Demnach musste in einem der Plasmide, welches die Leichtketten-Sequenzen tragt,
der scFv-Anteil durch die fur HM1.24 kodierende Sequenz ausgetauscht werden.
Dies erfolgte durch Hydrolyse der Plasmid-DNA des Vektors pSecTag [LC CD20 V| x
CD64 scFv] mittels der Restriktionsendonuklease Sfil (siehe Abb. 10). Aus dem Plas-
mid pSecTag [HM1.24 x GFP] wurde die zu inserierende HM1.24 cDNA ebenfalls
durch Sfil-Hydrolyse erhalten. Die anschlieBend vorliegenden Hydrolyseprodukte
wurden zunachst gelelektrophoretisch aufgetrennt. Nachfolgend wurden die Frag-
mente sowohl des Sfil-Vektor-Anteils pSecTag [LC CD20 V,] (6,6 kb), als auch des
370 bp grolRen Sfil-HM1.24-Fragments, aus dem Gel eluiert. Das so erhaltene
pSecTag [LC CD20 V\; Vektor-Fragment wurde mit der HM1.24-cDNA ligiert. Nach
Transformation von E. coli XL1 Blue erfolgte die Propagation potentieller Klone auf-
grund der im Vektor pSecTag kodierten Ampicillin-Resistenz durch Anzucht auf Am-
picillin-haltigem Selektionsmedium. Potentielle, das rekombinante Plasmid-tragende
Klone wurden nachfolgend kultiviert und fur die Isolierung der Plasmid-DNA im klei-

nen Mal3stab eingesetzt.

T7 Promotor T7 Promotor

Ig kappa leader Ig kappa leader
CMV Promotor CD20 VL CMV Promotor Sfil (74)
> i
)-hong) hCL - _~/ HM1.24
> Hinge-15GS-Spacer Sfil (440)
/ Sfil (800) / Linker
¢ CD40 scFv afp
Amp Sfil (1577) Amp | 6xHis tag
| 6xHis tag | 3' AOX1 priming site
A = 3' AOX1 priming site \ PolyA site
\ 373 bp PoliA el 7022 bp [
olyA site \
» ' b a 1 ori
ColE1 ori / f1 ori 4
%, ColE1 ori .
\ - 2 \ SV40 promotor & ori
prmm—— SV40 promotor & ori M
Hygro
Hygro
pSecTag LC [CD20 V| x CD40 scFv] pSecTag [HM1.24 x GFP]

Abb. 10: Plasmidkarten des pSecTag LC [CD20 VL x CD40 scFv] und pSecTag [HM1.24 x GFP].
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3.1.2. Charakterisierung der [(CD40 scFv x HM1.24) x CD20 Fab]-Tribody-
Klone durch DNA-Hydrolyse und Gelelektrophorese

Zur ldentifizierung des rekombinanten Plasmids pSecTag LC [CD20 V. x HM1.24]
wurde eine Hydrolyse der aus den Plasmid-DNA-Praparationen ausgewahlten Klone
mit der Restriktionsendonuklease Sfil durchgeflhrt. Nachfolgend wurden die so er-
haltenen Fragmente in einem 1%-igen Agarose-Gel aufgetrennt (vgl. Abb. 11). Als
Kontrolle dienten die ebenfalls Sfil hydrolysierten parentalen Vektoren pSecTag LC
[CD20V,_ x CD64 scFv] und pSecTag [HM1.24 x GFP].

T7 Promotor
Ig kappa leader

CMV Promotor > CD20 VL
N hCL
o ” 1 Hinge-15GS-Spacer
/ Sfil (800)
/ N HM1.24
Amp 4 Sfil (1166)
[ 6xHis tag
| 3' AOX1 priming site
< 6962 bp [l
\ ‘s' / PolyA site
/ 7 1 ori
ColE1 ori \ /{,/3 : SV40 promotor & ori

Hygro

pSecTag LC [CD20 V, x HM1.24]

Abb. 11: Identifizierung potentieller pSecTag LC [CD20 V. x HM1.24] Klone.
Gelelektrophoretische Auftrennung (links) Sfil-hydrolysierter Plasmid-DNA fuinf unabhangiger potenti-
eller Klone (3-7) und der parentalen Vektoren pSecTag LC [CD20 V| x CD64 scFv] (1) sowie pSecTag
[HM1.24 x GFP] (2) (M: Marker; 1%-iges Agarose-TAE-Gel; Ethidiumbromid-gefarbt). Plasmidkarte
des pSecTag LC [CD20 V. x HM1.24] (rechts).

Durch Sfil-Hydrolyse des parentalen Plasmids pSecTag LC [CD20 V| x CD64 scFv]
entsteht neben dem Vektor pSecTag LC [CD20 V,] (> 6,6 kb) das 800 bp grofie Sfil
Fragment des CD64 scFv. Aus dem Plasmid pSecTag [HM1.24 x GFP] wird neben
dem Vektoranteil pSecTag GFP die fur HM1.24 kodierende Sequenz mit einer Grolke
von 370 bp erhalten. Demnach weist das Muster der Fragmentgrof3en aller funf aus-
gewahlten Klone darauf hin, dass in den analysierten Plasmiden die HM1.24-Sfil
Kassette vorliegt. Eine nachfolgende Sequenzierung der Plasmide bestatigte die er-
folgreiche Substitution des CD64 scFv im pSecTag LC [CD20 V] durch die HM1.24
cDNA (360 bp), so dass folglich alle zur Expression der CD20 Fab-Molekule bend-

tigten Konstrukte vorlagen.
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3.1.3. Expression und Anreicherung der rekombinanten Molekiile

Durch Verwendung des Expressionsvektors pSecTag in Kombination mit der im 5'-
Bereich der Konstrukte vorliegendem Sekretionssignals wird die Expression der klo-
nierten Tribody-cDNA in eukaryotischen Zellen als sekretierte Proteine ermoglicht.
Die vektorielle Translation des Proteins in das Endoplasmatische Retikulum erlaubt
die posttranslationale Modifizierung des Proteins, wie z.B. das Schliel3en intra- und
intermolekularer Disulfidbricken, so dass die Dimerisierung der Tribody-Molekule
moglich wird. Im Anschluss erfolgt die Sekretion dimerer Molekule in das Medium.
Die Expression der Fab-Derivate sollte zunachst transient in eukaryotischen Zell-
linien erfolgen. Hierzu wurde die eukaryotische Expressionslinie Hek 293T (Human
Embryonic Kidney) jeweils mit den entsprechenden Fab-Konstrukten, die fur die
leichte und schwere Kette kodierten, transfiziert. Im Anschluss an die Transfektion
erfolgte eine funftagige Kultur der Transfektanden. Nachdem das in den Zellen syn-
thetisierte Protein in das Zellkulturmedium sekretiert wurde, wurde das Medium tag-
lich gewechselt und Uber eine Woche gesammelt.

Die Anreicherung der Fab-Derivate aus dem Zellkulturmedium erfolgte durch Affi-
nitdtsreinigung. Die verwendete Affinitatsmatrix erlaubt aufgrund eines immobili-
sierten anti-k-Domanenantikdrpers die selektive Anreicherung von Molekulen, die
eine humane k-Leichtkette tragen. Aufgrund dieser Selektivitat war von einer optima-
len Anreicherung der rekombinanten CD20-Fab-Molekule auszugehen. Nach Bela-
den der Matrix bei annahernd neutralem pH (pH 7,5) wurde nicht oder unspezifisch
gebundenes Protein durch Waschen mit Puffer entfernt. Im Anschluss erfolgte die

Elution des gebundenen Proteins mittels eines pH-Stufengradienten (pH 3.0).
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Abb. 12: Profil der Affinitatschromatographie zur Anreicherung rekombinanter Fab-Molekiile
uiber anti-x -Affinitatsmatrix.

3.1.4. Qualitative und quantitative Charakterisierung der produzierten Protei-

ne

Die durch Affinitatschromatographie erhaltenen Proteinfraktionen wurden nachfol-
gend mittels SDS-Page, Western-Blot und automatisierter Experion®-Elektrophorese
qualitativ und quantitativ charakterisiert.

Die gelelektrophoretische Auftrennung der Elutionsfraktionen mittels SDS-Page er-
madglicht eine Aussage Uber die Grolde einzelner, in den Fraktionen vorliegender Pro-
teine, sowie uUber die Homogenitat, d.h. die Reinheit der Fraktionen. So konnte in
dem Coomassie-gefarbten SDS-Gel (vgl. Abb. 13, A) in den Fraktionen der Affinitats-
aufreinigung des CD20 Fab mit weiterer Spezifitat fur CD64 scFv und CD40scFv
[(CD64 scFv x CD40 scFv) x CD20 Fab] unter reduzierenden Bedingungen eine
Bande bei ca. 65 kDa ermittelt werden (vgl. Abb. 13, A). Diese GroRe entspricht etwa
der berechneten Masse der Summe der rekombinanten, reduzierten Fab-Fragmente
(58 kDa). Auf gleicher Hohe liegt die Bande fur das CD20 Fab-Derivat mit bivalenter
Spezifitat fur CD40 [(CD40scFv x CD40scFv) x CD20 Fab]. Dem gegenuber weist
die Fraktion nach Anreicherung des CD20 Fab-Molekuls mit monovalenter Bin-
dungsspezifitat fur CD40 und dem der leichten Kette angefugtem HM1.24 Antigen
zwei Banden auf. Dies ist vermutlich auf die GroRRendifferenz zwischen dem CD40
scFv-Anteil (58 kDa) im Vergleich zum kleineren HM1.24-Anteil (45 kDa) zurlckzu-
fuhren. In allen drei Fraktionen sind neben den dominierenden Banden lediglich mi-

nimale Kontaminationen der Proben mit Proteinen anderer GroRe zu detektieren.
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Zur weiteren Analyse der Elutionsfraktionen wurden die Proben im Anschluss an die
gelelektrophoretische Auftrennung mittels Western-Blot auf eine Membran Uberflhrt.
Zur Detektion der rekombinanten Molekule wurde eine Hybridisierung mit Antikdrpern
vorgenommen, die gegen die in der leichten und schweren Kette der Fab-Derivate
vorliegende 6x Histidin-Sequenz (Hisg-Tag) gerichtet sind. Der Nachweis der Hybridi-
sierung erfolgte durch Umsatz eines Farbsubstrats durch das an die Antikdrper ge-
koppelte Enzym ,Meerrettich-Peroxidase®. Demnach handelt es sich bei den Protei-
nen, welche die dominierenden Banden im SDS-Gel reprasentieren, um die den 6x
Histindin-Anteil tragenden leichten und schweren Ketten der rekombinanten CD20
Fab-Derivate (vgl. Abb. 13, B).

M1 2 3 M1 2 3
kDa kDa
150 120
- 75
50 3
50 .
37
37
A B

Abb. 13: Nachweis der durch Affinititschromatographie angereicherten rekombinanten Protei-
ne.

Nach Auftrennung der Proteine durch Gelelektrophorese in einem 10%-igem SDS-Gel (links,
Coomassie-gefarbt) erfolgte der Nachweis der Proteine mittels Western-Blot unter Verwendung eines
anti-Hisg-Tag-Antikorpers, eines Peroxidase (HRP)-gekoppelten sekundaren anti-Maus-Antikdrpers
sowie eines Chemilumineszenz Substrats (rechts).

