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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem des Menschen dient dem Schutz der Integritat des
Organismus. Diese Integritat wird zum einen durch exogene Pathogene wie
z.B. Viren, Bakterien oder Protozoen, zum anderen aber auch durch maligne
entartete korpereigene Zellen geféahrdet. Um den Vertebratenorganismus vor
diesen Gefahren zu schitzen hat sich ein komplexes Immunsystem entwickelt,
welches sich aus verschiedenen Komponenten zusammensetzt. Es umfasst
unter anderem eine Vielzahl verschiedener Zelltypen, die z.T. in gesonderten
Organen (z.B. im Thymus) heranreifen und wiederum in speziellen Organen
(z.B. in Milz und Lymphknoten) aktiviert werden. Die Zellen des Immunsystems
werden in der Regel lebenslang neu gebildet, nehmen sehr unterschiedliche
Funktionen wahr, zeigen Praferenzen fur bestimmte Gewebe und weisen eine
sehr unterschiedliche Lebensdauer auf. Daneben beinhaltet das Immunsystem
auch ein grofRes Arsenal von loslichen Molekillen, die entweder direkt gegen
Pathogene gerichtet sind (z.B. Lysozym, Immunglobuline) oder fur die
Kommunikation und Regulation der Zellen des Immunsystems untereinander
von entscheidender Bedeutung sind (z.B. Zytokine, Chemokine).

Das Immunsystem der Vertebraten lasst sich in das angeborene und das
adaptive Immunsystem unterteilen. Wahrend das angeborene Immunsystem
einen schnellen allgemeinen Schutz vor ,Standard-Pathogenen® bietet,
generiert das adaptive Immunsystem einen auf beliebige Fremd-Strukturen
».mafRgeschneiderten* Schutz, der in der Regel sehr effektiv und langlebig ist.

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem ist phylogenetisch konserviert und bei fast allen
vielzelligen Organismen zu finden [1]. Hierzu zahlen die Zellen der myeloischen
Zellreihe wie z.B. Granulozyten und Monozyten, aber auch die natirlichen Killer
Zellen (NK-Zellen) als Vertreter der Lymphozyten sowie diverse molekulare



Abwehrsysteme (z.B. Lysozym, Komplementsystem). All diesen Komponenten
ist gemeinsam, dass sie im Zuge einer Infektion sofort aktiviert werden kénnen
und eine rasche Immunreaktion bewerkstelligen. Hierdurch wird auch die etwa
vier bis sieben Tage wahrende Zeitspanne bis zur Aktivierung des adaptiven
Immunsystems Uberbriickt. Die schnelle Immunreaktion beruht unter anderem
auf invarianten, pathogenspezifischen Rezeptorsystemen wie z.B. den Toll-
ahnlichen Rezeptoren, welche eine spezifische Erkennung molekularer
Struktureigenheiten von Mikroorganismen und Viren ermdglichen [2]. Diese und
andere ,pattern recognition receptors” (PRR) vermitteln u.a. die Aktivierung der
Komplementkaskade, die Opsonierung bakterieller Zellwande, die Induktion von
Phagozytose und Apoptose, die Sekretion von inflammatorischen Zytokinen
und auch die Aktivierung von Zellen des angeborenen Immunsystems. Mittels
der PRR wird auch die Zelloberflachenexpression kostimulierender Molekile
und die Synthese proinflammatorischer Mediatoren durch antigen-
prasentierende Zellen (APC) induziert, was wiederum die Vorraussetzung fur

die Initiation einer adaptiven Immunantwort ist [3-5].

1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Das adaptive Immunsystem ist eine Errungenschaft der Vertebraten [6]. Es
beruht im wesentlichen auf der zufalligen Zusammenstellung der fur die
Antigenrezeptoren kodierenden Gene aus variablen Einzelsegmenten durch
,ungenaue somatische Rekombination* in lymphozytaren Vorlauferzellen [7].
Die auf diese Weise erreichte klonale Diversitat wurde auf 10 bis 10%° taxiert
[8,9]. Nach der somatischen Rekombination werden die de novo generierten
Antigenrezeptoren auf ihre Toleranz gegentber korpereigenen Selbst-
Strukturen Uberprift und selbst-reaktive Vorlauferzellen eliminiert.  Selbst-
tolerante Zellen werden dagegen in die Peripherie entlassen [10-12]. Die
Aktivierung dieser ,naiven®, peripheren Lymphozyten durch spezifische Signale
fuhrt schlieBBlich zur Ausreifung zu Effektorzellen [13,14]. Wéahrend schlief3lich
B-Lymphozyten Immunglobuline zur Neutralisation, Opsonierung und

Phagozytose frei zuganglicher (,extrazellularer) Antigene produzieren kénnen,



erkennen T-Lymphozyten Uber ihre T-Zellrezeptoren Antigenstrukturen auf
korpereigenen Zellen.

1.2 Antikdrper

Jede B-Zelle synthetisiert ein Immunglobulin (Ig) mit einer einzigen Spezifitat.
Membrangebundenes Immunglobulin auf der B-Zell-Oberflache dient als
Antigenrezeptor der Zelle und heif3t B-Zell-Rezeptor. Lésliche Immunglobuline
derselben Spezifitat werden von ausdifferenzierten B-Zellen — den klonalen
Plasmazellen — als Antikorper sezerniert und stellen die freigesetzte Form der
B-Zell-Antigenrezeptoren dar. Die biochemische Analyse von Immunglobulinen
fuhrte zu der Erkenntnis, dass die Antikbpermolekile aus zwei
unterschiedlichen Bereichen bestehen: einer konstanten Region, die jeweils
eine von nur vier oder funf biochemisch unterschiedlichen Formen annehmen
kann, und einer variablen Region, die in einer nahezu unendlichen Vielfalt von
sehr fein abgestuften Formen auftreten kann, was eine spezifische Bindung an
die ebenso vielfaltigen Antigene ermoglicht. Antikdrper sind Y-formige Molekile
und gleichermaRen aus je zwei gepaarten schweren und leichten
Polypeptidketten aufgebaut [15]. Innerhalb dieser Gruppe unterscheidet man
funf verschiedene Klassen von Immunglobulinen — IgM, IgD, 1gG, IgA und IgE —
anhand ihrer konstanten Regionen [16].

Die im Mittelpunkt des Interesses dieser Arbeit stehenden 1gG-Antikérper sind
Molekile mit einer relativen Molekilmasse von ca. 150kDa und aus zwei
verschiedenen Polypeptidketten zusammengesetzt. Die Ketten mit annahernd
50kDa bezeichnet man als schwere (heavy) oder H-Ketten, die anderen mit
25kDa als die leichten (light) oder L-Ketten. Die beiden schweren Ketten sind
durch Disulfid-Briicken miteinander verbunden und jede schwere Kette ist
ebenfalls durch eine Disulfidbricke mit einer leichten Kette verknipft. Die
jeweiligen beiden schweren und leichten Ketten in jedem Immunglobulinmolekdil
sind identisch. Damit stehen zwei identische Antigenbindungsstellen zur
Verfiigung, welche gleichzeitig an zwei identische Strukturen binden kénnen.
Zwei Typen von leichten Ketten werden unterschieden: Lambda- (A-) und



Kappa- (k-) Ketten, wobei nur jeweils ein Typ in einem Antikorper vorliegt und
beide Typen von leichten Ketten in jeder der funf Hauptklassen von Antikdrpern
vorliegen kdnnen.

Die Klasse eines Antikérpers wird durch die Struktur seiner schweren Kette
festgelegt. Die schweren Ketten der funf vorkommenden Immunglobulinklassen
werden mit dem entsprechenden kleinen griechischen Buchstaben bezeichnet
(M, O, vV, a, €), wobei IgG am weitaus haufigsten vorkommt. Ihre
charakteristischen funktionellen Eigenschaften erhalten die schweren Ketten
durch ihren nicht mit der leichten Kette in Verbindung stehenden
carboxyterminalen Anteil. Die aminoterminalen Sequenzen sowohl der
schweren als auch der leichten Ketten variieren zwischen verschiedenen
Antikérpern erheblich. Die Sequenzvariabilitdt beschrankt sich auf die erste
Domaéne, die tbrigen Domanen desselben Isotyps sind dagegen konstant. Die
aminoterminalen variablen V-Regionen oder V-Domanen der schweren und
leichten Ketten (Vy bzw. V,) bilden die variable Region des Antikdrpers. Die
konstanten C-Regionen oder C-Domanen der schweren und leichten Ketten (Cy
bzw. C.) dagegen bilden zusammen die konstante Region. Die schwere Kette
ist aus mehreren konstanten Domanen aufgebaut, die man vom Aminoterminus
zum Carboxylende durchzéahlt, zum Beispiel Cyl, C42 und so weiter. Letztlich
besteht ein Antikbrpermolekull aus drei gleich grof3en Teilen, die Gber die Hinge-
Region, ein bewegliches Stick der Polypeptidkette, miteinander verknipft sind.
Die Struktur von Antikdrpermolekilen wurde mittels proteolytischer Enzyme, die
Polypeptidsequenzen an bestimmten Aminosauren spalten, untersucht. Ein
Verdau mit der Protease Papain spaltet Antikbrpermolekile in zwei identische
Fab’-Fragmente (fragment antigen binding), welche die antigenbindende
Aktivitat enthalten, und ein Fc-Fragment (fragment crystallizable), welches mit
Effektormolekilen und Effektorzellen interagiert. Die funktionellen Unterschiede
zwischen den unterschiedlichen Isotypen von Antikérpern liegen im
wesentlichen innerhalb des Fc-Fragments.

Spaltet man Antikérpermolekile mit Pepsin, einer anderen Protease, SO
entsteht ein so genanntes F(ab'),-Fragment, in dem die beiden
antigenbindenden Arme des Antikdrpermolekils miteinander verkntipft bleiben

wahrend die schwere Kette in kleine Fragmente zerschnitten wird. Dies ist



deshalb von herausragender Bedeutung, da ein F(ab’),-Fragment im Gegensatz
zu Fab’-Fragmenten genau die selben Bindungseigenschaften wie der
ursprungliche Antikérper besitzt, jedoch nicht mit Effektormolekilen in
Wechselwirkung treten kann. Dies ist sowohl fiir die therapeutische Anwendung
als auch fur die Erforschung der Rolle der Fc-Region von besonderer
Bedeutung.

1.3 Tumor Nekrose Faktor

Bereits vor ca. 30 Jahren wurde das Zytokin Tumor Nekrose Faktor (TNF)
entdeckt, das bei Aktivierung des Immunsystems gebildet wird und zytotoxische
Wirkung gegen viele Tumorzellinien und auch gegen Tumore in einigen
Tiermodellen aufwies [17]. Im Jahr 1984 wurde die cDNA kloniert [18,19] und
einige Jahre spater die zugehoérigen Rezeptoren identifiziert, die in der Lage
sind, TNF zu binden. Nachfolgend stellte man fest, dass TNF den Prototyp
einer ganzen Zytokin-Familie — der TNF Familie — darstellt [20].

TNF wird zunachst als Typ Il Transmembranprotein in Form eines stabilen
Homotrimers gebildet [21,22] und nachfolgend durch TNF alpha converting
enzyme (TACE) in l6slicher Form als Trimer mit einem Molekulargewicht von
51kDa (Monomer 26kDa) abgespalten [23]. TNF sowie die anderen Mitglieder
der TNF Familie I6sen ihre Effekte nach Interaktion mit ihren zugehdorigen
Membranrezeptoren aus, die in der TNF-Rezeptor-Familie zusammengefasst
werden [24] und durch cysteinreiche Repeats in ihrer extrazellularen Domane
charakterisiert sind [25]. Fur TNF wurden zwei zugehdrige Rezeptoren
charakterisiert: TNF-Rezeptor 1 (TNFR1, CD120a, p55/60) und TNF-Rezeptor 2
(TNFR2, CD120b; p75/80) [25,26]. TNFRL1 ist konstitutiv auf fast allen Geweben
exprimiert, wohingegen TNFR2 typischerweise auf Zellen des Immunsystems
gefunden wird [20]. Bei dem Grof3teil der Zellen stellt also TNFR1 den
hauptséchlichen, da einzigen Mediator des TNF-Signaling dar. Im Gegensatz
zu TNFR2 ist TNFR1 ein Todesrezeptor, d.h. er enthélt eine Todes Doméne
(DD) in seinem zytoplasmatischen Teil [27]. Die DD rekrutiert weitere Proteine,
welche letztendlich zur Aktivierung von Kaspasen fuhren und damit Apoptose
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(programmierten Zelltod) auslésen [28]. Andererseits kann TNFR1 jedoch auch
Uber die Rekrutierung von TRAF (TNF-Rezeptor-Assoziierter-Faktor)-Molekilen
spezifische Genexpression vermitteln [29].

TNF wird in erster Linie von Makrophagen und lymphatischen Zellen, aber auch
von einer Vielzahl anderer Zellen wie Mastzellen, Endothelzellen, Fibroblasten
und neuronalen Zellen gebildet [30]. Die erstbeschriebene und daher
namengebende Funktion von TNF war seine Antitumoraktivitat in einem Maus-
Tumormodell [17]. TNF besitzt jedoch ein sehr breites Spektrum von
Bioaktivitaten, und fast alle Zellen reagieren auf die eine oder andere Weise auf
TNF Stimuli. So spielt TNF, nach Stimulation durch Endotoxin oder andere
bakterielle Komponenten z.B. eine wesentliche Rolle in der Pathogenese des
septischen Schocks [31]. Wahrend hohe Konzentrationen von TNF
schockahnliche Symptome verursachen, fihrt eine lange Exposition gegenuber
niedrigen Konzentrationen von TNF zu Verfall und Kachexie. In der Tat wurde
der biologische Mediator fir Kachexie zuerst in einem Tiermodell bei der
Infektion mit Trypanosomen nachgewiesen, weswegen TNF bei seiner
Entdeckung urspringlich parallel als Cachexin beschrieben worden war [32].
Heute ist TNF auch als wesentlicher Mediator von vielen
Autoimmunerkrankungen wie z.B. rheumatoider Arthritis, Morbus Bechterew
oder chronisch entzindlichen Darmerkrankungen wie Morbus Crohn
identifiziert worden [33-35]. Dartber hinaus wird diesem Zytokin mittlerweile
eine Rolle bei der Pathogenese des Herzversagens, Asthma, Leberzirrhose und
Diabetes und vielen mehr, ja sogar bei psychiatrischen Erkrankungen
zugewiesen [36-39].

TNF zeigt also eine beeindruckende Vielzahl an Funktionen sowohl in
Regeneration, Proliferation als auch Destruktion, welche vom Zeitpunkt und der
Dauer der TNF-Exposition ebenso beeinflusst werden wie von der Expression
der zugehdrigen Rezeptoren, insbesondere auch von dem Verhaltnis der
Expression von TNFR1 und TNFR2 im zellularen Kontext. Es scheint, als ob die
Antitumoraktivitdt von TNF in vivo von einer funktionellen Immunantwort
mindestens ebenso abhangig ist wie von dessen erstbeschriebener Fahigkeit
zur Induktion von Zelltod in Tumorzellen. Heute wird TNF deshalb nicht mehr

hauptséachlich als Nekrose oder Apoptose auslosendes Zytokin, sondern eher
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als proinflammatorisches Zytokin mit einer zusatzlichen Fahigkeit zur Induktion
von Apoptose angesehen. Nichtsdestotrotz, oder wie im Falle unserer und
anderer Arbeitsgruppen gerade umso mehr besteht jedoch weiter ein groRes
Interesse an der Aktivierung von TNF Rezeptoren fur die Tumortherapie, falls
es gelingt, die schwerwiegenden Nebenwirkungen einer systemischen Gabe
von TNF, die von grippeahnlichen Symptomen bis zum septischen Schock
reichen, zu limitieren.

