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1. EINLEITUNG

1 Einleitung

Die Pleurakarzinose tritt in einem fortgeschrittenen Stadium einer Krebserkrankung auf und
ist die Folge einer Metastasierung der Pleura. Das langfristige Ziel einer Therapie der
Pleurakarzinose ist die Verlingerung der Uberlebenszeit der Patienten und die Verbesserung
der Lebensqualitdt. Die haufigsten Therapiemethoden stellen lokale invasive Eingriffe dar,
wie z.B. die Drainage des malignen Pleuraergusses und die intrapleurale Instillation von
sklerosierenden Substanzen, um ein Wiederauftreten ldngerfristig zu verhindern (Chen H et
al. 2008, Lee YC et al. 2004). Eine Erweiterung des Therapiespektrums wird auch in der
palliativen Therapie angestrebt, um die Sicherung oder Wiederherstellung einer mdéglichst
umfassenden Lebensqualitdt des Patienten zu gewihrleisten. Eine Voraussetzung dafiir ist die
Charakterisierung der Pleurakarzinose d.h. der malignen Zellen und des immunologischen
Mikromilieus, sowie die Uberpriifung neuer Therapiekonzepte, um effizientere

Therapiestrategien zu entwickeln.

1.1 Die Pleurakarzinose

1.1.1 Vorkommen

In den USA treten jdhrlich 150.000 Félle maligner Pleuraergiisse auf (Najmunnisa N et al.
2007, Kolschmann S et al. 2005, Neragi-Miandoab S et al. 2006, Antony VB et al 2001). Die
jéhrliche Inzidenz von Pleuraerkrankungen in Deutschland wird auf 300 / 100.000 Einwohner
geschitzt. Etwa 22 % aller Pleuraverdnderungen sind maligner Genese, die sich in Form von
malignen Pleuraergiissen manifestieren (Davies HE et al 2008). Somit sind allein in
Deutschland jahrlich etwa 53.000 Neuerkrankungen zu erwarten. (Loddenkemper R et al.
2008). Das Bronchialkarzinom und das Mammakarzinom sind mit 50-65 % aller auftretenden
malignen Pleuraergiisse die hdufigste Ursache fiir die Entstehung eines malignen Ergusses
(Bennett R et al. 2005, Barbetakis N et al. 2004). In selteneren Féllen konnen maligne
Pleuraergiisse auch bei gastrointestinalen Erkrankungen, dem Ovarialkarzinom und

Blasenkarzinom nachgewiesen werden (Heftner JE et al. 2008).
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1.1.2 Entstehung

Die Pleurafliissigkeit ist ein Ultrafiltrat des Plasmas und gelangt iiber die parietale und
viszerale Pleura sowie das Zwerchfell in die Pleurahohle (Antony VB et al. 2003). Bei einem
gesunden Menschen findet sich im Pleuraspalt zwischen der Pleura parietalis und viszeralis
normalerweise eine konstante Fliissigkeitsmenge (0,5-1ml), die als gleitender Fliissigkeitsfilm
dient, kontinuierlich gebildet und wieder resorbiert wird. Der Proteingehalt der Fliissigkeit
betrdgt weniger als 1,5 g/dl und die Pleurafliissigkeit enthélt 1500 — 4500 Zellen pro ml
bestehend aus Makrophagen, Mesothelzellen, Lymphozyten und Granulozyten (Lai-Fook SJ
et al. 2004, Antony VB et al. 2003, Agostoni E et al. 1972). Ein Pleuraerguss tritt auf, wenn
die Bildung der Pleurafliissigkeit erhoht und/oder ihre Absorption vermindert ist. Ubersteigt
die Fliissigkeitsmenge in der Pleurahohle das Volumen von 20 ml wird von einem
Pleuraerguss gesprochen. Bei den proteindrmeren gutartigen (< 30 g/dl) Transsudaten kann
die Erhohung des hydrostatischen Drucks im Kapillargebiet (Herzinsuffizienz) oder die
Verminderung des kolloidosmotischen Drucks (Leberzirrhose, nephrotisches Syndrom) einen
Pleuraerguss bedingen. Bei den proteinhaltigen Exsudaten (> 30 g/dl) ist dagegen die Pleura
bedingt durch Entziindungen oder Neoplasien pathologisch verdndert, was zu einer erhdhten
Kapillarpermeabilitit und/oder zu einem gestorten Lymphabfluss fiihren kann. (Antunes G et
al. 2003). Maligne Pleuraergiisse beim Mammakarzinom entstehen iiber die Lymphbahnen
der Thoraxwand oder iiber den hdmatogenen Weg durch hepatische Metastasen. Beim
Adenokarzinom der Lunge wandern die Tumorzellen entweder direkt iiber die Thoraxwand
oder indirekt tiber den hamatogenen Weg d.h. z.B. iliber pulmonale Kapillaren in die Pleura

ein (Antunes G et al. 2003, Lynch TJ et al. 1993).

1.1.3 Prognose

Die durchschnittliche Uberlebenszeit der Mammakarzinompatientinnen mit malignem
Pleuraerguss betrdgt 6-36 Monate (Gasparri R et al. 2006) bzw. 16 bis 42 Monate (Neragi-
Miandoab S et al. 2008, Fentiman IS et al. 1981). Die Uberlebenszeit beim Mammakarzinom
hingt sehr davon ab, ob es sich bei der Pleurakarzinose um eine Erstmanifestation der
Fernmetastasierung oder einer systemischen Generalisierung der Erkrankung handelt (Antony

VB et al. 2001). Eine Studie mit 40 Mammakarzinompatientinnen zeigte, dass solche ohne
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weitere Metastasierung durchschnittlich 48 Monate, und Patientinnen mit weiteren
Fernmetastasen durchschnittlich 12 Monate lebten. Bronchialkarzinompatienten zeigten die
kiirzeste Lebenserwartung mit durchschnittlich 16 Wochen (Barbetakis N et al. 2004, Antunes
G et al. 2003, Antony VB et al. 2001).

1.1.4 Standardtherapien

Primire Behandlungsziele der Pleurakarzinose sind die Linderung der Symptome wie z.B.
thorakale, atemabhdngige Schmerzen und Dyspnoe, sowie die Verhinderung des
Wiederauftretens des Ergusses. Es wird eine wirksame symptomatische Behandlung mit
geringer therapiebedingter Morbiditdt und Letalitdt angestrebt. An erster Stelle steht die
Entlastungspunktion, bei der der Erguss moglichst vollstindig drainiert wird. Therapie der
Wahl bei rezidivierenden Ergilissen ist die chemische Pleurodese (Neragi-Miandoab S et al.
2008, Tan C et al. 2006, Rodriguez-Panadero F et al. 2006, Antony VB et al. 1999), bei der
durch eine sklerosierende Substanz die Pleurabldtter verklebt werden. Im Vergleich zu
anderen sklerosierenden Substanzen wie Antibiotika (z.B. Tetrazykline) und
Chemotherapeutika (z.B. Bleomycin, Mitoxantron, 5-Fluorouracil) hat sich Talkum als am
Effizientesten erwiesen (Chen H. et al. 2008, Neragi-Miandoab S et al. 2008). Die Instillation
von Talkum flihrt durch die Mesothelzellen der Pleura zu einer Ausschiittung von
verschiedenen Wachstumsfaktoren wie z.B. bFGF (basic fibroblast growth factor), PDGF
(plateleted dervied growth factor) und TGF- B. Die inflammatorische Antwort der Pleura und
die dadurch bedingte Fibroblastenproliferation fiihrt zu einer Fibrose (Antony VB et al. 2004).
Die Pleurodese kann mittels einer Thoraxdrainage oder thorakoskopisch durchgefiihrt werden.
Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Pleurodese ist die vollstindige Entleerung des Ergusses
(Heffner JE et al. 2008). Die Erfolgsrate der Pleurodese mit Talkum (Verhinderung der
Reakkumulation maligner Ergiisse innerhalb von 30 Tagen) unterschiedlicher Studien lag bei
50-93 % (Yildirim H et al. 2008, Steger V et al. 2007, Walker-Renard PB et al 1994). Weitere
Therapiemoglichkeiten sind die intrapleurale Instillation von Interleukin-2 (IL-2), Interferon o
und B (Sterman DH et al. 2007, Lissoni P et al. 2001, Astoul P et al. 1993), die
Immuntherapie mit OK-432, (Yoshida K et al. 2007) sowie Vakzinierungsstrategien (Chang
GC et al. 2005). Ein stark invasiver Eingriff stellt die Pleurektomie dar, bei der die Pleura

vollstindig entfernt wird, wenn durch die Verklebung der Pleura die Lungenfunktion
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irreparabel geschidigt ist (Neragi-Miandoab S et al. 2008, Sahn SA et al. 2001). Bei der
Pleurektomie wird jedoch eine hohe perioperative Mortalitit (10%) und hohe Morbiditit (23
%) beobachtet (Rodriguez-Panadero F et al. 1997). Therapien, die das lokale Immunsystem
mit Hilfe von z.B. IL-2 oder OK-432 aktivierten, dienten im Vergleich zur Talkum-
Pleurodese nicht nur der Symptombekdmpfung, sondern fiihrten auch zu einem langeren

Gesamtiiberleben (Yoshida K et al 2007, Astoul P et al. 1993)

1.2 Molekulare Therapie des fortgeschrittenen Mamma- und

Bronchialkarzinoms

Bei der Therapie des metastasierten Mammakarzinoms sind monoklonale Antikorper wie z.B.
Trastuzumab/Herceptin weltweit etabliert und anerkannt. Trastuzumab ist ein humanisierter
monoklonaler Antikorper, der den humanen Wachstumsfaktorrezeptor Her-2/neu bindet.
Neben der Hemmung der intrazelluldren Signalweiterleitung und Induktion von Apoptose,
fiihrt die antikOrperabhingige Immunantwort zu einer Rekrutierung von Monozyten,
Neutrophilen und natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen), die die Her-2/neu-positiven Zellen
gezielt erkennen und eliminieren. Im Rahmen der von Slamon DJ durchgefiihrten Phase III
Studie, konnte bei Patientinnen mit einem Her-2/neu positiven fortgeschrittenen
Mammakarzinom (Score nach Remmele wund Steger von 2+/3+) durch eine
Kombinationstherapie von Trastuzumab und einer Polychemotherapie (n=235) im Vergleich
zu Patientinnen, die nur eine Polychemotherapie (Anthrazykline, Cyclophosphamide)
erhielten (n=234), die Ansprechrate verbessert (50 % versus 32 %) und das progressionsfreie
Intervall verldngert (7,4 versus 4,6 Monate) werden. Nach einem Jahr war in der Gruppe der
mit Trastuzumab behandelten Patienten eine signifikant geringere Anzahl an Todesfdllen zu
beobachten (22 % versus 33 %). Das Gesamtiiberleben der Patienten, die zusétzlich
Trastuzumab erhielten, konnte von 20,3 Monate auf 25,1 Monate signifikant verbessert
werden (Slamon DJ et al. 2001). O’Shaughnessy J et al. setzte in seiner Studie Trastuzumab
einzeln und in Kombination mit Lapatinib ein. Lapatinib ist ein niedermolekularer
Tyrosinkinaseinhibitor, der intrazellulir den Her2/neu Rezeptor und den EGF-Rezeptor
blockiert. Eingeschlossen worden waren Patientinnen nach Progression unter Anthrazyklinen,
Taxan und Trastuzumab (n=73). Lapatinib erwies sich in Kombination mit Trastuzumab als

wirksame Behandlung bei progredientem HER-2/neu positivem Mammakarzinom wéhrend
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oder nach Behandlung mit Trastuzumab. Die Kombination mit Trastuzumab verbesserte das
progressionsfreie Intervall signifikant (8,4 versus 12 Wochen) und die Patientinnen zeigten
nach Kombinationstherapie ein Gesamtiiberleben von 51,6 Wochen versus 39 Wochen in der
mit ausschlieBlich Lapatinib behandelten Kontrollgruppe (O'Shaughnessy J et al. 2008). Des
Weiteren wurde der vollhumane monoklonale IgGl Antikdrper MT201 gegen das
tumorassoziierte Antigen EpCAM, in Kombination mit Docetaxel in einer klinischen Phase I
und II Studie bei Patientinnen mit einem metastasierten Mammakarzinom getestet. Die
klinische Studie Phase Ib ergab, dass 24 Wochen nach MT201 Therapie 12,2 % der Patienten
(aus n=74), die das epitheliale Antigen EpCAM auf ihrem Primértumor iliberexprimierten
(>50 % positive Tumorzellen) und nur 2,9 % der Patienten, die < 50 % EpCAM positive
Tumorzellen aufwiesen, keine Progression ihrer Erkrankung zeigten (Schuler M et al 2008).
Des Weiteren wurde in einer Phase II Studie mit MT201 und insgesamt 109
Mammakarzinompatientinnen gezeigt, dass bei Patienten mit einer hohen Expression des
tumorassoziierten Antigens EpCAM (> 50 % positive Tumorzellen) weniger neue Metastasen
auftraten. 48,3 % (14 von 29) der Patienten mit < 50 % EpCAM positiven Tumorzellen
wiesen 6 Wochen nach MT201 Therapie neue Metastasen auf. Aus dem Kollektiv der
Patienten, mit > 50 % EpCAM positiven Zellen, entwickelten 16,7 % (3 von 18) der Patienten
nach 6 Wochen neue Metastasen (Dittrich C et al. 2007).

In einer Phase III Studie mit insgesamt 878 Patienten, die an einem nichtkleinzelligen
Bronchialkarzinom (Stadium IIIB und IV, mit MPE) erkrankt waren, wurde ein Arm (A) mit
Carboplatin und Paclitaxel und ein Arm (B) mit Carboplatin und Paclitaxel in Kombination
mit dem monoklonalen humanisierten anti-VEGF (Vascular endothelial growth factor)
Antikorper Bevacizumab therapiert (15 mg/kg, drei wochentlich). Bevacizumab hemmt iiber
die Blockade von VEGF das GefaBwachstum innerhalb solider Tumore. VEGF wird von 61-
92 % der Patienten mit NSCLC exprimiert (Fontanini G et al 1997, Mattern J et al. 1995). Die
progressionsfreie Zeit war fiir Arm B signifikant erhoht (6,2 versus 4,5 Monate). Die 24
Monate Uberlebensrate betrug 15 % fiir Arm A und 23 % fiir Arm B. Das Gesamtiiberleben
konnte fiir Arm B signifikant gegeniiber Arm A mit 12,3 Monaten im Vergleich zu 10,3
Monaten verbessert werden (di Costanzo F et al 2008).

Der monoklonale, chimdre Antikérper anti-EGF-R (Cetuximab), der den epidermalen
Wachstumrezeptor (EGF-R) bindet, fiihrte in einer Phase III Studie bei Patienten mit einem
metastasierten nicht-kleinzelligem EGF-R+/FISH+ Bronchialkarzinom (NSCLC), in
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Kombination mit Cisplatin und Vinorelbine (CV, Arm A) zu einem signifikant verlingertem
Uberleben im Vergleich zu der mit ausschlieBlich CV (Arm B) behandelten Kontrollgruppe
(Pirker R et al. 2008). Die Uberlebensrate der Patienten mit einem Adenokarzinom (n=412)
lag fiir Arm A bei 12 Monaten im Vergleich zu Arm B mit 10,2 Monaten. Wie auch der
monoklonale Antikorper gegen Her-2/neu beeinflusst Cetuximab iiber die Blockade des
intrazelluldren Signalweges die Proliferation der Tumorzelle und aktiviert eine anti-tumorale

Immunantwort (ADCC, CDC) durch den Fc-Rezeptor (FcyRIII) (Beano A et al. 2008).

1.3 Molekulare Therapie der Pleurakarzinose

Molekulare Therapieansdtze fiir die gezielte Behandlung der Pleurakarzinose sind in der
Literatur wenig beschrieben. Kroesen BJ et al fiihrten 1993 erstmalig eine lokale Therapie mit
einem bispezifischen Antikorper (BIS-1) an neun Patienten mit malignen Ergiissen der
Pleura- oder Peritonealhdhle durch. Dabei handelte es sich um ein heterogenes Kollektiv von
Patienten mit Ergiissen eines Magen- (n=1), Kolon- (n=3), Mamma- (n=1), Ovarial- (n=2)
und Bronchialkarzinoms (n=2). Der bispezifische Antikérper BIS-1 erkennt neben dem T-
Zellantigen CD3 das Antigen EGP-2 (epithelassoziiertes Glykoprotein 2) auf den
Tumorzellen. Die ersten entwickelten bispezifischen Antikorper waren nicht in der Lage die
T-Zellen zu stimulieren. Deswegen erhielten die Patienten lokal in die Pleura- oder
Peritonealhdhle autologe T-Zellen, die zuvor fiir zwei Tage mit 60 IU/ml IL-2 stimuliert
(AT= ,,activated T-Lymphocytes*) und mit dem bispezifischen Antikérper (0,1 mg/ml) fiir 30
Minuten inkubiert wurden (RAT = ,redirected activated T-Lymphocytes®). Zwei Patienten
(zwei von zehn) wurden ausschlieBlich mit ATs behandelt. Dies fiihrte zu keiner Lyse der
Tumorzellen in der Pleura- bzw. Peritonealhdhle. Die restlichen sieben Patienten wurden mit
RATS therapiert. Diese zeigten nach 24h entweder eine Abnahme der Tumorzellen im Erguss
(n=3) oder ein vollstindiges Verschwinden der Tumorzellen (n=3). Bei einem Patienten
konnte auf Grund von Abdominalschmerzen das Experiment nicht beendet werden (n=1). Bei
dieser Studie wurde das progressionsfreie Intervall, sowie Gesamtiiberleben der Patienten
nicht dokumentiert (Kroesen BJ et al. 1993).

Eine intrapleurale Therapie mit dem weiterentwickelten trifunktionellen bispezifischen
Antikorper anti EpCAMxCD3 Catumaxomab erfolgte flir Patienten mit malignen

Pleuraergiissen beim Bronchialkarzinom und Mammakarzinom in einer Phase I /II Studie
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(Sebastian M et al. 2006). Die intrapleurale Therapie (5-200 pg, individuelle maximal
tolerierbare Dosis individuell ermittelt) mit dem bispezifischen Antikorper fiihrte nach 60
Tagen bei acht Patienten zu einer Abnahme der Tumorzellen im Erguss, wobei die genaue
prozentuale Abnahme nicht ndher dokumentiert wurde. Bei einer Mammakarzinompatientin
konnte der vollstindige Riickgang des malignen Ergusses beobachtet werden. Bei vier von
fiinf Patienten war eine Abnahme der Ergussmenge zu beobachten. Zwei von drei
Bronchialkarzinompatienten sprachen nicht auf die Therapie an. Bei einem der drei Patienten
wurde ein Erfolg verzeichnet, der aber nicht ndher beschrieben wurde. Eine geplante Phase 11
Studie soll die intrapleurale Antikorpertherapie mit der aktuellen Standardtherapie - der

Talkum-Pleurodese - vergleichen.

1.4 Bispezifische Antikorper

Bispezifische Antikdrper konnen zwei verschieden Antigene gleichzeitig erkennen. Eine
Klasse dieser Molekiile besitzt die Spezifitit fiir die invariante Untereinheit des T-
Zellrezeptors (CD3), sowie fiir ein tumorassoziiertes Oberflichenantigen. Diese Verkniipfung
zwischen T-Zelle und Tumorzelle kann den fiir die Aktivierung der T-Zellen bendtigten
Komplex aus T-Zell-Rezeptor, Peptidantigen und MHC-Molekiil funktionell ersetzen und
macht somit eine zytotoxische T-Zellantwort- vermittelt durch die Anwesenheit des
bispezifischen Antikérpers -moglich (D’ Argouges S et al. 2008; Brischwein K et al. 2006).
BiTE-Antikorper (Bispecific T-Cell Engager) bestechen aus zwei unterschiedlichen
Einzelketten-Antikorpermolekiilen (scFvs =single chain variable Fragments), die iiber ein
nicht-immunogenes Peptid miteinander verbunden sind und von zwei verschiedenen
monoklonalen Antikérpern abstammen. (Wolf E et al. 2005). Es werden zwei Klassen
bispezifischer Antikorper unterschieden. BiTE-Molekiile, die keinen Fc-Teil aufweisen und
bispezifische, trifunktionelle Antikorper, die die Morphologie eines klassischen Antikorpers
und damit einen Fc-Teil besitzen. Dieser Fc-Teil ermoglicht zusdtzlich die Bindung und
Aktivierung von akzessorischen Zellen wie z.B. Makrophagen und NK-Zellen (Morecki S et
al. 2008; Burges A et al. 2007; Ruf P et al. 2001). Die Lyse der Tumorzellen erfolgt iiber die
durch den bispezifischen Antikdrper aktivierten T-Zellen, die z.B. iiber Perforine und

Granzyme den programmierten Zelltod der malignen Zellen auslosen. Des Weiteren werden
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lokal immunstimulatorische Zytokine wie z.B. IFN-y und TNF-a freigesetzt, die weitere

Immunzellen aktivieren.

1.4.1 Der bispezifische Antikorper MT110

Der BiTE-Antikdrper MT110 besitzt eine Antigenbindungsstelle fiir das epitheliale
Zelladhdsionsmolekiil (EpCAM; CD326) und eine Bindungsstelle fiir das T-Zellantigen CD3.
Die Herstellung der Antigenkonstrukte erfolgte durch die Klonierung dieser in einen
Expressionsvektor (pEF-DHFR). CHO-Zellen (Chinese hamster ovary) wurden mit dem
Expressionsvektor transfiziert (Loffler A et al. 2000) und stabile Transfektanten wurden
selektiert. Die sezernierten Proteine wurden aus dem Mediumiiberstand der CHO-Zellen
angereichert und aufgereinigt (Brischwein K et al. 2006). MT110 ist ein Monomer mit einem
Molekulargewicht von 55 kDa. Durch die Bindung des Antikorpers an die EpCAM-positive
Tumorzelle und die CD3-positive T-Zelle kommt es zu der Ausbildung einer
immunologischen Synapse (Ansammlung von Rezeptoren zwischen der Kontaktstelle von
zwei Zellen) zwischen der Effektor- und der Zielzelle. Die Effektorzelle wird aktiviert und die

Zielzelle zerstort (Neumann J, Springer Lehrbuch, 2008).