M: Marker

1: [(CD64 scFv x CD40 scFv) x CD20 Fab]
2: [(HM1.24 x CD40 scFv) x CD20 Fab]

3: [(CD40 scFv x CD40 scFv) x CD20 Fab]

Zur weiteren Analyse der Elutionsfraktionen insbesondere hinsichtlich der Quantifi-
zierung der vorliegenden Proteine sowie deren Homogenitat wurden diese einer au-
tomatisierten Elektrophorese mittels des ,Experion™ Automated Electrophoresis

System” (BioRad) unterzogen. So konnten in den die rekombinanten Fab-Molekule
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enthaltenen Fraktionen unter reduzierenden Bedingungen zwei Fragmente der Gro-
Re 69 kDa und 71 kDa nachgewiesen werden (vgl. Abb. 14). Die Gro3e der beiden
Fragmente entspricht etwa dem Molekulargewicht der leichten bzw. schweren Kette
der rekombinanten CD20 Fab Derivate.

Die Auftrennung der Elutionsfraktionen mittels des Experion-Systems erlaubt unter
nicht reduzierenden Bedingungen eine Aussage uUber das Vorliegen der die Fab-Ket-
ten verbindenden, d.h. stabilisierenden Cystein-Bindungen (Disulfidbricken) und
damit die Detektion heterodimerer Fab-Molekile. So konnte gezeigt werden, dass
die Elektrophoreseprofile der Elutionsfraktionen des [(CD40 scFv x CD40 scFv) x
CD20 Fab], als auch des [(CD64 scFv x CD40 scFv) x CD20 Fab] unter nichtreduzie-
renden Bedingungen Signale in einer GrofRe aufweisen, die einer Molekulmasse von
140 kDa entsprechen (siehe Abb. 14). Dies entspricht dem erwarteten Molekularge-
wicht der rekombinanten CD20 Fab-Dimere. Allein das Elutionsprofil des [(HM1.24 x
CD40 scFv) x CD20 Fab] weist aufgrund der Banden im hochmolekularen Bereich
auf das Vorkommen multimeren Proteins, also auf Aggregate der rekombinanten
[(HM1.24 x CD40 scFv) x CD20 Fab]-Derivate in der Fraktion, hin.

kDa M 1 2 3 4 5 6

260 = - - - » ' —

150

100
75

50

20

Abb. 14: Chromatographische Charakterisierung der rekombinanten Proteine hinsichtlich
Reinheit und Quantitat.
Die Auftrennung der aufgereinigten rekombinanten Proteine aus den Elutionsfraktionen erfolgte mittels
Experion-Technologie unter reduzierenden (1-3) sowie nichtreduzierenden (4-6) Bedingungen.

M: Marker

1,3: [(CD64 scFv x CD40 scFv) x CD20 Fab]

2,4: [(CDA40 scFv x CD40 scFv) x CD20 Fab]

3,6: [(HM1.24 x CD40 scFv) x CD20 Fab]
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Da eine Reduktion der Probe, d.h. das Auflésen von Disulfid-Bindungen, zu Banden
im niedermolekularen Bereich flhrte, welche den monomeren Fab-Anteilen entspra-
chen, kann von einer Multimerisierung der Fab-Anteile Uber Disulfidbricken ausge-
gangen werden. Mdgliche Ursache hierflir kdnnten die im HM1.24 Anteil vorliegen-
den drei Cysteine sein.

Die erhaltenen Elutionsfraktionen wurden nachfolgend mittels GroRenausschluss-
chromatographie unter nativen Bedingungen aufgetrennt, um die Fraktionen hin-
sichtlich des Vorliegens dimerer bzw. multimerer Fab-Molekule zu analysieren. Durch
Verwendung eines Protein-Grollenstandards wurde hierzu zunachst eine Kali-
brierung vorgenommen. Da die Elutionszeit bzw. das Elutionsvolumen bei gleichen
Chromatographiebedingungen proportional zur Molekulgrofe sind, kann so von der
Elutionszeit bzw. dem Volumen auf die MolekullgroRe der Proteine in den Fraktionen
geschlossen werden. Nachfolgend wurden die CD20 Fab-Derivate unter gleichen
Bedingungen aufgetrennt.

Fur die [CD40 scFv],- und [CD64 scFv x CD40 scFv]-bispezifischen Fab-Moleklle
wurde ein maximaler Anstieg der Absorption (AE2sonm) bei einem Flievolumen von
13,6 ml beobachtet (vgl. Abb. 15), was einer Molekulmasse von 125 kDa entspricht.
Im Gegensatz hierzu konnte fur das [(CD40 scFv x HM1.24) x CD20 Fab]-Derivat
eine maximale Absorption bei 11 ml belegt werden, was auf das Vorliegen grof3er
Proteine mit einer Masse von > 200 kDa hindeutet. Damit wird die aus den Ergebnis-
sen der SDS-Page getroffene Annahme bestatigt, dass in dieser Fraktion gehauft

multimere Fab-Fragmente vorliegen.
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Abb. 15: Gelfiltration der aufgereinigten rekombinanten CD20-Fab-Molekiile.
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3.1.5. In vitro Mutagenese des [(CD40 scFv x HM1.24) x CD20-Fab]-Derivats

Wie durch gelelektrophoretische Auftrennung der Fraktion der [(HM1.24xCD40) x
CD20-Fab]-Derivate gezeigt wurde, liegen nach der Expression der HM1.24 cDNA
enthaltenen Plasmide gehauft multimere Fab-Molekile vor. Um eine Multimerisie-
rung der Fab-Derivate Uber die in der HM1.24-cDNA vorliegenden und fur drei Cys-
teine kodierenden Triplets zu verhindern, wurde eine in vitro Mutagenese der
HM1.24 cDNA in dem entsprechenden Konstrukt vorgenommen. Hierdurch sollten
die drei Cysteine an Position 158, 187 und 271 durch Serin ausgetauscht werden.
Durch die so erhaltene cDNA Sequenz wird ein mutagenisiertes HM1.24 Protein ko-
diert, welches die gleichen immunogenen CD8-restringierten Epitope wie das ur-
sprungliche Epitop aufweisen sollte. Dies konnte durch eine computerbasierte Be-
rechnung bzw. Vorhersage der entsprechenden von den translatierten cDNAs abge-
leiteten Aminosaure-Sequenzen ermittelt werden (verwendete Algorithmen auf
http://www.syfpeithi.de und http://tools.immune-epitope.org).

Zur Substitution der fur die Cysteine kodierenden Triplets wurde zunachst aus-
gehend von der urspringlichen HM1.24 cDNA eine Mutagenese-PCR mit dem Oligo-
nukleotid HM1.24-mut1 vorgenommen. Nach selektiver Hydrolyse der parentalen
Plasmid-DNA mit Dcml wurde eine Transformation von E. coli vorgenommen. So er-
haltene E. coli Klone wurden fur die Isolierung von Plasmid-DNA eingesetzt. Nach-
dem der vorgenommene Austausch des Nukleotids durch Sequenzierung bestatigt
wurde, konnte die nun vorliegende mutagenisierte HM1.24 cDNA fur eine weitere
PCR-Mutagenese mit dem Oligonukleotid HM1.24-mut2 zur Substitution der Base an
Position 187 verwendet werden. Letztlich wurde diese HM1.24 Mutagenese noch mit
dem Oligonukleotid HM1.24-mut3 vorgenommen, so dass schliellich Plasmide mit
der an drei Positionen mutagenisierten HM1.24 cDNA vorliegen. Diese wurde nach
Bestatigung der Basenaustausche zur Substitution der parentalen HM1.24 cDNA im
Expressionsplasmid pSecTag LC [CD20 VL x HM1.24] eingesetzt, so dass das
Plasmid pSecTag [CD20 VL x HM1.24,,] erhalten werden konnte.
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A Cys-Gly
Cys-Ser Cys-Gly
HM1.24 cDNA
399 bp
Cys/Ser Cys/Gly
HM1.24 GCCAACAGCGAGGCJTGCEGGGACGGCCTTCGGGCAGTGATGGAJTIGTICGCAATGTCACCCATCTCCTG

Mut . GCCAACAGCGAGGC{TCCEGGGACGGCCTTCGGGCAGTGATGGAJGGTICGCAATGTCACCCATCTCCTG

HM1.24

Mut . CAACAAGAGCTGACCGAGGCCCAGAAGGGCTTTCAGGATGTGGAGGCCCAGGCCGCCACUGGC

Cys/Gly

CAACAAGAGCTGACCGAGGCCCAGAAGGGCTTTCAGGATGTGGAGGCCCAGGCCGCCACYTGCRACCA

PACCA

Cys/Ser
HM1.24 AGGCCTGCCGGG
Mut. AGGCCTCCCGGG
B 3 G G R C G G G
Cys/Gly
HM1.24 ATGGAGTGTCGC
Mut. ATGGAGGGTCGC
G G G G G C G ¢
Cys/Gly ’/
HM1.24 CCACCTGCAACCA
Mut. CCACCGGCAACCA

Abb. 16: Nachweis der in vitro Mutagenese in der HM1.24-cDNA.
Schematische Darstellung der HM1.24 cDNA (A) und der zu mutagenisierende Cysteine (hervorgeho-
ben). Nachweis der erfolgten Mutagenese der HM1.24 cDNA durch Sequenzierung (B).
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3.1.6. Expression des CD20 Fab mit mutagenisiertem HM1.24

Das nach der in vitro Mutagenese (s.0.) erhaltene Plasmid wurde zur Expression der
dimeren CD20 Fab Derivate mit CD40 scFv und HM1.24 Antigen [(CD40 scFv x
HM1.24,.) X CD20 Fab] eingesetzt. Die Reinigung wurde durch Affinitatschromato-
graphie an einer Anti-Kappa-Matrix vorgenommen. Die so gewonnenen Elutions-
fraktionen wurden nachfolgend flr eine Gro3enausschlusschromatographie zur Iden-
tifizierung dimerer CD20 Fab-Moleklle eingesetzt. Im Gegensatz zu den nach Ex-
pression des parentalen HM1.24 Konstruktes erhaltenen Signale, konnten hierbei
lediglich Signale detektiert werden, die auf das Vorhandensein dimerer CD20 Fab
Molekule schlieen lielien. Groliere Molekule mit einem Molekulargewicht tber 160
kDa lagen in dieser Praparation nicht vor.

g\v SN
A\ 2

kDa
150 -
100 -
75 -

50 -
37-

25 -
20 -

Abb. 17: Experion-Analyse der Elutionsfraktionen nach Affinititschromatographie des muta-
genisierten [(CD40 scFv x HM1.24,,,;) x CD20 Fab]-Proteins.

Neben der nach Affinitatschromatografie Gber Ni-NTA-Matrix erhaltenen Fraktion (Ni-NTA) wurde die
Elutionsfraktion nach Aufreinigung des [(CD40 scFv x HM1.24,,) x CD20 Fab]-enthaltenen Uber-
stands Uber Anti-k-Matrix (Anti-x,) zur Charakterisierung der Fraktionen hinsichtlich Homogenitat so-
wie Quantifizierung der Proteine aufgetrennt.
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Abb. 18: Gelfiltration des mutagenisierten [(CD40 scFv x HM1.24,,,) x CD20 Fab]-Proteins.