Deshalb war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, einen bispezifischen
Antikdrper zu generieren und zu testen, mit welchem eine Aktivierung von
murinem TNFR21 ausschlief3lich am Tumor nach Erkennung eines Zielantigens
auf Tumorzellen erreicht wird. Dadurch sollten systemische Nebenwirkungen
vermieden werden koénnen und eine Grundlage fir eine zuklnftige
experimentelle Erprobung von bispezifischen Antikdrpern zur gezielten

Aktivierung des TNF Rezeptors im Menschen geschaffen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Brutschrank, Hera cell
Durchlicht-Mikroskop, Axiovert 25
Einkanal Durchfluss-UV-Monitor UV-1
Einkanalschreiber Rec 481
ELISA-Reader, E-max
Eppendorf-Zentrifuge, Biofuge fresco
Feinwaage, Mettler AT 261 Delta
Fluoreszenz-Reader, MicroTek FL1

FPLC-Pumpe, P500
Fraktionskollektor FRAC-100
Gelfitrationschromatographiesaule

Heraeus, D-Hanau

Zeiss, D-Jena

Pharmacia-Biotech, D-Freiburg

Pharmacia-Biotech, D-Freiburg

Molecular Devices, D-Ismaning

Heraeus, D-Hanau

Sartorius, D-G6éttingen

Bio-Tek instruments, USA-
Winooski

Pharmacia-Biotech, D-Freiburg

Pharmacia-Biotech, D-Freiburg

Pharmacia-Biotech, D-Freiburg

HiLoadTM 16/60 Superdex TM 200 (FPLC)

Heizruhrer, MR 3002

MicroBeta Counter 1450 Plus
Multichannel Pipette, 25-200 pl
Multipipette plus

pH-Meter, inlolab

Pipettboy, Pipeteboy comfort
Pipetten

Power Supply EPS 601

SMART System (Superdex 200)
Spektrophotometer Ultrospec 3000
Sterilbank, Herasafe
Tischwaage, BL150S

Vortexer, Reax Top
Wasserbad, 3042
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Heidolph, D-Schwabach

Perkin EImer Wallac, FL-Turku
Integra Biosciences, D-Fernwald
Eppendorf, D-Hamburg

WTW, D-Weilheim

Integra Biosciences, D-Fernwald
Gilson, D-Bad Camberg
Pharmacia-Biotech, D-Freiburg
Pharmacia-Biotech, D-Freiburg
Pharmacia-Biotech, SE-Uppsala
Heraeus, D-Hanau

Sartorius, D-Gottingen
Heidolph, D-Schwabach
Kéttermann, D-Minchen



Wippe Rocky RT-1
Zentrifuge, Multifuge

2.1.2 Glaswaren und Verbrauchsmittel

Allgemeine Glasgefalle

Cryoréhrchen (2ml)

Combitips (2,5 ml und 10,0 ml)
Dialysekassette, Slide-A-Lyzer, 10 kD
Einmalpipetten (2, 5, 10, 25, 50 ml)
Einmalspritzen

Lumaplate 96

Mikrokonzentratoren Centriprep YM-30
Neubauer Zahlkammer
Pasteurpipetten Long Size
PD-10-Saulen Sephadex G25

Pipettenspitze 10, 200, 1000
Quarzkuvette Suprasil halbmikro
Reaktionsgefalie (0,5, 1,5, 2 ml)
Spritzenfilter, Minisart 0.20 um
Zellkulturflaschen (250 ml)

Zellkulurplatten 96-well flat und round bottom

Zentrifugenrdohrchen (15 und 50 ml)

2.1.3 Chemikalien, Medien und Puffer

DEVD-Amc

Ampuwa

Aprotinin

Calciumchlorid Dihydrat (CaCly,)

Frobel, D-Lindau
Heraeus, D-Hanau

Schott, D-Mainz

Greiner, D-Frickenhausen
Eppendorf, D-Hamburg
Pierce, USA-Rockford, IL
Corning incorporated, USA-NY
Braun, D-Melsungen
Perkin EImer, USA-Boston

Millipore Corp, USA-Bedford, MA

Brand, D-Werheim

WU, D-Mainz

Amersham Biosciences,
SE-Uppsala

VWR, D-Bruchsal

Hellma, CH-Basel

Eppendorf, D-Hamburg

Sartorius, D-Gottingen

Greiner, D-Frickenhausen

Corning B.V., NL-Shiphol-Rijk

Greiner, D-Frickenhausen

Biomol, D-Hamburg
Braun, D-Melsungen
Sigma, D-Steinheim
Roth, D-Karlsruhe



CHAPS (C32Hs58N207S)

Cycloheximid (C15H23NO4) [1 mg/ml]

a- Dithiothreitol (C4H1002S>)

a- Dithiothreitol Solution [1,00 M]

5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoesaure)
(C14HsN205Sy)

Dimethylsulfoxid (CoHsSO)

DPBS (1X PBS)

Ethanol p.a. (C2HsOH)

Ethylenediamintetraacetat (C1oH16N20s)

Ethylenglycol-bis-(2aminoethyl)-
N,N,N’,N’-tetraacetat (C14H24N2010)

Fetal Bovine Serum, FCS

HEPES [1 M]

Kaliumchlorid (KCI)

Leupeptin

Magnesium Chloride (MgCl,) [1,00 M]

Natriumazid (NaN3s)

[>'Cr] Natriumchromat (Nay>*CrOy)

Natriumchlorid (NaCl)

Natrium Orthovanadat (NasVO,)
Pepsin [10 U/mg]

Pepstatin

Pen-Strep

Sigma, D-Steinheim
Sigma, D-Steinheim
Sigma, D-Steinheim
Fluka, CH-Buchs

Sigma, D-Steinheim

Sigma, D-Steinheim
CambrexBio Science, B-Verviers
Merck, D-Darmstadt
Sigma, D-Steinheim
Sigma, D-Steinheim

Biochrom KG, D-Berlin
Sigma, D-Steinheim
Fluka, CH-Buchs
Sigma, D-Steinheim
Sigma, D-Steinheim
Merck, D-Darmstadt
Amersham Biosciences,
D-Freiburg
Roth, D-Karlsruhe
Sigma, D-Steinheim
Merck, D-Darmstadt
Sigma, D-Steinheim
CambrexBio Science, B-Verviers

10.000 U/ml Penicillin, 10.000 pg/ml Streptomycin

Phenylmethanesulfonylfluorid (C;H;FO,S)
RPMI 1640 GlutaMAX-I, 25mM Hepes

Sucrose (C12H22011)
Tergitol, Type NP-40

TNF murine, rekombinant
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Sigma, D-Steinheim
Invitrogen Corporation,
D-Karlsruhe
Sigma, D-Steinheim
Sigma, D-Steinheim
R&D Systems inc.,
USA-Minneapolis



Trypan Blue Stain 0,4 %

Trypsin EDTA

WST-1 Reagenz

2.1.4 Antikorper

Anti-TNFR1 Antikérper, Klon: 47803

Anti-TNFR1 Antikorper, Klon: HM104
Rat IgG, Klon: 43414;

Rat IgG2a, Klon: 54447.11

TNB-EpCAM-Fab’-Fragmente

2.1.5 Murine Zellinien

A20 (B-Zell-Lymphom)
B16-FO (Melanom)
B16-C215 (Melanom)
EL-4 (T-Zell-Lymphom)
WEHI-164s (Fibrosarkom)
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Invitrogen Corporation,
D-Karlsruhe
Cambrex BioScience, B-Verviers

Roche, D-Mannheim

R&D Systems inc.,
USA-Minneapolis
TebuBio, D-Offenbach
R&D Systems inc.,
USA-Minneapolis
R&D Systems inc.,
USA-Minneapolis
Prof. Jung, Tubingen

DSMZ, D-Braunschweig
Prof. Jung, TUbingen
Prof. Jung, TUbingen
DSMZ, D-Braunschweig
DSMZ, D-Braunschweig



2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Alle Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37C, 5,0% CO, und 90% relativer
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Als Medium wurde fur alle Zellen RPMI1640 mit 10%
fetalem Kalberserum (FCS) und 1% Pen-Strep verwendet, wobei das FCS vor
Benutzung fir eine Stunde bei 56C im Wasserbad hit zeinaktiviert wurde. Die
Bestimmung der Zellzahl pro ml wurde unter Ausschluss der toten Zellen durch
Anfarbung mit Trypanblau in einer Neubauer Zahlkammer durchgefiihrt. Soweit
nicht anders angegeben wurden die Zellen bei 450g uber 5 Minuten
abzentrifugiert. Die Suspensionszellinien EL-4 und A20 wurden jeden zweiten
bis dritten Tag nach Bestimmung der Zellzahl abzentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und die Tumorzellen mit einer Konzentration von 0,15 bis 0,2x10°
Zellen/ml in 15ml frischem Medium in einer 250ml Zellkulturflasche propagiert.
Falls Versuche mit den Zellen geplant waren, wurden diese am Tag zuvor
gesplittet, so dass sie sich bei der Versuchsdurchfihrung in der
Wachstumsphase befanden. Die adharent wachsenden Zellinien (WEHI-164s,
B16-FO und B16-C215) wurden bei einer Konfluenz von 80-90% mit Trypsin-
Ethylendiamintetraacetat (Trypsin-EDTA) und anschlieendem Klopfen gegen
die Zellkulturflasche abgeldst, abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die
Tumorzellen in 1ml frischem Medium resuspendiert. Nach Bestimmung der
Zellzahl wurden die Zellen mit 12.500 Zellen/cm? in einer 250ml
Zellkulturflasche mit 80cm? Bodenflache in 10ml Medium angesetzt.

Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden Zellen aus einer Zellkulturflasche am Tag nach dem
Splitten falls nétig abgelost, abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, in 3,0m|
Einfriermedium bestehend aus 70%RPMI 1640, 20%FCS und 10%Dimethyl-
sulfoxid (DMSO) aufgenommen und in zwei sterilen Cryoréhrchen mit je 1,5ml
sofort bei -80CT eingefroren. Nach einem bis zwei T agen wurden die Zellen in
einen Stickstofftank tberfuhrt und dort bei ca. -160C weiter gelagert.

Um eingefrorene Zellen in Kultur zu nehmen wurde ein Cryoréhrchen im
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Wasserbad bei 37C aufgetaut, sofort in ein 15ml Ze ntrifugenréhrchen mit ca.
10ml Medium gegeben und abzentrifugiert. Nach einmaligem Waschen mit
sterilem PBS wurden die Zellen in 10ml Medium aufgenommen und in einer

250ml Zellkulturflasche angesetzt.

2.2.2 Quantifizierung der Zellviabilitdt mittels WS  T-1 Reagenz

Der WST-1 Test ist eine nicht-radioaktive Methode um die Proliferation und
Viabilitat von Zellen zu quantifizieren. In dem Test wird die Aktivitdt von
mitochondrialen Dehydrogenasen, dem Succinat-Tetrazolium-Reduktase-
System, Uber die Umsetzung des leicht rétlichen WST-1 Reagenz zu
dunkelrotem Formazan gemessen. Die Farbveranderung, die zwischen 420 und
480nm mit einem ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)-Reader
gemessen werden kann, ist hierbei ein Maf3 fir den Anteil von metabolisch
aktiven Zellmitochondrien. Der WST-1 Test kann somit einerseits benutzt
werden, um die Zellproliferation als Antwort auf Stimulation mit z.B.
Wachstumsfaktoren oder Zytokinen zu testen, andererseits auch als
Nachweismethode von Zelltod durch Gabe von z.B. apoptoseinduzierenden
Substanzen oder Chemotherapeutika dienen [40].

Die Suspensionszellen EL-4 und A20 wurden mit 25.000 Zellen in 50ul Medium
pro well in einer 96 well flat-bottom Platte als Tripletts angesetzt. Anschliel3end
wurden die zu testenden Substanzen (rekombinantes murines TNF und/oder
Cycloheximid) zugegeben, so dass das Endvolumen 100ul pro well betrug. Fur
die Testung der Antikorper gegen murinen TNFR1 (anti-TNFR1) auf
agonistische Aktivitat wurden die Antikérperklone HM104 bzw. 47803 und ihre
zugehdrigen Isotypkontrollen Uber ihren Fc-Teil auf dem Boden einer 96 well
flat-bottom Platte immobilisiert. Dafir wurden die Antikérper auf 10pug/ml in PBS
verdinnt und 100ul der Antikdrperlosung/well Gber Nacht bei 4-8<T inkubiert.
Am nachsten Tag wurden die Platten mit PBS gewaschen und die
Suspensionszellen mit 25.000 Zellen in 100pul Medium pro well zu den

immobilisierten Antikdrpern gegeben. Nach 24h Inkubation im Brutschrank
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wurden 10ul des WST-1 Reagenzes (10% Volumenanteil) zugegeben, die
Platten in den Brutschrank zurlickgestellt und die Absorption bei 450nm im
ELISA-Reader zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen.

Die adharenten WEHI-164s Zellen wurden am Abend zuvor mit 50.000 Zellen in
100pul Medium pro well in einer 96 well flat-bottom Platte als Tripletts angesetzt
und Uber Nacht im Brutschrank kultiviert. Danach wurden die Zellen drei mal mit
sterilem PBS gewaschen, bevor die Zugabe der Substanzen in 100l frisches
Medium erfolgte. FlUr die Testung der Antikorper wurden die anti-TNFR1
Antikérper und ihre zugehérigen Isotypkontrollen wie oben beschrieben
immobilisiert. Am nachsten Tag wurden die Platten gewaschen und 50.000
WEHI-164s Zellen in 100l Medium pro well zu den immobilisierten Antikorpern
gegeben. Anschliel3end wurde wie bei den Suspensionszellen weiterverfahren.

Fur die Auswertung wurde der Farbstoffumsatz der nicht mit TNF oder
Antikérpern behandelten Zellen als 100% definiert, der Umsatz der mit den
Antikorpern oder TNF behandelten Zellen auf diesen Wert bezogen und in
Prozent angegeben.

Zellviabilitat [%] = ODprobe / OD1go9% X 100

ODeprobe Optische Dichte der mit TNF oder Antikdrpern behandelten Zellen
OD100% Optische Dichte der nicht mit TNF oder Antikorpern behandelten
Zellen

2.2.3 Messung der Aktivitat der Kaspasen 3 und 7

Die Grundlage der Messung basiert auf der Eigenschaft von Kaspasen,
bestimmte Peptidsequenzen zu erkennen und C-terminal der Sequenz zu
spalten. Im hier verwendeten System wird die Peptidsequenz Aspartat —
Glutamat — Valin — Aspartat (DEVD) benutzt, welche von der Kaspase 3
(Apopain) und der Kaspase 7 (Mch-3) erkannt und C-terminal der Sequenz
gespalten wird [41,42]. Das C-terminale Aspartat ist mit 7-Amino-4-Methyl-

Coumarin (AMC) kovalent gebunden. Das intakte Peptid-Coumarin Konjugat
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besitzt nach Anregung keine Fluoreszenz bei 460nm; wenn aber eine aktive
Kaspase die Peptidsequenz abspaltet, entsteht ein Coumarin-Produkt, das
nach Exzitation bei 360nm (Exzitationsmaximum 346nm) bei 460nm emittiert
(Emissionsmaximum 442nm) [43]. Die gemessene Fluoreszenz ist damit ein
relatives Mal3 fur die Aktivitat der Kaspasen 3 und 7 [44].