1.4.2 Das epitheliale Antigen EpCAM

Das tumorassoziiertes Antigen EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) ist ein
membranstindiges epitheliales Zell-Adhédsionsmolekiil. Es ist ein Typ I Membranprotein mit
40 kDa, das aus 314 Aminosduren (AS) besteht und mit 265 AS zum GroBteil extrazellulér
présentiert ist. EpCAM kann in bestimmten gesunden Geweben epithelialen Ursprungs (z.B.
Driisenepithelien) nachgewiesen werden. Gesundes Plattenepithel (Hepatozyten,
Keratinozyten, myoepitheliale Zellen) zeigt jedoch keine Expression dieses Molekiils (Osta W
et al. 2004). EpCAM wird auf humanen Adenokarzinomen (Gastrointestinale Tumore,
Mamma-, Prostata-, Leberkarzinom) und squamdsen Karzinomen iiberexprimiert (Baeuerle
PA et al. 2007, Went P et al, 2004, Moldenhauer G et al. 1987). Des Weiteren werden
EpCAM und CD133 als Krebsstammzell-assooziierte Antigene diskutiert (Horst D et al.
2008, Li C et al. 2007, Al-Hajj M et al. 2007), die von malignen Zellen mit einem hohen
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tumorigenen Potential exprimiert werden. Insgesamt ist die Expression von EpCAM mit einer
schlechten Prognose fiir die Patienten assoziiert. Nodal-negative
Mammakarzinompatientinnen  zeigten bei einer EpCAM Expression auf dem
Primartumorgewebe eine schlechtere Prognose. Das Expressionslevel von EpCAM korrelierte
mit einer schwachen Differenzierung der malignen Zellen und mit einer erniedrigten
Lebenserwartung der Krebspatienten (Spizzo G et al. 2004). Als homotypisches
Zelladhdsionsmolekiil ist EpCAM in Signaltransduktionswege wie dem Cadherin-Catenin
Weg und auch Wnt Signalweg involviert. Des Weiteren wurde gezeigt, dass es die Expression
von Protoonkogenen wie c-myc moduliert (Chaudry MA et al. 2007, Miinz M et al. 2004).
Die Unterdriickung der EpCAM Expression mit Antisense RNA fiihrte zu einer reduzierten
Proliferation und einer Stoffwechselreduktion in humanen Karzinomzellen (Miinz M et al.
2004, Osta W et al. 2004). Eine Uberexpression von EpCAM auf Mammakarzinom-Zelllinien
ist positiv assoziiert beziiglich Proliferation, Migration und Invasivitit der Zellen (Osta W et
al. 2004). Untersuchungen von dissiminierten Tumorzellen im Knochenmark bei
Prostatapatienten zeigten eine positive Korrelation der EpCAM-Positivitdt der dissiminierten
Zellen mit einer Progression der Erkrankung (Klein CA et al. 2002). Das epitheliale Antigen
EpCAM (MOC31) wurde bereits in mehreren Studien auf den malignen Zellen in
Pleuraergiissen von Adenokarzinomen identifiziert (Dupont VN et al. 2007; Oates J et al.
2000; Athanassiadou P et al. 2000; Morgan RL et al. 1999). Im Vergleich zu gutartigen
Ergiissen sowie Ergiissen nicht epithelialen Ursprungs wurde EpCAM auf malignen Ergiissen
von Mammakarzinompatienten signifikant verstirkt exprimiert (p<0,0001) (Passebosc-Faure
K et al. 2005) und stellt somit auch bei der Therapie maligner Pleuraergiisse ein geeignetes

Zielantigen dar.

1.4.3 Immunologische Effekte von MT110

Verschiedene Zelllinien, die das epitheliale Antigen EpCAM exprimieren (Kato III, MCF-7,
MDA-MB-453, SK-Br3) wurden in vitro mit dem bispezifischen Antikorper MT110 inkubiert
(Brischwein K et al. 2006). Die Zelllinien wurden mit unstimulierten peripheren
mononukledren Zellen (PBMCs) verschiedener Spender mit einem Verhéltnis der Effektor- zu
Zielzellen von 5:1 gemischt. Die T-Zellen der PBMCs waren vor Therapie negativ fiir die

Aktivierungsmarker CD69 und CD25. Sie zeigten keine Proliferation und sezernierten keine
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Zytokine. Nach 4h und 21h MTI110 Therapie war auf den CD4+ T-Helfer und CD8+
zytotoxischen T-Zellen —beispielhaft dargestellt mit der Zelllinie Kato III- ein dhnlich hoher
Anteil des frithen Aktivierungsmarkers CD69 zu beobachten. Nach 4h und 100 ng/ml MT110
exprimierten 60 % der T-Lymphozyten den frithen Aktivierungsmarker CD69 und nach 21h
knapp 90% der T-Zellen. Desweiteren exprimierten nach 16h mit 100 ng/ml MT110 80% der
CD8+ Zellen und 44% der CD4+ Zellen die Serinprotease Granzym B die nach 48h auf 90%
CD8+/Granzym B+ Zellen und auf >65% CD4+/Granzym B+ Zellen gesteigert werden
konnte. Die Untersuchung der Mediumiiberstinde ergab erhohte IFN-y und TNF-a-Spiegel
(Brischwein K et al. 2006). Nach 24h waren mit der hochsten MT110 Konzentration (1000
ng/ml) 60-80% der malignen Zellen der Zellinien Kato III, MCF-7, MDA-MB-453 lysiert.
Fir die Zellinie SKBr-3 war nach 24h keine Lyse zu beobachten. Ein Analyse der
Bindungsstellen fiir EpCAM ergab, dass die Dichte des Oberfldchenantigens fiir SKBr-3 mit
125.000 Bindungsstellen/Zelle (Bd/Zelle) schwicher war als bei den Zelllinien Kato III
(900.000 Bd/Zelle), MCF-7 (220.000Bd/Zelle) und MDA-MB-453 (180.000 Bd/Zelle). Nach
48h konnte fiir alle Zelllinien eine Lyse zwischen 60-95% beobachtet werden. Die Daten
zeigten, dass die Aktivierung der T-Zellen und die spezifische Lyse nicht direkt koinzident
waren (Brischwein K et al. 2006). In vivo Versuche mit der Kolonzelllinie SW480, die
vergleichbare Ansprechraten auf MT110 erzielte wie Kato III, MMCF-7 und MDA-MB-453,
wurden in NOD/SCID Maiusen durchgefiihrt. SW480 und PBMCs von gesunden Spendern
wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt und subkutan in die Mause gespritzt. Die i.v. Injektion
von 1 pg/ml MT110 {iber 5 Tage fiihrte bei allen 8 Mausen zu einer kompletten Inhibition der
Tumorentstehung bis zum Ende des Experiments nach 88 Tagen (Brischwein K et al. 2006).
Der Antikorper MT110 befindet sich seit April 2008 in der klinischen Studie Phase I. MT110
wird im Rahmen dieser Studie bei Patienten mit EpCAM-positiven, lokal fortgeschrittenen,
rezidivierten oder metastasierten Karzinomen auf Vertrdglichkeit und Antitumoraktivitit hin

untersucht (NCT00635596).

1.5 Weitere Zielantigene der Pleurakarzinose

Die Zytologie maligner Pleuraergiisse verschiedenster Tumorentititen wurde seit 1960
mehrfach analysiert und diskutiert (Michael CW et al. 1997, Dieterich M et al 1994, Price BA
et al 1992, Wiley EL et al 1990, Danner DE et al 1975). Uber die Zeit wurden mittels
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verschiedenster immunhistochemischer Methoden die malignen Zellen in den Erglissen niher
charakterisiert (Davidson B et al 2004, Longatto Filho A et al 2002, Risberg B et al 2000).
Die Schwerpunkte lagen hier auf der Identifizierung geeigneter Marker auf den malignen
Zellen, um Ergiisse als eindeutig maligne klassifizieren zu kénnen und um Adenokarzinome
von malignen Mesotheliomen zu unterscheiden. Oberflichenantigene wie z.B. CEA
(Carcinoembryonale Antigen), B72.3 (TAG-72) und EpCAM (epitheliales Antigen) waren
nicht auf reaktiven Mesothelzellen zu detektieren und wurden als geeignete Marker diskutiert,
um maligne Zellen in Ergiissen gyndkologischen Ursprungs zu identifizieren (Davidson B et
al. 1999, Lee JS et al. 1996, Brown RW et al. 1993). Aktuelle Literatur diskutiert sowohl fiir
Adenokarzinome, als auch fiir Mesotheliome die Marker Calretinin, EMA (epitheliales
Membranantigen), HMFG-2 (Anti-human milk fat globules) und CEA (Grefte JM et al.
2008). Li Q et al. und Pu RT et al. stellten hingegen unabhingig voneinander als geeignete
Marker fiir die Unterscheidung von Mesotheliomen und Adenokarzinomen Zytokeratin 5/6
fest, die 97 % der untersuchten Mesotheliome anfarbten (Pu RT et al. 2008) und nur 10 % der
malignen Ergilisse von Adenokarzinomen. Des Weiteren zeigte Li et al, dass der Marker
Calretinin alle Mesotheliome (100%) positiv und alle Adenokarzinome negativ farbte (Li Q et
al. 2006). Eine vergleichende Charakterisierung der malignen Zellen in Pleuraergiissen mit
verschiedenen prognostischen, therapierelevanten und chemoresistenzvermittelten Markern,
wie sie in dieser Arbeit vorgestellt wird, ist in der Literatur nicht zu finden. Die zu
untersuchenden Antigene auf den Epithelzellen in den malignen Pleuraergiissen der Mamma-

und Bronchialkarzinomzellen sind in Tabelle 1.4 zusammengefasst.
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Antigen Bezeichnung Literatur

Prognose-assoziiert

CEA Carcinoembryonales | Park BW et al. 2008; Uehara M et al. 2008,
Antigen Egeling FG et al. 2002

E-Cadherin E-Cadherin Park D et al. 2007; Rakha EA et al. 2007

CD44 v6 CD4 v6 Auvinen P et al. 2005, Foekens J et al. 1999;

Kaufmann M et al. 1995

UPA-R Urokinase Thomsson C et al. 2003, Rha SY et al 2000
Plasminogen
Aktivator-Rezeptor

PAI-1 Plasminogen Foekens JA et al. 2000; Buo L et al. 1995,
Aktivator-Inhibitor | Pedersen H et al 1994

UPA Urokinase Janicke F et al 1993; Duffy MJ et al 1990
Plasminogen
Aktivator

KI-67 KI-67 Jones RL et al 2008

Therapie-assoziiert

MUCI1 MUCI1 Engelmann K et al 2008; Kurian S et al 2008
Glykoprotein

EGF-R EGF-Rezeptor Payne RE et al 2009; Heist RS et al 2009

Her-2 Her-2/neu Rezeptor | Duffy MJ et al 2008; Fischgribe J et al 2008

ER Ostrogen-Rezeptor | Yamashita H et al 2008; Dowsett M et al 2008

PgR Progesteron- Hayashi SI et al 2003
Rezeptor

Topoisomerase |

Topoisomerase |

Moulder S et al 2008

Therapie-und
prognose-assoziiert

EpCAM Epitheliales Antigen | Witthauer J et al 2008, Baeuerle PA et al 2007
Spizzo et al 2004

EphrinA2 Ephrin A2 Rezeptor | Wykosky J et al 2008, Fang WB D et al 2005

Chemoresistenz-

assoziiert

P-Glykoprotein

P-Glykoprotein

Overmoyer B et al 2008; Coley HM et al 2008

bcl-2

Bcl-2 Onkoprotein

Bonetti A et al 1998

BCRP

Breast Cancer
Resistance Protein

Yuan JH et al 2008

Tabelle 1.4: Ausgewéhlte Antigene fiir die Charakterisierung der Pleurakarzinomzellen
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1.6 Zielsetzung und Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist die zellulire und molekulare Charakterisierung der malignen
Pleuraergiisse beim Mammakarzinom und Bronchialkarzinom. Fiir die zelluldre
Charakterisierung wird die zytologische Beschaffenheit der malignen Pleuraergiisse (MPE),
sowie ihre zellulire Zusammensetzung und die Immunzellcharakterisierung im Erguss
beriicksichtigt. Hierbei stellt sich die Frage, ob eine individuelle und tumorbedingte zellulédre
Heterogenitit nachzuweisen ist. Fiir die molekulare Charakterisierung der Karzinomzellen
werden prognose-, therapie- und resistenzvermittelnde Antigene nachgewiesen. Aus der
molekularen Charakterisierung der Karzinomzellen im MPE werden molekulare
Therapiestrategien fiir die Therapie der Pleurakarzinose abgeleitet. Die ex vivo Therapie der
MPE mit dem bispezifischen Antikorper gegen das epitheliale Antigen EpCAM und CD3
(MT110) soll zeigen, ob EpCAM ein geeignetes Zielantigen der Therapie der Pleurakarzinose
darstellt. Des Weiteren wird die Wirkungsweise des Antikorpers MT110 auf die Tumorzellen

und Immunzellen im Erguss bestimmit.
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2  Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Patientenproben

Maligne Pleuraergiisse von 35 Mammakarzinompatienten und 18  Bronchial-
karzinompatienten wurden innerhalb des Zeitraums von Januar 2004 bis Juli 2007 im
Klinikum GroBhadern gesammelt. Davon konnten auf Grund von ausreichend vorhandenem
Zellmaterial 18 MPE der Mammakarzinompatienten und vier MPE der Bronchial-

karzinompatienten néher charakterisiert werden.

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Material Firma

1,5 ml Zentrifugenréhrchen Eppendorf

50 ml Zentrifugenréhrchen Falcon

96 Well Flachbodenplatten Nunc

96 Well Flachbodenplatten, weil3, steril | Nunc

96 Well Spitzbodenplatte Corning Incorporate
Brutschrank Heraeus
Drainagebeutel, Drainageflasche Reproline medical GmbH
Eindeckglaser 22 x 40mm Menzel

Feuchte Kammer Carl Roth
Glaskiivetten 105x85x70 Carl Roth
Glasschiffchen 85x60x45 Carl Roth
Kryor6hrchen Nunc

Mikrowelle Siemens
Neubauer-Zahlkammer Pesce

Petrischale Nunc

Schutzbrille Neolab
Serologische Pipetten 1, 5, 10, 25 ml Costar

Spritze 50 ml BD

Super Frost Plus Menzel
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Zellkulturflasche 75cm” Nunc

2.1.3 Losungen und Reagenzien
Losungen/Reagenzien Firma
1 x PBS w/o Mg2" und Ca** pH=7.4 Gibco/Invitrogen
30% iges H,0, VWR
3-Amino-9-Ethylcarbazol = AEC Sigma
7-AAD BD
70 % Isopropanol Apotheke Klinikum

Miinchen Innenstadt

7-AAD BD
AB-Serum Biotest, Dreieich
Aceton zur Synthese Merck
Aecthylendianintetraessigsdure (EDTA) Fluka
Ammoniumchlorid (NH,CI) Fluka
Caspase Glo-Assay Promega
Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem
Dinatriumhydrogenphosphat Merck
Essigsdure 100 % Merck
Ficoll Sigma-Aldrich
Fotales Kélber Serum (FCS) Gibco
Kaisers-Glycerin-Gelatine Merck
Kalibrierungsbeads BD
Kaliumchlorid Fluka
Kaliumdihydrogenphosphat Merck
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO;) Fluka
Lymphozyten Kit BD
Mayer’s Hdmalaun Merck
N,N-Dimethylformamid Fluka
Natriumacetat Merck
Natriumazid Sigma
Natriumchlorid Fluka
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Th1/Th2 Cytokine CBA-II

Natriumhydrogenphosphat-1-hydrat Merck
Natriumhydrogenphosphatdihydrat Merck

NEAA (Non essential amino acids) Gibco/Invitrogen
Paraformaldehyd Sigma
Permeabilisierungskit BD

Pikrinsédure Fluka
RPMI-Medium 1640 Gibco/Invitrogen
Sodiumpyruvat Gibco/Invitrogen
Toxilight-Assay Cambrex
Trypanblaulésung 0,5 % (w/v) Biochrom AG
Cytometric Bead Array Kit Human | BD

Zambonis Fixierung:

150 ml wissrige Pikrinsdure

+ 20 g Paraformaldehyd

Das Gemisch wird auf 60 °C erhitzt bis es vollstindig gelost ist (ca. 24h). Die Losung mit 2N
NaOH auf einen PH von 7 einstellen. Die Losung wird filtriert und mit 0,15 M

Phosphatpuffer (2.1.4) auf 1000 ml aufgefiillt.

Natriumacetat —Stammldsung:

28,7 g Natriumacetat + 50 ml Aqua dest.
+ 9,4 ml Essigsdure ad 100ml Aqua dest.

2.1.4 Puffer

Erylysepuffer:
8,92 g Ammoniumchlorid (NH4Cl)

+ 0,029 g Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)

+ 1 g Aethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

ad 1L Aqua dest.
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FACS-Puffer:

500 ml 1 x PBS w/o Mg2" und Ca**
+5ml FCS

+ 50 pl Natriumazid

1 x Waschpuffer :

1 ml 10 x Waschpuffer aus ,,Fixation und Permeabilization* Kit

+ 9 ml Aqua dest

0.15 M Phosphatpuffer:

3,31 g Natriumhydrogenphosphat-1-hydrat
+ 22,2 g Natriumhydrogenphophatdihydrat
ad 1L Aqua dest.

2.1.5 Medien

Einfriermedium:

4,5 ml RPMI 1640 Medium
+4,5 ml FCS

+ 1 ml DMSO

Kulturmedium fiir Zelllinien:
500 ml RPMI 1640 Medium
+37,5 ml FCS

Kulturmedium fiir Pleuraergiisse:
500 ml RPMI 1640 Medium

+ 10 ml FCS

+ 1 ml NEAA

+ 1 ml Sodiumpyruvat
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2.1.6 Antikorper fiir ABC Methode fiir Kryohistologie

Antikorper Isotyp | Klon Firma/Ort | Arbeits- Sekundér-
konzentration | system
pg/ml

Isotypkontrollen

IgG1 anti Maus IgGl | MOPC-21 | Sigma 10 SA
20 Kit

IgG2a anti Maus IgG2a | UPC-10 Sigma 0,5 Kit
1,2 SA
10 Kit
20 Kit

Kaninchenserum Sigma 2 Kit

Antikorper

anti human

Pan Zytokeratin IgGl | KL-1 Beckman | 0,32 SA

Coulter

Vimentin IgG2a | Vim3B4 | Dako 1,2 SA

Calretinin IgG2a | Z11-E3 Invitrogen | 10 Kit

Epitheliales Antigen | [gG1 | BerEP4 Dako 5 SA

CD45 IgGl | T200 Dako 4,5 SA

CEA IgGl | CEA Micromet | 8,8 SA

E-Cadherin IgGl | NCH-38 | Dako 1,8 SA

Ephrin A2 IgGl | B233 Micromet | 3,53 SA

MUCI1 IgGl | MA552 Dako 0,25 SA
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Antikorper Isotyp | Klon Firma Arbeitskonzentration | Sekundir
pg/ml system

CD44 v6 IgGl | VFF-18 Bender 1 SA
MedSystems

UPA IgGl | 319 American 2 SA
Diagnostica

UPA-R IgG2a | 3/B10 American 20 Kit
Diagnostica

PAI-1 IgGl | S5PAI American 20 SA
Diagnostica

ER IgGl | 1D5 Dako 10 Kit

PgR IgGl | PgR636 Dako 1,44 SA

HER/2-neu IgGl | CBI11 Novocastra 0,26 SA

EGF-R IgGl | HI11 Dako 3,07 SA

Bcl2 IgG1 124 Dako 2,6 SA

TOPO1 IgG2b | 1D6 Novocastra 0,36 Kit

P-Glykoprotein IgG2a | UIC-2 Millipore 1 Kit

BCRP IgGl | BXP-34 Signet 5 SA

KI-67 IgGl | MIB-1 Dako 1,1 SA

Kaninchen

Antikorper

anti human

CD3 -- polyklonal | Dako 2 Kit
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Sekundirantikorper | Isotyp Firma/Ort | Arbeits-
konzentration
pg/ml

Kaninchen anti-Maus IgG Dianova 0,35

biotinyliert Gesamt-

molekiil

Ziege anti-Kaninchen IgG Dianova 0,3

biotinyliert Gesamt-

molekiil
Strepatavidin - Dianova 1

Peroxidase konjugiert

Kit: IgG Zymed gebrauchsfertig
Biotinylierter Breitspektrum | Invitrogen
Breitbandantikorper

Kit: - Zymed gebrauchsfertig
Strepatavidin Invitrogen

Peroxidase konjugiert

* SA = Sekundirantikorper anti Maus/anti Kaninchen Biotin; Streptavidin-Peroxidase
Kit = ABC (Avidin-Biotin Komplex)-Detektionskit der Firma Invitrogen/Zymed
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2.1.7 Antikorper Durchflulizytometrie

Antikorper Isotyp Klon Firma | Arbeits
konzentration
in pg/ml

Isotypkontrollen

IgG1 APC IgG1 MOPC-21 BD 0,6

IgG1 APC IgG1 MOPC-21 BD 0,7

IgG1 FITC IgGl MOPC-21 BD 0,3

IgG1 FITC IgGl MOPC-21 BD 1,9

IgG1 PE IgGl MOPC-21 BD 0,25

IgG1 PE IgG1 MOPC-21 BD 0,7

IgG1 PerCP IgG1 MOPC-21 BD 0,2

Lymphozyten Kit: BD S5 ul/ Test

IgG1 FITC/1gG2a PE | 1gG1/1gG2a | X40/X39 BD

CD45 FITC/CD14 PE | 1gG1/1gG2a | 2D1/MOP9 | BD

CD3 FITC/CD4 PE IgG1/1gG2a | SK7/SK3 BD

CD3 FITC/CD8 PE IgG1/1gG2a | SK7/SK1 BD

CD56 FITC/CD16 PE | 1gG1/1gG2a | B73.1/MY31 | BD

CD3 FITC IgG1 UCHT!I BD 0,3

CD3 PE IgG1 UCHT!I BD 0,7

CD4 FITC IgG1 RPA-T4 BD 1,9

CDS8 PERCP IgGl SK-1 BD 0,2

CD25 APC IgGl M-A251 BD 0,7

EpCAM APC IgGl EBA-1 BD 0,6

Granzym B PE IgG1 GB11 Caltag | 0,25
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2.1.8 Gerite
Geriit Firma Geritetyp
FACS-Gerit BD FACS-Calibur
Luminometer Tecan SpectraFluorPlus
Mikroskop Zeiss X50
Mikroskop Olympus BX40
Mikrowelle Electrolux | Typ NF4061
pH-Meter WTW pHS523
Schiittler HT MTS4
Sterilwerkbank Gelaire BSB6A
Wasserbad GFL GFL
Zentrifuge Hettich Roto Silenta/RP
Zytozentrifuge Shendon Zxtospin 2
-80°C Gefrierschrank | Heraeus Hera Freeze
Stickstofftank Air Liquide | Arpege 110

2.2 Methoden

2.2.1

Maligne Pleuraergiisse von 35 Patientinnen mit einem metastasierten Mammakarzinom und
als Vergleichskollektiv von 18 Patienten mit einem Bronchialkarzinom konnten unter
standardisierten Bedingungen mittels einer therapeutisch indizierten Entlastungspunktion
gewonnen werden (Ethik Nr. 278/04). Hierbei wurde ein Drainageschlauch in die Pleurahohle
eingefiihrt, um die im Pleuraspalt vorhandene Fliissigkeit zu erhalten. Die Gewinnung erfolgte
steril in eine Spritze (20 ml, 100 ml) oder in eine Drainageflasche bzw. — beutel. Die

zytologische Befunderhebung erfolgte durch das pathologische Institut in Miinchen,

GroBhadern.