Zur weiteren Charakterisierung der durch Affinitdtschromatographie erhaltene Elutionsfraktion des
[(CD40 scFv x HM1.24,,+) x CD20 Fab]-Proteins wurde eine GréRenausschlusschromatographie zur
Bestimmung der Grofie des Proteins vorgenommen.
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3.1.7. Nachweis der Bindungsspezifitaten

Nachdem alle rekombinanten scFv-Fab-Fusionsmolekile exprimiert und zur Homo-
genitat aufgereinigt werden konnten, sollte die Antigen-Spezifitat der scFv-Domanen
und die des CD20-gerichteten Fab-Anteils ermittelt werden. Hierzu wurden Antigen-
bindungstests unter Verwendung vorliegender Antigen-positiver Zellen bzw. trans-
fizierter Zelllinien durchgefuhrt, wobei Antigen-negative bzw. nicht transfizierte Zellen
als Kontrollen dienten.

Zur Analyse der Antigen-Bindungsspezifitat des CD20-Fab-Anteils der verschie-
denen Fusionsproteine wurden CD20-positive Raji-Zellen eingesetzt. Die Detektion
der Bindung der rekombinanten Fab-Molekile an diese Zellen erfolgte durchfluss-
zytometrisch unter Einsatz eines gegen den in den Proteinen vorliegenden Hisg-An-
teil (Hexa-Histidin-Tag) gerichteten fluoreszenzmarkierten Antikorpers. Sowohl fur
das [(CD40 scFv), x CD20 Fab], als auch fiur die [(CD64 scFv x CD40 scFv) x CD20
Fab] und [(CD40 x HM1.24,,,;) x CD20 Fab]-Molekile konnte eine dosisabhangige
spezifische Bindung an Raji-Zellen (CD20") nachgewiesen werden (vgl. Abb. 19 und
20).

; AT ) T
1 10 10 10° 10 10 10 10 10

FITCLog FITC-Log FITC-Log

(CD40scFv x CD64scFv)  (CD40scFv x CD40scFv) (CD40scFv x HM1.24)
X X X
Fab CD20 Fab CD20 Fab CD20

Abb. 19.: Durchflusszytometrischer Nachweis der Antigen-spezifischen Bindung der aufgerei-
nigten rekombinanten CD20-Fab-Fusionsproteine auf CD20-positiven Zellen.

CD20-positive Zellen (Raji) wurden zum Nachweis der Antigen-spezifischen Bindung der rekombinan-
tenCD20-Fab-Moelkile eingesetzt. Zur durchflusszytometrischen Detektion der Bindung dieser Fab-
Molekile an die Zellen wurde ein FITC-gekoppelter anti-Hisg-Tag Antikdrper eingesetzt.
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Abb. 20: Dosisabhangige Bindung des CD20 Fab-Molekiils an CD20-positive Zellen.

Zum Nachweis der dosisabhangigen Bindung der rekombinanten CD20-Fab-Molekule wurden CD20-
positive Raji-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen der Molekile inkubiert. Nachfolgend wur-
den die gebundenen Proteine mit einem FITC-markierten anti-Hisg-Tag-Antikdrper im Durchflusszyto-
meter quantifiziert. Als Kontrolle diente ein irrelevantes Fab-Molekul. (Abk.: MFI: durchschnittliche
Fluoreszenzintensitat, ,mean fluorescent intensity).

Nachdem die rekombinanten Fab-Moleklle neben dem CD20-gerichteten Fab-Anteil
Domanen flur die Adressierung von CD40 respektive CD64 im [(CD40 scFv), x CD20
Fab], [(CD64 scFv x CD40 scFv) x CD20 Fab] bzw. [(CD40 scFv x HM1.24,) X
CD20 Fab] aufweisen, sollte nachfolgend zudem die antigenspezifische Bindung an
diese Antigene nachgewiesen werden. Hierzu standen Zelllinien zur Verfugung, wel-
che die Antigene rekombinant exprimierten.

Der Nachweis der CD40-Bindung erfolgte unter Verwendung CD40-positiver CHO-
Zellen, welche die CD40 kodierende cDNA tragen. Die Expression des CD40-Anti-
gens konnte mit CD40-gerichteten, fluoreszenzmarkierten Antikorpern durchfluss-
zytometrisch nachgewiesen werden. Zur Analyse der Bindung der exprimierten und
aufgereinigten CD20-Fab-Molekile mit CD40-Bindungsdomanen an CD40-positive
Zellen (M. Staudinger, pers. Mitteilung) erfolgte indirekt durch einen fluores-
zenzmarkierten Sekundarantikorper, der gegen den Hexa-Histindin-Tag gerichtet ist.
Aufgrund der monovalenten Bindung des [(CD64 scFv x CD40 scFv] x CD20 Fab]
weist dieses Molekul eine niedrigere Aviditat im Vergleich zum bivalent CD40-bin-
denden [(CD40 scFv), x CD20 Fab] auf (vgl. Abb. 21).
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[ ] [(CD64scFv x CD40scFv) x CD20 Fab]
v [(CD40scFv x CD40scFv) x CD20 Fab]

Abb. 21: Dosisabhidngige Bindung des [(CD64scFv x CD40 scFv) x CD20 Fab]-Tribody auf
CD40-positiven Hek293T.

Zum Nachweis der CD40-seitigen Bindung der rekombinanten Molekile wurden transgene Hek293T-
Zellen eingesetzte, die aufgrund einer stabilen Transfektion eine fur CD40-kodierende cDNA tragen
(Staudinger, pers. Mitteilung). Der Nachweis der Bindung der Molekule auf den Zellen erfolgte wieder
durchflusszytometrisch mit einem FITC-gekoppelten anti-Hisg-Tag-Antikérper.

CD64-positive BHK-Zellen (M. Peipp, pers. Mitteilung) dienten zum Nachweis der
Bindung der gegen CD64-gerichteten Domane im CD20-Fab-Derivat [(CD64 scFv x
CD40 scFv) x CD20 Fab]. Vergleichend wurde das [(CD40 scFv), x CD20 Fab]-
Molekul eingesetzt. Der Nachweis der Bindung erfolgte mit einem gegen den Hise-
Tag gerichteten, fluoreszenzmarkierten Antikorper durchflusszytometrisch. Im Ge-
gensatz zum bivalent CD40-bindenden Molekul konnte so eine dosisabhangige Bin-
dung des CD20-Fab-Derivats mit CDG64-bindenden Doméane an die CD64-
exprimierenden Zellen nachgewiesen werden (vgl. Abb. 22).

Zusammenfassend konnte durch die durchflusszytometrische Analyse der Bindungs-
spezifitaten gezeigt werden, dass die Tribody-Molekile [(CD40 scFv), x CD20 Fab],
[(CD64 scFv x CD40 scFv) x CD20 Fab] und [(CD40 scFv x HM1.24,,,t) x CD20 Fab]
als heterodimere Moleklle vorliegen, die entsprechenden Bindungsvalenzen flr
CD20, CD40 bzw. CD64 aufweisen und damit fur die weiteren funktionellen Analysen

zur Verfugung stehen.
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Abb. 22: Dosisabhdngige Bindung des [(CD64 scFv x CD40 scFv) x CD20 Fab]-Tribody an CD64
positive BHK.

CD64-positive BHK wurden zum Nachweis der dosisabhangigen, Antigen-spezifischen Bindung des
CD64 scFv-tragenden Tribodies verwendet. Als Kontrolle diente das [(CD40 scFv), x CD20 Fab]-
Molekil. Durchflusszytometrisch wurde die quantitative Bindung der Molekile Uber einen FICT-
gekoppelten anti-Hisg-Tag-Antikbrper gemessen.

3.2. Charakterisierung des Ausgangsmaterials

Notwendige Voraussetzung fur die Induktion einer T-Zell-Antwort stellen professionell
Antigen-prasentierende Zellen, zum Beispiel Dendritische Zellen, dar. Aufgrund der
geringen Frequenz dieser Zellen im Blut gesunder Spender werden fur ex vivo Ver-
suche zur Antigen-Beladung und Expansion Antigen-spezifischer T-Zellen zumeist
die aus Monozyten differenzierten Antigen-prasentierenden Zellen verwendet. Diese
Monozyten kdnnen aus dem peripheren Blut gesunder Spender isoliert werden, wo-
bei neben Vollblutspenden auch Lymphozytenkonzentrate eingesetzt werden kon-
nen. Hieraus werden mononukleare Zellen durch Dichtegradientenzentrifugation zu-
nachst angereichert, bevor Monozyten durch immunomagnetische Separation Uber
den auf Monozyten selektiv vorkommenden Oberflachenmarker CD14 isoliert wer-

den.
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3.2.1. Anteil an Monozyten und T-Zellen in Lymphozytenkonzentraten

Nachdem sich Lymphozytenkonzentrate flr die Praparation der Monozyten aufgrund
ihrer Verfugbarkeit anboten, sich aber in ihrer Zusammensetzung von peripherem
Blut gesunder Spender unterscheiden kdnnen, sollte zunachst eine qualitative und
quantitative Analyse der Lymphozytenkonzentrate hinsichtlich ihres Gehalts an T-
Zellen sowie Monozyten erfolgen. Durch Verwendung fluoreszenzgekoppelter Anti-
korper, welche die Differenzierung zytotoxischer T-Zellen, T-Helfer-Zellen und Mo-
nozyten erlauben, kann eine Aussage uUber den relativen Gehalt dieser Zell-
populationen in der Fraktion mononuklearer Zellen erfolgen.

Daruber hinaus erlaubt die durchflusszytometrische Analyse der Monozyten gleich-
zeitig die Hohe der Expression der fur eine Antigen-Direktion in Frage kommenden
Fc-Rezeptoren, d.h. des hochaffinen IgG-Rezeptors FcyRIl (CD64) und des IgA-
Rezeptors FcaR (CD89), als auch des fur die geplante Aktivierung/Reifung der Zel-
len vorgesehenen Rezeptor CD40, zu bestimmen.

Im Durchschnitt lag der Anteil der T-Zellen (CD3-positiv) in der Fraktion der mono-
nukledren Zellen nach Dichtegradientenzentrifugation bei ca. 60%. Hierbei wiesen
20% den immunologischen Marker CD8 auf, so dass es sich um die Population der
zytotoxischen T-Zellen handelte. Bei den restlichen 40% der T-Zellen konnten der
Gruppe der T-Helfer-Zellen zugeordnet werden (siehe Abb. 23).