Fur die Untersuchung der Aktivitdt der Kaspasen wurden 12.500 WEHI-164s
Zellen in 100ul Medium pro well in einer 96 well flat-bottom Platte als Tripletts
angesetzt und dUber Nacht im Brutschrank inkubiert. Die adharenten Zellen
wurden dann drei Mal mit sterilem PBS gewaschen, bevor die angegebenen
Stimuli und ggf. die B16-FO oder B16-C215 Zellen zugegeben wurden. Nach
der angegebenen Inkubation bei 37C wurden die Platten bei 4509
abzentrifugiert, ausgeschlagen und auf Eis stehend getrocknet, bevor sie mit
Klebefolie abgedeckt bei -80C eingefroren wurden. Fir die Testung der
Antikorper wurden die anti-TNFR1 Antikorper und ihre zugehérigen
Isotypkontrollen Uber ihren Fc-Teil auf dem Boden einer 96 well flat-bottom
Platte immobilisiert. Daftr wurden die Antikorper auf 10pg/ml in PBS verdinnt
und 100ul/well Gber Nacht bei 4-8C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die
Platten gewaschen und die 12.500 WEHI-164s Zellen in 100ul Medium pro well
zu den immobilisierten Antikorpern gegeben. Anschlie3end wurde wie oben
beschrieben fortgefahren.

Fur die Messung der Aktivitat der Kaspasen wurden die Platten auf Eis stehend
aufgetaut und 50ul Lyse-Puffer (bestehend aus 10mM HEPES (pH 7,4), 84mM
KCI, 20mM MgCl;, 0,2mM EDTA, 0,2mM EGTA, 0,5% NP40, 1mM PMSF, 1mM
DTT, 1upg/ml Leupeptin, 1ug/ml Pepstatin und 1pg/ml Aprotinin) pro well
zugegeben. Nach einer Inkubation von 10 Minuten wurden 150ul Reaktions-
Puffer (bestehend aus 50mM HEPES (pH 7,4), 100mM NaCl, 10% Sucrose,
0,1% CHAPS, 2mM CacCl,, 2mM DTT und 50uM Ac-DEVD-Amc) pro well
zugegeben. Die Endkonzentrationen betrugen im Reaktionsansatz demnach:
40mM HEPES, 75mM NacCl, 21mM KCl, 2,5mM MgCl,, 1,5mM CacCl,, 0,05mM
EDTA, 0,0omM EGTA, 0,125% NP-40, 7,5% Sucrose, 0,075% CHAPS,
1,75mM DTT, 0,25mM PMSF, 0,25ug/ml Leupeptin, 0,25ug/ml Pepstatin,
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0,25ug/ml Aprotinin und 37,5uM Ac-DEVD-Amc. Die Platten wurden dann in
den Fluoreszenz-Reader gestellt und die Emission bei 460nm nach Exzitation
mit 360nm alle zwei Minuten Uber vier Stunden bei 37 im Fluoreszenz-
Reader gemessen. Der lange Messzeitraum diente dazu, einen Bereich zu
identifizieren, in dem die Aktivitdt der Kaspasen linear zu messen war. Die
Auswertung erfolgte zu einem jeweils zu definierenden und angegebenen
Zeitpunkt im linearen Messbereich.

2.2.4 Quantifizierung der Apoptoseinduktion mittels Chrom-Release

Der Chrom-Release oder Chromfreisetzungstest bietet die Moglichkeit, in einem
Zellgemisch spezifisch die Lyse von einer bestimmten Zellpopulation zu
bestimmen. Hierflir werden die zu untersuchenden Zellen mit radioaktivem
Natriumchromat (Naz>*CrO,, ca. 569MBg/ml, ca. 15mCi/ml Halbwertszeit 27,8d)
behandelt. Das Natriumchromat gelangt schnell tber die Zellmembran ins
Zytosol, wo es von Cr®* zu Cr® reduziert wird und nun nicht mehr die intakte
Zellmembran durchwandern kann. Bei apoptotischen oder nekrotischen Zellen
verandert sich die Zellmembran und wird durchlassig fur das dreiwertige
Chrom-Kation. Dieses gelangt aus der Zelle in den Uberstand, welcher dann
abgenommen und mittels einer mit Yttrium Silicat Scintillator-beschichteten

Lumaplatte in einem Beta-Counter gemessen werden kann.

Von den zu untersuchenden Zellen wurden 1,2 x 10° Zellen in 50pl Medium
aufgenommen und mit 5pl pro angebrochene Halbwertszeit Na,**CrO4-Lésung
1h bei 37T inkubiert. Anschlie@end wurden die Zellen dreimal mit 10ml
Medium gewaschen, mit 2x10* Zellen in 100plI Medium pro well in einer 96 well
flat-bottom Platte angesetzt und fir 4-6h in einen Brutschrank gestellt. Dies
diente dazu, den adharent-wachsenden Zellen gentigend Zeit zum Absetzen zu
geben. Nach dieser Zeit wurden die angegebenen Stimuli und/oder Zellen
zugegeben, wobei das Endvolumen pro well 200ul betrug. Nachdem der Ansatz
fur 18h bei 37T inkubiert hatte, wurden 50ul des U berstandes auf eine

Lumaplatte tbertragen und diese, nachdem sie getrocknet war, mit Hilfe des
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Beta-Counters gemessen.
Die prozentuale Lyse wurde aus den gemessenen counts per minute (cpm)

Uber folgende Formel berechnet:

Lyse [%] = (Cmerobe— Cpmspontan) / (Cpmmaximal - Cpmspontan) X 100

CPMprobe Counts per minute der Zellen mit den verschiedenen Stimuli
CPMspontan  Counts per minute der unbehandelten Zellen

CPMmaximai  Counts per minute der Zellen mit 1 % Triton X 100

2.2.5 Konzentrationsbestimmung von Antikdrperlésung en

Die Menge von Proteinen in einer Losung kann einfach tUber deren Absorption
bei 280nm bestimmt werden. Die Absorption ist in diesem Bereich
hauptséachlich durch Tyrosin und Tryptophan, zu einer sehr geringen Menge
auch durch Phenylalanin und Disulfid-Briicken bedingt. Da in Proteinen
unterschiedliche Anteile der oben genannten Aminoséuren vorhanden sind,
unterscheidet sich der Extinktionskoeffizient einer 1Img/ml Proteinldsung je nach
Zusammensetzung des Proteins von 0 bis zu 4,0 [45]. Fur Antikorper liegt der
Extinktionskoeffizient bei 1,4. Bei der Messung sollte darauf geachtet werden,
dass die Absorption ungefahr zwischen 0,05 und 1,0 liegt, da in diesem Bereich
die Messung am exaktesten ist.

In einer Quarzkivette wurde zuerst der Puffer der Antikorperldsung eingefullt

und zur Eichung des Spektrophotometers benutzt. Dann wurde die
Antikorperprobe eingefillt und ebenfalls gemessen.
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Mit dem Extinktionskoeffizienten und dem Verdinnungsfaktor wurde die Menge
an Antikorper nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz berechnet:

A=gxcxl

A: Absorption bei 280 nm

€ Extinktionskoeffizient bei 280 nm; €= 1,4 cm?mg
C: Konzentration in mg/mi
l: Optische Weglange l=1cm

Daraus ergibt sich fur die Berechnung der Antikbrperkonzentration:

c=A/1,4 mg/ml

2.2.6 Pufferwechsel von Antikoérper-Lésungen

Um Salze bzw. kleinere Molekiile aus Lésungen zu entfernen bzw. eine Lésung
umzupuffern, wurden PD-10-Saulen verwendet. Diese bestehen aus 8,3ml
Sephadex G-25 Medium mit einer PartikelgréRe von 85-260um. Das
Saulenmedium ist so gewahlt, dass Molekile mit einem Molekulargewicht
gro3er 5kDa ungehindert durch die Saule flieRen kbnnen, wohingegen Molekile
kleiner 5kDa nur verzogert eluiert werden (vgl. 2.2.8.). Auf die mit dem
gewinschten Puffer (Ziel-Puffer) equilibrierte Séule wird die Antikérper-Lésung
aufgetragen und anschlieRend mit dem Ziel-Puffer eluiert.

Die Saule wurde viermal mit dem Ziel-Puffer vorgespilt und das Eluat
verworfen. AnschlieBend wurde die Antikdrper im Ausgangs-Puffer aufgetragen
und das Volumen auf 2,5ml mit dem Ziel-Puffer aufgefillt, wobei auch diesmal
das Eluat verworfen wurde. Nun wurden 3,5ml des Ziel-Puffers aufgetragen und
das Eluat, in dem sich die Antikérper im Ziel-Puffer geldst befanden,

aufgefangen.
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2.2.7 Aufkonzentrierung von Antikorper-Losungen

Zur Konzentrierung von Antikorper-Lésungen wurden die Mikrokonzentratoren
Centriprep YM-30 verwendet. Sie bestehen aus zwei ineinander stehenden
Rohren, wobei die dulRere eine normale Plastikrohre ist, der Boden der inneren
aber durch eine Membran ersetzt ist, die so beschaffen ist, dass sie alle
Molekile, die groRer als 30kDa sind, nicht durchlasst. In die aul3ere Réhre wird
die zu konzentrierende Antikdrperldsung gegeben und anschlieRend
zentrifugiert. Durch die dabei wirkende Zentripetalkraft wird die Flussigkeit mit
allen Molekdulen, die kleiner als 30kDa sind, aus dem auf3eren Rohrchen durch
die Membran in das innere RoOhrchen gedruckt. In der &auf3eren Ro6hre
verbleiben die Molekile, die grof3er als 30kDa sind — in unserem Fall die

Antikdrperbausteine.

Die zu konzentrierende Lo6sung wurde in das &ul3ere Ro6hrchen der
Konzentratoren gegeben, das innere Rohrchen hineingestellt und bei 700g
zentrifugiert, bis das gewtinschte Restvolumen erreicht war. Um eine Bindung
der Antikorperbausteine an die Membran zu verhindern wurde diese zuvor mit
0,1M Glycin-Puffer abgeblockt.

2.2.8 Herstellung bispezifischer F(ab) ,-Fragmente

Die Herstellung bispezifischer F(ab'),-Fragmente erfolgt in vier Schritten: dem
Pepsinverdau der Antikorper, der Reduktions- / Modifikationsreaktion der
F(ab"),-Fragmente, der Aufreinigung und Konzentrierung der modifizierten Fab’-
Fragmente und schlielich der Hybridisierung der verschiedenen Fab'-
Fragmente zu bispezifischen F(ab"),-Fragmenten [46,47].

Im ersten Schritt werden die intakten Antikorper jeweils mittels Pepsin zu
monospezifischen F(ab'),-Fragmenten und dem Fc-Teil verdaut [48]. Hierbei
muss eine zu lange Inkubation oder ein zu hoher Anteil an Pepsin vermieden
werden, da es zu einer weiteren Spaltung der Antikérper in Kleinere

Bruchstiicke kommen kann. Die erhaltenen F(ab’),-Fragmente muissen im
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nachsten Schritt in Fab’-Fragmente getrennt werden, wobei verhindert werden
muss, dass sich hieraus spontan wieder F(ab'),-Fragmente bilden. Dies kann
durch Benutzung von 5,5-Dithiobis(2-nitrobenzoesaure) (DTNB) erreicht
werden. DTNB wird daftr zuerst mit Dithiothreitol (DTT) reduziert, wobei zwei
Molekile TNB und zyklisches DTT entsteht. Die entstehenden 2-Nitro-5-
Thiobenzoesaure (TNB) Molekile besitzen ein Reduktionspotential, das grof3
genug ist, die Disulfid-Briicken der Hinge-Region zu spalten [49]. Im Rahmen
dieser Reduktionsreaktion bindet TNB kovalent an die Cysteinyl-Reste der Fab’-
Fragmente, so dass TNB-Fab’-Molekiile entstehen. Die spontane Oxidation der
Fab’-Fragmente zu F(ab’),-Fragmenten ist somit verhindert. Fir die weiteren
Reaktionen mussen die gewinschten TNB-Fab’-Molekile von den nicht
reduzierten F(ab’),-Fragmenten, den Reduktionsmitteln und den Fc-Teilen
getrennt werden. Hierzu kann die Gelfiltrations-Chromatographie verwendet
werden. Eine derartige Chromatographiesdule besteht aus einem pordsen
Tragermaterial mit einer definierten Porengrof3e und einer flissigen Phase.
Abhangig von der Molekilgrof3e der zu reinigenden Proteine kbnnen diese
zwischen das Tragermaterial oder auch in die Poren eindringen, so dass
kleinere Moleklle langsamer mit der flissigen Phase eluiert werden als gréf3ere
Proteine, die nicht in das Tragermaterial eindringen konnen. Mittels eines
DurchfluB-UV-Monitors, der die Absorption bei 280nm misst, kdnnen der
Zeitpunkt, an welchem die verschiedenen Antikérperbausteine eluiert werden
ermittelt und mit Hilfe eines Fraktionskollektors die Proteine aufgefangen
werden. Im Zuge dieses Verfahrens kommt es allerdings zu einer
Volumenzunahme der Proben, so dass eine Aufkonzentration (s.0.) notwendig
wird. Nach dem die Proben aufgereinigt und konzentriert sind kann mit dem
Hybridisierungsschritt fortgefahren werden. Hierzu missen die TNB-Fab'-
Molekile von einer der beiden Spezifitdten wieder mittels DTT zu reinen Fab’-
Fragmenten reduziert werden. Nach Trennung des DTT von den Fab’-
Fragmenten reagieren diese dann mit TNB-Fab’-Molekulen unter Abspaltung
von TNB zu bispezifischen F(ab'),-Fragmenten.
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Fur den Pepsinverdau musste der anti-TNFR1 Antikorper, der in PBS gelost
vorlag, mit Hilfe einer PD-10-Saule in 0,1M Natriumacetatpuffer (0,05M
Natriumacetat, 0,05M Essigsaure, 0,15M Natriumchlorid, pH4,0) umgepuffert
werden. Der pH von 4,0 wurde als Kompromiss zwischen dem pH-Optimum des
Pepsins (ca. pH2) [50] und dem fur Antikbrper maximal akzeptablen sauren pH-
Wert gewahlt. Nach spektrophotometrischer Bestimmung der Antikdrper-
konzentration wurde 1mg/ml Pepsinldsung im Mengenverhéltnis 1:30 zu dem
Antikdrper gegeben und fur 4h bei 37C im Wasserbad inkubiert. Nach dieser
Zeit wurde der pH-Wert der Losung durch Zugabe eines 1,0M Tris-Puffer (pH
9,0) auf ca. pH7,2 angehoben und damit der Verdau gestoppt.

Als nachster Schritt folgte die Reduktion und Modifikation der TNFR1-F(ab’),
(gegen den murinen TNFR1 gerichtete F(ab’),-Fragmente) mit DTNB. Hierfur
wurden 40mM DTNB und 10mM DTT, beide in 0,1M Natriumphosphatpuffer
(0,05M Natriumdehydrogenphosphat, 0,05M Natriumhydrogenphophat, 0,15M
Natriumchlorid, pH7,4) gemischt. Diese LOosung wurde dann in gleichem
Volumen zu den verdauten TNFR1-Antikdrpern gegeben und lber Nacht bei
Raumtemperatur auf einer Wippe inkubiert.