Pleuraergussgewinnung
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2.2.2 Isolation der Pleuraergusszellen

Vor der Isolation der Pleuraergusszellen wurde ein Milliliter der Ergussfliissigkeit steril
entnommen und in einer Petrischale unter dem Mikroskop analysiert. Bestand der Erguss
neben FEinzelzellen auch aus Aggregaten so wurden diese nach ihrem Durchmesser
vermessen. Fiir die Vermessung der Aggregate wurde eine Skalierung im linken Okluar des
Mikroskops verwendet. Bei einer 100-fachen VergroB3erung des Objekts (Okular und Objektiv
mit jeweils einer zehnfachen VergroBBerung) entsprach ein Teilstrich der Skalierung einem
Wert von 10 um. Die unterschiedlichen Gréfen der im Erguss vorhandenen lockeren und
kompakten Aggregate wurden auf diese Weise erfasst und dokumentiert.

Die Isolation der Pleuraergusszellen erfolgte steril und unter standardisierten Bedingungen.
Die Pleuraergussfliissigkeit wurde entweder aus der Drainageflasche bzw. dem
Drainagebeutel in 50 ml Zentrifugenréhrchen pipettiert oder die Spritze wurde in 50 ml
Zentrifugenrdhrchen entleert. Danach wurde die Pleuraergussfliissigkeit fiir 15 Minuten bei
250g zentrifugiert. Nach diesem Zentrifugationsschritt wurde ein Milliliter des Uberstand in
eine Petrischale pipettiert und unter dem Mikroskop kontrolliert. Falls sich noch Zellen im
Uberstand befanden wurde dieser erneut in 50 ml Zentrifugenrdhrchen gesammelt und fiir 15
Minuten bei 350g abzentrifugiert. Die gewonnenen Zellpellets der zwei Fraktionen wurden in
50 ml 1 x PBS w/o Ca®" und Mg®" resuspendiert, in einem 50 ml Zentrifugenrorchen
gesammelt und erneut bei 300g fir 12 Minuten abzentrifugiert. Falls das gewonnene
Zellpellet auf Grund eines hohen Erythrozytengehalts rotlich verfarbt war, so wurde eine
Erylyse durchgefiihrt. Der Erylysepuffer wurde in einem Verhiltnis von zehn zu eins
eingesetzt d.h. es wurde ein Teil Zellsuspension (z.B. zwei Milliliter) mit neun Teilen
Erylysepuffer (z.B. 18 ml) vermischt und bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten inkubiert. Die
Suspension wurde in dieser Zeit mehrmals sanft geschiittelt und geschwenkt. Férbte sich
wihrend der Inkubationszeit der urspriinglich farblose Erylysepuffer rotlich so konnte das auf
die Lyse der Erythrozyten zuriickgefiihrt werden. Die Reaktion wurde nach 15 Minuten mit
30 ml 1 x PBS gestoppt und das Réhrchen wurde bei 300 g fiir 12 Minuten abzentrifugiert.
Nach Abnahme des Uberstands wurde das Pellet erneut in 1 x PBS aufgenommen. Das
Volumen der PBS-Ldsung variierte je nach Pelletgrole zwischen einem und 30 ml. Aus
dieser Zellsuspension erfolgte mit Hilfe der Neubauerzihlkammer die Zellzdhlung und

Vitalitdtsbestimmung (siche 2.2.3)
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2.2.3 Zellzihlung und Vitalitatsbestimmung

Dem PBS-Zellgemisch wurden 20 pl entnommen und fiir die Vitalitdtsbestimmung eins zu
eins mit 20 pl einer 0,5 % igen Trypanblaulosung (w/v) versetzt. Das Trypanblau diffundiert
in beschidigte und tote Zellen und féarbt diese sichtbar im Zytoplasma und Zellkern blau.
Nach fiinf Minuten Inkubationszeit wurden 20 pl des Trypanblau-Zellgemischs in die
Neubauerzdhlkammer pipettiert. Die Zellzéhlung und Vitalitidtsbestimmung erfolgte unter
dem Mikroskop bei einer 100-fachen VergroBerung (Okular und Objektiv zehnfach). Alle vier
Eckfelder die aus 16 Einzelquadraten bestehen wurden ausgezéhlt. Es wurden alle Zellen
innerhalb der Quadrate gezdhlt. Pro Quadrat wurden die gleichen zwei Grenzlinien
ausgewahlt. Zellen, die auf diesen Grenzlinien lagen wurden in die Z&hlung eingeschlossen.
Die vitalen ungefarbten und toten blaugefarbten Zellen wurden separat gezdhlt. Die jeweils
ermittelte Zellzahl wurde durch die Zahl vier geteilt um den Mittelwert zu bestimmen.
Danach wurde das Ergebnis mit der Zahl zwei multipliziert, um den Verdiinnungsfaktor durch
das Trypanblau einzurechnen. Dieses Ergebnis wurde mit dem Volumen des PBS-
Zellgemischs aus dem die 20 pl entnommen wurden und dem Kammerfaktor (x 10.000)
multipliziert. Der Anteil der vitalen Zellen wurde folgendermallen bestimmt:

Zellzahl der vitalen Zellen + Zellzahl der toten Zellen = Summe Y

Anteil der vitalen Zellen = Zellzahl der vitalen Zellen / Summe Y x 100

Nach der Zellzahlung und Vitalitdtsbestimmung wurden in Abhédngigkeit von der zuvor
bestimmten Zellzahl Zytospinpridparate hergestellt und die Pleuraergusszellen wurden

kryokonserviert.

2.2.4 Anfertigung von Zytospins

Nach der Isolation, Zellzahlung und Vitalitdtsbestimmung der Pleuraergusszellen wurden bei
auseichend vorhandenem Zellmaterial fiir die immunzytochemische Charakterisierung der
Pleuraergusszellen 30 Zytospinpréparate angefertigt. Die frisch isolierten Zellen wurden auf
spezielle Glasobjekttriger (Super-Frost Plus) mit einer verstirkt-adhésiven Oberfliche mittels
einer Zytozentrifuge aufgebracht. Fiir 30 Préparate wurden 1,5 Millionen Pleuraergusszellen
benotigt die in 1 x PBS mit einem Volumen von drei Milliliter resuspendiert wurden. Pro

Zytospinpraparat wurden 50.000 Zellen (in 100 pl) eingesetzt und fiir fiinf Minuten bei 500
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Umdrehungen pro Minute auf die Glasobjekttrager zentrifugiert Die Zytospins wurden {iber

Nacht bei Raumtemperatur getrocknet und bei — 80°C bis zu ihrer Verwendung gelagert.

2.2.5 Kryokonservierung und Auftauen der Ergusszellen

Um die gewonnene Zellfraktion aus jedem Pleuraerguss nach der immunzytologischen
Antigencharakterisierung fiir die ex vivo Therapie zu verwenden, wurden die
Pleuraergusszellen bis zu ihrer Weiterverwendung in Fliissigstickstoff kryokonserviert. Das
Einfrieren der Zellen erfolgte nach einem standardisierten Protokoll. Die Zellen wurden in
eisgekiihltem Einfriermedium aufgenommen und in spezielle zwei Milliliter Kryordhrchen bei
-80°C eingefroren. In einem Kryordhrchen wurden bis zu zehn Millionen Zellen in maximal
zwei Milliliter Einfriermedium konserviert. Die Pleuraergusszellen wurden nach einer
Lagerungszeit von mindestens 24h bei -80°C in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt. Fiir das
Auftauen der Ergusszellen wurde das erforderliche Kryordhrchen wurde aus dem
Stickstofftank entfernt und nach griindlichem Absprithen mit 70 % Isopropanol im Wasserbad
(37°C) durch sanftes schwenken aufgetaut. Das Tragen einer Schutzbrille war wihrend des
gesamten Auftauvorgangs notig. Die Zellen wurden so lange im Wasserbad geschwenkt bis
diese bis auf einen etwa kirschkerngroBBen Rest im Kryor6hrchen aufgetaut waren. Das
Rohrchen wurde erneut mit 70 % Isopropanol abgespriiht und die Zellsuspension wurde ziigig
in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen in das 30 ml Kulturmedium vorgelegt war, pipettiert.
Danach erfolgte ein Zentrifugationsschritt fiir 12 Minuten bei 250 g. Das gewonnene
Zellpellet wurde erneut in Kulturmedium resuspendiert und die Zellen konnten fiir die

weiteren Versuche (2.2.6; 2.2.7) verwendet werden.

2.2.6 Immunhistochemische Methoden

2.2.6.1 Charakterisierung der Pleuraergusszellen mittels der ABC-Methode
Fir die immunzytologische Charakterisierung ausgewdhlter Antigene auf den

Zytospinpraparaten der Pleuraergusszellen wurde fiir jedes Antigen eine geeignete Zelllinie

als Positivkontrolle ausgewéhlt. Als geeignete Positivkontrolle sollte diese das
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nachzuweisende Antigen mit einem Anteil von 2 60 % exprimieren (siche Tabelle eins). Die
in Flissigstickstoff gelagerten Zelllinien wurden aufgetaut (2.2.5) und in einer 75 cm’
Zellkulturflasche mit Kulturmedium im Brutschrank bei 37°C und finf Prozent CO,
kultiviert. Bei einer Konfluenz von 80% bis 100 % wurden die Zellen nach einem
standardisiertem Protokoll abgeldst. Die Zelllinien wurden mit sieben Milliliter einer ein
mmolaren EDTA-L6sung in einer T75 Zellkulturflasche fiir zehn bis 20 Minuten vom
Flaschenboden abgelost. Die Ablosezeit variierte je nach Zelllinie. Der Fortschritt der
Zellablosung wurde in kurzen Zeitabstdnden im Mikroskop kontrolliert. Die Reaktion wurde
mit demselben Volumen an Kulturmedium (sieben Milliliter) abgestoppt, die Zellen wurden
in einem 50 ml Zentrifugenrohrchen gesammelt, abzentrifugiert (250 g, zehn Minuten, RT)
und ihre Zellzahl sowie Vitalitdt wurde bestimmt (2.2.3). Ein Vorrat an Zytospinpraparaten

(2.2.4) wurde angefertigt und bei -80°C gelagert.

Positivkontrolle fiir Antigen | Zelllinie Herkunft ATCC-
Nr.
Zytokeratin, Vimentin SK-BR-3 maligner Pleuraerguss eines | HTB-30
Mammakarzinoms
Epitheliales Antigen, CEA, E- | HT-29 Kolorektales Karzinom HTB-38

Cadherin, Ephrin A2, CD44
v.6, EGFR, KI1-67

CD45, CD3, Bel2 HL-60 Akute promyeloische Leukémie CCL-240
MUC-1, PgR, T47D maligner Pleuraerguss eines duktalen | HTB-133
Mammakarzinoms
Her2-neu N&7 Magenkarzinom, Metastase aus der | CRL-
Leber 5822
BCRP Caco-2 Kolorektales Karzinom HTB-37
Topoisomerase 1 Hela Cervixkarzinom CCL-2
ER T47D maligner Pleuraerguss eines duktalen | HTB-133
Mammakarzinoms
UPA, UPAR, PAI-1 OoVv-10 Labor Professor Magdolen keine
TU Miinchen, Rechts d. Isar
Patientengewebe
P-Glykoprotein Mukosa Kolon | Patientennummer 3838 keine

Tabelle 2.2.6: Antigene und die jeweiligen Zelllinien und Gewebe, die als Positivkontrolle
fiir die nachzuweisenden Antigene verwendet wurden. Die Zelllinien bzw. das Gewebe wurde
auf Zytospinpriparate aufgebracht und mittels der ABC-Methode immunzytologisch mit dem
jeweiligen Antikorper gefarbt.
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Die immunhistochemische Detektion ausgewdhlter Antigene (2.1.6) auf den
Pleuraergusszellen und den jeweiligen Positivkontrollen (sieche Tabelle 2.2.6) erfolgte mittels
der ABC- Methode (Avidin-Biotin Komplex) auf Zytospinpriaparaten. Bei dieser Methode
wird ein biotinylierter, gegen die Spezies (z.B. Maus oder Kaninchen) des Erstantikdrpers
gerichteter Zweitantikorper eingesetzt, der einen Komplex mit Streptavidin-Peroxidase
eingeht. Durch die anschlieBende Reaktion der Peroxidase mit dem Reagenz
Aminoethylcarbazol (AEC) in der Farbelosung entsteht eine spezifische Farbreaktion, die sich
in einer rotlich-braunen Farbe &uBlert. Die jeweiligen Isotypkontrollen fiir die
Primérantikdrper sind in Tabelle zwei aufgefiihrt. In Vorversuchen wurde die
Arbeitskonzentration in pg/ml fiir jeden Antikorper ausgetestet. Aulerdem wurde festgelegt
ob der Nachweis des Antikorpers mit oder ohne einem signalverstirkenden Kit (Invitrogen)
erfolgt. Die Nachweismethode des Kits beruht auf demselben Prinzip wie die ABC-Methode,
verstérkt jedoch die Farbreaktion um ein vielfaches.

Fiir die immunzytochemische Charakterisierung der Zytospinpraparate wurden diese aus dem
-80°C Gefrierschrank aufgetaut und fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur (RT) getrocknet.
Danach erfolgte die Fixierung der Préparate fiir acht Minuten in Aceton bei RT. Fiir den
Antikorper gegen das Antigen Topoisomerase I mussten die Préparate mittels Zambonis
Losung fiir zehn Minuten fixiert werden. Nach Lufttrocknung fiir weitere acht Minuten bei
RT wurden die Préparate in die feuchten Kammern iiberfilhrt damit eine spétere
Austrocknung wéhrend der Farbung verhindert wird. Die Fc-Blockade auf den
Pleuraergusszellen und Positivkontrollen erfolgte mit jeweils 100 pl eines zehn prozentigen
1xPBS/AB-Serum Gemischs fiir 15 Minuten. Danach folgte nach Abkippen des PBS/AB-
Serums auf ein Stofftuch die Inkubation des Primérantikorpers fiir 60 Minuten. Die
Primdrantikérper und ihre jeweiligen Isotypkontrollen wurden in der erforderlichen
Arbeitskonzentration in zehn prozentigem PBS/AB-Serum angesetzt (2.1.6). Auf jedes
Priparat wurden 100 pl des jeweiligen Antikorpers pipettiert. Nach der Antikdrper-Inkubation
wurden die Préparate dreimal fiir fiinf Minuten in 1 x PBS (pH=4,7) gewaschen. Die
Waschschritte erfolgten in Glasschiffchen in Glaskiivetten. Nach dem letzten Waschschritt
wurde der Glasobjekttrager um das Priparat herum abgetrocknet und 100 pl des biotinylierten
Sekundérantikdrpers inkubierten fiir 30 Minuten in der feuchten Kammer. Der biotinylierte
Sekundirantikorper gegen die Spezies des Primérantikdrpers anti Maus bzw. anti-Kaninchen

(2.1.6) wurde in zehnprozentigem PBS/AB-Serum angesetzt. Der fiir fiinf der 22 Antigene
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erforderliche Kit (2.1.6) wurde unverdiinnt fiir zehn Minuten eingesetzt. Danach erfolgte nach
drei weiteren Waschschritten mit 1 x PBS die Inkubation von 100 pl des in zehn prozentigem
PBS/AB-Serum verdiinnten Peroxidase gekoppelten Streptavidins fiir 30 Minuten. Das Kit
wurde unverdiinnt fiir zehn Minuten eingesetzt. Danach wurden die Préparate erneut fiir 15
Minuten in 1 x PBS gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Préparate in
Glaskiivetten fiir sechs Minuten auf einem Schiittler mit der AEC-Farbelosung inkubiert. Die

AEC Fiarbelosung wurde kurz vor der Entwicklung der Priparate frisch hergestellt:

a) 200 ml Aqua dest. + zwei Milliliter 100x Natriumacetat-Stammldsung
b) Leicht schwenken.

) 50 mg 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) in fiinf Milliliter N,N Dimethylformamid
16sen

d) b) in a) geben und leicht schiitteln

e) In Losung b+a werden 100ul 30%iges H,0, gegeben und Losung wird erneut durch
vorsichtiges Schwenken sorgféltig vermischt.

Nach der Entwicklung wurden die Objekttrager fiir zehn Sekunden in Leitungswasser
geschwenkt und fiir zehn Sekunden in frischer Himalaunlosung, die die Zellkerne anférbt,
gegengefiarbt. Um das Nachblduen der Priparate zu ermdoglichen, wurden diese fiir weitere
fiinf Minuten in Leitungswasser gespiilt und weitere zehn Minuten in Leitungswasser
inkubiert. Das Eindecken der Priparate erfolgte mit Kaisers-Glycerin-Gelatine, die zuvor in
der Mikrowelle (Stufe zwei) erwérmt und somit verfliissigt wurde.

Die Auswertung der Priparate erfolgte unter dem Mikroskop. Die fiir jedes Antigen anteilig
positiv gefdrbten Zellen in Prozent wurden im Vergleich zu der jeweiligen Isotypkontrolle
semiquantitativ bestimmt. Der Anteil der fiir die tumorassoziierten Antigene positiv gefarbten
Zellen in Prozent, wurde in Relation zu dem prozentualen Anteil der durch den Pan
Zytokeratin Antikorper (Klon KL-1) identifizierten Epithelzellen auf den Zytospinpriparaten
gesetzt. Auf diese Weise wurde die anteilige Expression der tumorassoziierten Antigene auf
den Epithelzellen im Pleuraerguss bestimmt.

Beispiel: Bei einer Pleuraergussprobe wurden 30 % Epithelzellen identifiziert, die mit dem
Antikorper anti-Pan Zytokeratin eins, zwei, fiinf, sechs, sieben ,acht, 11, 14, 16, 17 und 18
(Klon KL-1) angefirbt wurden. Der Nachweis des Ostrogenrezeptors ER (Klon 1D5) ergab
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15 % positiv gefirbte Pleuraergusszellen. Die anteilige Expression des Ostrogenrezeptors auf
den Epithelzellen lag somit bei 50 %.

Das Verhiltnis der Effektorzellen (E: CD3+ Zellen) und der Targetzellen (T: EpCAM+
Zellen) im Erguss (E:T Ratio) wurde an Hand der immunhistochemischen Farbung auf den
Zytospinpraparaten bestimmt, indem der prozentuale Anteil der im Erguss vorhandenen
CD3+ Zellen durch den prozentualen Anteil der vorhandenen EpCAM+ Zellen im Erguss

dividiert wurde.

2.2.6.2 Charakterisierung der Pleuraergusszellen mittels Durchflufizytometrie

Mit Hilfe der DurchfluBzytometrie (FACS= Fluorescence Activated Cell Sorting) ist die
Expression zytoplasmatischer oder membransténdiger Proteine bestimmbar. Diese Antigene
werden mit einem spezifischen Erstantikérper markiert, der direkt mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. Diese Methode erlaubt die gleichzeitige Identifizierung
von zwei bis vier Antigenen in einer Probe bei unterschiedlicher Fluorochrommarkierung der
eingesetzten Antikdrper. Die zu charakterisierenden fluorochrommarkierten Zellen werden in
einem FACS-Gerit analysiert. Die Zellen werden durch eine Kapillare gesogen und an einem
Laser vorbeigeleitet. Es gibt sechs Detektoren, die beim VorbeiflieBen der Zellen zum einen
die Streuung des Lichts und zum anderen die Fluoreszenz messen. Anhand der Streuung misst
der FSC (Vorwirts-Scatter)-Detektor die Grofle und der SSC (Seitwérts-Scatter)-Detektor die
Granularitdt der Zellen. Die Fluoreszenz wird von vier weiteren Detektoren (Lasern)
registriert. Detektor 1 erkennt eine Wellenldnge von 537 nm (FL-1, griin), Detektor 2 eine
Wellenlédnge von 597 nm (FL-2, orange), Detektor 3 eine Wellenldnge von 650 nm (FL-3, rot)
und Detektor 4 eine Wellenldnge von 670 nm. Mit Hilfe der FACS-Analyse erfolgte eine
Charakterisierung der Immunzellen im malignen Pleuraerguss, sowie die Bestimmung des
E:T Ratios (E:CD3+; T: EpCAM+) Fiir die Charakterisierung der Immunzellen im
Pleuraerguss wurde der ,,Simultest IMK Lymphocyte-Kit“ von BD Biosciences verwendet.
Der Kit identifizierte iiber eine FITC/PE Doppelfarbung der Pleuraergusszellen, humane
Leukozyten (CD45+/CD14-), Monozyten (CD45+/CD14+), T-Helfer Zellen (CD3+/CD4+),
T-Supressorzellen (CD3+/CD8+) und natiirliche Killerzellen (CD3-/CD16+/CD56+) im
malignen Pleuraerguss. Als Negativkontrolle der Farbung wurden die Isotypkontrollen anti-

Maus IgGl FITC und IgG2a PE verwendet. Zusitzlich zu den im Kit vorhandenen
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Antikorpern wurde der Anteil aktiver T-Lymphozyten mit einem FITC-markierten Antikdrper
anti human-CD3 und einem APC-markierten Antikdrper anti-human CD25 bestimmt, die mit
den Isotypkontrollen anti-Maus IgGl FITC und IgGl APC kontrolliert wurden. Fiir die
Bestimmung des E:T Ratios in der Pleuraergussprobe wurde eine Doppelfarbung mit dem
APC-markierten Antikorper gegen das humane epitheliale Antigen EpCAM und einem PE-
markierten Antikorper gegen das humane Lymphozytenantigen CD3 durchgefiihrt. Als
Isotypkontrollen wurden der Antikorper anti-Maus IgG1 APC und IgG1 PE verwendet. Die
frisch aufgetauten Pleuraergusszellen wurden gezdhlt und ihre Vitalitdit wurde bestimmt
(2.1.7). Fir die zelluldre Charakterisierung sowie die Bestimmung des E:T Ratios im
Pleuraerguss wurden fiir jede Doppelfirbung 100.000 Zellen verwendet. Die
immunzytologische Féarbung erfolgte in 1,5 ml Zentrifugenréhrchen. Die 100.000 Zellen
wurden jeweils in 100 ul FACS-Puffer aufgenommen. Die Komponenten des Lymphozyten-
Kits von BD waren gebrauchsfertig. Von jedem Antikdrpergemisch des Kits wurden Sul
verwendet. Die Arbeitskonzentration der Antikorper konnte nicht berechnet werden, da die
Firma BD die Stockkonzentrationen nicht preisgab. Die Detektion der CD3+/CD25+ Zellen
im Erguss erfolgte mit 3 ul CD3 FITC (AK 0,3 pg/ml) und 4,8 ul CD25 APC (AK 0,7
png/ml). Fiir die Bestimmung des E:T Ratios wurden die Zellen in 200 ul FACS-Puffer mit
einem Mikroliter EpCAM APC (AK 0,6 pg/ml) und sechs Mikroliter CD3 PE (AK 0,7 pg/ml)
gefarbt. Die Inkubationszeit der Antikorper betrug 50 Minuten. Danach erfolgten zwei
Waschschritte mit jeweils einem Milliliter FACS Puffer. Nach dem letzten Waschschritt
wurden die Zellen in 250 pl FACS Puffer fiir die Messung im FACS Calibur aufgenommen.
Die Identifizierung von toten Zellen erfolgte mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff 7-
AAD. Dieser wurde zu den zu messenden Proben mit einer Arbeitskonzentration von 1,5
png/ml zehn Minuten vor der FACS-Messung pipettiert. Dies entsprach einem Volumen von

7,5 ul 7-AAD. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Cell Quest Pro Software.