Monozyten lassen sich durchflusszytometrisch Uber ihre Eigenschaften der Licht-
streuung, zudem jedoch auch immunologisch Uber die Expression von CD14, definie-
ren. Die Frequenz CD14-positiver Zellen lag in den Lymphozytenkonzentraten bei
durchschnittlich rund 17% (vgl. Abb. 23). Zudem wiesen diese Zellen zusatzlich die
Expression der Marker CD64 und CD89 auf. Hierbei handelt es sich um den hochaf-
fin IgG-bindenden Fcy-Rezeptor | (CD64) sowie den IgA-bindenden Fca-Rezeptor
(CD89), welche beide fur eine Antikdrper-vermittelte Antigenbeladung der DZ in Fra-
ge kommen. Daruber hinaus konnte auf allen Monozyten CD40 detektiert werden.
Uber diesen Rezeptor kdnnte eine Aktivierung bzw. Reifung der Zellen induziert wer-

den.
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Abb. 23: Immunologische Charakterisierung der Lymphozytenkonzentrate.

Der Anteil der einzelnen Zell-Populationen in der Fraktion der mononuklearen Zellen aus den Lympho-
zytenkonzentraten gesunder Spender wurde durchflusszytometrisch aufgrund der linienspezifischen
Expression von CD3 auf T-Zellen (weitere Unterteilung anhand CD4: T-Helfer-Zellen und CD8: zytoto-
xische T-Zellen) und CD14 auf Monozyten bestimmt. Zur ndheren Charakterisierung der Monozyten
wurden die Fc-Rezeptoren CD64 (FcyRl) und CD89 (FcaR) sowie CD40 durchflusszytometrisch
nachgewiesen.

3.2.2. Effizienz der CD14-positiven Selektion iiber MACS

Die Anreicherung der Monozyten aus der Fraktion der mononuklearen Zellen erfolgte
immunologisch unter Verwendung eines gegen den auf Monozyten exprimierten
Oberflachenrezeptor CD14 gerichteten Antikorpers (siehe Material und Methoden —
2.2.17.). Dieser Ansatz erlaubt die selektive Bindung paramagnetischer Partikel auf
den Monozyten, welche dann in einem magnetischen Feld von den nicht markierten
Zellen getrennt werden. Mittels dieser Magnet-basierten Zell-Separationstechnologie
(MACS) erfolgte eine schonende, quantitative Separation der markierten Zellen aus
gemischten Populationen.

Zur Analyse der Effizienz dieser Methode im Hinblick auf die Gewinnung hochreiner
Monozyten-Praparate wurden die bei der Separation erhaltenen Fraktionen, also die
CD14-postive sowie die CD14-negative Zellfraktion, durchflusszytometrisch unter-
sucht. Die Ausbeute an CD14-positiven Zellen in der CD14-postiven-Fraktion lag bei
durchschnittlich mehr als 90% (s. Abb. 24). In der CD14-negativen-Fraktion wurden
<1% CD14-positiven Zellen nachgewiesen. Die Anreicherung ist demnach quantitativ

annahernd verlustfrei.
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Abb. 24: Effizienz der Separation CD14-positiver Zellen mittels MACS.

Der Anteil CD14-positiver Monozyten in der Fraktion mononukledrer Zellen in Lymphozytenkon-
zentraten gesunder Spender vor (A) und in den im Anschluss an die Separation CD14-positiver Zellen
erhaltenen Negativ- (B, links) wie Positiv-Fraktionen (B, mittig) wurde im Durchflusszytometer be-
stimmt. Immunologisch konnten zudem die in der CD14-positiv Fraktion enthaltenen T-Zellen in T-
Helfer-Zellen (CD3, CD4) sowie zytotoxischen T-Zellen (CD3, CD8) differenziert und quantifiziert wer-
den (B, rechts). Die Anreicherung der Monozyten erfolgte basierend auf der MACS-Technologie quan-
titativ (C).

Die Zellfraktionen vor und nach der Positiv-Selektion der Monozyten wurden zudem
hinsichtlich ihres relativen Anteils an B-Zellen (CD20%), T-Zellen (CD3"), NK-Zellen
(CD56", CD3’) und NKT-Zellen (CD56", CD3") charakterisiert (Abb. 25). Im Verlauf
des Separationsvorgangs werden diese Zellpopulationen in der Monozyten-ent-
haltenen Positivfraktion substantiell depletiert (Abb. 25 B). Der relative Anteil der T-
Zellen, B-Zellen und NK-Zellen in der Negativfraktion (Abb. 25 C) ist aufgrund der
Extraktion der Monozyten leicht erhoht. Diese Fraktion kdnnte nachfolgend als Quel-

le fir T-Zellen zur Expansion Antigen-spezifischer T-Zellen Verwendung finden.
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Abb. 25: Quantitative immunologische Charakterisierung der Lymphozytenkonzentrate vor
MACS, sowie der Positiv- und Negativ-Fraktion nach Separation CD14-positiver Zellen.

A. Relativer Anteil von T-Zellen (CD3"), B-Zellen (CD20"), regulativen NK-Zellen (CD56h'gh) und zyto-
toxischen NK-Zellen (CD56d'm), NKT-Zellen (CD3", CD56") sowie Monozyten (CD14") in den Lympho-
zytenkonzentraten vor CD14-Positivselektion mittels MACS. B, C. Analyse der in den Fraktionen nach
Separation von CD14-positiven Zellen in der Positiv-Fraktion (B) sowie im Durchlauf (C) verbliebenen
Monozyten sowie B-, T- und NK-Zellen.

3.2.3. CDA40-Expression auf Monozyten und unreifen Dendritischen Zellen

Die in dieser Arbeit entwickelten, fir die simultane Antigen-Beladung sowie DZ-
Aktivierung vorgesehenen, rekombinanten Fab-Derivate verfugen Uber drei Valen-
zen: eine zur Beladung vorgesehene, gegen Endozytose-Rezeptoren gerichtete Do-
mane (hier exemplarisch CD64), eine gegen CD40-gerichtete Aktivierungsdomane
und eine noch freie Valenz, die durch einen irrelevanten Fab-Anteil gebildet wird.

Fur die Funktionalitat der Moleklle ist demnach neben der Expression von CDA40,
dem Triggermolekul fur die Maturation der DZ, die gleichzeitige Expression der aus-

gewahlten Endozytose-Rezeptoren auf den Antigen-prasentierenden Zellen not-

52



Ergebnisse

wendig. Nachdem die Differenzierung der Monozyten zu einer Veranderung des
Phanotyps einschlieRlich der Expression der Oberflachenmolekule fuhrt, wurde zu-
nachst der Einfluss der Zytokin-Kombinationen auf die Monozyten-Differenzierung
und Expression des Aktivierungstriggers CD40 untersucht.

Vergleichend wurde hierzu die Differenzierung der Monozyten durch einen Standard-
Ansatz mittels Interleukin (IL)-4 / Granulozyten-/Makrophagen-Kolonie-stimulieren-
den Faktor (GM-CSF) vorgenommen, oder durch Interferon (IFN)-a /GM-CSF bzw.
die Kombination von Interferon (IFN)-f mit IL-3 (Jonuleit et al., 1997) induziert. Die
CD40-Expression wurde durchflusszytometrisch auf den Monozyten und den drei
verschiedenen unreifen DZ-Populationen nachgewiesen.

Im Vergleich zu Monozyten weisen alle unreifen DZ-Populationen eine erhdhte Ex-
pression von CD40 auf (vgl. Abb. 26), so dass die Induktion einer DZ-Reifung Uber
die Adressierung von CD40 mittels mono- oder bivalent CD40-tragender scFv-Fab-

Molekule moglich war.
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Abb. 26: Oberflachenexpression von CD40 auf Monozyten und in vitro aus Monozyten generier-
ten DZ-Populationen.

Die aus Lymphozytenkonzentraten gesunder Spender isolierten Monozyten wurde vor und nach 7d
Kultur im Differenzierungsmedium (IL-4/GM-CSF, IFN-a/GM-CSF und IFN-B/IL-3) durchflusszyto-
metrisch hinsichtlich der Expression des CD40 untersucht.
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3.2.4. Expressionshohe des FcyRI (CD64) Rezeptors auf Monozyten und un-

reifen Dendritischen Zellen

Neben der Expressionshdohe des Aktivierungstriggers CD40 ist zudem die Ober-
flachenexpression der ausgewahlten Endozytose-Rezeptoren Grundlage fur die Bin-
dung der rekombinanten Molekule an die unreifen DZ und damit die nachfolgend ge-
plante Beladung der Zellen mit Antigen. Daher sollte zunachst durchfluss-
zytometrisch die Expressionshohe der Fc-Rezeptoren in Abhangigkeit von den jewei-
ligen Differenzierungsbedingungen, also den verwendeten Zytokin-Kombinationen,

auf den DZ bestimmt werden.
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Abb. 27: Nachweis der FcyRI- (CD64) und Fca- (CD89) Expression auf Monozyten und unreifen
DZ-Populationen.

Monozyten gesunder Spender sowie die aus den Monozyten mittels Kultur in Zytokin-haltigem Medi-
um (IL-4/GM-CSF, IFN-a/GM-CSF und IFN-B/IL-3) Uber 7 Tage differenzierten DZ wurden mittels
Durchflusszytometrie bezlglich ihrer Expression von FcyRI (CD64) und FcaR (CD89) untersucht.
Irrelevante Maus-IgG dienten als Isotyp-Kontrolle.

Fur die gegen Fc-Rezeptoren-gerichteten, zur DZ-Beladung bzw. Reifung vorgese-
henen Konstrukte wurde die Hohe der Oberflachenexpression des FcyRI (CD64) und
FcaR (CD89) auf Monozyten und unreifen DZ untersucht. Es konnte nachgewiesen
werden, dass der untersuchte FcyRI (CD64) auf den undifferenzierten Monozyten
deutlich héher exprimiert wird als auf den unreifen DZ (vgl. Abb. 27). Neben der re-
duzierten Expression des FcgRI durch Differenzierung der Monozyten in Anwesen-
heit von IL-4 (Fanger et al., 1997) scheint auch die Supplementation des Mediums
mit GM-CSF oder IFN-a zu einer verminderten Oberflachenexpression von CD64 zu

fuhren. Auffallig ist zudem, dass die unreifen IFN-B/IL-3 DZ eine vergleichsweise er-
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héhte Expression des FcyRI im Vergleich zu den mit GM-CSF differenzierten DZ zei-
gen. Gleiches fallt fur die Expression des Fca-Rezeptors auf. Auch dieser ist auf Mo-
nozyten hoher exprimiert. Auf den GM-CSF-differenzierten DZ fallt hingegen die Ex-
pressionshohe ab. Die IFN-p/IL-3 DZ weisen jedoch eine etwas erhohte CD89 Ex-
pression auf. Die Daten konnte darauf hinweisen, dass die Differenzierung der Mo-
nozyten durch Kultur in GM-CSF-haltigem Medium zu einer verminderten Endozyto-
sefahigkeit, d.h. zu einer reduzieren Aufnahme von Antikérper-opsonisierten Parti-
keln, bzw. von Antikérper-gebundenem Antigen, Uber diese Fc-Rezeptoren flhrt.
Auch im Hinblick auf die Adressierung der Aktivierungssignale Uber die entwickelten
Fc-Rezeptor-gerichteten scFv-Fab-Molekile kdnnte die ermittelte Expressionshéhe
der Rezeptoren auf den in GM-CSF differenzierten DZ problematisch sein. Daher
wurden weitere Fab-Molekule, welche mit einer Valenz an Stelle der Fc-Rezeptoren
die auf den DZ exprimierten Lektin-Rezeptoren CD205 (Dec205) und CD209 (DC-
Sign) binden, fur weiterfihrende Analysen hinzugenommen (Molekule zur Verfigung
gestellt durch M. Staudinger, personliche Mitteilung). Beide Endozytoserezeptoren
werden auf Monozyten und DZ exprimiert. Sie internalisieren mit dem an sie gebun-
denen Liganden und eignen sich daher ebenfalls zur Antigenbeladung von DZ
(Bonifaz et al., 2004; Engering et al., 2013).