Die Aufreinigung der entstandenen TNB-TNFR1-Fab’-Molekiile erfolgte mittels
einer Hiload 16/60 superdex 200 pregrade S&aule. Als Laufpuffer wurde 0,1M
Natriumphosphatpuffer mit einer Laufgeschwindigkeit von 50ml/h verwendet.
Das Eluat wurde bei 280nm analysiert und mittels eines Fraktions-Kollektors
aufgefangen (2min./Fraktion). Die nach der Analyse erhaltenen Fraktionen
wurden wie oben beschrieben auf ein Volumen von ca. 2ml aufkonzentriert und
die Antikrpermenge spektrophotometrisch bestimmit.

Fur die Hybridisierung wurde das in PBS geldste TNB-EpCAM-Fab’-Fragment
mit DTT reduziert und anschlieend auf eine PD10-Saule gegeben. Dadurch
konnte einerseits eine Umpufferung in 0,015M Natriumacetatpuffer (0,0075M
Natriumacetat, 0,0075M Essigsaure, 0,9% Natriumchlorid, pH4) vorgenommen
werden, andererseits wurde das Uberschiissige DTT entfernt. Die Menge der
Fab’-Fragmente in der Losung wurde ebenfalls mittels Spektrophotometrie
gemessen und die gleiche Menge der TNB-TNFR1-Fab’-Fragmente
zugegeben. Nach 1h bei Raumtemperatur auf einer Wippe wurde das Gemisch

auf die Gelchromatographie-Saule gegeben und die bispezifischen F(ab’),-
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Fragmente von den nicht gekoppelten Fab’-Fragmenten getrennt. Sowohl die
Fraktionen der bispezifischen F(ab'),-Fragmente als auch die der nicht
gekoppelten Fab’-Fragmente (Fab’-Mix), die eine Mischung aus anti-TNFR1-
und anti-EpCAM-Fab’-Fragmenten  darstellen, wurden  anschlieRend
konzentriert, die Konzentration gemessen, steril filtriert und bei 4-8C gelagert.

2.2.9 Applikation der bs-F(ab’) ,-Fragmente in vivo

Die in vivo Versuche wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von
Prof. G. Jung in der Abteilung Immunologie am Interfakultaren Institut fur
Zellbiologie durchgefihrt.

Fur die Tumortherapie wurden 10-12 Wochen alten C57BL/6-Méausen (6 Tiere
pro Gruppe) B16-C215 Melanomzellen, aufgenommen in einem Volumen von
max. 300pl sterilem PBS, intra-peritoneal injiziert.

Nach der intra-peritonealen Applikation (2.500 B16-C215 Zellen) erfolgte eine
Behandlung mit jeweils 20ug bispezifischen F(ab’),-Fragmenten an den Tagen
1, 2, 3, 7,9 und 10 nach Versuchsbeginn. Als Kontroll-Reagenzien wurden PBS
bzw. 20ug des Fab’-Mix nach dem selben Behandlungsschema eingesetzt.
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3 Ergebnisse

Zunachst wurde eine Liste der kommerziell erhaltlichen monoklonalen
Antikbrper gegen den murinen TNFR1 erstellt. Zeitgleich wurde damit
begonnen, Methoden zur Untersuchung der Wirkung von TNF auf murine
Tumorzellinien zu etablieren. Diese wurden dann benutzt, um die Antikorper auf
agonistische Aktivitat zu testen. Nachdem gezeigt werden konnte, dass einer
der Antikoérper den TNFRL1 stimuliert wurden mit diesem Klon die bispezifischen
Konstrukte hergestellt und anschlie3end in vitro und in vivo getestet.

3.1 Monoklonale anti-TNFR1-Antikdrper

Mittels Internetrecherche und durch Anfragen bei verschiedenen Firmen
konnten zahlreiche verschiedene, von unterschiedlichen Firmen vertriebene
Antikdrper gegen murinen TNFR1 gefunden werden. Es zeigte sich jedoch,
dass insgesamt nur zwei verschiedene Klone monoklonaler Antikdrper gegen
den murinen TNFR1 verkauft werden: der Klon HM104, der von verschiedenen
Firmen vertrieben wird, und der Klon 47803 von R&D-Systems. Der Klon
HM104 ist ein monoklonaler Rattenantikdrper der Klasse IgG2a und wird fur
ELISA, FACS, Immunhistochemie und Immunprazipitation empfohlen. Der Klon
47803 ist ebenfalls ein monoklonaler Antikérper aus der Ratte, allerdings gehort
er zur Klasse IgG1 und kann nach Firmenangabe fir ELISA und Westernblot
verwendet werden. Diese beiden Klone wurden kauflich erworben, jedoch war
beziglich mdglicher agonistischer, d.h. den murinen TNFR1 stimulierender
Eigenschaften der Antikdrper nichts bekannt.

3.2 Untersuchung der Wirkung von TNF auf Zellinien

Um die Wirkung von TNF auf murine Zellinien zu untersuchen kamen mehrere
Moglichkeiten in Frage. Zum einen kénnen die durch TNF hervorgerufenen
Reaktionen der Zellen untersucht werden, zum anderen die Aktivierung der
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unterschiedlichen Signalkaskaden, die nach Bindung von TNF an TNFR1
ausgelost werden. Bei den hervorgerufenen Reaktionen auf TNF kann die
Induktion von Apoptose oder die immunmodulatorische Wirkung Uber die
Produktion von Zytokinen nachgewiesen werden. Bei den Signalkaskaden kann
die Aktivierung von Kaspasen oder NFKB untersucht werden. Die Etablierung
von Testmethoden war fir eine nachfolgend geplante Untersuchung der
Antikdrper gegen murinen TNFR1 bezuglich ihrer agonistischen Aktivitat
erforderlich

3.2.1 Reduktion der Tumorzell-Viabilitat durch Beha  ndlung mit TNF

Um die Induktion von Apoptose in murinen Zellinien Gber den TNFR1 zu testen
wurde der nicht-radioaktive WST-1 Test benutzt. Zundchst wurden die
Versuche mit den beiden Lymphomzellinien A20 und EL-4 durchgefihrt, welche
aufgrund ihres Wachstums als Suspensionszellen die Durchfihrung der
Versuche vereinfachten. Die Zellinien wurden in einer in Vorversuchen als
optimal ermittelten Konzentration von 25.000 Zellen/well in einer 96 well flat-
bottom Platte angesetzt. Dann wurden verschiedene Konzentrationen von
rekombinantem murinem TNF mit jeweils verschiedenen Konzentrationen des
Proteininhibitors Cycloheximid zugegeben. Nach 24h Inkubation im Brutschrank
wurde das WST-1 Reagenz zugefugt und die Absorption zu den angegebenen
Zeiten gemessen.

Die Fibrosarkomzellinie WEHI-164s, von der bekannt ist, dass sie sehr sensibel
auf TNF reagiert, wurde mit 50.000 Zellen/well (zuvor ermittelte optimale
Zellzahl) angesetzt und tUber Nacht im Brutschrank inkubiert, damit die Zellen
genlugend Zeit zum Absetzen hatten. AnschlieBend wurden die verschiedenen
Konzentrationen von TNF zugegeben und 24h spater die jeweiligen Ansatze mit
dem WST-1 Test untersucht.

Es zeigte sich, dass die A20 Zellen auch in der hohen eingesetzten TNF
Konzentration von 100ng/ml und sogar unter Zugabe des Proteininhibitors
Cycloheximid, welcher Zellen fir apoptotische Signale sensibilisiert, immer

noch zu Uber 90% viabel waren (Abb.1). EL-4 Zellen waren unter der
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Behandlung mit 100ng/ml TNF ohne Zugabe von Cycloheximid immer noch zu
Uber 95% in der Lage, den Farbstoff zu verstoffwechseln, dies liel3 sich
allerdings durch die Zugab von 0,5ug/ml Cycloheximid auf unter 50% im
Vergleich zu nicht mir TNF behandelten Ansatzen absenken (Abb.2).

100,00% -

80,00% -

60,00% -

Zellviabilitat [%6]

40,00% -~

20,00% -

0,00% -

Opg/ml CHX 0,5ug/ml CHX

‘ B unbehandelt OTNF

Abb.1: Untersuchung der Zellviabilitit von A20 Zellen nach Behandlung m it
rekombinantem murinem Tumor Nekrose Faktor (TNF):

25.000 A20 Zellen/well wurden mit Ong/ml oder 100ng/ml TNF in Gegenwart von Oug/ml oder
0,5ug/ml Cycloheximid (CHX) fir 24h behandelt. AnschlieBend wurden 10ul/well WST-1
Reagenz zugegeben und nach 4h die Absorption bei 450nm gemessen. Die nicht mit TNF
behandelten Zellen wurden als 100% viabel definiert. Die Ergebnisse entsprechen Mittelwerten
von Tripletts mit Standardabweichung.

-30-



100,00% -

80,00% -

60,00% -

Zellviabilitat [%)]

40,00% -

20,00% -

0,00% -
Opg/ml CHX 0,5pug/ml CHX

' munbehandelt OTNF

Abb.2: Untersuchung der Zellviabilitat von EL-4 Zellen nach Behandlung mit
rekombinantem murinem Tumor Nekrose Faktor (TNF):

25.000 EL-4 Zellen/well wurden mit Ong/ml oder 100ng/ml TNF in Gegenwart von Oug/ml oder
0,5ug/ml Cycloheximid (CHX) fir 24h behandelt. AnschlieBend wurden 10ul/well WST-1
Reagenz zugegeben und nach 4h die Absorption bei 450nm gemessen. Die nicht mit TNF
behandelten Zellen wurden als 100% viabel definiert. Die Ergebnisse entsprechen Mittelwerten
von Tripletts mit Standardabweichung.

Daraufhin wurde der WST-1 Test mit den EL-4 Zellen dazu verwendet, die
maximal effektive TNF Konzentration bei diesen Zellen sowohl in Gegenwart als
auch in Abwesenheit von Cycloheximid zu ermitteln (Abb.3-5).

Ohne Zusatz von Cycloheximid zeigten sich nur geringe Unterschiede beziiglich
der Viabilitat der Zellen nach Behandlung mit verschiedenen TNF-
Konzentrationen, und auch mit einer maximalen Konzentration von 100ng/ml
wurde kein Plateau erreicht (Abb.3). Nach Zusatz von Cycloheximid in
Konzentrationen von 0,5ug/ml (Abb.4) und 1,0 pg/ml (Abb.5) war bei einer TNF
Konzentration von 1ng/ml die Reduktion der Zellviabilitat nahezu maximal und
lie sich auch durch Steigerung auf 100ng/ml TNF nicht relevant erh6hen. Der
Effekt von TNF erwies sich in Gegenwart von 0,5ug/ml Cycloheximid als

ausgepragter als in Gegenwart der hoheren Konzentration von 1ug/mi.
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Abb.3: Untersuchung der Zellviabilitit von EL-4 Zellen nach Behand lung mit ver-
schiedenen Konzentrationen von rekombinantem murinem Tumor Nekrose Fak tor (TNF):

25.000 EL-4 Zellen/well wurden in Abwesenheit von Cycloheximid mit den angegebenen
Konzentrationen von TNF fur 24h behandelt. AnschlieRend wurden 10ul/well WST-1 Reagenz
zugegeben und nach 4h die Absorption bei 450nm gemessen. Die nicht mit TNF behandelten
Zellen wurden als 100% viabel definiert. Die Ergebnisse entsprechen Mittelwerten von Tripletts
mit Standardabweichung.
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Abb.4: Untersuchung der Zellviabilitit von EL-4 Zellen nach Behand lung mit ver-

schiedenen Konzentrationen von rekombinantem murinem Tumor Nekrose Fak tor (TNF):

25.000 EL-4 Zellen/well wurden in Anwesenheit von 0,5ug/ml Cycloheximid mit den
angegebenen Konzentrationen von TNF fur 24h behandelt. AnschlieRend wurden 10ul/well
WST-1 Reagenz zugegeben und nach 4h die Absorption bei 450nm gemessen. Die nicht mit
TNF behandelten Zellen wurden als 100% viabel definiert. Die Ergebnisse entsprechen
Mittelwerten von Tripletts mit Standardabweichung.
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Abb.5: Untersuchung der Zellviabilitit von EL-4 Zellen nach Behand lung mit ver-

schiedenen Konzentrationen von rekombinantem murinem Tumor Nekrose Fak tor (TNF):

25.000 EL-4 Zellen/well wurden in Anwesenheit von 1,0ug/ml Cycloheximid mit den
angegebenen Konzentrationen von TNF fur 24h behandelt. AnschlieRend wurden 10ul/well
WST-1 Reagenz zugegeben und nach 4h die Absorption bei 450nm gemessen. Die nicht mit
TNF behandelten Zellen wurden als 100% viabel definiert. Die Ergebnisse entsprechen
Mittelwerten von Tripletts mit Standardabweichung.

Um ein weiteres Versuchssystem zur Verfigung zu haben, in welchem auf die
Verwendung des Proteinsyntheseinhibitors Cycloheximid verzichtet werden
kann fuhrten wir WST-1 Versuche auch mit der hoch TNF-sensiblen adharenten
Zellinie WEHI-164s durch. Es zeigte sich eine TNF-konzentrationsabhangige
Reduktion der Zellviabilitat ohne Zusatz von Cycloheximid bereits mit deutlich
niedrigeren TNF-Konzentrationen; Bereits mit 0,1ng/ml TNF konnte eine
nahezu 50%-ige Reduktion der Zellviabilitat erreicht werden (Abb.6). Somit
stand fur die nachfolgend beschriebenen Kokulturexperimente ein

zufriedenstellendes Testsystem zur Verfigung.
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Abb.6: Untersuchung der Zellviabilitdét von WEHI-164s Zellen nach Be handlung mit ver-

schiedenen Konzentrationen von rekombinantem murinem Tumor Nekrose Fa ktor (TNF):

50.000 WEHI-164s Zellen/well wurden ber Nacht im Brutschrank inkubiert und anschlieend
mit den angegebenen Konzentrationen von TNF fiir 24h behandelt. Nachfolgend wurden
10ul/well WST-1 Reagenz zugegeben und nach 2h die Absorption bei 450nm gemessen. Die
nicht mit TNF behandelten Zellen wurden als 100% viabel definiert. Die Ergebnisse
entsprechen Mittelwerten von Tripletts mit Standardabweichung.

3.2.2 Die Aktivierung der Kaspasen 3und 7 durch TN F

Als weiteres Mel3system fir die Aktivierung des TNFR1 wurde die Aktivitat von
Kaspasen nach Behandlung mit TNF untersucht. Um die zeitlichen Verlaufe
beurteilen zu kénnen wurde zunéchst eine Zeitkinetik durchgefuhrt. 12.500
WEHI-164s Zellen/well wurden in einer 96 well Platte ausgesaht, tber Nacht im
Brutschrank inkubiert und zu verschiedenen Zeitpunkten mit 10ng/ml TNF
behandelt. Die Messung der Aktivitat der Kaspasen 3 und 7 wurde wie oben
beschrieben durchgefuhrt. Es zeigte sich ein Aktivititsmaximum der Kaspasen
zum Zeitpunkt 6h nach TNF Stimulation (Abb.7).
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Abb.7: Untersuchung der durch rekombinantem murinem Tumor Nekrose Fakt or (TNF)

induzierten Aktivitat von Kaspasen:

12.500 WEHI-164s Zellen/well wurden tber Nacht im Brutschrank inkubiert, anschlieRend mit
einer Endkonzentration von 0,5ng/ml TNF zu den angegebenen Zeitpunkten vor der Messung
behandelt und nachfolgend im Kaspasenassay gemessen. Die Ergebnisse entsprechen
Mittelwerten von Tripletts mit Standardabweichung.