2.2.7 Imitation der malignen Ergiisse

Fiir eine geeignete Dosisfindung und die Festlegung des ex vivo Behandlungszeitraums der
MPE mit dem bispezifischen Antikorper MT110 sowie die Etablierung der ausgewidhlten
Analysesysteme Caspase Glo und Toxilight wurde der maligne Pleuraerguss mit Hilfe einer

malignen Zelllinie und peripheren Blutlymphozyten von gesunden Spendern imitiert. Die
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Imitation des malignen Pleuraergusses ermoglichte die Einsparung des wertvollen
Patientenmaterials. Hierfiir wurden die 98 % EpCAM-positive Zelllinie HT-29 (ATCC Nr.
HTB-38) und periphere mononukledre Blutzellen (PBMCs) von zwei gesunden Spendern
verwendet. Um eine Reproduzierbarkeit zu gewéhrleisten, wurde die Zelllinie HT-29
expandiert und mehrere Aliquots einer Passage bis zu ihrer Verwendung kryokonserviert. Die
PBMCs der Spender wurden mittels eines Ficoll-Gradienten gewonnen. Es wurde je Spender
40 ml Vollblut gewonnen, die eins zu eins mit 1 x PBS verdiinnt wurden. In vier 50 ml
Zentrifugenréhrchen wurden jeweils 20 ml bei vier Grad Celcius gekiihltes Ficoll vorgelegt.
Jeweils 20 ml des Vollblut-PBS-Gemischs wurden sehr langsam mit einer 25 ml Pipette {iber
das Ficoll gelegt. Die Zentrifugenrdhrchen wurden bei 400 g fiir 20 Minuten bei vier Grad
Celcius zentrifugiert. Die Bremse der Zentrifuge wurde ausgestellt, um eine Phasentrennung
des Vollbluts zu ermdglichen. Nach der Ficollierung wurden die Réhrchen vorsichtig der
Zentrifuge entnommen. Es lieB sich eine Trennung des Vollbluts in drei Phasen erkennen. Die
oberste Phase mit Plasma, die weille Interphase in der die peripheren mononukledren Zellen
enthalten sind, sowie die unterste Schicht mit Ficoll und Erythrozyten. Das Plasma wurde
verworfen, die Interphase vorsichtig abgesaugt und in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen
gesammelt. Es wurde darauf geachtet, dass beim Abnehmen der Interphase moglichst wenig
Ficoll abgesaugt wurde, da dies toxisch fiir die Zellen ist. Nachdem alle Interphasen in den 50
ml Rohrchen gesammelt wurden, wurden diese mit 1 x PBS auf 50 ml aufgefiillt und bei 350
g fiir zehn Minuten abzentrifugiert. Es folgten zwei weitere Waschschritte mit jeweils 40 ml 1
x PBS. Zwischen dem vorletzten und letzten Waschschritt wurden die Zellen in der
Neubauerzidhlkammer gezéhlt, sowie ihre Vitalitét mit 0,5 % Trypanblauldsung bestimmt. Die
isolierten Zellen der Spender wurden miteinander gepoolt. Die HT-29-Zellen und peripheren
Blutlymphozyten wurden in unterschiedlichen Verhéltnissen vermischt. Folgende E: T Ratios
(E: mononukledre Zellen; T: EpCAM+ Zellen) wurden auf Grund der Ergebnisse der
immunzytochemischen Charakterisierung der MPE hergestellt: 1:5; 1:1; 5:1; 25:1. Da die
primdren malignen Pleuraergiisse fiir die ex vivo Therapie aufgetaut wurden, wurden die
Aliquots der imitierten Pleuraergiisse mit den verschiedenen E:T Ratios ebenso bis zu ihrer
Verwendung kryokonserviert. Neben den verschiedenen E:T Ratios wurden auch Aliquots mit

ausschlieflich peripheren mononukledren Zellen kryokonserviert.
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2.2.8 Exvivo Therapie und Analyseverfahren

2.2.8.1 Zelllinie

Fiir die ex vivo Therapie der Zelllinie HT-29 wurden die unterschiedlichen E:T Ratios des
HT-29 / PBMCs Gemischs (1:5, 1:1, 5:1, 25:1) aufgetaut und in Kulturmedium in 96 Well
Flachbodenplatten ausgesit. Fiir jeden zu analysierenden Wert wurden Tripletts eingesetzt. In
jedem Well der Platte wurde eine anteilig konstante Zellzahl von 10.000 Target-Zellen
(=EpCAM-positive Zellen) angestrebt, da dies die wunterste Nachweisgrenze der
Analysesysteme widerspiegelte und auf diese Weise eine Einsparung des Patientenmaterials
ermoglicht wurde. In Abhédngigkeit des E:T Ratios befanden sich somit minimal 12.500
Zellen (E:T 1:5) und maximal 250.000 Zellen (E:T 25:1) in dem jeweiligen Well. Das
Volumen betrug unabhédngig von dem eingesetzten E:T Verhéltnis 100 pl. Es wurden je E:T
Ratio drei Wells ausgesit die zu 100 % lysiert wurden und als Lysekontrolle dienten. Um zu
bestimmen wie hoch der Hintergrund der mononukledren Zellen war wurden diese je E:T
Ratio als Tripletts eingesdht und dienten ebenso als 100% Lysekontrolle. Bei einem E: T Ratio
von z.B. 1:5 wurden 2500 der mononukledren Zellen eingesét. Bei einem E:T Ratio von z.B.
25:1 wurden 240.000 der Effektorzellen eingesetzt. Um das Hintergrundsignal, das durch das
AK Detektionsreagenz bedingt war zu bestimmen wurden drei Wells nur mit dem
Kulturmedium ohne Zellen belegt. Die E: T Ratios 1:5, 1:1 und 5:1 wurden mit 100, 1000 und
10.000 ng/ml MT110 ex vivo therapiert. Die Proben mit einem sehr hohen Anteil an
Effektorzellen (E:T Ratio 25:1) wurden zusétzlich mit zehn ng/ml MT110 therapiert. Als
Kontrollen wurden neben der Mediumkontrolle (MK), spezielle bispezifische Antikorper
(Mec, aEpCAM) verwendet die jeweils in der hochsten MT110 Konzentration von 10.000
ng/ml eingesetzt wurden (siche Tabelle 2.2.8)
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Bispezifischer | Zielantigen Isotyp | Firma Bezeichnung

Antikorper

MTI110 anti-human EpCAM Micromet | therapeutischer
anti-human CD3 Antikorper

muS110 anti-maus EpCAM Micromet | Kontrollantikorper

anti-maus CD3

Mecoprop (Mec) | anti-human CD3 Micromet | Kontrollantikorper
anti-maus EpCAM

aEpCAM anti-human EpCAM Micromet | Kontrollantikorper

anti-maus CD3

Tabelle 2.2.8: Fiir die ex vivo Therapie der imitierten und primédren malignen
Pleuraergiisse verwendete Antikorper.

Es wurden mit Hilfe des Toxilight-Assays (Cambrex) und des Caspase Glo Assays (Promega)
die Zeitpunkte 24h, 48h und 72h gemessen. Fiir jede MT110 Konzentration und jeden
Zeitpunkt wurde die durch den Antikérper induzierte lytische sowie apoptotische Wirkung auf
die malignen Zellen mit Hilfe des Toxilight- und Caspase Glo-Assays erfasst und
dokumentiert. Das Analyseverfahren flir die beiden Assays konnte kombiniert werden. Fiir
beide Assays wurde ein und dieselbe 96 Well Platte angesetzt. Anhand dieser Ergebnisse der
ex vivo Therapie der imitierten Pleuraergiisse lie} sich eine fiir die ex vivo Therapie der

Pleuraergiisse geeignete Doisfindung und ein entsprechender Behandlungszeitraum ableiten.

2.2.8.2 Maligne Pleuraergiisse

Fiir die ex vivo Therapie der malignen Pleuraergiisse mit MT110 und die Analyse mit dem
Toxilight- und Caspase Glo-Assay wurden die Ergussproben aufgetaut und in Dupletts in eine
96 Well Flachbodenplatte ausgesét. Die Kultivierung der Zellen erfolgte unter humanisierten
Bedingungen bei 37°C und fiinf Prozent CO, im Brutschrank. Wie in den Vorversuchen mit

der Zelllinie HT-29 wurde auf den Einsatz von 10.000 Targetzellen in jedem Well geachtet.
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Die Zellmenge fiir jedes Well wurde anhand des immunzytologisch auf Zytospins
gewonnenen E:T Ratios (Verhédltnis der CD3+ Effektorzellen zu EpCAM+ Targetzellen)
berechnet. Lag von einer Pleuraergussprobe z.B. ein E:T Ratio von eins zu eins vor, so
wurden pro Well 20.000 Zellen ausgesit. Bei einem E: T Ratio von z.B. sieben zu eins wurden
pro Well 70.000 Zellen verwendet. Zwei Wells mit Pleuraergusszellen wurden fiir den
Toxilight-Assay als 100 % Lysekontrolle verwendet. Um das Hintergrundsignal, das durch
das AK Detektionsreagenz (Toxilight Assay) bedingt war zu bestimmen, wurden jeweils zwei
Wells nur mit Kulturmedium ohne Zellen belegt. Nachdem sich die Zellen iiber Nacht erholt
hatten, wurden die malignen Ergussproben je nach Verfligbarkeit des Patientenmaterials fiir
maximal drei Zeitpunkte (24h, 48h, 72h) ex vivo mit den nach den Vorversuchen
ausgewdhlten MT110 Konzentrationen 10, 100 und 1000 ng/ml therapiert. Als Kontrollen
wurden wie in den Vorversuchen neben dem Kulturmedium (MK) die Kontrollantikérper Mec
und oEpCAM mit 1000 ng/ml verwendet (Tab. 2.2.8). Die Auswertung der durch den
Antikorper MT110 bedingten Lyse und der freigesetzten aktiven Caspasen drei und sieben
erfolgte mit dem Toxilight- und dem Caspase Glo Assay.

2.2.8.3 Toxilight-Assay

Der Toxilight-Assay ermdglicht die Messung der Adenylatkinase, die von zerstorten Zellen
freigesetzt wird und im Zellkulturmedium nachweisbar ist. Das freigesetzte Enzym
phosphoryliert ADP zu ATP. Das ATP reagiert mit dem luziferasehaltigen AK Detektions-
reagenz unter Lichtfreisetzung d.h. unter Abgabe von Photonen. Je grofler die im Medium
enthaltene Adenylatkinase-Konzentration desto starker ist die Lichtfreisetzung. Die Starke des

Lichts ist in einem Luminometer messbar (Abb. 2.2.8.3).

Mg”* ADP + ADP <« : » Mg*" ATP + AMP
Adenylatkinase
L Luziferase o .
ATP + Luziferin + O, < e » Oxyluziferin + AMP + PP+ CO, + Licht
g

Abb. 2.2.8.3: Prinzip des Toxilight-Assays
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Die Durchfiilhrung des Toxilight-Assays erfolgte nach einer standardisierten
Arbeitsanweisung. Der Kit bestand aus dem AK Detektionsreagenz (AKDR), dem AK
Assaypuffer und dem Toxilight 100 % Lysereagenz. Die Komponenten wurden vor Gebrauch
auf Raumtemperatur equilibriert. Das AKDR wurde in 20 ml des AK Assaypuffers unter
vorsichtigem Schiitteln aufgelost. Das geloste AKDR war bei -20°C stabil und konnte auf
diese Weise bis zu 24 Monaten in Aliquots bei -20°C gelagert werden. Ein und Auftauschritte
wurden vermieden, da dies ein Signalverlust des Reagenz zur Folge hatte. Das 100 %
Lysereagenz war nach der Equilibrierung gebrauchsfertig. Das Lysereagenz lysiert alle im
Well vorhandenen Zellen vollstindig. Der auf diese Weise enthaltene Wert entsprach einer
100% igen Adenylatkinasefreisetzung und somit 100 % Zelltod im Well. Dieser Wert wurde
als BezugsgroBBe verwendet, um den lytischen Effekt von MT110 zu berechnen. Die zu
messende 96 Well Platte wurde dem Brutschrank entnommen und fiir fiinf Minuten auf
Raumtemperatur abgekiihlt. Aus den Wells die zu 100 % lysiert werden sollten wurden sehr
vorsichtig 40 pl des Uberstands entnommen und 40 ul des 100% Lysereagenz pipettiert
(Endvolumen 100 pl). Die Inkubationszeit bis zur vollstindigen Lyse der Zellen betrug 15
Minuten. Wéhrenddessen wurden die Zellen im Well leicht auf- und abpipettiert. Aus jedem
zu messenden 96 Well wurden 20 pl des Mediumiiberstands entnommen und in eine weille
sterile undurchsichtige 96-Flachbodenplatte pipettiert. Jeweils 100 pl des AKD-Reagenz
wurde mit einer Multikanalpipette in jedes Well pipettiert (Endvolumen 120 ml). Die Platte
wurde fiir 30 Sekunden auf einem Schiittler bei 70 g vorsichtig gemischt. Die Inkubationszeit
betrug fiinf Minuten bei Raumtemperatur (RT). Danach erfolgte die Messung des
Lumineszenzsignals im Luminometer. Fiir das Luminometer wurden mit der von Tecan
bereitgestellten Software ,,XFluor 4* spezielle Parameter fiir die Messung der Lumineszenz
ausgewahlt: Nachdem der Lumineszenz Modus aktiviert wurde, wurde die Messzeit jedes
einzelnen Wells der Platte auf 1000 ms festgelegt. Die Messtemperatur betrug 22 °C bei
einem Verstirkungsgrad (,,gain“) von 150. Nachdem alle Einstellungen vorgenommen

wurden konnte die Platte im Luminometer gemessen werden.
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Berechnung des Anteils der lysierten Zellen im Well (Zelllinie):

1. Alle gemessenen Signale — Hintergrundsignal von AKD-Reagenz = X

2. 100 % Lyse Signal von HT29/PBMCs Gemisch — 100 % Lysesignal der
Effektorzellen = Lyse Signal der Targetzellen =Y

3. Signale der Kontrollen (Mediumkontrolle MK, Mec und aEpCAM) : Y x 100
= Lyse der Targetzellen in %

4. Signale der MT110 therapierten Wells : Y x 100 =Lyse der Targetzellen in %

5. Finale Werte: Signale der Kontrollen Mec und aEpCAM bzw. der ex vivo therapierten
Wells - Signal der Mediumkontrolle

Berechnung des Anteils der lysierten Zellen im Well (maligne Pleuraergiisse):

Im Gegensatz zu dem Analyseverfahren mit den imitierten Pleuraergiissen, konnten fiir die
primdren Ergussproben die autologen Effektorzellen nicht alleine ausgesdht werden. Der

Anteils der lysierten Zellen im Well wurde deswegen wie folgt berechnet:

1. Alle gemessenen Signale — Hintergrundsignal von AKD-Reagenz = X
2. 100 % Lyse Signal der Pleuraergusszellen =Y

3. Signale der Kontrollen (Mediumkontrolle MK, Mec und aEpCAM) : Y x 100
= Lyse der Pleuraergusszellen der Kontrollen in %

4. Signale der MTI110 therapierten Wells : Y x 100 =Lyse der therapierten
Pleuraergusszellen in %

5. Finale Werte: Signale der Kontrollen Mec und aEpCAM bzw. der ex vivo therapierten
Wells - Signal der Mediumkontrolle

Anhand der fiir die primdren Ergiisse erhaltenen Ergebnisse wurde entschieden, ob das

Analysesystem Toxilight fiir die MPE geeignet war.
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2.2.8.4 Caspase Glo- Assay

Der Caspase Glo Assay funktioniert wie der Toxilight-Assay nach dem Prinzip der messbaren
Chemolumineszenz. Mit Hilfe von Caspase-Glo kdnnen apoptotische Zellen detektiert werden
indem die Aktivitit der Caspasen drei und sieben gemessen werden. Nach der Zugabe des
Caspase Glo 3/7 Reagenz zu den Zellen werden diese lysiert. Bei vorhandenen durch die Lyse
freigesetzten aktiven Caspasen drei und sieben spalten diese das Substrat auf, das mit der im
Reagenz vorhandener Luciferase reagiert und Licht wird freisetzt (Abb. 2.2.8.4). Die Stirke
der Lichtfreisetzung ist proportional zum Anteil der in den Zellen aktiven Caspasen. Diese

Lichtfreisetzung ist in einem Luminometer detektierbar.

H
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Z-DEVD- +

Lichtfreisetzung

Abb. 2.2.8.4: Prinzip des Caspase Glo-Assays

Die Durchfithrung des Caspase-Assays erfolgte nach einer standardisierten Arbeitsanweisung.
Der im Caspase Glo Assay vorhandene Caspase Glo 3/7 Puffer und das pulverisierte Caspase
Glo 3/7 Substrat wurden auf Raumtemperatur equilibriert. Zehn Milliliter des Caspase Glo
Puffers wurden in das Caspase Glo Substrat pipettiert und unter vorsichtigem Schiitteln

vollstindig gelost (=Caspase Glo Reagenz). Die empfohlenen Lagerungsbedingungen des
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Caspase Glo Reagenz waren bei -20°C in Aliquots um erneutes Ein- und Auftauen des
Substrats zu vermeiden. Die zu messende 96 Well Platte wurde fiir fiinf Minuten auf
Raumtemperatur equilibriert. Das Caspase Glo Reagenz wurde in einem Verhiltnis von eins
zu eins in den jeweiligen Wells eingesetzt. Da fiir die Analyse mit dem Toxilight — und
Caspase Glo-Assay ein und dieselbe Platte verwendet wurde, wurden in jedes zu messende
Well 80 ul Caspase Glo Reagenz pipettiert. Die Platte wurde lichtgeschiitzt abgedeckt und fiir
eine Minute bei 70 g auf dem Schiittler gemischt. Die Inkubationszeit des Caspase Glo
Reagenz betrug 90 Minuten. Wéhrenddessen wurde die Platte alle 20 Minuten bei 70 g fiir 30
Sekunden auf dem Schiittler gemischt. Das Ausleseverfahren erfolgte in einem Luminometer.
Die Einstellungen des Luminometers waren identisch zu den Einstellungen des Toxilight-
Assays. Die anteilig zu der Mediumkontrolle erhdhte Caspase 3/7 Aktivitidt wurde wie folgt

bestimmt:

1. Signal der Kontrollantikérper Mec und aEpCAM / Signal der Mediumkontrolle =
Caspase 3/7 Aktivitit fiir Mec und aEpCAM

2. Signal der ex vivo therapierten Proben / Signal der Mediumkontrolle = Caspase 3/7
Aktivitét fiir MT110 therapierte Proben

Die Analyse der MPE nach MT110 Therapie erfolgte identisch zu der Analyse der imitierten
Pleuraergiisse. Anhand der Ergebnisse wurde entschieden, ob der Caspase Glo-Assay als

geeignetes Analysesystem fiir die MPE gewahlt wurde.

2.2.8.5 Mikroskopaufnahmen

Eine visuelle Kontrolle der ex vivo Therapie erfolgte unter dem Mikroskop. Dabei wurde auf
den zytotoxischen Effekt von MT110 auf die Pleurakarzinomzellen (Zunahme von Schrott,
tote Zellen) sowie auf den stimulatorischen Effekt auf die Immunzellen geachtet
(morphologische Verinderungen in Form und Grofle, Rosettenbildung der Immunzellen und
die Tumorzellen). Es wurden Mikroskopaufnahmen mit einer 100-, 200- und 400-fachen
Vergroflerung zu verschiedenen Zeitpunkten der MT110-Therapie angefertigt.
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2.2.8.6 Durchfluflzytometrie

Als ein weiteres mogliches Analysesystem fiir den Nachweis der Effizienz von MT110 wurde
die FACS-Analytik gewdhlt. Die aufgetauten Pleuraergusszellen wurden in Dupletts a
100.000 Zellen in eine 96 Well Flachbodenplatte ausgesiht. Die Kultivierung erfolgte unter
humanisierten Bedingungen bei 37°C und fiinf Prozent CO, im Brutschrank. Nachdem sich
die Zellen iiber Nacht erholt hatten wurde diese fiir 48h und 72h mit 0,1, 1, 10 und 1000
ng/ml MT110 ex vivo therapiert. Als Kontrollen wurden neben der Mediumkontrolle (MK)
die Kontrollantikdrper muS110, Mecoprop (Mec) und aEpCAM mit einer Konzentration von
1000 ng/ml verwendet (siche Tabelle 2.2.8).