Die Untersuchung der Expression des CD205 bzw. CD209 auf den durch die drei
unterschiedlichen Zytokin-Kombinationen aus Monozyten differenzierten unreifen DZ
zeigte, dass die Expression von CD205 kaum durch die Zytokin-Supplementierung
beeinflusst wird (vgl. Abb. 28). Die Expressionshohe von CD209 wird dem gegen-
Uber durch IL-4 verstarkt [Relloso et al., 2002]. So weisen auch die IL-4/GM-CSF
moDZ eine erhdhte Oberflachenexpression von CD209 im Vergleich zu den mit IFN-
o/GM-CSF bzw. IFN-B/IL-3 erhaltenen unreifen DZ auf (vgl. Abb. 28).

Auf Basis der Expressionshdhe erscheint die Adressierung von CD205 und CD209
zur Antigenbeladung und DZ-Reifung insbesondere unter der Verwendung IL-4/GM-
CSF gereifter moDZ vielversprechend. Aufgrund dessen fiel der Entschluss, die Kon-
strukte [(CD205scFv x CD40scFv) x CD20 Fab] und [(CD209scFv x CD40scFv) x

CD20 Fab] fur die weiteren Versuche hinzuzunehmen.
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CD205 CD209

Abb. 28: Nachweis der Expression von CD205 (Dec205) und CD209 (DC-Sign) auf Monozyten
und unreifen DZ-Populationen.

Expression der Lektin-Rezeptoren CD205 und CD209 auf unreifen Dendritischen Zellen, die ausge-
hend von isolierten Monozyten gesunder Spender durch Kultur in IL-4 und GM-CSF (A), IFN-a und
GM-CSF (B) oder IFN-p und IL-3 (C) differenziert wurden (schwarz, Isotyp-Kontrolle: grau).

3.3. Reifung der Dendritischen Zell-Populationen

Nachdem die Reifung der Dendritischen Zellen eine notwendige Voraussetzung fur
die Aktivierung naiver zytotoxischer T-Zellen ist, sollte nachfolgend untersucht wer-
den, in wie weit die entwickelten und charakterisierten mono- bzw. bispezifischen
Molekule in der Lage sind, die Maturation der aus Monozyten mittels IL-4/GM-CSF
generierten DZ zu induzieren. Als Standard fur die DZ-Reifung wurden die hierfur
gangig eingesetzten Zytokine (PGE,, IL-1p, IL-6, TNF-a) verwendet. Nach Kultur mit
und ohne Zytokin-Supplementation konnte der Grad der Reifung der DZ auf Basis
der Oberflachenexpression der B7-Molekile CD80 und CD86 im Durchflusszytome-
ter untersucht werden (vgl. Abb. 29). Vergleichend wurde eine Kultur der unreifen DZ
unter Zusatz der rekombinanten, mono- oder bivalent CD40-bindenden Tribodies

(50 ng/ml) angesetzt.
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Es konnte gezeigt werden, dass das bivalent CD40 bindende Tribody-Molekdil
[(CD40 scFv x CD40 scFv) x CD20 Fab] unter den gewahlten Bedingungen in der
Lage ist, die Oberflachenexpression des Reifungsmarkers CD86 zu induzieren, wo-
bei der Grad der CD86 Expression im Vergleich zur Zytokin-Kontrolle etwas geringer
ist. Dem gegenuber ist die CD86 Expression bei Kultur der DZ in Medium, welches

mit dem monovalent bindenden [(CD40 scFv x CD64 scFv) x CD20 Fab] versetzt ist,
nur leicht erhoht.
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Abb. 29: Durchflusszytometrische Analyse der Expression von CD80 und CD86 als Marker fiir
die Reifung Dendritischer Zellen.

Neben unreifen, aus Monozyten differenzierten Dendritischen Zellen (oben) wurden die mittels des
Zytokin-Ansatzes (IL-1p, IL-6, TNF-a, PGE;) gereiften DZ (mittig) bezlglich ihrer Expression von
CD80 und CD86 als Marker fur die DZ-Reifung untersucht. Vergleichend wurden unreife DZ mit dem
rekombinanten Molekul [(CD40 scFv), x CD20 Fab] kultiviert und hinsichtlich der Expression der Rei-
fungsmarker analysiert.

Die beiden flr diese Arbeit zur Verfugung gestellten Konstrukte [(CD40 scFv x
CD205 scFv) x CD20 Fab] sowie [(CD40 scFv x CD205 scFv) x CD20 Fab] weisen je

einer Valenz fur CD40 und eine weiteren flr die Lektin-Rezeptoren CD205 bzw.
CD209 im Format des scFv auf.
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% der Kontrolle

Abb. 30: Vergleichende Analyse der durch die rekombinanten Molekiile induzierten Expression
von CD86 als Reifungsmarker fiir Dendritische Zellen.

Die Oberflachenexpression des Reifungsmarkers CD86 wurde auf unreifen und Zytokin-maturierten
DZ durchflusszytometrisch bestimmt. Vergleichend wurden unreife DZ mit den rekombinanten Fab-
Molekulen (50 ng/ml) kultiviert, um den Einfluss der Kombination der mono- oder bivalenten CD40-
gerichteten Aktivierungsdomane allein oder mit unterschiedlichen Endozytose-Rezeptoren (CD64,
CD89, CD205 und CD209) zu untersuchen.

Die Expression erfolgte in Analogie zu den fur diese Arbeit verwendetet Tribody-
Molekulen in Saugerzellen Hek293T (Staudinger, pers. Mitteilung). Durch Immunaffi-
nitatschromatographie mittels einer Anti-Kappa-Matrix wurde das rekombinante Pro-
tein zur Homogenitat aufgereinigt. Dartiber hinaus konnte die Bindespezifitat der Mo-
lekule unter Verwendung Antigen-positiver Zelllinien, d.h. CD205-positiver CHO so-
wie CD209-transgener Hek293T, durchflusszytometrisch nachgewiesen werden.

Die funktionelle Charakterisierung der beiden, mit einer Valenz gegen CD205 bzw.
CD209 gerichteten CD40 scFv-CD20 Fab-Molekule erfolgte in dieser Arbeit im Ver-
gleich zu dem bispezifisch CD40-adressierenden Tribody [(CD40 scFv x CD40 scFv)
x CD20 Fab] sowie dem monovalent CD40 bindenenden Tribody [(CD40 scFv x
CD64 scFv) x CD20 Fab]. Die durchflusszytoemtrisch messbare Expression von
CD86 wurde hierbei als Mal fur die erfolgte Reifung der aus Monozyten mit IL-4 und
GM-CSF generierten DZ herangezogen.

Im Vergleich mit den Ubrigen rekombinanten Molekulen weist der Tribody mit der
Bindungsspezifitat fir CD64 ein geringes Potential auf, die Expression von CD86 zu
induzieren (siehe Abb. 30). Mdglicherweise ist dies auf die niedrige Expression des

FcyRI auf den unreifen DZ zurlckzufuhren (s.o0.). Dem gegenuber induzierten sowohl
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der gegen CD205 als auch der gegen CD209 gerichtete Tribody mit monovalenter
CD40-Bindung eine erhdhte Expression des Reifungsmarkers CD86, die dem Ex-
pressionsgrad nach bivalenter Adressierung von CD40 durch das Molekul [(CD40
scFv), x CD20 Fab] vergleichbar war (vgl. Abb. 30). Demnach scheint die duale Spe-
zifitat dieser beiden Molekile, d.h. die simultane Adressierung der Endozytoserezep-
toren CD205 respektive CD209 in Verbindung mit der agonistischen CD40-Domane,
ausreichend, um eine spezifische und effiziente Reifung der DZ zu induzieren.

In einer Weiterentwicklung dieser beiden Tribody-Moleklle kdnnte nachfolgend die
Spezifitat des hier verwendeten CD20 Fab-Molekdls in ein CD40-Fab Uberflhrt wer-
den. Die CD40 scFv-Domane konnte durch das in dieser Arbeit flr die Expression
optimierte Modell-Tumor-Antigen HM1.24 ersetzt werden, so dass diese abgeleiteten
Molekule fur die funktionelle Analyse zur Beladung der DZ mit Tumorantigen Uber die
Lektin-Rezeptoren Dec205 (CD205) bzw. DC-Sign (CD209) - in Verbindung mit der
CD40-vermittelten DZ-Aktivierung - im Hinblick auf die Generierung Tumorantigen-

spezifischer T-Zellen verwendet werden kdnnten.
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4. Diskussion

4.1. Immuntherapeutische Strategien

Immuntherapeutische Strategien (,Krebsimmuntherapie®) beschreiben ein relativ
neues Feld in der Onkologie. Neben den klassischen Behandlungsmethoden, d.h.
Operation, Radiatio und Chemotherapie, zeichnen sich diese Therapieansatze durch
ihre hohe selektive Wirkung gegen Krebszellen aus. Die Induktion einer spezifischen
Immunantwort durch eine aktive Immunisierung ist ein potentiell interessanter Ansatz
zur Eliminierung einer minimalen Resterkrankung nach konservativer Tumortherapie.
Bei der aktiven Immunisierung werden dem Korper Substanzen als Vakzine ver-
abreicht, die eine Immunantwort im Korper (in vivo) auslosen. Die Idee der Anti-
Tumor-Vakzinierung (,Krebsimpfung®) wurde bereits 1909 von Paul Ehrlich postuliert
(Ehrlich, 1913) und ist derzeit Objekt vieler Forschungsarbeiten auf der Suche nach
neuen Strategien zur Malignomtherapie. Die hervorgerufene Immunantwort soll bei
der Anti-Tumor-Vakzinierung spezifisch gegen die Tumorzellen gerichtet sein und
idealerweise zur selektiven Eliminierung der Krebszellen, zum Beispiel durch Indukti-
on von Apoptose, Zelltod oder Lyse, fuhren.

Klinische Daten weisen darauf hin, dass der therapeutische Erfolg von Anti-Tumor-
Vakzinen durch die simultane Stimulierung einer humoralen und einer zellularen Im-
munantwort verstarkt wird, so dass die Dendritischen Zellen mit ihrer Fahigkeit zur
Kreuzprasentation, d.h. zur Induktion einer Immunantwort von T-Helfer-Zellen eben-
so wie die Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen und die Induktion einer B-Zell-

Antwort, ein attraktives Ziel dieser Forschung darstellen.

4.2. Wahl des Formates zur Antigenbeladung Dendritischer Zellen
in vivo

Eine mdgliche Strategie zur Krebsimpfung stellt die Beladung patienteneigener pro-

fessioneller Antigen-prasentierender Zellen, z.B. Dendritischer Zellen, ex vivo dar.