3.3 Testung der Antikdrper auf agonistische Aktivit at

3.3.1 Testung der Antikorper mittels WST-1 Test

Um die kommerziell zur Verfigung stehenden Antikérper auf agonistische
Aktivitat zu testen wurden zunachst WST-1 Untersuchungen mit EL-4 Zellen
durchgefuhrt. Die EL-4 Zellen sowie 0,5ug/ml Cycloheximid wurden zu den
immobilisierten  AntikGrpern gegeben. Als Positiv-Kontrolle diente eine
Behandlung mit 1ng/ml TNF. Es zeigte sich, dass der Antikdrperklon HM104
und dessen Isotypkontrolle keinen Einfluss auf die Zellviabilitat hatten (Abb.8).
Der Klon 47803 fuihrte jedoch zu einer deutlichen Reduktion der Zellviabilitat auf
ca. 70%, was nahezu dem durch die Positivkontrolle (TNF) vermittelten Effekt
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entsprach. Ein unspezifischer Effekt konnte ausgeschlossen werden, da die
Isotypkontrolle keine signifikanten Unterschiede zu nicht mit TNF behandelten
Zellen erbrachte (Abb.8). Damit war gezeigt, dass es sich bei dem Klon 47803

um einen agonistischen Antikdrper handelt.

100,00% -
80,00% -
60,00% -
40,00% -
20,00% -~
0,00% ‘

Oong/ml TNF  0,1ng/ml 47803 rat 1IgG1 HM104 rat IgG2a
TNF

%Viabilitat

Abb.8: Testung der Antikdrper mittels WST-1 Test:

25.000 EL-4 Zellen/well wurden in Gegenwart von 0,5ug/ml Cycloheximid (CHX) auf die
immobilisierten Antikdrper bzw. in nicht vorinkubierte wells gegeben. Als unbehandelte Kontrolle
wurden EL-4 nur mit CHX behandelt und als Positiv-Kontrolle 1ng/ml rekombinanter muriner
Tumor Nekrose Faktor (TNF) und 0,5ug/ml CHX verwendet. Nach 24h Inkubation wurden
10ul/well WST-1 Reagenz zugegeben und nach 4h die Absorption bei 450nm gemessen. Die
nur mit CHX behandelten Zellen wurden als 100% viabel definiert. Die Ergebnisse entsprechen
Mittelwerten von Tripletts mit Standardabweichung.
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3.3.2 Testung der Antikorper mittels Kaspasenaktivi  tdtsmessung

Um die Ergebnisse des WST-1 Testes mit einer anderen Methode und bei
einem weiteren Zelltyp zu verifizieren wurde zusatzlich die Fahigkeit der
Antikorper untersucht, Kaspasenaktivitdt zu induzieren. Hierzu wurden die
Antikorper ebenfalls wie vorbeschrieben in einer 96-well-Platte Uber Nacht
immobilisiert und 12.500 WEHI-164s Zellen/well zugegeben. Als Kontrollen
dienten erneut unbehandelte und mit TNF behandelte Zellen. Wie vorab
beschrieben war in diesem System eine Zugabe von Cycloheximid nicht
erforderlich. Auch in diesem Versuchsansatz zeigte sich, dass der Klon 47803
agonistische Wirkung am TNFR1 besitzt, da er zu einer ca. 14-fachen
Steigerung der Aktivitat der Kaspasen fihrte, wohingegen bei den Zellen, die
mit der Isotypkontrolle, dem Klon HM104 oder dessen Isotypkontrolle behandelt
wurden, keine gesteigerte Aktivitat der Kaspasen nachweisbar war. In der
Positivkontrolle mit 0,5ng/ml TNF wurde eine ca. 18-fache Steigerung der
Kaspasenaktivitat erzielt (Abb.9). Damit waren die Ergebnisse bezlglich der
agonistischen Aktivitat des Klon 47803 aus dem WST-1 Test bestétigt.
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Abb.9: Testung der Antikdrper mittels Kaspasenaktivititsmess ung:

12.500 WEHI-164s Zellen/well wurden auf die immobilisierten Antikdrper bzw. in nicht
vorinkubierte wells gegeben. Zudem wurde eine unbehandelte Kontrolle und als Positiv-
Kontrolle 0,5ng/ml rekombinanter muriner Tumor Nekrose Faktor (TNF) verwendet. Nach 6h
Inkubation wurden die Anséatze im Kaspasenassay gemessen. Die Ergebnisse entsprechen
Mittelwerten von Tripletts mit Standardabweichung.

3.4 Herstellung bispezifischer F(ab') ,-Fragmente

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Generierung eines bispezifischen F(ab"),-
Fragments, mit welchem strikt Zielantigen-abhangig der murine TNFR1 aktiviert
werden kann. Nachdem ein agonistischer Antikorperklon definiert worden war
sollten nun die bispezifischen Antikorper generiert werden. Nach Erwerb
entsprechender Mengen des anti-TNFR1 Antikérper (Klon 47803) wurde die
Antikérper-Losung mit einer PD-10 Minisdule in Acetat-Puffer umgepuffert.
Diese Losung wurde bei 280nm in einer Quarzkivette gegen Acetat-Puffer als
Blank gemessen. Die optische Dichte betrug 1,10. Die Antikdrperkonzentration
betrug demnach
c=11/1,4=0,786mg/ml

-39-



Es ergab sich somit eine totale Antikdrpermenge von 2,750mg in 3,5ml Puffer.
FUr den Verdau musste nun Pepsin in einem Verhaltnis von 30 zu 1 zugegeben
werden. Das Pepsin wurde hierftir in 0,1M Acetat-Puffer mit einer Konzentration
von 1mg/ml gel6st. Die benétigte Pepsinmenge betrug also
Pepsinmenge = 2,750 / 30 mg = 92 ug, entsprechend 92pl.

Diese Menge Pepsin wurde zu der Antikoérperlésung gegeben und bei 37C
inkubiert. Nach 4h wurde die Reaktion mit dem 1,0M Tris-Puffer gestoppt. Fur
die Modifikation wurde zuerst DTNB und DTT miteinander gemischt und 3,6ml
dieser Losung davon zu den verdauten Antikérpern gegeben und tber Nacht
inkubiert.

Am nachsten Tag wurde das Gemisch mittels einer Centriprep YM-30
aufkonzentriert und Uber eine Gelchromatographie-Saule mit folgenden

Einstellungen aufgereinigt:

Laufgeschwindigkeit: 50 ml/h

Sensitivitat: 0,02

Messung bei: 280 nm

Kollektor: wait 50 Min., dann 2 Min./Fraktion
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Abb.10: Gelchromatographische Trennung der TNB-TNFR1-Fab’-Fragmente von den Fc-
Teilen des anti-TNFR1 Antikorpers:
Das Diagramm zeigt die Absorption bei 280nm gegen die Zeit. Durchlaufende Proteine

bedingen einen Ausschlag nach oben in Abhéngigkeit der Menge und entlang der Zeitachse
gemass der Grol3e.

Wie in Abb.10 dargestellt lassen sich zwei Ausschlage erkennen, wovon der
erste nach einer Laufzeit von 64 Minuten beginnt und nach 74 Minuten endet
(entsprechend den Fraktionen 7-12) und der zweite zwischen 84 und 94
Minuten (entsprechend den Fraktionen 17-22) sichtbar ist. Die Fraktionen 7-12
entsprechen hierbei dem abgespaltenen Fc-Teil und die Fraktionen 17-22 den
gewilnschten mit TNB modifizierten Fab’-Fragmenten des anti-TNFR1
Antikorpers (TNB-TNFR1-Fab’-Fragment). Entsprechend wurden die Fraktionen
17-22 gepoolt und wieder aufkonzentriert. Die optische Dichte dieser Losung
betrug 0,46. Die Proteinkonzentration betrug demnach
c=0,46/1,4=0,33mg/ml.
Bei einem Volumen von 1,8ml ergab dies 549ug der TNB-TNFR1-Fab'-
Fragmente. Nun musste das bereits aus friheren Versuchen vorliegende TNB-
EpCAM-Fab’-Fragment fur die Kopplungsreaktion vorbereitet werden. Zu der
Fab’-Lésung wurden 0,2mM DTT zugegeben und fur 30 Minuten inkubiert.
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Nach Trennung der EpCAM-Fab’-Fragmente vom Uberschissigem DTT wurde
die Antikorperkonzentration bestimmt. Bei einer optischen Dichte von 1,10
betrug sie demnach:

¢ =0,43/1,4 =0,307mg/ml
Fur die Kopplungsreaktion mussten jeweils die gleichen Mengen an Fab’-

Fragmenten vorliegen. Diese wurden wie folgt berechnet:

Volumengpcam-rap X 0,307mg/ml = 594ug
-> Volumengpcam-Far = 594 / 307ml = 1,9ml

Es wurden also 1,9ml der EpCAM-Fab’-Lésung zu den 1,8ml TNB-TNFR1-Fab’-
Lésung gegeben und fur 1h bei Raumtemperatur inkubiert.

Im Anschluss wurde das Reaktionsgemisch wiederum mit den oben
beschriebenen Einstellungen Uber die Saule getrennt, um die resultierenden
bispezifischen F(ab’),-Fragmente, bestehend aus einem EpCAM-Fab’-Fragment
und einem TNFR1-Fab’-Fragment (gewtinschtes EpCAMXxTNFR1-Konstrukt) zu

isolieren.
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Das Diagramm zeigt die Absorption bei 280nm gegen die Zeit. Durchlaufende Proteine
bedingen einen Ausschlag nach oben in Abhangigkeit der Menge und entlang der Zeitachse
gemass der Grol3e.

Das Ergebnis ist in der Abb.11 dargestellt. Man kann drei Ausschlage
erkennen, den ersten zwischen 59 und 66 Minuten (Fraktionen 5-8), den
zweiten zwischen 67 und 78 Minuten (Fraktionen 9-14) und den dritten
zwischen 85 und 96 Minuten (Fraktionen 18-23). Sowohl die Fraktionen 9 bis
14, die dem bispezifischen EpCAMXTNFR1-Konstrukt entsprechen, als auch
die Fraktionen 18 — 23, die eine Mischung der EpCAM- und TNFR1-Fab’-
Fragmente (Fab’-Mix) beinhalten, wurden gepoolt und auf ca. 500ul

aufkonzentriert. Die Konzentrationen beider Losungen wurden bei 280nm



gemessen. Die Messung ergab 0,59 fur das EpCAMXTNFR1-Konstrukt und
0,44 fur den Fab’-Mix. Die Proteinkonzentrationen betrugen demnach
[EpCAMXTNFR1-Konstrukt] = 0,59/ 1,4 = 0,421mg/ml
[Fab’-Mix] = 0,36/ 1,4 = 0,257mg/ml
Fur die Versuche standen also 210ug des bispezifischen Konstruktes und
129ug des Fab’-Mix zur Verfigung. Vor der weiteren Verwendung wurden die
Lésungen sterilfiltriert und bei 4-8T gelagert.

3.5 In Vitro Testung des EpCAMXTNFR1 Konstruktes

Nachdem nun erfolgreich bispezifische EpCAMxTNFR1-F(ab'),-Fragmente
hergestellt waren mussten zwei Fragen tberpruft werden:
- Vermittelt das bispezifische Konstrukt eine agonistische Aktivitat am
murinen TNFR1?
- Ist die Aktivitat zielgerichtet? Das heil3t, ist nur dann eine Aktivitat
nachweisbar, wenn der zweite Arm des Konstruktes (Zielarm) an EpCAM
auch gebunden hat?

3.5.1 Testung des Konstruktes mittels Kaspasenaktiv itdtsmessung

Zur Testung des Konstruktes wurde die vorbeschriebene
Kaspasenaktivitatsmessung mit WEHI-164s Zellen herangezogen. Es wurden
jedoch zusatzlich B16 Maus-Melanomzellen, welche mit humanem EpCAM
(C215) transfiziert worden waren (B16-C215) oder entsprechende Mock-
Transfektanten (B16-F0) in den Kulturansatz zugegeben, um die Abhangigkeit
der durch die Konstrukte induzierten TNFR1 Aktivierung von der Gegenwart
des Zielantigens EpCAM/C215 Uberprifen zu kdnnen. Vorab musste allerdings
sichergestellt werden, dass es durch TNF nicht zu einer Aktivierung der
Kaspasen in den B16-Zellen kommt. Hierzu wurden 12.500 Wehi-164s, 12.500
B16-FO und 12.500 B16-C215 Zellen pro well angesetzt und Uber Nacht
inkubiert. Dann wurde Medium oder 1ng/ml TNF zu den Zellen gegeben und fur



6h inkubiert. Die Messung erbrachte, dass durch TNF im Verlauf der
Inkubationszeit eine ausgepragte Steigerung der Aktivitat der Kaspasen in den
WEHI-164s Zellen induziert wird, jedoch konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den unbehandelten und den mit TNF behandelten B16-Zellen
festgestellt werden (Abb.12).

Wir konnten also die Kokulturexperimente wie geplant durchfihren, da die
Veranderungen in der Aktivitat der Kaspasen nur durch die Effekte von TNFR1
Stimuli auf den WEHI-164s Zellen bedingt sind, es zu keiner Zunahme der
Aktivitat der Kaspasen durch TNF-R1 Stimuli bei den B16-Zellen kommt und
somit keine autokrinen/parakrinen Effekte des Konstruktes auf den B16-C215
Zellen zu befurchten waren.

Fur die Kokultur wurden 12.500 WEHI-164s Zellen/well in 200ul Medium
ausgesaht und tUber Nacht im Brutschrank inkubiert, dann einmal mit sterilem
PBS gewaschen und nachfolgend die B16-FO oder B16-C215 Zellen und je
nach Ansatz TNF als Positivkontrolle, das EpCAMXTNFR1-Konstrukt oder der
Fab’-Mix als Negativkontrolle hinzugegeben. Wie in Abb.13 dargestellt fuhrte
die Zugabe von rekombinantem murinem TNF zu dem Ansatz bestehend aus
WEHI-164s Zellen und B16-FO Zellen zu einer deutlichen Steigerung der
Kaspasenaktivitat, und eine gleichartige Steigerung durch TNF konnte wie
erwartet auch im Ansatz von WEHI-164s Zellen und B16-C215 Zellen
gemessen werden. Der als Negativkontrolle dienende Fab’-Mix erbrachte keine
signifikante Steigerung der Kaspasenaktivitat, und es zeigten sich auch keine
Unterschiede zwischen den beiden verschiedenen Kokulturansatzen. Das
EpCAMXTNFR1-Konstrukt fuhrte jedoch nur in Anwesenheit der Zielantigen
exprimierenden B16-C215 Zellen zu einer deutlichen Erh6hung der messbaren
Kaspasenaktivitat in den kokultivierten Wehi-164s Zellen und nicht, wenn die
EpCAM-negativen B16-FO anwesend waren. Damit waren beide vorab
formulierten Fragen bereits positiv beantwortet: Das generierte bispezifische
EpCAMXTNFR1-Konstrukt  vermittelt streng Zielantigen-abhéngig eine
Aktivierung des murinen TNFR1.
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Abb.12: Untersuchung der durch Tumor Nekrose Faktor (TNF) induzierten Aktivitat von
Kaspasen:

Zu 12.500 WEHI-164s, B16-FO oder B16-C215/well wurden 1ng/ml TNF oder Medium allein
gegeben. Die Ansatze wurden nach 6h Inkubation im Kaspasenassay gemessen. Die
Ergebnisse entsprechen Mittelwerten von Tripletts mit Standardabweichung.
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Abb.13: Testung des Konstruktes mittels Kaspasenaktivitatsmes sung:

Zu 12.500 WEHI-164s/well wurden 12.500 B16-FO bzw. B16-C215 Zellen als Kokulturansatz
zugegeben. AnschlieRend wurden den beiden unterschiedlichen Kokulturen 200ng/ml Fab’-Mix,
200ng/ml EpCAMXTNFR1-Konstrukt oder 1ng/ml rekombinanter muriner Tumor Nekrose-Faktor
(TNF) als Positivkontrolle allein zugegeben. Die Anséatze wurden nach 6h Inkubation im
Kaspasenassay gemessen. Die Ergebnisse entsprechen Mittelwerten von Tripletts mit
Standardabweichung.