2.2.8.6.1 Nachweis der spezifischen Lyse durch MT110

Die Zytotoxiztdt von MT110 auf die Pleurakarzinomzellen nach ex vivo Therapie wurde mit
Hilfe einer Fluoreszenzdoppelfarbung im FACS nachgewiesen. Hierfiir wurde das Antigen
EpCAM auf den Pleuraergusszellen mit einem Fluorochrom (APC) markierten monoklonalen
Antikorper detektiert. Der Nachweis der toten Zellen nach der ex vivo Therapie erfolgte mit
einem DNA-interkalierenden Farbstoff (7-AAD). Bevor die Zellen fiir ihre Analyse geerntet
wurden, wurden aus jedem therapierten Well 30 pul Mediumiiberstand entnommen und fiir die
Zytokinanalyse (2.2.9) bei -80°C gelagert. Danach wurde der Medieniiberstand der zu
messenden Proben vollstindig abpipettiert und in einer 96 Well Spitzbodenplatte gesammelt.
Adhirente Zellen wurden fiir fiinf bis sieben Minuten mit 1 x Trypsin/EDTA abgelost und
ebenfalls in die jeweiligen Wells der Spitzbodenplatte iiberfiihrt. Danach erfolgte ein
Zentrifugationsschritt mit 300g fiir zehn Minuten. Die pelletierten Zellen wurden nach
Abnahme des Uberstands in 100 ul FACS-Puffer gelost und mit dem APC markierten
monoklonalen Antikorper anti-human EpCAM mit einer Arbeitskonzentration (AK) von 0,6
png/ml fiir 45 Minuten inkubiert. Der Antikoérper wurde mit einem APC markierten IgGl
Isotyp mit identischer Arbeitskonzentration kontrolliert. Nach Ablauf der Inkubationszeit
erfolgten zwei Waschschritte mit jeweils einem Milliliter FACS-Puffer und anschlieBender
Zentrifugation fiir erneut zehn Minuten bei 300 g. Die pelletierten Zellen wurden fiir die
Messung am FACS in 200 ul FACS Puffer aufgenommen. Farblose Kalibrierungsbeads

wurden in einem Volumen von 50 pl zu jeder zu messenden Probe pipettiert. Die Anzahl der
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gemessen Beads je Probe wurde mit den jeweils gemessenen zelluldren Events verrechnet
(sieche Berechnung nichste Seite). Dies ermdglichte den Vergleich der Proben untereinander.
Mit Hilfe dieser Beads konnte gewahrleistet werden, dass aus jeder Probe die gleiche Anzahl
an Zellen gemessen wurde und somit die einzelnen Proben miteinander verglichen werden
konnten. Zur Bestimmung der toten bzw. lysierten EpCAM+ Zellen wurde zehn Minuten vor
der Messung im FACS der Vitalfarbstoff 7-AAD zu jeder Probe mit einer Endkonzentration
von 1,5 pg/ml pipettiert. Die Messung der Zytotoxizitit von MT110 erfolgte im FACS
Calibur von BD. Die Auswertung erfolgte mit der Cell Quest Pro Software von BD. Anhand
der zelluldren Events der vitalen und toten EpCAM-positiven Zellen, die mit Hilfe der Cell
Quest Pro Software erfasst wurden, konnte die Lyse der EpCAM positiven Zellen bestimmt
werden. Die zelluliren Events wurden mit der gemessenen Anzahl an Kalibrierungsbeads
verrechnet d.h. ins Verhéltnis gesetzt. Die spezifische Lyse der EpCAM positiven Zellen

wurde in Bezug zu dem Mittelwert der Kontrollen Mediumkontrolle und muS110 errechnet.

Berechnung der spezifischen Lyse in Prozent (Auswertemethode A):

1. Zelluldre Events der EpCAM+/7-AAD- (vitalen) Zellen : Anzahl der gemessenen

Beads =X
2. Zelluldre Events der EpCAM+/ 7-AAD+ (toten) Zellen : Anzahl der gemessenen
Beads=Y

3. X +Y = EpCAM-positive Zellen gesamt = Z

4. X : Zx 100 = EpCAM positive vitale Zellen in % = A

5. Mittelwertbildung von A der Mediumkontrolle und A des Kontrollantikérpers muS110
=B

6. 100- [ A der MT110 therapierten Zellen : B x 100]
= Spezifische Lyse der EpCAM+ Zellen in %

Neben der Auswertemethode A ergab sich fiir die Erfassung des Anteils der lysierten EpCAM
positiven Zellen nach der ex vivo Therapie eine weitere Moglichkeit der Auswertung
(Auswertemethode B). Hierflir wurde ausschlieSlich die Abnahme der zelluldiren Events der
EpCAM positiven Zellen nach der ex vivo Therapie im Vergleich zu den Kontrollen

bestimmt. Die zelluliren Events wurden mit der gemessenen Anzahl an Kalibrierungsbeads
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ins Verhéltnis gesetzt. Der Verlust der EpCAM positiven Zellen wurde in Bezug zu dem

Mittelwert der Kontrollen Mediumkontrolle und muS110 errechnet.

Berechnung des Verlusts EpCAM-positiver Zellen in Prozent (Auswertemethode B):

1. Zelluldre Events der EpCAM +/7-AAD- (vitalen) Zellen : Anzahl der gemessenen
Beads =X

2. Mittelwertbildung von X der Mediumkontrolle und X des Kontrollantikdrpers
MuS110=Y

6. X :Y x 100 = EpCAM+/7-AAD- (vitale) Zellen in MT110 behandelter Probe in % = Z
4. 100 — Z = Verlust EpCAM positiver Zellen in % in MT110 behandelter Probe

Nach vergleichender Analyse der Auswertemethoden A und B fiel die Entscheidung fiir die
Berechnung der Lyse nach der ex vivo Therapie der sieben Ergussproben auf die

Auswertemethode A

2.2.8.6.2 Nachweis der Immunzellstimulation durch MT110

Der Effekt von MTI110 auf die Immunzellen im Pleuraerguss wurde iiber eine
Vierfarbenfluoreszenz-Féarbung durchgefiihrt. Die Oberfldchenantigene CD4, CDS, CD25 und
das intrazelluldr nachweisbare Granzym B wurden mit jeweils einem Fluorochrom markierten
Antikorper nachgewiesen (CD4 FITC, CDS8 Perc-P, CD25 APC, Granzym B PE). Die
Oberflachenfiarbung von CD25+, CD4+ und CD8+ Zellen erfolgte vor der intrazelluldren
Féarbung von Granzym B. Die Zellen wurden aus den jeweiligen Wells wie unter 2.2.8.6.1
geerntet, in einer 96 Well Spitzbodenplatte gesammelt und fiir zehn Minuten bei 350 g
abzentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden in 100 pl FACS Puffer aufgenommen. Die
Pleuraergusszellen wurden fiir 45 Minuten mit den monoklonalen Antikérpern CD4 FITC
(AK 1,9 pg/ml), CD8 PERCP (AK 0,2 pg/ml) und CD25 APC (AK 0,7 pg/ml) inkubiert.
Danach erfolgte ein Waschschritt mit einem Milliliter 1 x PBS. Die Zellen wurden erneut bei
350 g abzentrifugiert. Fiir die intrazelluldre Farbung von Granzym B wurden die Zellen
permeabilisiert. Dies erfolgte mit einer gebrauchsfertigen Fixierungslosung aus dem Fixation
und Permeabilization Kit von BD Biosciences. Auf die pelletierten Zellen in jedem Well

wurden 180 ul der Fixierungslosung gegeben. Diese wurden, nachdem die Zellen im Gefal3
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auf- und abpipettiert wurden, fiir 20 Minuten bei vier Grad Celsius inkubiert. Danach
erfolgten zwei Waschschritte mit jeweils einem Milliliter 1 x Waschpuffer (350 g, 12
Minuten). Nach der Permeabilisierung der Zellen wurden diese in jeweils 100 pl 1 x
Waschpuffer aufgenommen und es erfolgte die Inkubation mit dem monoklonalen Antikorper
Granzym B PE fiir 45 Minuten (AK 0,25 pg/ml). Die Zellen wurden erneut zweimal mit dem
1 x Waschpuffer gewaschen und bei 350 g fiir 12 Minuten zentrifugiert. Vor der FACS
Messung wurden farblose Kalibrierungsbeads in einem Volumen von 50 pl zu jeder zu
messenden Probe pipettiert. Dies ermoglichte die Messung einer gleichen Anzahl an Zellen
aus jeder Probe. Der Anteil der positiv gefarbten Zellen nach der ex vivo Therapie wurde mit
Hilfe der Cell Quest Pro Software (BD) im FACS bestimmt. Die Berechnung des
prozentualen Anteils von CD25- und Granzym B-positiven T-Helfer- und zytotoxischen T-
Zellen nach der ex vivo Therapie mit MT110 erfolgte fiir die Kontrolle (K), die sich aus dem
Mittel der Medienkontrolle und des Kontrollantikérpers MuS110 zusammensetzte, sowie fiir
die Kontrollantikdrper Mecoprop (Mec), aEpCAM und die mit MT110 behandelten Proben.
Die gemessene Anzahl an zelluldren Events je Probe wurde mit den aus der Probe detektierten
Kalibrierungsbeads ins Verhéltnis gesetzt. Der berechnete Wert fiir MK und MuS110 wurde
gemittelt.

Berechnung der Immunzellstimulation in Prozent (Beispielhaft anhand von CD25 auf den

CDA4+ Zellen):

l. Zelluldre Events der CD4+/CD25- Zellen : Anzahl der gemessenen Beads = X
Zelluldre Events der CD4+/CD25+ Zellen : Anzahl der gemessenen Beads =Y
X +Y = Anzahl der CD4+ Zellen gesamt =Z

Y : Z x 100 = CD4+/CD25+ Zellen in %

A

2.2.9 Zytokinbestimmung im FACS

Jeweils 30 pl des Mediumiiberstands der ex vivo therapierten Proben wurden, bevor die
Ergussproben fiir die Analyse am FACS aus den Wells geerntet wurden, abgenommen. Die
Uberstinde wurden in 1,5 ml EppendorfgefiBen gesammelt und bei -80°C bis zur

Zytokinbestimmung gelagert. Insgesamt wurden je Kontrolle und MT110 Konzentration 120
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ul gewonnen. Die Bestimmung des Zytokinlevels im Mediumiiberstand erfolgte mittels der
FACS-Analytik nach einem standardisierten Protokoll. Mit dem Cytometric Bead Array
(CBA) System von BD Pharmingen konnten aus einer Probe (Zellkulturiiberstand)
fluorometrisch sechs verschiedene Zytokine (Interleukin-2, Interleukin-4, Interleukin-6,
Interleukin-10, TNF-gamma und TNF-alpha) gleichzeitig nachgewiesen und quantifiziert
werden. Das Prinzip dieses Systems basierte auf sechs unterschiedliche Bead-Populationen,
an deren Oberfliche jeweils das spezifische Zytokin binden konnte. Zudem unterschieden
sich die Bead-Populationen in ihrer Fluoreszenzintensitit im FL3-Bereich, so dass sie bei der
Auswertung voneinander isoliert betrachtet werden konnten. Die verschiedenen
Beadpopulationen, die getrennt in verschiedenen Flidschchen vorlagen wurden miteinander
vermischt um den ,,Zytokin-Bead-Mix“ zu erhalten. Fiir jede zu quantifizierende Probe
wurden fiinf Mikroliter aus jeder Bead-Suspension entnommen, in einem Reaktionsgefall
vereinigt und griindlich gemischt. Die Beads (Zytokin-Bead-Mix) wurden anschlieend im
Dunkeln fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und konnten danach fiir den Assay
verwendet werden. Mittels des Zytokinstandards (Bestandteil des CBA Kits) wurden {iiber
serielle Verdiinnungsschritte Standardkurven erstellt, die als Basis fiir die Quantifizierung
dieser Zytokine aus den Zellkulturiiberstdnden dienten. Diese Standardkurven erfassten einen
Zytokin-Konzentrationsbereich von 20 pg/ml bis 5000 pg/ml.

In jede Vertiefung einer 96 Well Spitzbodenplatte wurden 25 pl des Zytokin-Bead-Mixes
pipettiert. Der Zytokin-Bead-Mix wurde kurz vorher fiir fiinf Sekunden griindlich gemischt.
Es wurden 25 pul des gebrauchsfertigen humanen Thl1/Th2-II PE Detektionsreagenz
(Bestandteil des CBA Kits) sowie 25 pul der Probe (Zellkulturiiberstand oder Zytokinstandard)
dazugegeben. Fiir die Negativkontrolle wurden 25 pl des im Kit enthaltenen Dilutionspuffers
verwendet. Die Inkubation der Ansitze erfolgte bei Raumtemperatur iiber 180 Minuten im
Dunkeln. AnschlieBend wurden 100 pul Waschpuffer (Bestandteil des CBA-Kits) in jedes Well
pipettiert und die Platte wurde bei 250 x g fiir fiinf Minuten abzentrifugiert. Die Uberstinde
wurden abpipettiert und somit wurden nicht gebundene Zytokin-Beads verworfen. Das
Beadsediment wurde in 150 pl Waschpuffer resuspendiert und erneut bei 250 x g fiir fiinf
Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut abpipettiert und verworfen.
Abschliefend wurde das Beadsediment in 200 pl Waschpuffer resuspendiert, in FACS
Rohrchen iiberfiihrt und am Durchflusszytometer (FACS Calibur) gemessen. Die Auswertung
erfolgte mit Hilfe der CBA Software von BD. Mit Hilfe dieses Programmes wurden
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Standardkurven fiir jedes einzelnes Zytokin als nicht lineare Regression vom Typ ,,4-
Parameter Logistic Model*“ dargestellt (x-Achse: Zytokinkonzentration; y-Achse: MFI-
Signal). Anhand dieser Standardkurven und den MFI-Signalen der gemessenen Proben
wurden die Konzentrationen der einzelnen Zytokine errechnet. Die Berechnung erfolgte i{iber

das Softwareprogramm von BD.

2.2.10 Statistik

Die statistische Signifikanz der dosis- und zeitabhidngigen zytotoxischen bzw.
stimulatorischen Wirkung von MT110 auf die Tumorzellen und bzw. die Immunzellen wurde
mit Hilfe des Wilkoxon Rangsummentest bestimmt. Mit Hilfe diesen nicht-parametrischen
Tests werden unabhingig vom Verteilungstyp Unterschiede zwischen zwei unverbundenen
Messreihen festgestellt. Mit Hilfe der Rangkorrelation nach Spearman wurden die mittels IHC
bestimmten prognoserelevanten Antigene auf den Pleuraergusszellen mit der Progression der
Erkrankung der Patientin korreliert. Dieser ebenfalls nicht-parametrische Test ermoglicht die
Korrelation zweier Variablen. Des Weiteren wurden das E:T Ratio, die spezifischen Lyse, der
Anteil der stimulierten T-Zellen, und die anteilige Zytokinausschiittung nach MT110 Therapie

miteinander mit Hilfe der Spearman-Rank Korrelation korreliert.
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3 Ergebnisse

Von 18 Mammakarzinompatientinnen und vier Bronchialkarzinompatienten, die einen
malignen Pleuraerguss entwickelten, wurden die klinisch pathologischen Daten des
Primértumors, die therapeutische Behandlung der Patienten bis zur Entwicklung des malignen
Ergusses (,,first-, second-, und third-line* Therapie), die Therapie des malignen

Pleuraergusses und die Uberlebenszeit der Patienten (Follow-up) niher untersucht.

3.1 Klinischer Verlauf der Mammakarzinom Patienten

3.1.1 Klinisch pathologische Charakterisierung des Priméirtumors

Als klinisch pathologische Parameter wurden das TNM-Stadium, das UICC-Stadium, der
Differenzierungsgrad sowie der Hormonrezeptor- und Her2/neu — Status des Primértumors
gewdhlt. Des Weiteren wurde die Tumorprogression jedes Patienten bis zum erstmaligen
Auftreten eines malignen Pleuraergusses analysiert und ob rezidivierende Pleuraergiisse
vorlagen (Tab. 1).

Innerhalb des Patientenkollektivs wiesen 61 % (11 von 18) der Patienten ein T1 oder T2-
Stadium (<2 cm / > 2c¢cm — maximal 5 cm) ihres Primédrtumors auf und 39 % (sieben von 18)
ein T3 oder T4-Stadium (> Scm/jede GroBe, Ausdehnung auf die Thoraxwand oder Haut).
Der Anteil der Patienten, die befallene Lymphknoten zeigten (N1, N2, N3) war mit 83 % (15
von 18) deutlich vertreten. Eine Fernmetastasierung (M1) zum Zeitpunkt der Diagnose des
Primédrtumors konnte aber bei liber der Hilfte der Patienten (67 %, 12 von 18) ausgeschlossen
werden. Keine eindeutige Aussage beziiglich einer Fernmetastasierung (Mx) lag bei 11 %
(zwei von 18) der Patienten (3823, 3745) vor. Der Grof3teil des Patientenkollektivs konnte
dem UICC-Stadium III (56 %, 9 von 16) und IV (25 %, vier von 16) zugeordnet werden, was
auf ein Kollektiv mit einer eher ungiinstigeren Prognose hinweist. Die histopathologische
Differenzierung der Primédrtumore zeigte jedoch, dass bei 72 % (13 von 18) der Patientinnen
eine eher schwache bis mafig starke Differenzierung der Tumorzellen vorlag (G1, G2). Ein
Differenzierungsgrad von drei (G3) lieB sich bei 28 % (fiinf von 18) der Patienten feststellen.

Die immunbhistologische Charakterisierung des Hormonrezeptorstatus der Primartumore (Tab.
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1 und 2) ergab einen hohen Anteil an Patienten, die einen positiven Ostrogen (ER)- und
Progesteronrezeptorstatus (PgR) aufwiesen. 78 % (14 von 18) der Patienten waren positiv fiir
den Ostorgenrezeptor und 72 % (13 von 18) fiir den Progesteronrezeptor. Genaue
Informationen iiber den Hormonrezeptorstatus waren fiir zwei von 18 Patienten aus den
pathologischen Berichten nicht klar ersichtlich (3862, 3866). Eine dieser Patienten erhielt
jedoch eine Tamoxifentherapie (3866). Fiir 39 % der Patienten konnte ein positver Her2/neu
Status nachgewiesen werden (sieben von 18). Jedoch bei nur zwei Patientinnen aus diesem
Kollektiv wurde eine Uberexpression des Rezeptors (3+) festgestellt (3841, 3848). Der
Datensatz von n=15 Patienten beziiglich des Her2/neu Status ist darauf zurlickzufiihren, dass
die Expression des Her2-neu Antigens in den 80er und 90er Jahren nicht routinemifBig
bestimmt wurde.