Hierbei werden beispielsweise autologe DZ eines Patienten zunachst ex vivo mit

apoptotischen / nekrotischen Tumorzellen beladen und dem Patienten nachfolgend
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wieder zugefuhrt, d.h. es wird eine patientenspezifische Anti-Tumor-Impfung durch-
gefuhrt.

In einigen Fallen fuhrte dieses Vorgehen bereits zu einer kompletten Remission der
Krebserkrankung (Dillman et al.; 2010; Fay et al., 2006). Auch in der Behandlung des
multiplen Myeloms zeigte eine Impfung mit autologen DZ, die mit Myelomzellen der
Patienten ex vivo fusioniert wurden und bei deren Verabreichung eine gleichzeitige
GM-CSF-Behandlung des Patienten stattfand, Erfolge. So konnte das Fortschreiten
der Krankheit Uber 41 Monate hinweg bei 3 der 15 Patienten einer Studie aufgehal-
ten werden (Rosenblatt et al., 2011).

Jedoch sind diese personalisierten Ansatze der ex vivo Manipulation der DZ mit
nachfolgender Impfung zeit- und kostenintensiv. Sie fiuhren zudem in zahlreichen
Studien nicht zu Uberzeugenden Erfolgen. So zeigen ex vivo beladenen DZ nur eine
geringere Fahigkeit zur Migration und fuhren dadurch zu einer nur suboptimalen Wir-
kung der Impfung (Adema et al., 2005).

Die in vivo Adressierung, Beladung und Reifung Dendritischer Zellen stellt daher eine
attraktive Alternative dar. In dieser Arbeit wurde hierfir das Format eines rekombi-
nanten bispezifischen Antikorperderivates gewahlt. Dieses Molekull besteht aus zwei
scFv (Rezeptordomanen), die Uber ein Fab-Fragment miteinander kombiniert auf
einem Molekul vorliegen. Dieses Format bietet eine Reduktion der fur eine Antigen-
bindung notwendigen Sequenz auf ein Mindestmall. Zudem ermdglicht dieses For-
mat die simultane Adressierung mehrerer Rezeptoren auf den DZ. Ebenso ist zusatz-
lich die Mdglichkeit gegeben, ein tumorspezifischen Antigens (TAA) in dieses rekom-
binante Molekul einzubringen.

Eine gleichzeitige selektive Adressierung, Aktivierung und Beladung der DZ mit Anti-
gen durch nur ein Molekdl ist ein entscheidender Vorteil im Vergleich zu Ansatzen,
die auf mehrere Molekule zur Aktivierung und Beladung von DZ setzen, da hier nicht
davon ausgegangen werden kann, dass alle beladenen DZ notwendigerweise auch
von dem Aktivierungsagenz erreicht werden und demnach als unreife DZ eine Anti-
gen-Toleranz induzieren kénnten.

Die aktuelle Forschung konzentriert sich bei den Vehikeln zur Antigenbeladung ne-
ben der Anwendung adenoviraler Vektoren auf die Verwendung von Nanopartikeln
und Antikérperderivaten. Die Vorteile adenoviraler Vektoren liegen in der einfachen

Verflgbarkeit und Kultivierung, geringen Toxizitat, vielfaltigen Klonierungsmaoglich-
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keiten und dem effektiven Gentransfer in Zellen. Jedoch mussen ebenso Nachteile
wie die Existenz neutralisierender Antikorper gegen virale Vektoren im Patienten und
die Notwendigkeit von Adaptermolekilen genannt werden. Auch mit adenoviralen
Vektoren konnen jedoch bifunktionale Adaptermolekile mit dem Ziel der gleich-
zeitigen Adressierung und Aktivierung von DZ realisiert werden. Eine aktuelle Studie
zeigt die erfolgreiche Induktion einer CTL-Antwort gegen MART-1 durch einen CD40-
gerichteten adenoviralen Vektor (Hangalapura et al., 2010). Interessanterweise weist
dieser Ansatz in der Wahl des Rezeptors CD40 und in der Idee der gekoppelten
Adressierung, Aktivierung und Antigenbeladung starke Parallelen zu dem in dieser
Arbeit verfolgten Konzept.

Die Verwendung von Nanopartikeln in der Medizin ist ein innovativer Ansatz, der
auch im Feld der Anti-Tumor-Vakzinierung Anwendung findet. So konnten agonisti-
sche CD40-Antikorper mit y-PGA NP (poly y-glutamic acid nanoparticles) eingekap-
selt werden. Sie zeigten in einer Studie im murinen Blasenkrebsmodell bei s.c.-
Impfung eine deutliche Reduktion der CD40-Antikdper-vermittelten Nebenwirkungen
wie Leberschadigungen, Zytokinfreisetzungssyndrom (cytokin-release syndrome,
CRS) und Kapillarlecksyndrom (vascular leak syndrome). Aullerdem zeigte sich in
dieser Studie eine starkere Aktivierung der DZ bei gleichwertiger Induktion einer
CTL-Antwort (Relloso et al., 2002). Dies bildet eine elegante Mdglichkeit der Kombi-
nation bisheriger Antikdrpertherapien mit der Nanomedizin.

Klassische Antikdrper wie der agonistische monoklonale anti-CD40-Antikérper kon-
nen durch Interaktion mit DZ eine Aktivierung und Reifung der DZ bewirken und wer-
den in Studien als Immunstimulanz allein oder in Verbindung mit Antigen als ko-
stimulatorischer Reiz eingesetzt (French et al., 2007). Andererseits zeigten Studien
im Mausmodell, dass eine ausreichend hohe Dosis des Antikorpers zur Aktivierung
der APC potentiell mit zunehmenden Nebenwirkungen vergesellschaftet sein konnte.
Daher sind neuartige Antikérperformate und Antikérperderivate von besonderem In-
teresse, die Nebenwirkungen klassischer Antikdrper Gberwinden und mehrere Funk-
tionen in einem Konstrukt verbinden zu kdnnen. Die Konstruktion der ,Vaccibodies®
und , Troybodies® in aktuellen Studien, bei denen eine CD40-bindende scFv-Domane
auf verschiedene Arten jeweils mit Antigen (B-Zell-Tumor Antigen) gekoppelt wurde,
sind Beispiele fur diesen Ansatz. In einer Studie zeigten diese Konstrukte im Maus-

modell die Induktion einer tumorspezifischen T-Zellantwort in der prophylaktischen
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Situation und damit einen Schutz gegen diese Krebserkrankung (Schjetne et al.,

2007) bei nur geringen Nebenwirkungen.

4.3. Geeignete Oberflachenantigene zur Adressierung Dendriti-
scher Zellen

Aufgrund der aktuellen Literatur fiel die Wahl eines geeigneten Oberfachenantigens
Dendritischer Zellen zunachst auf den kostimulatorischen Rezeptor CD40. Dieser ge-
hort zur Superfamilie der TNF-Rezeptoren und wird auf DZ, aber auch auf anderen
Antigen-prasentierenden Zellen wie B-Zellen und Makrophagen, exprimiert. Neuere
Forschungen bestatigen die essentielle Rolle dieses Rezeptors bei der DZ-
Aktivierung und der Interaktion der DZ mit T-Zellen und somit der Generierung einer
Tumor-gerichteten zytotoxischen T-Zell-Antwort (vgl. 4.2.). Zur Adressierung des
CD40-Oberflachenmolekuls enthielten die in dieser Arbeit entwickelten und charakte-
risierten Moleklle eine CD40-bindenende Domane, die zudem agonistische Eigen-
schaften aufweist.

Aufgrund der Struktur der Molekule verflugten diese Uber die Mdglichkeit, zwei weite-
re Rezeptoren zu adressieren. In Frage kamen dazu insbesondere die Fc-Rezep-
toren (CD64, CD89) sowie die Lektin-Rezeptoren DEC-205 / CD205 und DC-Sign /
CD2009.

Die hier gewahlten Antigene finden auch in anderen Arbeiten Anwendung. So zeigte
ein DNA-kodiertes chimares Molekul aus einem gegen CD205-gerichtete scFv, ei-
nem Antigen bestehend aus einem MHC-II-restringiertem T-Zell-Epitop, einem B-
Zell-Epitop und einem CD40-Ligand-Motiv, im Kalbmodell die Induktion einer tumor-
spezifischen zytotoxischen T-Zell-Antwort (Njongmeta et al., 2012). Hier zeigte sich
zudem, dass die Adressierung beider DZ-Rezeptoren synergistisch wirkte, so dass
aufgrund der Kombination dieser beiden Ziele eine einmalige, niedrig dosierte Imp-
fung bereits zu einer erfolgreichen zytotoxischen T-Zell-Antwort fuhrte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen die effektive Reifung der DZ durch
den bivalenten [(CD40 scFv), x CD20 Fab] sowie durch [(CD40 scFv x CD205 scFv)
x CD20 Fab] und [(CD40 scFv x CD209 scFv) x CD20 Fab], bei der eine Aktivierung
durch Bindung an CD40 und CD205 respektive CD209 zu einer DZ-Maturation zu
fuhren scheint. Im Vergleich dazu zeigt das Konstrukt [(CD64 scFv x CD40 scFv) x
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CD20 Fab] nur ein geringes Aktivierungspotential. Moglicherweise ist dieses Ergeb-
nis auf die nur geringe Expression des Fcy-Rezeptors | (CD64) auf den IL-4/GM-CFS
DZ und damit auf eine nur schwache monovalente Bindung des Molekuls Uber den

CD40 scFv-Anteil zurtickzufihren.

4.4. Gleichzeitige Beladung und Aktivierung Dendritischer Zellen-
CD40 im Mittelpunkt der Immuntherapie

Die in dieser Arbeit entwickelten Molekule entstanden anhand der Mal3gabe, eine
selektive Adressierung Dendritischer Zellen, deren Aktivierung und gleichzeitige Anti-
gen-Beladung durch ein Konstrukt zu erreichen. Aufgrund der aktuellen Studienlage
wurden die in dieser Arbeit entwickelten Konstrukte mit einer Bindungsvalenz fur
CD40 ausgestattet. CD40 gehort zur Superfamilie der TNF-Rezeptoren, wird auf An-
tigen-prasentierenden Zellen wie den DZ, B-Zellen und Makrophagen exprimiert, und
gehort zu den wichtigsten kostimulatorischen Rezeptoren der DZ.