3.5.2 Testung des Konstruktes im Chromfreisetzungst  est

Als zweites Verfahren zur Uberprifung der zielantigenrestringierten Aktivitat der
hergestellten Konstrukte wurde die Fahigkeit der bispezifischen F(ab)-
Fragmente, Apoptose zu induzieren getestet. Da in diesem Ansatz erneut eine
Kokultur zweier verschiedener Zellinien, ndmlich der WEHI-164s und der das
Tumorantigen exprimierenden B16-C215 Zellen bzw. deren Kontrolle, den B16-
FO bendtigt wird, konnte nicht wie bisher der WST-1 Test benutzt werden, da
der WST-1 Test alle lebenden Zellen nachweist und dadurch keine
Unterscheidung zwischen den WEHI-164s und den B16 Zellen erfolgt. Deshalb
wurde ein Chromfreisetzungstest mit Chrom-gelabelten WEHI-164s Zellen
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durchgefuhrt. Hierzu wurden zu WEHI-164s entweder B16-FO oder B16-C215
Zellen als Kokulturansatz zugegeben. Anschlieend wurde zu den
verschiedenen Anséatzen entweder TNF als Positivkontrolle, der Fab’-Mix als
Negativkontrolle oder das zu testende EpCAMXTNFR1-Konstrukt zugegeben.
Zudem erfolgte ein Ansatz einer Kokultur von WEHI-164s Zellen und B16-FO
bzw. B16-C215 Zellen ohne weitere Zusatze, um einen etwaigen Effekt der B16
Zellen auf die WEHI-164s Zellen auszuschlief3en.

Der Spontanrelease in den Versuchen betrug unter 30% und validiert damit die
Versuchsbedingungen. Die alleinige Zugabe der B16-FO oder B16-C215 Zellen
erbrachte nur eine unrelevante Veranderung der Lyserate der WEHI-164s
Zellen von <10%. Die Zugabe von TNF als Positivkontrolle erbrachte Lysewerte
von Uber 50%. Die Zugabe des EpCAMXTNFR1-Konstruktes bzw. des Fab’-Mix
brachte bei der Kokultur mit den B16-FO Zellen, die das Antigen EpCAM/C215
nicht tragen, ebenfalls lediglich eine unrelevante Zellyse von ca. 10%,
wohingegen das Konstrukt in der Kokultur mit den B16-C215 Zellen zu einer
Zellyse von knapp 50% fuhrte (Abb.14). Damit erbrachte es eine der TNF
Konzentration von 10ng/ml vergleichbare Wirkung, die allerdings nur bei
Vorhandensein des Zielantigens C215 auftritt. Somit ist auch in diesem Ansatz
die agonistische Aktivitat des bispezifischen F(ab’),-Fragment am TNFR1
belegt, welche nur zielgerichtet, das heil3t, nur wenn der zweite Arm des
Konstruktes (Zielarm) das Tumorantigen gebunden hat, erfolgt. In diesem
Versuch zeigte jedoch auch der Fab’-Mix im Kokulturansatz von WEHI-164s
Zellen und B16-C215 Zellen eine gewisse Aktivierung des TNFR1, welche
jedoch bei weitem unter der des EpCAMXTNFR1-Konstruktes blieb.
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Abb.14: Testung des Konstruktes im Chromfreisetzungstest:

Zu 20.000 Chrom gelabelten WEHI-164s Zellen/well wurden nach vier Stunden 20.000 B16-FO
oder B16-C215 Zellen zugegeben und mit 10ng/ml Tumor Nekrose Faktor (TNF), 200ng/ml
Fab’-Mix oder 200ng/ml EpCAMXTNFR1-Konstrukt behandelt. Nach 18h wurde der Uberstand
im Beta-Counter gemessen. Die Ergebnisse entsprechen Mittelwerten von Tripletts mit
Standardabweichung.

3.5.3 Titration des bispezifischen EpCAMXTNFR1-Kons  truktes

Um eine bessere Einschatzung der Wirkung des Konstruktes zu erhalten wurde
in einem weiteren Versuch dessen Konzentration titriert. Hierzu wurden zu
Chrom-markierten WEHI164s Zellen B16-FO bzw. B16-C215 Zellen oder nur
Medium zugegeben und zu diesen Ansatzen unterschiedliche Konzentrationen
des Konstruktes gefuigt. Der prozentuale Anteil der toten Zellen wurde mittels
der vorab angegebenen Formel berechnet. Der Spontanrelease betrug bei
diesen Versuchen wiederum unter 30%. Es zeigte sich, dass das Konstrukt eine
knapp 20% Lyse der WEHI-164s Zellen schon bei einer Konzentration von
1ng/ml auslost, falls die B16-C215 Zellen, die das Zielantigen trugen, anwesend

waren. Ab einer Konzentration von 10ng/ml war die Lyse mit ca. 45% maximal,
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d.h. auch eine weitere Erh6hung der Konzentration fuhrte nicht zu einer
signifikanten Steigerung der Target-Zell-Lyse. Bei der Titration des Konstruktes
in Anwesenheit der B16-FO Zellen, die das Target-Antigen nicht trugen, kam es
erst bei 1000ng/ml zu einer gering gesteigerten Zellyse von ca. 15%. Bei dem
Ansatz in Abwesenheit von B16 Zellen hatte das Konstrukt in keiner

Konzentration eine signifikante Zellyse zur Folge (Abb.15).
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Abb.15: Titration des bispezifischen EpCAMXTNFR1-Konstruktes:

Zu 20.000 Chrom gelabelten WEHI-164s Zellen/well wurden nach vier Stunden 20.000 B16-FO
bzw. B16-C215 Zellen oder nur Medium zugegeben und diese Ansatze mit steigenden
Konzentrationen des EpCAMXTNFR1-Konstruktes behandelt. Nach 18h wurde der Uberstand
abgenommen und im Beta-Counter gemessen. Die Ergebnisse entsprechen Mittelwerten von

Tripletts mit Standardabweichung.
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3.6 In vivo Testung des EpCAMXTNFR1-Konstruktes

Um nun die EpCAMXTNFR1-Konstrukte in einem Tiermodell untersuchen zu
konnen wurden aus grol3eren Mengen Antikdrpern erneut wie vorab
beschrieben EpCAMXTNFR1-Konstrukte generiert und getestet. Diese zeigten
vergleichbare Eigenschaften wie die zu Anfangs hergestellte Charge (Daten
nicht gezeigt).

Fir die in vivo Testung der Konstrukte wurden daraufhin jeweils 2.500 B16-
C215 Zellen in C57BL/6 Mause intra-peritoneal injiziert und die Tiere
anschlieBend an den Tagen 1, 2, 3, 7, 9 und 10 nach Versuchsbeginn mit
jeweils 20pug des EpCAMXTNFR1-Konstruktes bzw. des Fab’-Mix oder mit PBS
behandelt, wobei jede Gruppe aus sechs Tieren bestand. In diesem Modell
konnte eine deutliche Antitumorwirkung des Konstruktes nachgewiesen werden.
Nach 100 Tagen (Endpunkt des Experiments) lebten noch alle sechs Tiere, die
mit dem Konstrukt behandelt wurden, wohingegen nach 65 Tagen schon finf
der sechs Tiere gestorben waren, die mit PBS behandelt wurden. Allerdings
zeigte Uberraschenderweise auch der Fab’-Mix Antitumor-Wirkung, da nach 100
Tagen noch funf von sechs Tieren der mit dem Fab’-Mix behandelten Gruppe
lebten (Abb.16). Dieses Ergebnis war zunéchst unerwartet, jedoch hatte sich
bei der Testung der Konstrukte bzw. des Fab’-Mix im Chromfreisetzungstest
(Abb.14) bereits ein Zielantigen-restringierter apoptoseinduzierender Effekt des
Fab’-Mix gezeigt. Deshalb fuhrten wir einen weiteren Kaspasenassay in
Analogie zu dem in Abb.13 beschriebenen Versuch durch. In diesem
Experiment zeigte sich, dass der Fab’-Mix nun plétzlich tatsachlich eine dem
EpCAMXTNFR1-Konstrukt entsprechende Wirkung besalR. Der Fab’-Mix
aktivierte die Kaspasen der WEHI-164s Zellen in gleichem Umfang wie das
eigentliche Konstrukt, wenn das Tumorantigen EpCAM/C215 zugegen war,
jedoch nicht, wenn B16-FO Zellen verwendet wurden (Abb.17).
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Abb.16: In vivo Testung des EpCAMXTNR1-Konstruktes:

In C57BL/6 Mause wurden 2.500 B16-C215 Zellen intra-peritoneal injiziert und die Tiere
anschlieBend mit 6 Gaben des EpCAMxTNFR1-Konstruktes, des Fab’-Mix oder mit PBS
behandelt. Pro Gruppe wurden sechs Tiere behandelt. Gezeigt ist die Kaplan-Meier Kurve fir
die Uberlebenszeit der Mause. Es wird die Anzahl der Mause gezeigt, die eine Zeit (in Tagen)

nach Injektion der Tumorzellen Uberlebten.
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Abb.17: Nachtestung des Konstruktes mittels Kaspasenaktivitat smessung:

Zu 12500 WEHI-164s/well wurden Medium bzw. 12.500 B16-FO oder B16-C215 Zellen
zugegeben. Anschlielend wurden den drei verschiedenen Ansatzen 200ng/ml Fab’-Mix oder
200ng/ml EpCAMXTNFR1-Konstrukt bzw. 1ng/ml rekombinanter muriner Tumor Nekrose-Faktor
(TNF) als Positivkontrolle oder Medium allein zugegeben. Die Anséatze wurden nach 6h
Inkubation im Kaspasenassay gemessen. Die Ergebnisse entsprechen Mittelwerten von
Tripletts mit Standardabweichung.

Als Erklarung fur die TNFR1 Aktivierung durch den Fab’-Mix in Abhangigkeit
von der C215-Expression auf Tumorzellen postulierten wir eine maogliche
Nachhybridisierung der beiden verschiedenen Fab’-Fragmente, welche zu einer
Kontamination des als Negativkontrolle dienenden Fab’-Mix durch funktionelle
EpCAMXTNFR1-Konstrukte gefuhrt haben konnte. Deshalb wurde der Fab’-Mix
am Interfakultéaren Institut flr Zellbiologie in der Abteilung Immunologie mittels
einer SMART-Saule untersucht (Daten nicht gezeigt). Diese erbrachte, dass der
Fab’-Mix zu einem grof3en Teil ebenfalls aus bispezifischen F(ab’), bestand. Es
musste also spater zu einer chemischen Koppelung gekommen sein, so dass
wirkungsvolles Konstrukt in der Fab’-Mix Kontrolle vorhanden war, was sowohl

die Ergebnisse des Tiermodells als auch des in Abb.17 dargestellten
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Kaspasenassay erklart, in welchem auch der Fab’-Mix Zielantigen-abhéngige
TNFR1 Aktivierung vermittelte.



4 Diskussion

4.1 Ubersicht uber die antineoplastischen Effekte v on TNF

Tumor Nekrose Faktor (TNF) war bereits vor ca. 30 Jahren als Protein, welches
Apoptose von Tumorzellen verursacht, beschrieben worden und liegt entweder
als 26kDa Typ Il Transmembranprotein oder nach proteolytischer Freisetzung
|6slich in Form eines Trimers mit 51kDa vor [24]. Im Jahr 1984 wurde die cDNA
von TNF kloniert [18,19], und einige Jahre spater wurden die beiden
zugehdrigen Membranrezeptoren TNF Rezeptor 1/CD120a (TNFR1) und TNF
Rezeptor 2/CD120b (TNFR2) identifiziert [25,26]. Beide sind Typ | Trans-
membranproteine und enthalten vier cysteinreiche ,repeats® in ihrer
extrazellularen Doméane [24]. TNFRL1 ist konstitutiv auf den meisten Geweben
und Zellen exprimiert, wahrend die Expression von TNFR2 streng reguliert ist
und typischerweise auf Zellen des Immunsystems zu finden ist [20]. TNFR1
enthalt eine intrazytoplasmatische Sequenz, die ,Todesdomane”, welche die
Verbindung mit der Apoptosekaskade vermittelt [24]. Im Vergleich zu
.Klassischen” Todesrezeptoren wie CD95 oder TRAIL Rezeptoren transduziert
TNFR1 aber auch viele Signale, welche eine spezifische Genexpression (z.B.
die von NF-kB) vermitteln. Dies fihrt dazu, dass TNF eine Vielzahl von sehr
verschiedenen und z.T. gegensatzlichen Effekten wie Proliferation,
Differenzierung und zellularer Aktivierung vermitteln kann. Deshalb wird TNF
mittlerweile als inflammatorisches Zytokin mit einer zusatzlichen Fahigkeit zur
Induktion von Apoptose angesehen. Obwohl die erstbeschriebene und damit
namengebende Funktion von TNF die Induktion von Tumorzelltod war [17] ist
mittlerweile klar, dass dieser Effekt in vivo starker durch dessen
inflammatorische Wirkung in Abhangigkeit von einer funktionierenden
Immunantwort als durch die Fahigkeit, Apoptose zu induzieren bedingt ist.