Die Progression der Erkrankung wurde bis zum Zeitpunkt der Entwicklung des malignen
Pleuraerguss néher untersucht. Nur ein Patient zeigte bereits zum Zeitpunkt der Diagnose des
Primédrtumors einen malignen Pleuraerguss (3917). Nach Diagnose des Primédrtumors war der
maligne Pleuraerguss bei 33,3 % (sechs von 18) der Patienten im Laufe ihrer Erkrankung
erster Metastasierungsort. Weitere 33,3 % (sechs von 18) entwickelten ein Rezidiv bis zur
Entwicklung eines malignen Ergusses, das bei einem Grofteil der Patienten (67 %) einer
Fernmetastasierung entsprach. Am Héufigsten traten ossdre Metastasen, gefolgt von
pulmonalen und hepatischen Metastasen auf. Bei weiteren 33,3 % der Patienten (sechs von
18) war eine Progression zeitlich versetzt an zwei Lokalisationen zu beobachten. Hier zeigte
sich am Haufigsten ein Lokal bzw. Thoraxwandrezidiv (Rezidiv I) in Kombination mit
Fernmetastasen (Rezidiv II) fiir vier von sechs der Patienten (67 %). Ossidre und pulmonale
Metastasen waren in diesem Kollektiv gleich stark vertreten. Hepatische Metastasen traten
hier nicht auf. Nach der Diagnose eines malignen Pleuraergusses war dieser bei 94 % (17/18)

der Patientinnen rezidivierend.
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Mammakarzinom (n=18)

Merkmal Primértumor Fallzahl Anteil in %

Tumorgrofie

T1, T2 11/18 61

T3, T4 7/18 39

Lymphknotenstatus

NO 3/18 17

N1, N2, N3 15/18 83

Metastasierungsstatus

MO 12/18 67

M1 4/18 22

Mx 2/18 11

UICC-Stadium

I 2/16 12,5

II 1/16 6,25

III 9/16 56,25

v 4/16 25

Differenzierungsgrad

Gl1, G2 13/18 72

G3 5/18 28

ER-Status

positiv 14/18 78

negativ 2/18 11

k.A. 2/18 11

PgR-Status

positiv 13/18 72

negativ 3/18 17

k.A. 2/18 11

Her2-neu Status

positiv 7/18 39

negativ 8/18 44

k.A. 3/18 17

Tumorprogression

keine Entwicklung von Rezidiv 6/18 33,33

Rezidiv I: 6/18 33,33

-Thoraxwandrezidiv 1/6 17

-Fernmetastasen 4/6 67

- Thoraxwandrezidiv+ 1/6 17
Fernmetastasen

Rezidiv I und II: 6/18 33,33

-Lokal-/Thoraxwandrezidiv + 4/6 67
Fernmetastasen

- Fernmetatstasen 2/6 33

maligner Pleuraerguss

rezidivierend 17/18 94 %

Tabelle 1:

Klinisch-pathologische

Charakterisierung  des

Priméartumors

und

Tumorprogression von n=18 Mammakarzinompatientinnen, die im Laufe ihrer Erkrankung
einen malignen Pleuraerguss entwickelten (k.A. = keine Angabe in pathologischen Akten,
Patient erhielt aber eine Tamoxifentherapie).
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Patientennummer | Primirtumor Rezidiv | Rezidiv 11 MPE
ER | PgR Her2/neu | Lokalitdt | ER | PgR | Her2/neu | Lokalitdt | ER PgR | Her2/neu | ER | PgR | Her2/neu
Angaben in %
3892 0 0 0 0 0 35
3736 6/12 12/12 10 0 0 0
3745 + + 0 0 0 0
3841 2/12 6/12 3+ 0 0 0
3766 21 830 0 0 0 0
3917 12/12 | 6/12 0 n.g. | ng |ng
3888 4/12 0/12 1+ FM k.A. | kKA. | kA. 0 0 35
3815 12/12 | 4/12 2+ ™ 3/12 1 9/12 | 1+ 0 0 0
3824 0 0 0 ™ 0 0 0 0 0 0
FM k.A. | kKA. | kA.
3874 58 10 k.A. FM k.A. | kKA. | kA. 10 |0 0
3848 + + 3+ W - - 3+ 0 0 20
3882 4/12 2/12 2+ FM k.A. | kKA. | kA. 0 0 0
3924 3/12 12/12 | 1+ LR 4/12 | 12/12 | 1+ FM k.A. | kA. |kA. 0 0 0
3866 Tam. Tam. | k.A. ™W k.A. | kA, | kA. FM k.A. | kA. |kA. 25 |0 80
3823 12/12 | 12/12 | 2+ ™ 4/12 |1 3/12 |0 FM k.A. | kA. | kA. 100 | 0 65
LR 12/12 | 1/12 | 2+
3834 124 51 k.A. FM k.A. | kKA. | kA. FM k.A. | kA. | kA. 0 0 0
3826 20 173 0 ™ 2/12 | 2/12 | 3+ ™ 12/12 | 12/12| 0 10010 |0
FM k.A. | kKA. | kA.
3862 k.A. k.A. 0 FM k.A. | kKA. | kA. FM k.A. | kA. |kA. 0 0 50

Tabelle 2: Darstellung des Hormonrezeptor- (Immunreaktiver Score nach Remmeler und Stegner Skala; fmol / mg Protein) und Her2/neu-Status
des Primértumors, der zeitlich nachfolgenden Rezidive (Rezidiv I, II) und der Epithelzellen in malignen Pleuraerguss (ABC-Methode auf Zytospins)
von 18 Mammakarzinompatientinnen (ER=Ostrogenrezeptorstatus; PgR=Progesteronrezeptorstatus; FM= Fernmetastase; TW= Thoraxwandrezidiv;
LR=Lokalrezidiv; Tam.=keine Angaben beziiglich Hormonrezeptorstatus aber Tamoxifentherapie; k.A. =keine Angabe; n.g.=nicht gemessen, da
nicht ausreichend Zellmaterial).
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3.1.2 Therapie und klinischer Verlauf

Alle 18 Mammakarzinompatientinnen wurden bis zur Entwicklung eines malignen
Pleuraergusses multimodal therapiert (Tab. 3). 22 % der Patienten (vier von 18) erhielten nach
der Diagnose des Primirtumors eine neoadjuvante Chemotherapie (3924, 3745, 3848, 3823).
Eine Patientin aus diesem Kollektiv erhielt zusétzlich eine neoadjuvante Strahlentherapie
(3745). Allen Patienten des Gesamtkollektivs wurde der Primédrtumor operativ entfernt. Eine
Strahlentherapie nach Tumorentfernung erhielten 61 % (11 von 18) der Patienten. 94 % (17
von 18) wurden chemotherapeutisch, 66,7 % (12 von 18) anti-hormonell behandelt. Eine der
Patientinnen, die sich in der Gruppe der ,,First-Line* therapierten Gruppe befand erhielt eine
Antikorper-Therapie. Zwolf Patienten aus dem Gesamtkollektiv entwickelten in einem
durchschnittlichen Zeitraum von 57 Monaten (Streubreite 3-236 Monate) eine Progression
threr Erkrankung und erhielten eine ,,second-line* Therapie (66,7 %). Ein Thoraxwand- oder
Lokalrezidiv konnte bei 33 % der Patienten (vier von 12) festgestellt werden. Fernmetastasen
waren bei 50 % der Patienten zu beobachten (sechs von 12). Ein Thoraxwandrezidiv sowie
gleichzeitig auftretende Fernmetastasen konnte fiir 16,7 % (zwei von 12) des Kollektivs
festgestellt werden. Darauthin kam es fiir 58 % (sieben von 12) der Patienten erneut zu einem
operativen Eingriff und zu einer Bestrahlung. Eine Chemotherapie erhielten 75 % (neun von
12). Eine anti-hormonelle Therapie wurden 50 % (sechs von 12) verabreicht und 25 % (drei
von 12) wurden mittels Antikorpertherapie behandelt. Eine der drei Patientinnen (3815)
erhielt den bispezifischen Antikorper anti-Her2/neu/CD3 Rexomab. Weitere sechs Patienten
aus diesem Kollektiv erhielten eine ,third-line* Therapie (33 %). Der durchschnittliche
Zeitraum von ,,Rezidiv I bis zur Entwicklung von ,,Rezidiv II* betrug 17 Monate (Streubreite
4-37 Monate). Der GroBteil der Patienten entwickelten Fernmetastasen (83 %, fiinf von
sechs). Bei einer Patientin (17 %) wurde ein erneutes Thoraxwandrezidiv festgestellt. Bei 33
% der Patienten (zwei von sechs) wurde ein operativer Eingrift durchgefiihrt. Die Hélfte der
Patienten wurde radiotherapeutisch behandelt (50 %, drei von sechs). Alle Patienten erhielten
eine Chemotherapie. Alle bis auf eine Patientin (83 %, flinf von sechs) wurden anti-hormonell
behandelt. Eine Patientin erhielt eine Antikorpertherapie (17 %, eine von sechs). Nach
Auftreten eines malignen Pleuraergusses wurden 17 % (drei von 17) der Patienten einer
Pleurodese mit Talkum unterzogen. Die Nachverfolgung des Patientenkollektiv ergab eine

tumorbedingte Mortalitéitsrate von 83 % (15 von 18). Die mittlere Uberlebenszeit der
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Patienten von dem im Labor erstmalig erhaltenen malignen Pleuraerguss bis zu ihrem Tod
betrug 312 Tage (Streubreite ein Tag - 1373 Tage). Die ,,first-line” therapierten Patienten
(n=4) lebten durchschnittlich 289,5 Tage (Streubreite 34-557 Tage), die ,,second-line*
therapierten Patienten (n=5) 247 Tage (Streubreite 8-1153 Tage) und die ,.third-line*
therapierten Patienten (n=6) 381 Tage (Streubreite 1-1373 Tage) gemessen ab dem im Labor
erstmalig erhaltenen Pleuraerguss. Ein signifikanter Unterschied der Uberlebenszeit der drei

Gruppen lieB3 sich nicht feststellen.

Patient | UICC | First-line: Second-line: Third-line: T TT | U

Therapie Therapie Therapie nach MPE

nach Primértumor nach Rezidiv I Rezidiv 11

OP | R|C|E|A|OPfR|C|E|A|OP|R|C|E|A|P
3892 Ib + |+ ]+ - |- - + 157
3736 Ib + |+ |+ - - - 1327
3745 k.A. + + |+ |+ |- - + 34
3841 IIla + |+ [+ |+ ]+ i _ 1349
3766 b + |+ |+ |- - - T 410
3917° |1V + [+ [+ ]+7- KA |+ 1557
3888 v + |-+ |+ - |- - - |- _ T [
3815 v + |- |+ |+ - - + |+ T T 1152
3824 1Ib + |-+ |- ]- - 1. - - T |3
3874 | Illa S I I I I - - - - T |27
3848 IIIa + - F - |+ + R R 1319
3882 IIla + |- - -]- |- - - - T T |24
3924 IITa S U S O R B S E B S A -+ - |+ + |55
3866 ITIb + I T o R i s O A S I (e -+ + - |+ + 1373
3823 k.A. + + |+ |- |+ |+ |+ |+]- |+ S N I I + 263
3834 IIla + + |+ - - -+ FH]- |- + |+ |+ - |- + | 399
3826 IIla + -+ - - |+ + |+ |+ |+ + | + + |- + 195
3862 v + |- - |- + - 1-1- + |+ 1-1-1- + |1

Tabelle 3: Therapieverfahren von 18 Mammakarzinompatientinnen nach Diagnose des
Primértumors bis zum Zeitpunkt der Diagnose eines malignen Pleuraergusses. Darstellung des
Uberlebenszeitraums (U) ab dem erstmaligen Auftreten des malignen Ergusses bis zum Tod
bzw. Nachverfolgung bis 9/2008 in Tagen. * MPE trat zum Zeitpunkt des Primértumors auf.
(OP=Operation; R=Radiotherapie; C=Chemotherapie; E=endokrine Therapie;
A=Antikorpertherapie mit Herceptin * Therapie mit Antikdrper anti-Her2/neu/CD3 Rexomab;
T=Therapie; MPE= maligner Pleuraerguss; P=Pleurodese mit Talkum; TT= tumorbedingter
Tod U=Uberlebenszeit in Tagen; k.A=keine Angabe, X=Patientin nicht verstorben
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3.2 Klinischer Verlauf der Bronchialkarzinom Patienten

3.2.1 Klinisch pathologische Charakterisierung des Primirtumors

Die klinisch-pathologischen Daten der vier Bronchialkarzinompatienten mit einem
nichtkleinzelligem Karzinom sind in Tabelle vier aufgefiihrt. Beziiglich des T- und N-
Stadiums der Primértumore zeigte sich ein heterogenes Bild. Patient 3972 wies ein TI1-
Stadium (Primértumor < 3cm), Patient 3878 ein T2-Stadium (Tumor > 3cm) und Patient 4124
ein T4-Stadium (jede GroBe des Primértumors, Infiltration bestimmter Strukturen) auf. Von
Patient 3879, bei dem ein Plattenepithelkarzinom diagnostiziert wurde, lag keine Angabe
beziiglich des T-Stadiums vor. Die angrenzenden Lymphknoten wurden von Patient 3972 und
4124 untersucht, wobei ein positiver Befund bei Patient 3972 zu verzeichnen war (N3). Ein
homogenes Bild ergab die Untersuchung des Metastasierungsstatus. Bei allen Patienten lag
zum Zeitpunkt des Primértumors bereits eine Fernmetastasierung vor. Ein Patient des
Kollektivs (eins von vier) zeigte zum Zeitpunkt der Diagnose des Primdrtumors bereits eine
pleurale Metastasierung und einen malignen Pleuraerguss (4124). Pulmonale, ossére und
hepatische Metastasen wurden bei einem der Patienten festgestellt (3878). Ein Patient zeigte
vor Entwicklung des malignen Pleuraerguss zerebrale Metastasen (3879), ein weiterer ossdre
und pulmonale Metastasen (3972). Folglicherweise konnten alle Patienten einem UICC-
Stadium IV zugeordnet werden. Histologisch wurden alle Primédrtumore als ein gering
differenziertes nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom (NCSLC) bewertet. Alle Patienten

zeigten einen rezidivierenden malignen Erguss.
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Bronchialkarzinom (n=4)

Merkmal Primértumor Fallzahl Anteil in %
Tumorgrofie

-T1, T2 2/4 50

-T4 1/4 25
-Plattenepithelkarzinom 1/4 25
Lymphknotenstatus

-NoO, 1/2 50

-N1, N2, N3 1/2 50

Metastasierungsstatus

-MO
-M1 4/4 100
UICC-Stadium

-1
-II

-1

v 4/4 100
Histologie

-NCSLC 4/4 100
Differenzierungsgrad

-mafig, gering 4/4 100
Pleuraerguss

rezidivierend 4/4 100

Tabelle 4: Klinisch-pathologische Charakterisierung des Primértumors
von vier Bonchialkarzinompatienten, die einen malignen Pleuraerguss
entwickelten.

3.2.2 Therapie und klinischer Verlauf

Nach Diagnose des Primértumors erfolgte ein operativer Eingriff bei allen Patienten gefolgt
von einer chemotherapeutischen Behandlung (n=4). Alle bis auf einen Patienten (drei von
vier) wurden zudem bestrahlt. Eine Antikorper basierte Therapie erfolgte fiir einen der
Patienten (n=1). Nach Auftreten der malignen Pleuraergiisse wurde bei drei von vier Patienten

eine Pleurodese mit Talkum durchgefiihrt (Tab. 5). Die Nachverfolgung der Patienten ergab
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lediglich fiir einen Patienten ein Ergebnis (3878), der 173 Tage nach der Diagnose des

malignen Ergusses verstarb.

Patient | UICC | First line: Therapie MPE | TT | U
Therapie nach Primirtumor
OP C Pleurodese
13972 |1V + + + - kA. | k.A.
213878 |1V |+ + |- - + 173
314124° [TV |+ - + |- - kA. | kA.
413879 |1V + + + - + k.A. | kKA.

Tabelle 5: Therapieverfahren von vier Bronchialkarzinompatienten nach Diagnose des
Primédrtumors bis zum Zeitpunkt der Diagnose eines malignen Pleuraergusses. Darstellung
der Uberlebenszeit (U) in Tagen ab dem erstmaligen Auftreten eines malignen Ergusses bis
zum Tod bzw. Nachverfolgung bis 9/2008. (OP=Operation; R=Radiotherapie;
C=Chemotherapie; A=Antikorpertherapie, * Therapie mit Erlotinib; MPE= maligner
Pleuraerguss; TT=tumorbedingter Tod; U=Uberlebenszeit in Tagen; # MPE trat zum
Zeitpunkt der Diagnose des Primartumors auf; k.A. keine Angaben).

3.3 Pleuraergusszytologie

3.3.1 Ergussmenge und Zellzahl

Die malignen Pleuraergiisse der Mamma- und Bronchialkarzinompatienten wurden beziiglich
der Ergussmenge, gewonnen Zellzahl pro ml und ihrer zelluliren Morphologie und
Zusammensetzung charakterisiert (Tab. 6, 7, 8). Die Ergussmenge der MPE beim
Mammakarzinom (Tab. 6) lag im Mittel bei 399 ml (Streubreite 40-800 ml). Die mittlere
Zellzahl/ml betrug 4 x 10’ (Streubreite 1,1 x 10*— 1,5 x 10° Zellen /ml). Die Ergussmenge der
MPE beim Bronchialkarzinom (Tab. 7) war mit einem Mittelwert von 310 ml (Streubreite
160— 300 ml) dhnlich hoch. Die Zellzahl pro ml war im Durchschnitt niedriger im Vergleich
zu den Ergiissen beim Mammakarzinom mit 2,6 x 10 > Zellen/ml (Streubreite 7,2 x 10*- 39x
10° Zellen/ml). Als Vergleichskollektiv zu den malignen Pleuraergiissen fungierten elf
benigne Pleuraergiisse (Tab. 8). Die mittlere Ergussmenge der benignen Proben betrug 435 ml
(Streubreite 45— 600 ml). Die Anzahl der aus den benignen Ergiissen isolierten Zellen/ml war

im Vergleich zu den malignen Ergiissen deutlich erniedrigt im Mittel bei 1,8 x 10° Zellen/ml
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(Streubreite 7,6 x 10° — 54 x 10° Zellen/ml; Tab. 6-8). Ein statistisch signifikanter
Unterschied zu den malignen Pleuraergiissen konnte aber nicht festgestellt werden.

Ein Vergleich der durchschnittlichen Zellzahl/ml innerhalb des Kollektivs der
Mammakarzinompatienten zeigte, dass die ,,third- line* (Tab. 3) therapierten Patienten im
Vergleich zu den ,first-“ und ,second-line* therapierten Patienten die geringste
durchschnittliche Zellzahl/ml aufwiesen. Dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht
signifikant. ,,third-line* therapierte Patienten entwickelten maligne Pleuraergiisse mit
durchschnittlich 1,8 x 10° Zellen/ml (Streubreite 1,7 x 10%-4,2 x 10° Zellen/ml) im Vergleich
zu ,,second-““ und , first-line* therapierte Patienten, die im Mittel 3,4 x 10° ( Streubreite 1,1 x
10*- 8,6 x 10° Zellen/ml) und 5,2 x 10° Zellen/ml ( Streubreite 1 x 10*-1,5 x 10° Zellen/ml)
aufwiesen. Unterschiede zwischen ,,first-, second- und third-line* therapierten Patientinnen

beziiglich der durchschnittlichen Ergussmenge waren nicht zu  beobachten.
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Nr |Patienten-Nr | Erguss Zellzahl/ml | Morphologisches Erscheinungsbild
volumen
in ml
Mammakarzinom Aggregate
Zellkluster Sphiroide
N SB N SB
1 3736 600 1,0 x 10°* - n.g. + n.g.
2 3745 320 1,5x 10° + 100-300 + 100-300
3 3766 40 1,3x 10° + n.g. + n.g.
4 3815 50 57x10° - - - -
5 3823 400 1,6 x 10° + n.g. + n.g.
6 3824 100 1,1 x 10° - - - -
7 3826 300 5,7x 10" + 20-50 -
8 3834 800 1,2x 10° + 30-50 + 50-160
9 3841 700 1,3x 10° + 50-120 -
10 3848 50 8,6x 10° + 30-100 + 50-100
11 3862 700 1,7 x 10* + 30-100 -
12 3866 500 42x10° + 30-50 + 50-150
13 3874 650 1,7x 10° - - - -
14 3882 50 1,7x 10° - - - -
15 3888 700 22x10° + 50-100 -
16 3892 650 2,7x 10° + n.g. + 50-300
17 3917 100 3,3x 10 - - - -
18 3924 265 3,1x10° - - - -
Morphologisches Erscheinungsbild Fallzahl Prozentanteil
keine Aggregate 6/18 33%
Aggregate 12/18 67 %
Zellkluster 4/12 33%
Zellkluster 8/12 67 %
und Sphéroide

Tabelle 6: Zytomorphologie der malignen Pleuraergiisse beim Mammakarzinom.

Heterogenitit der malignen Pleuraergiisse beziiglich Ergussmenge,

Zellzahl/ml und

morphologisches Erscheinungsbild (N=Nachweis; SB=Streubreite der Aggregate in pum;

n.g.=nicht gemessen).
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Nr. |Patienten-Nr. | Erguss |Zellzahl/ml | Morphologisches Erscheinungsbild
volumen
in ml
Aggregate
Zellkluster Sphéroide
Bronchialkarzinom
N SB N SB
1 3878 600 3,9x 10° + 40-100 - -
2 3879 160 3x10° + 20- 100 + 50-250
3 3972 300 2,9x10° + 40-300 - -
4 4124 180 7,2x 10° + 20-100 - -
Morphologisches Erscheinungsbild Fallzahl Prozentanteil
keine Aggregate 0/4 0%
Aggregate 4/4 100 %
Zellkluster 3/4 75 %
Zellkluster 1/4 25 %
und Sphéroide

Tabelle 7: Zytomorphologie der malignen Pleuraergiisse beim Bronchialkarzinom.
Heterogenitidt der malignen Pleuraergiisse beziiglich Ergussmenge, Zellzahl/ml und
morphologisches Erscheinungsbild (N=Nachweis; SB=Streubreite der Aggregate in um).
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Nr. | Patienten- Erguss- | Zellzahl/ml | Morphologisches
Nr. volumen Erscheinungsbild
in ml
Aggregate
Zellkluster Sphiroide
benigne Ergiisse
1 3769 benigne unklare| 620 2,1x10° - -
Grunderkrankung
2 3880 benigne unklare |45 6,5 x 10° - -
Grunderkrankung

3 [3772 Peumonie 600 3,8x 10" - -

4 (3773 Peumonie 600 33x10° - -

5 13865 Peumonie 600 2,9x 10° - -

6 |3770 Lungenfibrose 275 54x10° - -

7 3789 Lungenfibrose 500 1,7x 10° - -

8 (3790 Lungenfibrose 600 1,5x 10° - -

90 |3846 arterielles 250 7,6 x 10° - -

VerschluB3leiden

10 |3777 ARDS-Syndrom | 550 3,4x 10 - -

11 3774 Himatothorax 150 2,9x 10° - -
Morphologisches Erscheinungsbild Fallzahl Prozentanteil
keine Aggregate 11/11 100 %
Aggregate: 0/11 0%

Zellkluster 0/11 0%
Zellkluster und Sphéroide 0/11 0%

Tabelle 8: Zytomorphologie der benignen Pleuraergiisse. Heterogenitit der gutartigen
Pleuraergiisse beziiglich Ergussmenge und Zellzahl/ml. Alle benignen Erglisse enthielten
ausschlieBlich Einzelzellen und keine Zellaggregate (-).

3.3.2 Morphologie

Die malignen Pleuraergiisse zeigten im Gegensatz zu Pleuraergiissen gutartiger Genese eine
auffillige morphologische Heterogenitit. Die Untersuchung von 11 Pleuraergiissen gutartigen
Ursprungs zeigte, dass diese ausschlieBlich aus Einzelzellen bestanden (Tab.8; Abb. 1).
Neben Einzelzellen unterschiedlicher Grofle konnten in den MPE auch Zellaggregate mit
unterschiedlicher Haufigkeit, Grof3e und Kompaktheit detektiert werden. Lockere Aggregate

mit gut voneinander abgrenzbaren Zellen wurden als Kluster bezeichnet. Sehr kompakte
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Aggregate mit nicht mehr voneinander sichtbar abgrenzbaren Zellen wurden als
Ergusssphiroide beschrieben (sieche Abb. 2). Bei 67 % (12 von 18) der malignen
Pleuraergiisse beim Mammakarzinom wurden Aggregate im Erguss festgestellt. Zellkluster
waren bei 33 % (vier von 12) der Proben zu beobachten. Die GroBe der Zellkluster der
malignen Pleuraergilisse beim Mammakarzinom variierte im Mittel zwischen 40 pm und 110
um (Streubreite 20-300 um). Bei acht der zwolf Ergussproben (67 %) wurden neben den
Zellklustern zusétzlich Sphéroide beobachtet (Tab. 6, Abb. 1). Hier zeigte sich im Mittel ein
Durchmesser der Ergusssphiroide von 60 pm — 200 pm (Streubreite 50-300 um). Bei allen
Bronchialkarzinompatienten waren im MPE (maligner Pleuraerguss) neben Einzelzellen auch
Zellaggregate festzustellen (n=4). Bei drei von vier Patienten waren ausschlieBlich Kluster im
MPE vorhanden. Die Grof3e der Zellkluster variierte im Mittel zwischen 30 um und 150 pm
(Streubreite 20-300 um). Lediglich eine Patientenprobe (n=1) wies Ergusssphéroide auf. Die
GroBe der Ergusssphéroide dieser Probe bewegte sich zwischen 50 um und 250 pm. Eine
Ergussprobe, die ausschlielich Sphiroide enthielt wurde sowohl bei den Mammakarzinom-
als auch bei den Bronchialkarzinompatienten nicht beobachtet. (Tab. 7, Abb. 1).