Die Interaktion von CD40 mit seinem naturlichen Liganden CD40-Ligand (CD40L,
CD154) reguliert entscheidende Schritte der T-Zell-vermittelten Immunantwort. Wah-
rend einer naturlichen T-Zell-Antwort induziert die Bindung von CD40L der aktivierten
T-Zelle an CD40 der DZ eine verstarkte Expression von CD40 auf der DZ. Es kommt
zur Kreuzvernetzung der CD40-Molekule, was eine Reifung der DZ bewirkt und sie
dazu befahigt, effektiv den T-Zellen Antigen zu prasentieren und damit eine zytotoxi-
sche T-Zell-Antwort zu generieren (Bennett et al., 1998). Bisher konnte in einigen
Studien gezeigt werden, dass die Adressierung von Antigen Uber CD40 zu einer Ak-
tivierung und Reifung von DZ und sogar zu einer messbaren CTL-Antwort fuhrt
(Schjetne et al., 2007). Es konnte ferner gezeigt werden, dass ein agonistischer mo-
noklonaler anti-CD40-Antikodrper die Interaktion des CD40L der T-Zelle mit CD40 der
DZ substituieren kann. In unseren Versuchen zeigte sich, dass die bivalente Bindung
an CD40 durch [(CD40scFv), x CD20 Fab] zu einer effektiven DZ-Maturation flhrte.
Im Gegensatz dazu zeigte eine monovalente Bindung an CD40 ohne weitere Bin-
dungsvalenz an die DZ durch das Konstrukt [(CD64 scFv x CD40 scFv) x CD20 Fab]
kein ausreichendes DZ-Aktivierungspotential. Eine Adressierung von CD40 und
CD205/CD209 fuhrte jedoch wieder zu einer effektiven DZ-Reifung. Es kdnnen dar-

aus zwei wichtige Schlussfolgerungen gezogen werden:
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Erstens scheint die bivalente CD40-Bindung durch das Molekul [(CD40scFv), x
CD20 Fab] der naturlichen Immunreaktion mit Kreuzvernetzung der CD40-Molekule
sehr nahe zu kommen und stellt damit ein vielversprechendes Format zur DZ-
Aktivierung dar.

Zweitens kann auch durch eine duale Adressierung der DZ mittels CD40 und
CD205/209 eine erfolgreiche DZ-Maturation bewirkt werden. Notwendige Vorausset-
zung hierfur ist jedoch, dass Rezeptoren ausgewahlt werden, die auf den DZ in aus-
reichendem Mal3 exprimiert werden.

FUr weitere Forschungsansatze ist zu diskutieren, ob die bivalente CD40-Adres-
sierung Vorteile gegenuber der dualen Adressierung Uuber CD40 plus beispielsweise
CD205 bringt. Kann durch die duale Ansteuerung eine spezifischere Aktivierung der
DZ bei gleichem Aktivierungspotential erreicht werden?

Weiterfuhrend ist festzuhalten, dass das in dieser Abhandlung vorgestellte Konstrukt
[(CD205 scFv x CD40 scFv) x CD20 Fab] die erfolgreiche Kombination von CD205
Adressierung mit der DZ-Reifung uber CD40 in einem Molekil demonstriert. Beide
Prinzipien zeigten getrennt bereits im Mausmodell Erfolge (Bonifaz et al., 2004;
Carlring et al., 2012). Zudem konnte dieses Konstrukt ohne Zugabe von Zytokinen in
vivo verabreicht werden und wirde damit die Problematik der optimalen DZ-
Generierung aus Monozyten und die Frage nach einem geeigneten Reifungscocktail
umgehen (vgl. 4.5.). Es stellt folglich ein interessantes Format fur die Anti-Tumor-

Vakzinierung uber DZ dar.

4.5. Strategien zur Differenzierung Dendritischer Zellen aus Mo-
nozyten in vitro und deren Einfluss auf eine Verwendung der
Dendritischen Zellen zur Anti-Tumor-Impfung in vivo

Obwohl zunehmend Dendritische Zellen in klinischen Anti-Tumor-Impfstudien zum
Einsatz kommen, fehlt bis heute ein optimales Protokoll zur Herstellung funktions-
tlchtiger, reifer DZ in vitro.

Um Dendritische Zellen in groRen Mengen fur die klinische Forschung herzustellen,
gewinnt man Monozyten aus Blut- oder Lymphozytenspenden und reift diese ex vivo
mittels Zytokinen zu Dendritischen Zellen aus (moDC). Seit 1997 ist der Gold-

standard zur moDZ-Produktion ein Differenzierungscocktail aus L4 und GM-CSF
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Uber mehrere Tage hinweg und die nachfolgende Aktivierung durch proinflam-
matorische Zytokine (IL1p, IL6, TNFa) und PGE; (Jonuleit et al., 1997). In dieser Ar-
beit erfolgte die Differenzierung der Monozyten hin zu moDZ mit Hilfe dreier ver-
schiedener Zytokincocktails: der klassische Cocktail aus IL-4/GM-CSF, daneben
IFNa/GM-CSF und IFNB/IL-3. Die Kombination der Zytokine IFN-B und IL-3 zeigte
bereits in anderen Studien Erfolge. Dabei I16sten die durch diesen Zytokincocktail ge-
reiften DZ erfolgreich eine T-Helfer-Zell-Antwort mit einer im Vergleich zu IL-4/GM-
CSF moDZ starkeren Produktion von IL-5 und IFN-y aus (Buelens et al., 2002). IL-3
spielt zudem bei der Ausreifung von plasmozytoiden DZ aus CD34-positiven Proge-
nitorzellen eine Rolle (Ebner et al., 2002).

Es zeigte sich, dass die Auswahl des Zytokincocktails die Expression der Rezeptoren
auf den moDZ beeinflusste. Die Differenzierung der Monozyten durch Kultur in GM-
CSF-haltigem Medium fuhrte zu einem Abfall der Expressionshohe der Fc-
Rezeptoren CD64 und CD89, was darauf hinweisen konnte, dass diese Kulturbedin-
gungen nachfolgend zu einer verminderten Endozytosefahigkeit Uber diese Rezepto-
ren (vgl. 3.2.4.) fuhrt. Bereits in einer anderen Studie zeigte sich, dass die Kultur von
Monozyten mit IL-4 zu einer Herabregulation des Fcy-RIl (CD64) fuhrte (te Velde et
al., 1990). Diese Beobachtungen bedeuten, dass die Wahl des Zytokincocktails die
spateren Eigenschaften der DZ beeinflussen kénnte und so moDZ mit extrem unter-
schiedlichen Eigenschaften entstehen konnten. Dies kann jedoch nicht im Interesse
einer Anwendung von in vitro gereiften moDZ in klinischen Studien sein.

Zudem scheinen die mit dem Goldstandard gereiften moDZ in vivo einige essentielle
Eigenschaften fur die Verwendung von DZ im Kontext einer Anti-Tumor-Vakzinierung
nicht zu erfullen. Neben der in der vorliegenden Arbeit beobachteten Beeinflussung
der Expression des Fc-Rezeptors CD64 konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
die mit dem ,Goldstandard® gereiften moDZ nicht in der Lage sind, NK-Zellen zu akti-
vieren (Gustafsson et al., 2008), bzw. IL-12p70 produzieren (Kim et al., 2008), wobei
hier der Einfluss von PGE; auf die Produktion von IL-12p70 und die Induktion einer
THo-Immunantwort strittig bleibt (Steinbrink et al., 2000). Andere Reifungscocktails
scheinen hingegen deutlich funktionstichtigere und optimalere DZ produzieren zu
konnen (Kaka et al., 2008; Kim et al., 2008)

Doch in diesen Studien zeigten sich weitere Schwierigkeiten. Nicht nur der Reifungs-

cocktail selbst, sondern auch die Antigenquelle, mit der die moDZ beladen werden
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sollten, hatte Einfluss auf die Funktionalitat der moDZ. Daruber hinaus zeigten unter-
schiedliche Zeitplane zur DZ-Erzeugung unterschiedliche Erfolge. Klassischerweise
wurden die Monozyten Uber sieben Tage mit den Zytokinen kultiviert. Neuere Proto-
kolle, wie etwa das ,fastDC*“-Protokoll (Dauer et al., 2008), bendtigen jedoch nur 48
Stunden zur DZ-Generierung. Diese Zeitspanne entspricht etwa der Differenzie-
rungszeit in vivo. Dem gegenuber zeigte sich, dass eine Stimulation mit einer Viel-
zahl von Zytokinen, CD40L und TLR-Liganden die DZ-Maturation veranderte, so
dass nach 48h Inkubation nur noch bereits erschopfte, funktionsbeeintrachtigte DZ
gewonnen werden konnten (Kaka et al., 2008).

Zusammenfassend wird deutlich, dass die Diversitat der moglicherweise durch ver-
schiedene Reifungsprotokolle entstehenden moDZ ein grundlegendes Problem in der
Entwicklung von DZ-Impfstrategien darstellt.

Es wird daher ein neues, allgemeingultiges Protokoll zur Generierung von funktions-
tuchtigen, reifen DZ aus Monozyten bendtigt. Neben der Optimierung der Zytokin-
cocktails kénnte eine Kombination mit CD40L und Poly-(l:C) ein erfolgsversprechen-
der Ansatz sein.

Notwendige Fahigkeiten fur die moDZ stellen die Fahigkeit zur Produktion von IL-
12p70, die Migration der DZ aufgrund einer Interaktion mit dem CCR7-Rezeptor und
die phanotypische Reifung (Antigenexpression uber MHC-I und Il-Molekule) dar, sie
sind die Kernkompetenzen, Uber die in vitro gereifte DZ zum Einsatz in klinischen
Vakzinierungsstudien verfugen mussen.

Im Gegensatz zu vielen anderen Ansatzen in der Vakzinierungsforschung setzen die
in dieser Arbeit entwickelte Konstrukte auf die in vivo Aktivierung der kdrpereigenen
DZ und umgehen in der spateren klinischen Anwendung die Notwendigkeit eines
optimalen DZ-Reifungscocktails. Doch um grundlegende Aussagen Uber die Wirkung
der Proteine treffen zu kdnnen, bendtigt auch dieser Ansatz in vitro-Modelle, um die

Molekule praklinisch zu validieren.

4.6. Geeignete Tumorantigene des Multiplen Myeloms

Neoplasien entwickeln Mechanismen, um dem Immunsystem des Korpers zu ent-
kommen [Konzept der ,immunosurveillance” und des ,immunoediting“, (Burnet,

1967)]. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass das Immunsystem unter anderem
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durch aulere Einwirkung wieder dazu befahigt werden kann, Tumorzellen als ,fremd*
zu erkennen und zu bekdampfen. Um diesen Grundgedanken der Tumor-
Vakzinierungsstrategien umzusetzen, bendtigt man ein tumorspezifisches Antigen.

In der Therapie des Multiplen Myeloms zeigte der Einsatz von allogenen Leukozyten-
infusionen des Spenders nach erfolgter allogener Knochenmarkstransplantation an-
hand des Graft-versus-Myeloma-Effekt die Potenz einer derartigen immunologischen
Manipulation (Tricot et al., 1996).

Fir das Multiple Myelom scheint das Antigen HM1.24 (CD317) als selektiv auf ma-
lignen Plasmazellen exprimiertes Antigen geeignet fur eine Vakzinierungsstrategie
(Rew et al., 2005). Neuere Forschungen zeigen jedoch, dass das Antigen HM1.24
vermutlich auch auf anderen Zellen zu finden ist (Erikson et al., 2011). Im Hinblick
auf die T-Zell-Aktivierung ist es jedoch essentiell sicherzustellen, dass es nicht zu
ungewollten, eventuell sogar lebenslangen T-Zell-vermittelten Zytotoxizitaten kommt.
So stellt das in der vorgelegten Arbeit gewahlte Tumorantigen HM1.24 ein Modell-
Antigen dar, das in weiteren Studien durch andere tumorspezifische Antigene ersetzt
werden kann. Dies mindert jedoch nicht die Bedeutung der in dieser Schrift darge-
stellten Strategie der Kombination von spezifischer DZ-Reifung mit Antigenbeladung
in vivo.