Die anti-neoplastischen Effekte von TNF kénnen somit nicht auf eine einzige
Wirkung zuruckgefuhrt werden, sondern sind durch mehrere unterschiedliche
Eigenschaften des Zytokins bedingt. Als eine der ersten Eigenschaften von TNF
wurden die antiproliferativen und zytotoxischen Wirkungen auf tierische und
humane Zellinien nachgewiesen. Die Apoptoseinduktion wird dabei Uber den
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TNFR1 vermittelt, der nach Bindung von TNF Kaspasen aktiviert, die dann
wiederum die Apoptose vermitteln. Der Rezeptor wird zwar von nahezu allen
Zelltypen exprimiert, doch im Allgemeinen ist normales Gewebe resistent
gegenuber TNF induzierter Apoptose [30]. Auch bei vielen Tumorzellen kann
TNF keine Apoptose auslosen. Bei diesen Zellen besteht allerdings die
Mdglichkeit, sie fur die Wirkung von TNF zu sensitivieren. Die proapoptotischen
Enzyme liegen bereits in den Zellen vor, wohingegen die antiapoptotischen
Proteine jeweils neu synthetisiert werden mussen. Deshalb kann durch eine
Inhibition der Proteinsynthese, z.B. durch Cycloheximid, die TNF-vermittelte
Apoptoserate in normalen und malignen Zellen erhdoht werden [51]. Neben der
direkten Zytotoxizitat besitzt TNF aktivierende Wirkung auf Endothelzellen, die
z.B. im Rahmen einer Entzindung zu den ersten Zielzellen gehéren. Der
Haupteffekt des Zytokins liegt hierbei in der Aktivierung des Endothels, was
durch die Hochregulation von Adhasionsmolekilen und die Erhdéhung der
interzellularen Permeabilitdit gekennzeichnet ist. Diese Veradnderungen
verbessern die Adhasion von Leukozyten an der Gefaldwand und dadurch und
durch die erhdhte Gefal3permeabilitat die Einwanderung von Effektorzellen in
das entziindliche Gebiet. Bei Ubermafiger Ausschittung von TNF kann seine
Wirkung allerdings Uber eine zu starke Erhdhung der Permeabilitat und eine
UberméRige Einwanderung von Leukozyten und der damit verbundenen
Gewebszerstorung zu schwerwiegenden Krankheitsbildern wie septischen
Schockformen und Autoimmunreaktionen fihren. Als ein entscheidender
Aspekt fur die Antitumor-Aktivitdt von TNF wird heute auch seine Wirkung auf
die Endothelzellen von Tumorgefal3en angesehen [52]. In einem syngenen
Mausmodell, bei dem Fibrosarkome durch Methylcholanthrene induziert
wurden, waren die Tumorzellen in vitro zwar unempfindlich gegentiber TNF,
doch flhrte die systemische Applikation von TNF in vivo zu hamorrhagischen
Nekrosen von Tumoren [53-55]. Zusatzlich l6ste eine intratumorale Injektion
von TNF auch bei humanem Tumorgewebe, das in Nacktm&use verpflanzt
worden war, Nekrosen durch Gefal3schéaden aus [56,57]. TNF besitzt demnach
die Fahigkeit, in hohen Dosierungen neu gebildete Blutgefal3e, insbesondere
Tumorvaskularisation zu zerstdren, obwohl niedrige Dosen angioneogenetisch

wirken koénnen [30]. Allerdings sind die exakten zellularen und molekularen

- 56 -



Umstande, die zu der TNF vermittelten Ischdmie des Tumorgewebes fihren,
noch unbekannt. Eine dritte anti-neoplastische Wirkung von TNF ist die
Stimulation des Immunsystems. In Untersuchungen mit immundefizienten und
immunkompetenten Mausen zeigte sich, dass die Tumore der immun-
defizienten Gruppe schlechter auf eine Therapie mit TNF ansprachen als die
der anderen Gruppe. Dies belegt, dass die Wirksamkeit von TNF auch durch
das Immunsystem vermittelt wird [58]. Es ist bekannt, dass TNF das
angeborene Immunsystem stimuliert und so zur Produktion von weiteren
Entzindungsmediatoren wie IL-1, IL-6 oder IL-8, aber auch von zytotoxischen
Substanzen wie NO oder ROS fuhrt [59]. Auch auf NK-Zellen hat TNF eine
aktivierende Wirkung und fihrt zu gesteigerter Zytotoxizitat und IFN-y
Produktion [59,60]. Neben der angeborenen Immunitat spielt TNF auch bei der
erworbenen Abwehr eine Rolle. In TNF knockout Tieren beispielsweise ist die
Fahigkeit von T-Zellen, Tumore abzustol3en, stark eingeschrankt [61-63], und
die Reifung von CD34+ Zellen zu Dendritischen Zellen, die eine herausragende
Rolle bei der Antigenprasentation einnehmen, wird ebenfalls von TNF gefordert
[64]. Trotz der beschriebenen Effekte ist TNF bei einigen Tiermodellen nur
geringfiigig wirksam, und auch im Menschen sind die Ergebnisse einer
alleinigen Applikation selbst hoher Dosen von TNF nicht Gberzeugend [65-69].
Eine Kombination der lokoregionalen Gabe von TNF mit konventionellen
Chemotherapeutika, wie z.B. Doxorubicin, Paclitaxel oder Cisplatin fuhrte
dagegen zu signifikant verbessertem Tumoransprechen [65-70]. Die
Fahigkeiten von TNF mdgen beim Menschen also nicht ausreichen, um alleine
zu einer ausgepragten Tumorregression zu fuhren, konnen aber den
zytotoxischen Effekt von Chemotherapeutika deutlich erganzen [71]. TNF
verbessert das pharmakokinetische Profil der kombinierten Wirkstoffe Uber die
Erh6hung der Gefal3permeabilitat und Uber die Verringerung des interstitiellen
Drucks, so dass die Wirkstoffkonzentrationen im Tumorgebiet erhdht sind
[68,72,73]. Daneben kdnnen proapoptotische Effekte einzelner Therapeutika
die Sensitivitdt der malignen Zellen fir TNF erhdhen [74,75]. Die ausgefuhrten
Eigenschaften von TNF legen nahe, das Zytokin in der Therapie von malignen
Erkrankungen einzusetzen. Auf Grund der schwerwiegenden Nebenwirkungen

von TNF ist eine systemische Gabe in der Tumor-Therapie bisher allerdings
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nicht in anti-neoplastisch wirksamen Konzentrationen maoglich.

4.2 Moglichkeiten einer therapeutischen Verabreichu ng von
TNF

Neben der Stimulation von TNF-Rezeptoren durch ihren physiologischen
Liganden TNF ist es auch mdglich, mittels monoklonaler Antikérper eine
Aktivierung der TNF-Rezeptoren zu erreichen. Doch auch die Hoffnungen auf
eine therapeutische Nutzung von Antikorpern gegen Todesrezeptoren wurden
durch die unspezifischen Effekte dieser Agenzien zunichte gemacht. Aus
diesen Grinden wurde nach Mdglichkeiten gesucht, TNF lokal begrenzt zu
applizieren. Die isolierte Perfusion einer Extremitdt bei nicht resezierbarem
Weichteilsarkom mit einer hohen Dosis von TNF kombiniert mit einer
Chemotherapie filhrte Ende der neunziger Jahre zu unubertroffenen
Ergebnissen und zu einem allgemein anerkannten Kklinisch eingesetzten
Protokoll. In der Zwischenzeit wird dieser Therapieansatz auch fir andere lokal
perfundierbare Tumore eingesetzt [52,76,77]. Um TNF auch bei anderen
malignen Erkrankungen einsetzen zu kdnnen muissen seine Wirkungen auf das
zu behandelnde Zielgebiet beschréankt werden, damit es nicht zu den
verheerenden systemischen Effekten kommen kann. Das Ziel ist also
maximaler anti-neoplastischer Effekt bei Aussparung des normalen Gewebes
[78]. Um dies zu erreichen wurden TNF-Fusionsproteine hergestellt, bei denen
TNF an komplette Antikoérper [79,80], F(ab),-Fragmente [81-84] oder scFv
(single-chain-fragment variable) [85,86] gekoppelt ist, welche tumorassoziierte
Antigene wie EGFR [79], Her2/Neu [85] oder CEA[86] auf malignen Zellen
erkennen. Auch Oberflachenmarker der Stromazellen von Tumoren wie FAP
[82] wurden fur den zielbestimmenden Anteil benutzt. Pharmokokinetische
Untersuchungen dieser Konstrukte zeigten eine grof3e Variation beztglich der
Anreicherung im Tumorgewebe und damit bezuglich der Selektivitat [83,84,86].
Die beobachteten Unterschiede lassen sich durch unterschiedliche Faktoren

wie die Zuganglichkeit des Tumors, die Expression des Zielantigens auf den
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Zellen und die pharmakologische Beschaffenheit der Fusionsproteine erklaren
[87]. Doch fiihrte die Anreicherung im Tumorgewebe bei allen Anséatzen zu
einem verstarkten Ansprechen verglichen mit nicht zielgerichteter Applikation
von TNF. Die erwdhnten Studien in Tiermodellen machen deutlich, dass eine
Aktivitat von TNF am Tumor weit unter der maximal tolerierten l6slichen TNF-
Dosis erreicht werden kann [82,84]. Es bleibt allerdings zu bedenken, dass
madgliche Nebenwirkungen in einem Mausmodell nicht richtig untersucht werden
konnen, da u.a. Mause TNF generell besser tolerieren als Menschen. Des
weiteren kann TNF in diesen Konstrukten seine Wirkungen immer noch
unabhé&ngig von der Bindung des Antikdrperanteils entfalten, und so kommt es
auch aullerhalb des Tumors zu TNF vermittelten Effekten. Die verstarkte
Wirkung von TNF gegen den Tumor ist bei diesen Konstrukten nur auf die
Anreicherung im Tumorgewebe, die durch den Antikoérperanteil vermittelt ist,

zuruckzufihren und nicht auf eine strikt Zielantigen-restringierte Wirkung.

4.3 Das bispezifische Prinzip bei der TNFR1-Aktivie rung am

Tumor

Aus diesen Grinden haben wir uns entschieden, kein Fusionsprotein mit dem
rekombinanten TNF-Moleklul herzustellen, sondern einen bispezifischen
Antikbrper mit einem agonistischen anti-TNFR1 Antikérper und einem
zielvermittelnden Antikorper. Generell versteht man unter einem bispezifischen
Antikorper Konstrukte, die sich im Gegensatz zu konventionellen Antikdrpern
durch zwei unterschiedliche Antigenbindungsstellen auszeichnen. Hierbei ist
eine  Bindungsstelle gegen ein tumorassoziiertes Antigen gerichtet
(Zielantikorper) und die zweite Spezifitdt hat die Aufgabe, einen
immunregulatorischen/apoptoseinduzierenden Rezeptor zu aktivieren und damit
einen Effektormechanismus in Gang zu setzen, der zu einer Lyse von
Tumorzellen fiuhrt (Effektorantikdrper). Um das Ziel einer selektiven Aktivierung
des TNFR1 am Tumor zu erreichen, muss der zu generierende bispezifische

Antikdrper zwei Voraussetzungen erfullen. Zum einen muss die Stimulation des
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Effektormolekuls, in unserem Fall TNFR1, effektiv erfolgen kbnnen und zum
anderen muss der Antikorper ohne Bindung an die Zielzelle wirkungslos sein,
d.h. die Effektivitat muss zielzellvermittelt sein. Eine letztendliche Klarung dieser
verlangten Eigenschaften kann schlie3lich nur in einem syngenen Mausmodell
erfolgen.

4.4 Auswahl geeigneter Antikérper gegen murinen TNF  R1

Die erste Aufgabe bestand darin, gegen den murinen TNFR1 gerichtete
Antikorper (anti-TNFR1-Antikorper) zu finden, die agonistische Wirkung erzielen
konnen. Selbst nach intensiver Recherche fanden sich nur zwei verschiedene
Klone unter der Vielzahl kauflicher Antikorper gegen murinen TNFR1, der Klon
HM104 und der Klon 47803. Die beiden Klone wurden hinsichtlich ihrer
agonistischen Aktivitdt am TNFR1 getestet. Hierzu untersuchten wir die
Fahigkeit der Antikorper, bei den murinen Zellinien A20, EL-4 und WEHI-164s
Apoptose zu induzieren und benutzten dafiir zunachst den WST-1 Test. Bei den
Wehi-164s Zellen, die bekanntermalR3en sehr sensitiv auf TNF reagieren, war
durch den Klon 47803 ein deutlicher Rickgang der Umsetzung des Farbstoffes
messbar, wohingegen die zugehorige Isotypkontrolle, aber auch der Klon
HM104 keine Wirkung zeigten. Bei den EL-4 Zellen konnte der gleiche Effekt
erst nach Zugabe des Proteinsyntheseinhibitors Cycloheximid gezeigt werden.
Dieser hemmt die Synthese von antiapoptotischen Proteinen, welche, wie oben
beschrieben, im Gegensatz zu den Proteinen der Apoptosekaskade neu
generiert werden mussen und kann damit die TNF-Sensitivitat verstarken. Bei
den A20 Zellen war weder durch die Antikorper noch durch rekombinantes TNF
selbst in Gegenwart von Cycloheximid eine signifikante Reduktion des
Zellstoffwechsels nachweisbar. Um diese Ergebnisse zu bestéatigen, wurden
zusatzlich Untersuchungen der Kaspasenaktivitat bei WEHI-164s Zellen nach
Antikorperstimulation durchgefuhrt. Auch hier zeigte sich, dass der Klon 47803
Uber den TNFR1 Kaspasen aktiviert, wohingegen der Klon HM104 und die

Isotypkontrollen dies nicht taten. Wir hatten also in dem Klon 47803 einen
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agonistischen Antikorper gefunden, der die Anforderung nach effektiver
Stimulation am murinen TNFR1 erfullt.

4.5 Herstellung bispezifischer EpCAMXTNFR1-Konstruk  te

Als Zielantigen wurde EpCAM (C215) ausgewahlt, da es sich hierbei zum einen
um einen klassischen Karzinommarker handelt [88] und zum anderen schon
gezeigt wurde, dass mit dem zur Verfligung stehenden, gegen EpCAM
gerichteten Antikorper (anti-EpCAM-Antikorper) effizient bispezifische F(ab’),-
Fragmente generiert werden koénnen [89]. Zur Herstellung bispezifischer
Antikorper stehen verschiedene Verfahren zur Verfigung. Die beiden bisher am
haufigsten angewendeten Methoden sind die chemischen Kopplung und die
Zellfusionstechnologie. Daneben wurden in den letzten Jahren verschiedene
gentechnologische Verfahren entwickelt, um die Ausbeute, Reinheit und
Reproduzierbarkeit der Antikorperproduktion zu erhdhen [90,91]. Die
Zellfusionstechnologie ist eine Weiterentwicklung der Hybridoma-Technologie
[92] zur Quadrom-Technologie [93,94], bei der die Antikérper-produzierenden
Hybridome fusioniert werden. Dabei werden die beiden schweren und leichten
Ketten kodominant exprimiert, wodurch zufallsgemaR bis zu 10 verschiedene
Antikdrper-Molekille entstehen, von denen nur eines das gewunschte
bispezifische Molekul ist [93]. Ein Vorteil dieser Technologie ist die Sekretion
physiologischer Antikérper-Molektle, die in ihrer GréRRe den monoklonalen
Antikorpern entsprechen. Durch die =zuféllig Paarung bei gleichzeitig
unterschiedlichen Syntheseraten der parentalen Ketten liegen oftmals aber nur
geringe Ausbeuten (zwischen 12 und 50%) des gewlnschten Molekiils vor [95],
dessen schwierige Reinigung zu weiteren Verlusten fihren kann [96]. Dartber
hinaus kénnen Schwierigkeiten bei der Fusion und der Aufrechterhaltung der
genetischen Stabilitat der Quadrome aufgrund ihres polyploiden 8-fachen
Chromosomensatzes auftreten [97]. Die Herstellung bispezifischer Antikorper
durch chemische Kopplung wurde von Brennan [46] und Nitta [98] eingefiihrt

und im weiteren von Glennie [99] und Jung [47] modifiziert. Durch selektive
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Reduktion der Hinge-Region von proteolytisch erstellten F(ab’),-Fragmenten
und Rehybridisierung der Fab’-Fragmente monoklonaler AntikGrper wurde es
madglich, bispezifische F(ab’),-Fragmente herzustellen. Vorteile dieses
Verfahrens liegen neben der schnellen und einfachen Synthese in der
Vermeidung einer unspezifischen Bindung an Fc-Rezeptor-positive Zellen.
Letztere kdnnte in vivo zu einer unselektiven Immobilisierung der Antikérper
und damit zu einer unspezifischen TNFR1-Aktivierung fihren. Durch die
geringere GroRe der F(ab’),-Molekule wird aufRerdem eine bessere
Tumorpenetration ermoéglicht [98]. Ebenso wird die Wahrscheinlichkeit der Anti-
Antikorper-Antwort (HAMA) herabgesetzt, welche die verabreichten Konstrukte
neutralisiert und zu einer Bildung von Immunglobulin-Komplexen flhren kann,
welche schadigende Einflisse auf Leber, Milz und Niere haben kdnnen. Aus
diesen Grunden haben wir uns fir die Herstellung von bsF(ab’), aus zwei
monoklonalen Antikérpern, dem anti-EpCAM-Antikdrper und dem agonistischen
anti-TNFR1-Antikorper, mittels chemischer Hybridisierung entschieden, welche
erfolgreich durchgefuhrt werden konnte.