Eine ,first“ -bzw. ,third-line* Therapie bei den Mammakarzinompatienten hatte keinen
Einfluss auf das Vorhandensein von Zellaggregaten im Erguss, da sowohl 42 % der ,.first-
line* als auch 42 % der ,,third-line* therapierten Patientinnen Zellaggregate aufwiesen. MPE
mit ausschlieBlich Einzelzellen waren mit 67 % am héufigsten bei den ,second-line*

therapierten Patientinnen vertreten.

58



3. ERGEBNISSE

|:| Benigne Pleuraerglisse
100 1 — [l VPE Mammakarzinom

90 | [ MPE Bronchialkarzinom
80 - B
70 1
60
50 1
40
30 1
20
10 1
0
Einzelzellen Aggregate Zellkluster Zellkluster-
und Spharoide
Pleuraergiisse Einzelzellen | Aggregate | Kluster | Kluster =~ und
in % in % in % Sphéroide in %
benigne 100 0 0 0
Mammakarzinom 33 67 33 67
Bronchialkarzinom 0 100 75 25

Abbildung 1: Zytomorphologie der Pleuraergiisse. Verteilung der Einzelzellen, Aggregate,
Zellkluster sowie Zellkluster- und Sphiroide in benignen Ergilissen und malignen Erglissen
beim Mamma- und Bronchialkarzinom.
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Abbildung 2: Lichtmikroskopische Aufnahmen

A,B. Maligner Pleuraerguss bei einem Bronchialkarzinom (3743) bestehend aus Einzelzellen
und lockeren Aggregaten (Kluster, 100x). B. Kluster mit sichtbar abgrenzbaren Zellen aus
einem malignen Pleuraerguss bei einem Bronchialkarzinom (400 x). C,D. Maligner Erguss bei
einem Mammakarzinom (3766) bestehend aus Einzelzellen, lockeren und kompakten
Aggregaten (Sphidroiden, 100x). D. Sphéroid mit nicht sichtbar abgrenzbaren Zellen aus einem
malignen Pleuraerguss eines Mammakarzinoms (3766, 400x).

3.3.3 Zelluliire Pleuraergusszusammensetzung

Die Pleuraergusszusammensetzung wurde immunhistologisch auf Zytospinpraparaten
bestimmt. Zytospinprdparate konnten nach Aufbereitung der Pleuraergiisse fiir insgesamt 17
der 18 MPE beim Mammakarzinom (94 %) und fir drei der vier MPE beim
Bronchialkarzinom (75 %) angefertigt werden. In allen malignen Pleuraergiissen beider
Tumorentititen waren Epithelzellen, Fibroblasten, Mesothelzellen, Leukozyten und
Lymphozyten nachweisbar (Tab. 9, Abb.3). Der Anteil der Epithelzellen war bei den
Mammakarzinompatienten mit 32 % (Streubreite 3-80 %) geringer als bei
Bronchialkarzinompatienten mit 65 % (Streubreite 20-95 %). Vimentin-positive Zellen (z.B.
Fibroblasten, reaktive Leukozyten) waren mit 48 % (Streubreite 5-90 %) etwas haufiger bei
den malignen Ergiissen des Mammakarzinoms wie des Bronchialkarzinoms (40 %,
Streubreite 5-75 %) vertreten. Der Anteil der Calretinin-positiven Pleurazellen

(Mesothelzellen) lag mit 14 % (Streubreite 2-90 %) bei den Mammakarzinompatienten héher
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als bei den Bronchialkarzinompatienten, die im Mittel 5 % Calretinin-positive Zellen zeigten
(Streubreite 1-8 %). Die hohe Streubreite von 2-90 % bei den malignen Pleuraergiissen der
Mammakarzinompatienten ist drauf zuriickfiihren, dass mikroskopisch neben der
Mesothelzellfarbung bei vier von 17 der Ergussproben eine Positivfarbung der Epithelzellen
im  Pleuraerguss zu beobachten war. Der Leukozytenanteil war bei den
Mammakarzinompatienten mit 61 % (Streubreite 5-95 %) deutlich hoher als bei den
Bronchialkarzinompatienten mit einem Leukozytenanteil von 37 % (Streubreite 5-75 %; Tab.

9).

Mammakarzinom Bronchialkarzinom
n=17 n=3
Zelltyp Antigen Antigen Expression in | Antigen Expression in
% %
Mittelwert | Streubreite | Mittelwert | Streubreite
Epithelzellen Pan 32+30 3-80 65 +32 20-95
Zytokeratin
Fibroblasten, reaktive | Vimentin 48 + 30 5-90 40+ 29 5-75
Leukozyten
Mesothelzellen Calretinin 14+ 25 2-90 543 1-8
Leukozyten CD45 6128 5-95 37+29 5-75

Tabelle 9: Zelluldre Charakterisierung der malignen Pleurergiisse von n=17 Mammakarzinom-
patienten und n=3 Bronchialkarzinompatienten mittels ABC-Methode auf Zytospinpraparaten
(3917 und 4124 fehlen auf Grund von Limitation des zelluliren Materials).

Eine genauere Charakterisierung der Immunzellen im Pleuraerguss erfolgte mittels
Durchflulzytometrie (FACS). Die einzelnen Subpopulationen wurden auf die
Gesamtpopulation der im FACS bestimmten CD45+ Leukozyten normiert (Tab. 10). Die
anteilige =~ Lymphozytenpopulation war im MPE der Mammakarzinome und
Bronchialkarzinome mit 75 % (Streubreite 45-93 %) und 85 % (Streubreite 60-97 %) dhnlich
hoch. Der Prozentanteil an Lymphozyten, die den spiten Aktivierungsmarker CD25
exprimierten lag sowohl bei den Ergiissen des Bronchialkarzinoms als auch des
Mammakarzinoms unter 10 %. Das Verhiltnis der CD4+ T-Helfer Zellen und CD8+

zytotoxischen T-Zellen war mit 2,5:1 bei beiden Tumorentitdten gleich.
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Mammakarzinom Bronchialkarzinom
n=16 n=4
Antigen Expression in | Antigen Expression in %
%
Antigen Zelltyp Mittelwert | Streubreite | Mittelwert + | Streubreite
% stabwn stabwn
CD3 T-Zellen 75+ 16 45-93 85+15 60-97
CD3+/CD25+ aktivierte T-Zellen 3+2 1-6 8+1 6-9
CDh4 T-Helfer Zellen 53+ 16 18-85 62+22 24-78
CDS8 Zytotoxische 21+6 8-30 25+10 13-38
T-Zellen
CD14 Monozyten 1115 1-53 542 2-8
CD3- NK-Zellen 12+9 1-27 20+15 2-41
/CD56+,CD16+ hatirliche Killer
Zellen*

Tabelle 10: Charakterisierung des Immunzellstatus der MPE von n=16 (P3882, P3862 fehlen
auf Grund von Limitation des zelluldren Materials) Mammakarzinompatienten und n=4
Bronchialkarzinompatienten mittels Durchflusszytometrie. Die Normierung erfolgte auf die im
FACS bestimmte CD45+ Leukozytenpopulation.

Die Monozytenpopulation war bei den malignen Ergilissen des Mammakarzinoms mit 11 %

(Streubreite 1-53 %) deutlich hoher im Vergleich zu den malignen Ergiissen der

Bronchialkarzinompatienten mit 5 % (Streubreite 2-8 %). Natiirliche Killerzellen konnten im

Mittel knapp doppelt so héaufig bei den Bronchialkarzinompatienten (20 %, Streubreite 2-41

%) beobachtet werden wie bei den Mammakarzinompatienten (12 %, Streubreite 1-27 %).

Auf Grund von Materiallimitation konnten 16 der 18 malignen Pleuraergiisse beim

Mammakarzinom im FACS charakterisiert werden.
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Abbildung 3: Zelluldre Charakterisierung der malignen Pleuraergiisse mittels Immunzytologie
(ABC-Methode) auf Zytospinpraparaten (3736). Lichtmikrokopische Aufnahmen (100 x).

A. Darstellung der Epithelzellen (Pan-Zytokeratinfarbung, Klon Kl-1, IgG1). B. Darstellung
der Leukozyten (anti-CD45 Leukozytenantigen, Klon T200, IgGl). C. Darstellung der
Mesothelzellen (anti-Calretinin, Klon Z11-E3, IgG 2a). D. Darstellung der Fibroblasten (anti-
Vimentin, Klon Vim3B4, IgG2a).

3.4 Molekulare Charakterisierung der Pleurakarzinomzellen

Die Antigencharakterisierung der Pleurakarzinomzellen erfolgte immunzytologisch auf
Zytospinpraparaten. Die Antigencharakterisierung konnte auf Grund von Materiallimitation
fiir 17 von 18 maligne Pleuraergiisse beim Mammakarzinom (3917 fehlt, Tab. 11) und fiir
drei von vier maligne Pleuraergiisse beim Bronchialkarzinom durchgefiihrt werden (4124
fehlt, Tab. 12). Hierfiir wurden prognose-, therapie- und chemoresistenzrelevante Antigene
ausgewdhlt. Prognoserelevante Antigene waren das Carcinoembryonale Antigen CEA, E-
Cadherin, CD44 v6 (CD44 Variante 6), der UPA-Rezeptor, PAI-I und uPA des UPA-
Systems, sowie Ki-67. Therapierelevante Antigene waren MUCI1, Topoisomerase I, EGFR,

die Hormonrezeptoren ER und PgR und Her2/neu. Antigene, die sowohl als prognose- und
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therapierelevant eingestuft werden konnen waren das epitheliale Antigen EpCAM und Ephrin
A2. Als chemoresistenz- bzw. therapieresistenzvermittelnde Antigene wurden das P-
Glykoprotein, bcl-2, und das ,,Breast Cancer Resistance Protein“ BCRP ausgewihlt.
Mikroskopisch wurde die Anzahl der fiir das jeweilige Antigen positiven Pleuraergussproben,

sowie semiquantitativ der Anteil der positiv gefarbten Epithelzellen bestimmt.

3.4.1 Pleuraergiisse von Mammakarzinom Patienten

Aus der Gruppe der prognoserelevanten Antigene war der UPA-Rezeptor mit 71 % (12 aus
17) am héufigsten vertreten. Gleichzeitig war dieser auf einem Grofteil der Epithelzellen
nachweisbar (80 %, Streubreite 20-100 %). CEA, E-Cadherin und CD44v6 wurden bei > 50
% der Pleuraergussproben exprimiert (CEA: 59 %, 10 aus 17; E-Cadherin: 59 %, 10 aus 17;
CD44v6: 53 %, 9 aus 17). Der Anteil der positiv-gefarbten Epithelzellen war jeweils dhnlich
hoch mit 64 % fiir CEA, 67 % fiir E-Cadherin und 68 % fiir CD44v6. Die Antigene PAI-I,
KI-67 und uPA war weniger hiufig nachweisbar. Lediglich 24 % der MPE (4 aus 17)
exprimierten PAI-1 auf durchschnittlich 38 % (Streubreite 5-60 %) und KI-67 auf im Mittel
77 % (Streubreite 20-100%) der Epithelzellen. uPA war nur auf einer Ergussprobe
nachzuweisen, mit anteilig 40 % positiv gefarbter Epithelzellen.

Das Glykoprotein MUC1 und der Wachstumfakor-Rezeptor EGF (EGFR) waren in der
Gruppe der therapierelevanten Antigen mit 82 % (14 aus 17) am haufigsten vertreten, gefolgt
von Her-2/neu- (35 %, 6 aus 17), dem Ostrogenrezeptor (24 %, 4 aus 17), Topoisomerase I
(12 %, 2 aus 17) und dem Progesteronrezeptor (6 %, 1 aus 17). Der Anteil der positiv
gefarbten Epithelzellen zeigte sich vergleichbar fiir MUC1 und EGFR mit 70 % (Streubreite
5-100 %) und 72 % (Streubreite 10-100 %). Her-2/neu war auf 48 % der Epithelzellen
(Streubreite 20-80 %), der Ostrogenrezeptor auf 59 % (Streubreite 10-100 %), Topoisomerase
I auf 53 % (Streubreite 40-65 %) und der Progesteronrezeptor auf nur 10 % der Epithelzellen
nachweisbar. Die Charakterisierung der prognose- und therapierelevanten Antigene ergab fiir
EpCAM mit 76 % einen hohen Anteil positiver maligner Ergussproben (13 aus 17). Die
anteilige Expression von EpCAM auf den Epithelzellen lag bei 77 % (Streubreite 20-100 %).
Bei 6 % der MPE (1 aus 17) war EphrinA2 auf 40 % der Epithelzellen nachweisbar.
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Antigen Bezeichnung positive Mittelwert £ | SB
Ergussproben Stabwn
in% | Anteil | Zytokeratin +
Zellen in %
Prognose-assoziiert
CEA Carcinoembryonales | 59 (10/17) | 64 £+ 38,5 5-100
Antigen
E-Cadherin E-Cadherin 59 (10/17) | 67+334 10-100
CD44 v6 CD44 v6 53 (9/17) 68 +29 20-100
UPA-R Urokinase 71 (12/17) | 80 +25 20-100
Plasminogen
Aktivator-Rezeptor
PAI-1 Plasminogen 24 (4/17) 38 £20 5-60
Aktivator-Inhibitor
UPA Urokinase 6 (1/17) 40 -
Plasminogen
Aktivator
KI-67 KI-67 76 (13/17) | 24+27 1-85
Therapie-assoziiert
MUCI1 MUCI1 82 (14/17) | 70+ 38 5-100
Glykoprotein
EGF-R EGF-Rezeptor 82 (14/17) | 72+£29 10-100
ER Ostrogen-Rezeptor | 24 (4/17) 59 +42 10-100
PgR Progesteron- 6 (1/17) 10 -
Rezeptor
Her-2 Her-2/neu Rezeptor | 35 (6/17) 48 + 20 20-80
Topoisomerase 1 Topoisomerase 1 12 (2/17) 53+£12,5 40-65
Therapie-und
prognose-assoziiert
EpCAM Epitheliales Antigen | 76 (13/17) | 77+32 20-100
EphrinA2 Ephrin A2 Rezeptor | 6 (1/17) 40 -
Chemoresistenz-
assoziiert
P-Glykoprotein P-Glykoprotein 29 (5/17) 25+25,5 2-75
bcl-2 Bcl-2 Onkoprotein | 12 (2/17) 58 £27,5 30-85
BCRP Breast Cancer | 6 (1/17) 30 -
Resistance Protein

Tabelle 11: Molekulare Charakterisierung der MPE beim Mammakarzinom (n=17) mittels
Immunzytologie (ABC-Methode) auf Zytospinprdparaten (3917 fehlt, da Limitation von

zelluldarem Material). Stabwn = Standardabweichung; SB = Streubreite.

Dargestellt sind fiir die jeweiligen Antigene der prozentuale Anteil der positiv gefdarbten
Ergussproben (,,positive Ergussproben®), sowie der prozentuale Anteil der positiv gefdarbten

Epithelzellen (,,Mittelwert in % + Stabwn*).
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Das P-Glykoprotein war innerhalb des Kollektivs der therapieresistenzvermittelnden Antigene
mit 29 % (5 aus 17) am stérksten vertreten. Jedoch exprimierte nur ein kleiner Anteil von
durchschnittlich 25 % der Epithelzellen (Streubreite 2-75 %) das Protein. Das Bcl-2
Onkoprotein lie} sich auf 12 % (2 aus 17) der MPE Proben detektieren. Der Anteil der
positiven Epithelzellen lag bei durchschnittlich 58 % (Streubreite 30 -85 %). Das Breast
Cancer Resistance Protein BCRP war mit 6 % (1 aus 17) und anteilig 30 % positiver
Epithelzellen am seltensten repriasentiert.

Die Tumorprogression jeder Patientin wurde mit den auf den Pleuraergusszellen
nachgewiesenen  prognoserelevanten  Antigenen  korreliert.  Hierfiir ~wurde das
Patientenkollektiv (n=18) in Gruppen unterteilt. Gruppe null (n=6) waren Patientinnen, die bis
zur Entwicklung des malignen Ergusses keine Progression zeigten (,,first-line®). Gruppe eins
(n=6) waren Patientinnen, die bis zur Entwicklung des malignen Ergusses ein Rezidiv
(Rezidiv I, “second-line*) aufwiesen. Gruppe zwei (n=6) waren Patientinnen, die bis zur
Entwicklung des malignen Ergusses zeitlich versetzt zwei Rezidive (Rezidiv I und II, ,,third-
line*) aufwiesen (Tab. 3). Eine positive Korrelation zeigte sich fiir das Antigen CEA und der
Gruppe zwei (p=0,0027; R=1). Alle Patientinnen dieser Gruppe (6 von 6) waren flir das
Antigen CEA positiv und entwickelten nach der Diagnose des Primdrtumors zwei Rezidive
und maligne Pleuraergiisse. In der Gruppe null hingegen, die bis zur Entwicklung des
malignen Ergusses keine Rezidive aufwiesen, wurden vier der flinf Patientinnen negativ fiir
CEA auf den Pleurakarzinomzellen getestet. In Gruppe eins waren die Hailfte der
Ergussproben (drei von sechs) positiv fiir CEA. Des Weiteren zeigte sich eine positive
Korrelation fiir das epitheliale Antigen EpCAM und die Gruppe zwei der Patienten (,,third-
line*). Alle Patientenproben dieser Gruppe waren positiv fiir EpCAM (p=0,003; R=1).
Innerhalb der Gruppe null konnten zwei von fiinf maligne Pleuraergiisse positiv getestet
werden. In der Gruppe eins waren fiinf von sechs der Ergussproben EpCAM-positiv (p=0,06).
Der Positivnachweis des UPA-Rezeptors auf den malignen Ergusszellen korrelierte
signifikant mit der Gruppe null (p=0,017, R=1), da alle Pleuraergussproben (fiinf von fiinf)
positiv fiir den UPA-R geférbt waren. Innerhalb der Gruppe eins liel3 sich bei zwei von vier
Ergiissen der UPA-R nachweisen. In der Gruppe zwei waren jedoch fiinf von sechs Patienten
positiv fiir den UPA-R (p=0,06). Fiir die Antigene E-Cadherin, CD44 v.6, PAI-1, uPA und

Ki-67 lieB} sich mit keiner der Gruppen eine signifikante Korrelation nachweisen.

66



3. ERGEBNISSE

Der Hormonrezeptor- und Her2/neu Status der malignen Pleuraergusszellen (n=15) wurde mit
dem Hormonrezeptor- und Her2/neu Status des korrespondierenden Primértumors (n=15)
verglichen. Da fiir die Patientenproben 3866 und 3862 keine pathologischen Daten beziiglich
des Primirtumors und fiir 3917 keine Ostrogen- und Progesteronrezeptordaten der
Pleuraergusszellen vorlagen, konnte fiir n=15 Ergussproben ein Vergleich hergestellt werden.
Der Ostrogenrezeptor war bei den Primértumoren mit 87 % (13 von 15) nachzuweisen. Im
Vergleich dazu waren 20 % der MPE beim Mammakarzinom positiv (drei von 15). Es zeigte
sich im Vergleich zum korrespondierenden Primirtumor ein signifikanter Verlust des
Ostrogenrezeptors (p<0,002). Der Progesteronrezeptor war gleich stark wie der ER bei den
Primirtumoren mit 87 % vertreten (drei von 15). FEin signifikanter Verlust des
Progesteronrezeptors war mit 7 % (eins von 15) PgR positiven malignen Ergilissen und 87 %
positiven Primdrtumoren zu beobachten (p<0,0005). Der Nachweis eines positiven Her2/neu
Status war bei den malignen Pleuraergiissen und den korrespondierenden Primirtumoren
nicht signifikant unterschiedlich mit 47 % (Priméirtumore, sieben von 15) und 33 % (MPE,
fiinf von 15; Abb. 4).
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Abbildung 4: Vergleich Hormonrezeptor- und Her2/neu Positivitit auf den malignen
Pleuraergiissen und dem korrespondierenden Primértumor beim Mammakarzinom. Die
Verlust der Rezeptoren ER und PgR auf den malignen Pleuraergiissen war signifikant im
Vergleich zu den Primértumoren (*p<0,002; **p<0,0005).Beziiglich des Her2/neu Status
war kein signifikanter Unterschied zu beobachten (p=0,6).
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3.4.2 Pleuraergiisse von Bronchialkarzinom Patienten

Die malignen Pleuraergiisse der Bronchialkarzinompatienten wurden mit demselben
Antikorper-Panel wie die malignen Ergussproben der Mammakarzinompatienten
charakterisiert (Tab. 12).