Als mdgliche Kandidaten fur ein myelomspezifisches Tumorantigen konnten in aktu-
ellen Studien einige Antigene identifiziert werden. MAGE-C1/CTZ und NY-ESO-1
zahlen zu den Cancer/Testis Antigenen (CTA), einer Gruppe von Proteinen, die aus-
schlieBlich in Keimzellen und einigen Tumorentitdten exprimiert werden, und deren
Expression sich auf den meisten Mylomzellreihen nachweisen lasst (de Carvalho et
al., 2011; Szmania et al., 2006).

Weitere myelomspezifische Antigene, deren Nutzung als Zielantigen in Studien eva-
luiert wird, sind Muzin-1/MUC-1 (Brossart et al., 2001), Wilms Tumor Protein-1/WT-1
(Rosenfeld et al., 2003), Dickkopf1/DKK-1 (Menezes et al., 2012) und der Rezeptor
fur Hyaluronsaure-vermittelte Motilitat [receptor for hyaluronic acid-mediated motility,
RHAMM; (Maxwell et al., 2004)]. Hinsichtlich der ex vivo-Beladung Dendritischer Zel-
len spielt ebenfalls das myelomspezifische Paraprotein, kurz Id (ldiotype Protein),
eine Rolle. Das Id ist das monoklonale IgG des malignen Plasmazellklons und ist
demnach zwar tumor-, jedoch auch patientenspezifisch, und eignet sich so nur be-

dingt fur den in dieser Arbeit gewahlten Ansatz (Wen et al., 1998).
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4.7. Weiterentwicklung der Molekile zur Optimierung von Anti-
Tumor-Vakzinierungsstrategien

DZ-basierte Vakzine sind das effektivste und interessanteste Werkzeug in der Krebs-
Immuntherapie und werden derzeit an 20 verschiedenen Krebserkrankungen erprobt.
In vitro und im Mausmodell konnten Anti-Tumor-Vakzine bereits tumorspezifische
Immunantworten ausldsen und auch das Fortschreiten eines Malignoms verhindern.
Jedoch sind bisher die klinischen Ergebnisse DZ-basierter Impfstrategien enttau-
schend. In der Regel kann eine DZ-basierte Vakzinierung eine antigenspezifische
Immunantwort auslosen. Diese fuhrt aber nur selten zu einer Rickbildung des Tu-
mors oder gar zu einer Heilung des Malignoms (Nguyen-Pham et al., 2012).
Bisherige Impfstrategien beschaftigen sich vorrangig mit ex vivo beladenen DZ. Bei
diesen Ansatzen bleiben noch viele Fragen ungeklart. Wie erhalt man maoglichst rei-
fe, funktionstichtige moDZ? Welches Tumorantigen soll wie mit den DZ fusioniert
werden? Welche Art der Applikation und welche Dosis zeigen den besten Effekt?

Ein kleiner Erfolg auf dem Weg zur Anti-Tumor-Vakzinierung stellt die Zulassung des
Immuntherapeutikums SipuleuceI-T(Provenge)® durch die FDA zur Behandlung des
asymptomatischem, hormonrefraktaren und metastasierten Prostatakarzinoms dar.
Sipuleucel-T besteht aus autologen Dendritischen Zellen, die ex vivo mit dem Fusi-
onsprotein PA2024 beladen werden, um dann durch Reinfusion in den Patienten ihre
Wirkung zu entfalten. Diese zellulare Impfung zeigte in klinischen Studien einen
Uberlebensvorteil fir die behandelte Patientengruppe (Madan et al., 2011).

Durch die detailliertere Erforschung von Krebserkrankungen erdffnen sich zudem
neue Fragestellungen. Die Erkenntnis, dass die Tumor-Mikroumgebung selbst einen
Einfluss auf das Immunsystem und somit den Erfolg DZ-basierter Impfstrategien hat,
macht deutlich, warum bisherige Impfstrategien nur unzureichende Wirkung entfalten
konnten. So konnte die Kombination von ex vivo-Impfstrategien mit immunmo-
dulierenden Medikamenten wie Cyclophosphamid oder Lenalidomid die Zahl der T-
Suppressorzellen und die Freisetzung supprimierend wirkender Zytokine wie IL-6
und VEGF in der Tumorumgebung reduzieren und so die Wirksamkeit einer Impfung
verbessern (Muthuswamy et al., 2008).

In der Tat prasentieren die in dieser Arbeit vorgestellten Konstrukte ein Format, mit

dem einige Limitierungen der ex vivo-Impfstrategien Uberwunden werden kdnnten.
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Vor allem das Konstrukt [(CD40 scFv x CD205 scFv) x CD20 Fab] zeigt anschaulich,
wie eine selektive Adressierung der DZ, eine Reifung der DZ und die Beladung der
DZ mit Antigen in einem Molekul ohne zusatzlichen Stimulus oder Adjuvanzien ab-
laufen kdnnte. Die Adressierung von DZ Uber CD205 in Kombination mit der Reifung
Uber CD40 zeigte bereits im Mausmodell mit getrennten Antikdrpern bzw. Antikor-
perderivaten fur CD205 und CD40 Erfolge (Demangel et al., 2005).

Die Wahl des geeigneten Antigens und die Beladung der DZ mit diesem Antigen
Uber die dritte Valenz der Tribodies kdnnten den Schwerpunkt einer Weiterentwick-
lung der vorgestellten Molekule bilden. Dabei konnten die Bausteine CD40 Fab,
CD205 scFv (bzw. CD209 scFv) und HM1.24 (respektive ein anderes Tumorantigen)
in dem gewahlten Molekulformat kombiniert werden. Ein Format [(CD205 scFv x Tu-
morantigen scFv) x CD40 Fab] ware zudem denkbar und kénnte durch den Aus-
tausch des CD20Fab-Fragmentes durch ein CD40 Fab Uber weitere Vorteile im Bin-
dungsverhalten in vivo verfugen. Die Grundlagen fur die Entwicklung eines derarti-
gen Moleklls sind in dieser Arbeit gegeben.

Vorteile der beschriebenen Proteine sind eine einfach und kostenglnstige Produktion
und Applikation, wohingegen DZ fur ex vivo-Impfstrategien aufwendig hergestellt und
langere Zeit kultiviert werden, beladen und appliziert, sowie den Weg in die T-Zell-
Aktivierungsregionen finden mussen. Das Ziel weiterer Forschung zur in vivo-DZ-
Impfung muss sein, dass Patienten auch klinisch von dem in vitro demonstriertem

Potential DZ-basierter Impfstrategien in der Krebstherapie profitieren.
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5. Zusammenfassung

Trotz groRer Fortschritte in der Behandlung des Multiplen Myeloms in den letzten 20
Jahren kann nur in Ausnahmefallen eine Heilung erreicht werden. Immer haufiger ist
es maoglich, die Erkrankung bis auf eine minimale Resterkrankung (MRD) zurlck zu
drangen. Neue Therapiestrategien zur Kontrolle der MRD sind daher von gro3em
Interesse. Dabei ricken zunehmend immuntherapeutische Strategien zur Anti-
Tumor-Vakzinierung in das Interesse der Forschung. Neben der Vakzinierung der
Patienten mit ex vivo generierten, mit Antigen-beladenen und nachfolgend gereiften
Dendritischen Zellen (DZ) oder aber dem adoptiven Transfer Tumorantigen-
spezifischer T-Zellen kommt insbesondere die in vivo-Applikation von Antigen und
Reifungsstimulus in Betracht.

In dieser Arbeit wurden bispezifische Konstrukte entwickelt, um die Prasentation von
Tumorantigen in DZ Uber eine gezielte Aufnahme Uber Endozytoserezeptoren zu
verbessern und simultan eine Reifung der DZ Uber eine CD40-Aktivierungsdomane
zu induzieren. Durch die Verwendung rekombinanter Fab-Fragmente wurden Kon-
strukte generiert, die neben der monovalenten, Uber einen CD40 scFv vermittelten
Bindung an CD40, eine ebenfalls Uber scFv-Fragmente kodierte Bindedomane fir
die Endozytoserezeptoren CD64, CD205 oder CD209 enthalten. Darlber hinaus
wurde zur bivalenten Adressierung von CD40 ein gegen einen Endozytoserezeptor-
gerichteter scFv durch einen weiteren CD40 scFv substituiert. Mit Blick auf die Re-
zeptor-vermittelte Antigenbeladung der DZ wurde zudem an Stelle eines scFv-
Fragments die fir das Tumor-Modell-Antigen HM1.24 (CD317) kodierende cDNA in
ein Molekll eingefuhrt. Zur Optimierung der Expression dieses CD317-Konstrukts
wurde zudem eine in vitro Mutagenese der flr drei Cysteine kodierenden Triplets
(Cystein-Serin bzw. Glycin) vorgenommen, wodurch die Aggregation des Proteins
verhindert werden kann.

Als Surrogat fur die Analyse der DZ-Reifung wurden Monozyten aus dem Blut ge-
sunder Spender isoliert und durch Zytokinen-Supplementation (IL4, GM-CSF) zu un-
reifen DZ differenziert. Vergleichend zu einem als Standard fur die DZ-Reifung ange-
sehenen Zytokin-Cocktail (IL-1f, IL-6, TNF-a, PGE2) wurde der Einfluss der rekom-
binanten Molekule auf die Reifung der DZ auf Basis der durchflusszytometrisch er-

fassten Expressionshdohe von CD83 und CD86 ermittelt. Hierbei zeigte sich eine op-
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timale Induktion der DZ-Aktivierung bei dem bivalent CD40 adressierenden Molekul
[(CD40 scFv), x CD20 Fab], wohingegen eine monovalente CD40-Bindung im Mole-
kal [(HM1.24u X CD40 scFv) x CD20 Fab] keinen Einfluss auf die Reifung der Zellen
hatte. Das CD40- und CD64-bindenende bispezifische Konstrukt konnte keine ver-
gleichbar pragnante Reifung der DZ induzieren, was auf die verminderte Expression
von CD64 auf den IL4-gereiften DZ zurtuckzufuhren sein konnte. Eine simultane
Adressierung von CD205 bzw. CD209 und CD40 induzierte hingegen ebenso effi-
zient die Maturierung der DZ gemessen an der Expression von CD80 sowie CD86
wie bei bivalenter Adressierung von CD40.

Schlussfolgernd kénnten die hier generierten und charakterisierten bispezifischen
Molekule, welche die agonistische CD40-Domane mit der gegen die Endozytosere-
zeptoren CD205 bzw. CD209 gerichteten Valenz in einem Molekul verbinden, er-
ganzt um ein noch einzufihrendes Tumorantigen, geeignete Kandidaten flr eine
Weiterentwicklung von Konstrukten sein, welche die Antigenbeladung der DZ und die
simultane Induktion der Reifung dieser Zellen in einem Molekul vereinen und so ein

passendes Format fur die Anti-Tumor-Vakzinierung darstellen.
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