4.6 Testung des EpCAMXTNFR1-Konstruktes

Nach der Herstellung des bispezifischen EpCAMXTNFR1-F(ab’), musste als
nachstes Uberprift werden, in wieweit dieses Konstrukt nur dann agonistische
Wirkung am TNFR1 hat, wenn das Zielantigen EpCAM, auch gebunden ist. Um
dies zu zeigen wurden mit EpCAM/C215 transfizierten B16 Zellen (B16-C215)
und die untransfizierten B16 Zellen (B16-FO) benutzt. Der Vorteil von
transfizierten Zellen besteht darin, dass man mit den untransfizierten Zellen
eine Kontrolle hat, die sich nur bezluglich der Expression des zu
untersuchenden Antigens unterscheidet. Um die bispezifischen F(ab’),-
Fragmente zu testen wurden Wehi-164s Zellen alleine oder mit B16-FO bzw.
B16-C215 Zellen zusammen mit dem Konstrukt oder dem Fab’-Mix (eine
Mischung aus Fab’-Fragmenten beider parentaler Antikdrper) behandelt. Als

Positivkontrolle diente rekombinantes TNF. Wir konnten zeigen, dass TNF bei
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den B-16-Zellen keine Aktivierung der Kaspasen herbeifiihrte und damit davon
ausgehen, dass eine detektierbarer Kaspasenaktivitat allein auf die WEHI-164s
Zellen zurtckzufihren ist. Durch Zugabe der B16-Zellen zu den WEHI-164s
fand eine nur geringe Aktivierung von Kaspasen statt. Diese konnte sowohl bei
den WEHI-164s allein als auch bei den WEHI-164s mit den B16-Zellen durch
Zugabe von rekombinantem TNF signifikant erhoht werden. Das
EpCAMXTNFR1-Konstrukt allerdings fuhrte nur dann zu einer signifikanten
Aktivierung der Kaspasen, wenn die B16-C215 Zellen, die das Zielantigen
tragen, anwesend waren, nicht bei den WEHI-164s allein oder bei den WEHI-
164s mit B16-FO. Das Konstrukt war also nur dann agonistisch, wenn das
Zielantigen gebunden werden konnte. Um dies zu verifizieren wurden Chrom-
Freisetzungs-Tests durchgefihrt. Die WEHI-164s Zellen waren hierbei die
Target-Zellen. Auch hier zeigte sich, dass es nur zu einer Lyse der WEHI-164s
Zellen durch das Konstrukt kam, wenn auch die B16-C215 Zellen anwesend
waren. Um die Wirkung des bispezifischen Konstruktes noch besser zu
charakterisieren wurde das Konstrukt in steigenden Konzentrationen titriert.
Wenn die B16-C215 Zellen anwesend waren, kam es schon bei
Konzentrationen von 1ng/ml zu einer knapp 20% Lyse der WEHI-164s Zellen.
Ab 10ng/ml war die Lyse mit tUber 40 % fast maximal. Wenn die nicht
transfizierten Zellen kokultiviert wurden, kam es erst bei Konzentrationen von
1000ng/ml zu einer lediglich 15%-igen Lyse der WEHI-164s Zellen. Ohne B16-
Zellen fuhrte das Konstrukt auch bei 1000ng/ml kaum zu einer Lyse der Target-
Zellen. Die zweite Forderung nach Abhangigkeit der TNFR1-Stimulation durch
das EpCAMxTNFR1-Konstrukt von der Bindung an EpCAM/C215 positiven

Zellen war hiermit erfillt.

4.7 In vivo Testung des EpCAMXTNFR1-Konstruktes

Damit konnte das eigentliche Ziel, die Testung einer madglichen selektiven
TNFR1 Stimulation in vivo durch die generierten bispezifischen Antikorper

unternommen werden. Um die Wirkung und vor allem auch die Sicherheit bzw.
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potentielle Nebenwirkungen in einem in vivo System Uberprufen zu konnen,
wurde ein syngenes Mausmodell mit C57BIl/6 Mausen herangezogen. Das
syngene Mausmodell bietet gegentber dem bei Tumorssystemen haufig
gebrauchlichen Nacktmausmodell den Vorteil, dass nicht nur direkte Effekte
des Agens gegen die Tumorzellen Uberprift werden kénnen, sondern auch
immunstimulatorische Effekte, was in unserem Fall von besonderer Wichtigkeit
war. Hierzu wurden C57BI/6 Mausen B16-C215 Zellen intra-peritoneal injiziert
und die Tiere dann mit dem Konstrukt, dem Fab’-Mix bzw. PBS ebenfalls i.p.
behandelt. Nach knapp 70 Tagen waren funf von sechs Mausen der PBS-
Gruppe gestorben, wohingegen nach 100 Tagen alle Mause der mit dem
Konstrukt behandelten Gruppe lebten. Da B16 Melanomzellen wie von uns
gezeigt nicht sensitiv auf TNF sind kann postuliert werden, dass die Antitumor-
Aktivitat der eingesetzten Konstrukte ausschlielich durch immun-
modulatorische Wirkungen des Konstruktes vermittelt werden. Da es sich um
ein i.p. Modell handelt koénnen auch potentielle Effekte auf die
Tumorvaskularisation  vernachlassigt werden. Zu unserem Erstaunen
Uberlebten auch funf von sechs Mausen, die mit dem Fab’-Mix therapiert
wurden, die 100 Tage. Daflir kamen verschiedene Erklarungen in Betracht: zum
einen war es vorstellbar, dass die TNFR1 Aktivierung durch die TNFR1-Fab'-
Fragmente in vivo Zielantigen-unabhéngig erfolgt. Dies wére fatal, da damit das
bispezifische Prinzip nicht zum tragen kdme. Diese Moglichkeit schien jedoch
durch die vorangegangenen in vitro Experimente ausgeschlossen. In einer
Wiederholung der zuvor durchgefiihrten in vitro Experimente zeigte sich jedoch,
dass der im Tiermodell eingesetzte Fab’-Mix wie das bispezifische Konstrukt,
Zielantigen-abhéngig Apoptose induzieren konnte, jedoch nicht in Abwesenheit
des Zielantigens. Eine nachfolgend durchgefiihrte Untersuchung des Fab’-Mix
auf einer Smart Saule ergab, dass der Fab’-Mix zu einem grof3en Teil ebenfalls
aus bispezifischen F(ab’), bestand. Es musste also spater zu einer spontanen
chemischen Koppelung gekommen sein, so dass wirkungsvolles Konstrukt im
Fab’-Mix vorhanden war, und dieser damit als valide Kontrolle entfiel.
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Deshalb soll in nachfolgenden Experimenten zum einen ein erneutes Tiermodell
durchgefuhrt werden, in welchen sichergestellt wird, dass die zum Einsatz
kommende Fab’-Kontrolle nicht nachhybridisiert. Des weiteren ist geplant, ein
Maus-Lungenmodell durchzufthren, um die Antitumor-Aktivitat der hergestellten
Konstrukte in einem weiteren, der Situation im Menschen noch né&her
kommenden Modell zu bestatigen.

Mit diesen Arbeiten sollte dann eine breite Grundlage fiir die experimentelle
klinische Erprobung von bispezifischen Antikérpern zur Aktivierung des TNFR1

im Menschen ermdéglicht werden.
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5 Zusammenfassung

Tumor Nekrose Faktor (TNF) ist ein hoch potentes Zytokin, welches sowohl den
angeborenen als auch den erworbenen Arm des Immunsystems nachhaltig
beeinflussen und dadurch beachtliche Antitumor-Aktivitat vermitteln kann. Diese
ist nicht nur durch die direkte Toxizitat von TNF auf Tumorzellen, sondern auch
auf dessen immunstimulatorische und anti-angiogenetische Wirkungen
zuruckzufihren. Obwohl beeindruckende klinische Erfolge durch die
lokoregionale Applikation von TNF z.B. in Kombination mit herkdmmlichen
Zytostatika erreicht werden konnen, ist diese Anwendung auf Grund der
systemischen Nebenwirkungen auf lokoregionale Verfahren wie die ,isolated
limb perfusion“ beschrankt. Eine systemische Applikation ist damit bislang
unmaglich.

Durch die Erforschung der Funktionen und Strukturen von Immunglobulinen
(Antikorpern) und durch die Entwicklung von Verfahren zur Generierung von
antikorperproduzierenden Hybridomen in den letzten Jahrzehnten ist es
mittlerweile moéglich, Antikérper gegen nahezu jedes beliebige Antigen, darunter
auch Tumorantigene herzustellen. Nachfolgend wurden viele Versuche
unternommen, die Aktivierung des TNF-Rezeptor 1 (TNFR1) z.B. mit Hilfe von
TNF-Fusionsproteinen bestehend aus einem Antikdrpermolekil gegen ein
Tumorantigen, an welches TNF gekoppelt wird, zielgerichtet zu vermitteln, um
damit die therapeutische Effizienz in der Tumortherapie zu maximieren und vor
allem gesundes Gewebe vor den TNF-vermittelten Effekten zu schitzen.
Dieses Ziel wurde jedoch bisher nicht hinreichend erreicht, da es durch
Kopplung von TNF an Antikdrper zwar zu einer Anreicherung im Tumorgewebe
kommt, die Wirkung von TNF allerdings weiterhin unabhéngig von der Bindung
des Tumorantigens erfolgt. Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der
Generierung eines bispezifischen EpCAMxTNFR1-F(ab’),-Konstruktes zur
zielgerichteten Aktivierung des murinen TNFR1. Daflr wurde zun&chst
untersucht, ob unter den kauflich zu erwerbenden Antikérpern gegen den
murinen TNFR1 ein agonistischer Antikorper zur Verfiigung stand. Dies konnte
fur den Klon 47803 Uber eine durch den Antikérper induzierte Reduktion der
Viabilitat von murinen EL-4 Lymphom-Zellen und murinen WEHI-164s
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Fibrosarkom-Zellen mittels WST-1 Testes nachgewiesen werden. Des weiteren
konnte gezeigt werden, dass die Stimulation mit dem Antikorper ebenfalls zu
einer Aktivierung der Kaspasen 3 und 7 in den WEHI-164s Zellen fuhrt. Damit
waren agonistische Antikdrper gegen murinen TNFR1 identifiziert.
Anschliel3end wurden TNB-TNFR1-Fab’-Fragmente des Antikdrperklons 47803
durch Verdau der Antikdrper mit Pepsin und anschlieRender Reduktion und
Modifikation mit DTNB hergestellt. Nach gelchromatographischer Trennung der
modifizierten Fab’-Fragmente von den Fc-Teilen wurden die TNB-TNFR1-Fab’-
Fragmente chemisch mit einem EpCAM-Fab’-Fragment, welches bereits zur
Verfligung stand, hybridisiert. Anschliel3end wurden die bispezifischen F(ab’),-
Fragmente mittels Gelchromatographie von den nicht gekoppelten Fab’-
Fragmenten getrennt. Nun konnte mit der Testung der EpCAMXTNFR1-
Konstrukte in vitro begonnen werden. Hierzu standen mit EpCAM (C215)
transfizierte murine B16-Melanomzellen (B16-215) und untransfizierte B16-
Melanomzellen (B16-F0) zur Verfigung. Es konnte zunachst gezeigt werden,
dass in B16 Zellen im Gegensatz zu den WEHI-164s Zellen durch TNF keine
Kaspasenaktivitat ausgelost wird. Damit konnte eine spezifische Untersuchung
der Aktivierung des TNFR1 auf WEHI-164s Zellen in Abhangigkeit von einer
Bindung der Konstrukte an EpCAM als Zielantigen auf B16 Zellen durchgefiihrt
werden. Dementsprechend wurden mit B16-FO bzw. B16-C215 Zellen und TNF
sensitiven WEHI-164s Zellen Kokulturansatze in Gegenwart der generierten
Konstrukte durchgefuhrt. Wenn das bispezifische EpCAM-TNFR1-Konstrukt in
diesen Kokulturansatzen an EpCAM auf den B16-C215 Zellen gebunden hatte,
besal’ es schon in Konzentrationen von 1ng/ml deutliche agonistische Aktivitat,
welche sowohl Uber eine Aktivierung von Kaspase 3 und 7 als auch Uber die
Lyse von TNF sensitiven WEHI-164s Zellen nachgewiesen wurde. In
Anwesenheit von untransfizierten B16-FO Zellen als Kontrolle wurde
erwartungsgemafl nur eine sehr schwache Zellyse erst bei sehr hohen
Konzentrationen (1000ng/ml) vermittelt. Wenn das Konstrukt zu den WEHI-
164s Zellen in Abwesenheit von B16 Zellen gegeben wurde, besald es keinerlei
detektierbare Wirkung. Dies demonstriert, dass die TNFR1 Aktivierung durch
das hergestellte bispezifische Konstrukt abhéangig von der Anwesenheit des

Zielantigens EpCAM ist. Daraufhin untersuchten wir die Aktivitat des
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Konstruktes in einem B16 Melanom Mausmodell mit syngenen,
immunkompetenten M&ausen. Hierfur wurden 2.500 EpCAM transfizierte B16
Melanom Zellen in C57BIl/6 Mausen i.p. injiziert und die Tiere nachfolgend mit
sechs Gaben des bispezifischen Konstruktes oder des Fab’-Mix bzw. PBS als
Kontrolle behandelt. Wéahrend alle sechs mit dem EpCAMxTNRR1-Konstrukt
behandelten Mause Uberlebten, starben in der Kontroll-Gruppe mit PBS flnf
von sechs Mausen innerhalb von 10 Wochen. Uberraschenderweise (berlebten
jedoch auch 5 von 6 Mausen in der mit dem Fab’-Mix behandelten Gruppe. Es
zeigte sich in einer nachfolgend durchgefiihrten Testung des Fab’-Mix in vitro
beziglich dessen Induktion von Zellyse und Aktivierung von Kaspasen, dass
auch in dem als Kontrolle vorgesehenen Fab’-Mix funktionelles Konstrukt
vorlag. Offensichtlich war eine ,Nachhybridisierung” erfolgt, was durch eine
gelchromatographische Analyse bestatigt wurde, so dass der Fab’-Mix
schlissigerweise nicht als valide Kontrolle gewertet werden konnte. In den
behandelten Gruppen wurden keine signifikanten Nebenwirkungen beobachtet,
was ebenfalls die Zielzellrestriktion der Konstrukte belegt. Unsere Ergebnisse
demonstrieren, dass die Aktivitat des EpCAMXTNFR1-Konstruktes strikt von der
Anwesenheit der EpCAM positiven Tumorzellen abhangig ist und das Konstrukt
signifikante Antitumor Effekte vermittelt. Diese Ergebnisse bilden die Basis fur
eine weitere tierexperimentelle Erprobung der bispezifischen F(ab’),-Fragmente
zur lokal begrenzten Aktivierung des TNFR1 als Grundlage fur eine
experimentelle klinische Erprobung derartiger Reagenzien an Patienten mit

malignen Erkrankungen.
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