Die prognoserelevanten Antigene CEA, E-Cadherin, CD44v6 und KI-67 konnten auf allen
MPE Proben nachgewiesen werden (drei von drei). CEA war vergleichbar mit den Ergiissen
beim Mammakarzinom auf durchschnittlich 65 % der Epithelzellen (Streubreite 30-100 %)
nachweisbar. E-Cadherin und CD44v6 zeigten auf den Ergussproben eine vergleichbare
durchschnittliche Expression von 47 % (E-Cadherin: Streubreite 10-80 %; CD44v6: 25-80 %)
positiven Pleurakarzinomzellen. KI-67 wurde im Mittel auf 47 % der Pleurakarzinomzellen
detektiert (Streubreite 15-80%). Der UPA-R wurde auf zwei von drei, PAI-1 und uPA auf
einem von drei der MPE exprimiert. Der UPA-R wurde, mit im Vergleich zu den Ergiissen
beim Mammakarzinom anndhernd stark auf durchschnittlich 85 % (Streubreite 70-100 %) der
Epithelzellen nachgewiesen. PAI-1 und uPA wurden anteilig schwécher auf nur 20 % der
Epithelzellen exprimiert. Im Gegensatz zu den MPE der Mammakarzinompatienten wurden
nicht alle der therapierelevanten Antigene auf den malignen Pleuraergusszellen der
Bronchialkarzinompatienten préasentiert. Die Hormonrezeptoren ER und PgR, sowie Her2/neu
waren bei allen MPE-Proben der Bronchialkarzinompatienten negativ. Ein positiver
Nachweis zeigte sich fiir MUC1 und den EGF-Rezeptor fiir alle untersuchten MPE (drei von
drei). Der Anteil der positiven Epithelzellen war im Vergleich zum Mammakarzinom leicht
erhoht mit 80 % fir MUCI (Streubreite 50-100%) und 88 % (Streubreite 75-100 %) fiir den
EGF-R. Topoisomerase I war bei einem der Patienten mit 70 % positiv gefdrbten
Epithelzellen nachweisbar. Ahnlich der MPE der Mammakarzinompatienten waren innerhalb
des Kollektivs der prognose- und therapierelevanten Antigene das Antigene EpCAM am
starksten vertreten und fast alle Epithelzellen (98 %, Streubreite 95-100 %) exprimierten
EpCAM. EphrinA2 war bei den Bronchialkarzinompatienten im Vergleich zu den
Mammakarzinompatienten haufiger nachweisbar (zwei von drei) und konnte mit einer
anteiligen Expression auf den Epithelzellen von 70 % (Streubreite 50-90 %) nachgewiesen
werden.

Das P-Glykoprotein aus der Gruppe der therapieresistenzvermittelnden Antigene war bei

einer Patientenprobe zu detektieren (33 %, 1 von 3) und wurde aber auf einem Grofteil der

68



3. ERGEBNISSE

Antigen Bezeichnung positive Mittelwert SB
Ergussproben | + Stabwn
in % | Anteil | Zytokeratin +
Zellen in %
Prognose-assoziiert
CEA Carcinoembryonales | 100 (3/3) | 65+29 30-100
Antigen
E-Cadherin E-Cadherin 100 (3/3) | 47+£29 10-80
CD44 v6 CD44 v6 100 (3/3) |47+24 25-80
UPA-R Urokinase 67 (2/3) | 85+42 70-100
Plasminogen
Aktivator-Rezeptor
PAI-1 Plasminogen 33 (1/3) |20 -
Aktivator-Inhibitor
UPA Urokinase 33 (1/3) |20 -
Plasminogen
Aktivator
KI-67 KI-67 100 (3/3) | 47+27 15-80
Therapie-assoziiert
MUCI1 MUCI1 100 (3/3) | 80+22 50-100
Glykoprotein
EGF-R EGF-Rezeptor 100 (3/3) | 88+10 75-100
ER Ostrogen-Rezeptor | 0 0/3) |0 -
PgR Progesteron- 0 ©/3) |0 -
Rezeptor
Her-2 Her-2/neu Rezeptor | 0 0/3) |0 -
Topoisomerase 1 Topoisomerase 1 33 (1/3) |70 -
Therapie-und
prognose-assoziiert
EpCAM Epitheliales Antigen | 100 (3/3) | 98+2 95-100
EphrinA2 Ephrin A2 Rezeptor | 67 (2/3) | 70 £37 50-90
Chemoresistenz-
assoziiert
P-Glykoprotein P-Glykoprotein 33 (1/3) |75 -
bcl-2 Bcl-2 Onkoprotein | 0 0/3) |0 -
BCRP Breast Cancer | 0 ©/3) |0 -
Resistance Protein

Tabelle 12: Molekulare Charakterisierung der MPE beim Bronchialkarzinom (n=3) mittels
Immunzytologie (ABC-Methode) auf Zytospinpréparaten (4124 fehlt, auf Grund von
Limitation des zelluldren Materials). Stabwn = Standardabweichung; SB = Streubreite.
Dargestellt sind fiir die jeweiligen Antigene der prozentuale Anteil der positiv gefdrbten
Ergussproben (,,positive Ergussproben®), sowie der prozentuale Anteil der positiv gefarbten
Epithelzellen (,,Mittelwert in % + Stabwn*).
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malignen Pleuraergusszellen (75 %) exprimiert. BCL-2 und BCRP hingegen waren fiir die

MPE der Bronchialkarzinompatienten negativ.

3.5 Auswahl der Analysemethode nach ex vivo Therapie mit MT110

3.5.1 Karzinomzelllinie HT-29

Als Analysesysteme nach der ex vivo Therapie der malignen Pleuraergiisse mit dem
bispezifischen Antikdrper MT110 wurden der Toxilight- und Caspase Glo-Assay gewihlt, um
den Anteil der toten bzw. lysierten (Toxilight) und apoptotischen (Caspase Glo) Zellen zu
bestimmen. Die stark EpCAM-positive Zelllinie HT-29 mit 98 % EpCAM-positiven Zellen
wurde verwendet, um die Analysesysteme Toxilight- und Caspase Glo Assay mit MT110
therapierten Zellen zu etablieren und die Therapiedosis- und dauer der geplanten ex vivo
Experimente mit den malignen Pleuraergiissen festzulegen. Hierfiir wurde der Pleuraerguss
Himitiert, indem die HT-29 Zellen mit peripheren mononukledren Blutzellen (PBMCs) aus
dem Peripherblut zweier Spender in bestimmten Verhiltnissen gemischt wurden. Die fiir die
Vorversuche  festgelegten E  (E=Effektorzellen=mononukledre @ Zellen) : T
(T=Targetzellen=EpCAM+ Zellen) Ratios waren 1:5, 1:1, 5:1 und 25:1. Jedes E:T Ratio
wurde mit 100, 1000 und 10.000 ng/ml MT110 fiir 24h, 48h und 72h therapiert. Danach
wurden die imitierten Ergussproben mit dem Toxilight- (3.5.2.1) und dem Caspase Glo-Assay
(3.5.2.2) analysiert. Auf Grund dieser Ergebnisse wurden die Therapiebedingungen fiir die

malignen Pleuraergiisse abgeleitet.

3.5.2 Ableitung der Therapiebedingungen fiir die malignen Pleuraergiisse

In den Vorversuchen mit der Zellline HT-29 wurde an verschiedenen E:T Ratios mit
unterschiedliche Konzentrationen (10, 100, 1000 und 10.000 ng/ml) der bispezifische
Antikorper MTI110 iiber einen Zeitraum von 24h, 48h und 72h getestet.
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3.5.2.1 Toxilight-Assay

Mit Hilfe des Toxilight-Assays konnte die nach der MT110 Therapie durch lysierte Zellen
freigesetzte Adenylatkinase im Luminometer quantifiziert werden. In Abbildung fiinf sind die
Ergebnisse fiir jedes E:T Ratio zusammengefasst. Fiir das E:T Ratio 1:5 war fiir 100 ng/ml
MT110 nach 24h, 48h und 72h keine Lyse zu beobachten. Fiir die Konzentrationen 1000 und
10.000 ng/ml konnte kein lytischer Effekt nach 24h und ein lytischer Effekt von < 10 % nach
48h und 72h detektiert werden (Abb. 5A). Fiir das E:T Ratio 1:1 war fiir 100 ng/ml nach 24h
keine Lyse, nach 48h eine Lyse mit 7,5 % und nach 72h mit 26 % zu beobachten. Mit der
Konzentration von 1000 ng/ml MT110 wurde die Lyse nach 24h nicht gesteigert. Nach 48h
konnte die Lyse mit 1000 ng/ml MT110 auf 23 % und nach 72 h auf 72 % ausgeweitet
werden. Fiir 10.000 ng/ml war nach 24h, 48h und 72h keine Steigerung der Lyse im Vergleich
zu 1000 ng/ml zu erkennen. (Abb. 5B). Fiir das E:T Ratio 5:1 war fiir 100 ng/ml nach 24h
keine Lyse, nach 48h eine Lyse mit 56 % und nach 72h mit 97 % zu beobachten. Die
Therapie mit 1000 ng/ml MT110 fiihrte nach 24h zu keinem Anstieg der Lyse. Nach 48h
wurden 87 % tote Zellen und nach 72h 100 % tote Zellen detektiert. Mit der Konzentration
10.000 ng/ml konnten die Lyse leicht gesteigert werden und lag nach 48h und 72h bei 100 %
(Abb. 5C). Fiir das E:T Ratio von 25:1 war fiir 10 ng/ml nach 24h eine Lyse von 7,5 %, nach
48h von 54 % und nach 72h von 86 % zu detektieren. Mit der MT110 Konzentration von 100
ng/ml wurde die Lyse nach 24h auf 24 %, nach 48h auf 68 % gesteigert. Nach 72h mit 100
ng/ml war kein Anstieg der lytischen Aktivitdt zu beobachten. Eine schwache Steigerung der
Lyse konnte man mit 1000 ng/ml nach 24h und 48h auf 29 % und 62 % und mit 10.000 ng/ml
nach 24h und 48h auf 37 % und 75 % detektieren. Nach 72h war fiir 1000 ng/ml und 10.000
ng/ml keine Steigerung der Lyse zu sehen (Abb. 5D).
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Lyse der HT-29 Zellen in %

Lyse der HT-29 Zellen in %
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Abbildung 5: Ex vivo Therapie der mit peripheren T-Lymphozyten versetzten Zelllinie
HT29 iiber einen definierten Zeitraum (24h, 48h, 72h) und mit verschiedenen Dosen (10,
10%, 10°, 10* ng/ml) von MT110. Der Anteil der lysierten bzw. toten Targetzellen wurde mit
dem Toxilight-Assay (Cambrex) im Luminometer bestimmt. A. E:T Ratio 1:5; B. E:T Ratio
1:1; C. E:T Ratio 5:1; D. E:T Ratio 25:1 (E: Effektorzellen=mononukledre Zellen; T:
Targetzelle=EpCAM+ Zellen)
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3.5.2.2 Caspase Glo-Assay

Der Caspase Glo-Assay wurde parallel zum Toxilight-Assay durchgefiihrt. Mit Hilfe des
Caspase Glo-Assays kann die vermehrte Aktivitit der Caspasen 3 und 7 gegeniiber der
unbehandelten Mediumkontrolle bestimmt werden. Fiir das E:T Ratio 1:5 waren fiir 100
ng/ml MT110 nach 24h, 48h und 72h keine aktiven Caspasen 3/7 zu detektieren. Fiir die
Konzentrationen 1000 und 10.000 ng/ml konnte nach 24h keine Capsase Aktivitdt festgestellt
werden. Fiir 1000 ng/ml und 10.000 ng/ml MT110 war nach 48h und 72h eine schwach
verstirkte Caspaseaktivitit im Vergleich zur Mediumkontrolle zu detektieren (Abb. 6A). Fiir
das E:T Ratio 1:1 waren fiir 100 ng/ml nach 24h keine aktiven Caspasen 3/7 nachweisbar. Fiir
100 ng/ml MT110 nach 48h konnte eine 3-fach verstirkte Caspase-Aktivitit und nach 72h
eine 5-fach verstarkte Caspase-Aktivitdt nachgewiesen werden. Mit der Konzentration von
1000 ng/ml MT110 wurde die Caspase-Aktivitit nach 24h nicht gesteigert. Nach 48h mit
1000 ng/ml MT110 konnte die Caspase-Aktivitit im Vergleich zu 100 ng/ml verdoppelt
werden (6fach). Nach 72h war keine Steigerung zu sehen. Fiir 10.000 ng/ml war wie fiir den
Toxilight-Assay nach 24h, 48h und 72h keine Steigerung der Caspase-Aktivitit im Vergleich
zu 1000 ng/ml zu erkennen. (Abb. 6B). Fiir das E:T Ratio 5:1 war fiir 100 ng/ml nach 24h im
Vergleich zur Mediumkontrolle eine Steigerung der Caspase-Aktivitit um das 4-fache und
nach 48h mit 100ng/ml um das 7-fache zu beobachten. Nach 72h konnte der Wert nicht
gesteigert werden. Die Therapie mit 1000 ng/ml und 10.000 ng/ml fiihrte zu einem
vergleichbaren Ergebnis nach 24h, 48h und 72h. Im Vergleich zu 100 ng/ml konnte die
Caspase-Aktivitit nur nach 48h leicht gesteigert werden. Insgesamt verdnderten sich die
Werte fiir 1000 ng/ml und 10.000 ng/ml im Vergleich zu 100 ng/ml minimal. (Abb. 6C). Fiir
das E:T Ratio von 25:1 war mit der niedrigsten Konzentration von 10 ng/ml nach 24 keine
gesteigerte Caspase-Aktivitdt zu detektieren. Mit 10 ng/ml war nach 48h eine 2-fach und nach
72h eine 3-fach erhohte Aktivitdt zu sehen. Mit 100 ng/ml war nach 24h ein schwacher
Anstieg der Caspase-Aktivitdt zu detektieren, der sich nach 48h auf eine 2,4-fach verstirkte
Caspase-Aktivitdt und nach 72h auf eine 3,5-fach verstirkte Caspase-Aktivitdt steigern lie3.
Fiir die Konzentrationen 1000 ng/ml und 10.000 ng/ml war keine gesteigerte Caspase-
Aktivitdt im Vergleich zu 100 ng/ml MT110 festzustellen (6D).

Zusammenfassend wurde anhand der Vorversuche fiir die ex vivo Therapie der malignen

Pleuraergiisse folgende Therapiebedingungen festgelegt:
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Als Therapiedosis wurde eine MT110 Konzentrationsreihe fiir alle E:T Ratios von 10, 100
und 1000 ng/ml festgelegt. Die Lyse der Zellen sowie die Caspase-Aktivitit lie sich bei
keinem E:T Ratio mit 10.000 ng/ml MT110 wesentlich steigern und deswegen wurde diese
Therapiedosis nicht in Betracht gezogen. Als Therapiezeitraum wurden fiir jedes E:T Ratio
jeweils zwei Therapiezeitpunkte festgelegt. Der 48h-Wert wurde fiir die ex vivo Therapie der
malignen Pleuraergiisse fiir alle E:T Ratios als ein fester Therapiezeitpunkt ausgewihlt, da
nach 48h MT110 Therapie fiir alle E:T Ratios und MT110 Konzentrationen ein Effekt zu
detektieren war. Fiir ein E:T Ratio mit T > 1 wurde der 96 Wert als zweiter Therapiezeitpunkt
in Betracht gezogen, da die Zelllyse fiir alle Konzentrationen <10 % ausfiel und nach 72h
aktive Caspasen 3 und 7 nur schwach nachweisbar waren (Abb. 5A und 6A). Fiir ein E:T
Ratio von 1:1 wurde der 48h und 72h Zeitpunkt gewihlt, das sowohl fiir den Toxilight- und
den Caspase Glo Assay nach diesem Zeitraum ein Effekt zu sehen war (Abb. 5B und 6B). Fiir
Pleuraergiisse mit einem E:T Ratio mit E > 5 wurde auf Grund der Vorergebnisse der 24h
Wert neben 48h als zweiter Therapiezeitpunkt in Betracht gezogen, da nach 24h fiir alle
Konzentrationen unabhingig vom verwendeten Assay ein Effekt zu detektieren war. Sowohl
fiir den Toxilight-Assay als auch fiir den Caspase Glo-Assay war ein starker Effekt nach 48h
zu beobachten, der nach 72h nicht wesentlich gesteigert werden konnte (Abb. 5 C, D und
Abb. 6 C,D).
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Caspase 3/7 Aktivitat: Verhaltnis Signal zu Kontrolle
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Abbildung 6: Ex vivo Therapie der mit peripheren T-Lymphozyten versetzten Zelllinie
HT29 iiber einen definierten Zeitraum (24h, 48h, 72h) und mit verschiedenen Dosen (10",
10% 10°, 10 ng/ml) von MT110. Die Caspase 3/7 Aktivitit in den Targetzellen wurde mit
Hilfe des Caspase Glo-Assays (Promega) im Luminometer gemessen. A. E:T Ratio 1:5; B.
E:T Ratio 1:1; C. E:T Ratio 5:1; D. E:T Ratio 25:1

(E: Effektorzellen=mononukledre Zellen; T: Targetzelle=EpCAM+ Zellen)
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3.5.3 Analysemethoden fiir die malignen Pleuraergussproben

3.5.3.1 Toxilight- und Caspase Glo-Assay

Die Ergebnisse der Vorversuche wurden auf die malignen Pleuraergiisse der
Mammakarzinompatienten iibertragen. Hierfiir wurden vier malignen Ergiisse (3826, 3823,
3874, 3888) ex vivo mit MT110 therapiert (10, 100 und 1000 ng/ml). Die Ergebnisse sind fiir
jede Patientenprobe in Abbildung 7, 8, 9 und 10 mit jeweils A und B fiir die Analysesysteme
Toxilight (A) und Caspase Glo (B) abgebildet. Es wurden maximal drei Zeitpunkte je nach
Verfligbarkeit des Patientenmaterials gemessen (24h, 48h, 72h). Die Vitalitit der
Pleuraergusszellen, gemessen an den Kontrollen nahm im Laufe der Therapie deutlich ab
(Tab. 13). Deswegen wurde die Therapiedauer fiir Pleuraergiisse bei einem E:T Ratio mit T>1
nicht auf 96h ausgeweitet.

Die Ergebnisse zeigen, dass unabhidngig von der Therapiedauer und —dosis bei keiner der
Patientenproben mit Hilfe des Toxilight-Assays eine antikdrperabhingige spezifische Lyse
der Pleuraergusszellen zu detektieren war (Abb. 7-10 A). Aktive Caspasen 3 und 7 waren
mittels des Caspase Glo-Assays nach 72h MT110 Therapie (100, 1000 ng/ml) nur fiir einen
der vier ex vivo therapierten Patientenproben nachweisbar (Abb. 7 B). Auf Grund dieser

Ergebnisse wurde auf die DurchfluBzytometrie als Analysesytem ausgewichen.

3.5.3.2 Durchfluflizytometrie

Die Abbildungen 7 C,D und, 8, 9, 10, C, D und E =zeigen die gleichen malignen
Pleuraergussproben 3826, 3823, 3874, 3888 nach ex vivo Therapie mit MT110. Als
Analysesystem wurde die Durchflulzytometrie verwendet. Der Pleuraerguss 3826 (Abb. 7)
wurde ex vivo mit den MT110 Konzentrationen 10, 100 und 1000 ng/ml therapiert (Abb. 7
C). Hier war nach 48 und 72h eine spezifische Lyse der EpCAM+ Zellen zu beobachten, die
jedoch nicht dosisabhédngig war. Die weiteren malignen Ergussproben (3823, 3874 und 3874)
wurden deswegen mit den MT110 Konzentrationen 0,1, 1, 10 und 1000 ng/ml therapiert
(Abb. 8, 9, 10, C). Die Analysezeitpunkte 48h und 72h fiir 3874 und 3888 mit einem E:T
Ratio von 11:1 (3874) und 54:1 (3888) wurden gewihlt, da nach 24h ex vivo Therapie
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mikroskopisch kein Effekt von MT110 zu sehen war. Die malignen Ergiisse 3823 und 3826,
die ein E:T Ratio von 1:2 (3823) und 1:1 (3826) aufwiesen wurden fiir 48h und 72h ex vivo
therapiert. Als Kontrollantikorper wurden spezielle bispezifische Antikorper verwendet, die
entweder die anti-humane EpCAM (aEpCAM) oder anti-humane CD3 (Mec) Bindungsstelle
von MT110 aufwiesen. Die zweite Bindungsstelle war das nicht reaktives Pendant wie z.B.
anti-murine CD3 (aEpCAM) oder anti-murine EpCAM (Mec). Die FACS-Analyse
ermoglichte {iber eine Doppelfarbung mit einem AntikOrper gegen das epitheliale Antigen
EpCAM und einem Vitalfarbstoff (7-AAD) die gezielte Detektion der nach der ex vivo
Therapie lysierten bzw. toten EpCAM-positiven Zellen. Die Auswertung zeigte filir die
malignen Pleuraergiisse 3823 (Abb. 8 C), 3874 (Abb. 9C), 3888 (Abb. 10C) eine
dosisabhingige spezifische Lyse der EpCAM-positiven Zellen. Die durchflusszytometrische
Analyse ermoglichte zudem die Messung der MT110 abhingigen Stimulation der autologen
T-Lymphozyten im malignen Pleuraerguss. Der Nachweis erfolgte mit einem Antikorper
gegen die IL-2 Rezeptoren (anti human CD25) auf den T-Lymphozyten. Fiir den malignen
Erguss 3826 erfolgte der Nachweis des Antigens CD25 auf den CD3+ T-Lymphozyten (Abb.
7 D). Der Nachweis von CD25 erfolgte fiir die Proben 3823, 3874 und 3888 auf den
Subpopulationen CD4 und CDS8 der T-Lymphozyten (Abb. 8, 9, 10 D und E). Bei allen
malignen Ergiissen war nach der MT110 Therapie eine Stimulation der T-Lymphozyten zu

beobachten (Abb. 7 D, Abb. 8, 9, 10 D und E).
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Abbildung 7: Ex vivo Therapie des malignen Pleuraergusses 3826 (E:T Ratio = 1:1) mit
dem bispezifischen Antikérper MT110. Vergleichende Darstellung der Ergebnisse von
unterschiedlichen Analyse-Systemen: A. Toxilight-Assay; B. Caspase-Glo Assay; C.
FACS-Analyse (Lyse der EpCAM+ Zellen); D. FACS-Anlayse (Stimulation der CD3+
Zellen). (MK=Mediumkontrolle)
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Abbildung 9: Ex vivo Therapie des malignen Pleuraergusses 3874 (E:T Ratio 11:1) mit
dem bispezifischen Antikorper MT110. Vergleichende Darstellung der Ergebnisse von
unterschiedlichen Analyse-Systemen: A. Toxilight-Assay; B. Caspase Glo Assay; C.
FACS-Analyse (Lyse der EpCAM+ Zellen); D. FACS-Anlayse (Stimulation der CD4+
Zellen) ; E. FACS-Analyse (Stimulation der CD8+ Zellen).
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Abbildung 10: Ex vivo Therapie des malignen Pleuraergusses 3888 (E: T Ratio 54:1) mit
dem bispezifischen Antikdrper MT110. Vergleichende Darstellung der Ergebnisse von
unterschiedlichen Read-out Systemen: A. Toxilight-Assay; B. Caspase-Glo Assay; C.
FACS-Analyse (Lyse der EpCAM+ Zellen); D. FACS-Anlayse (Stimulation der CD4+
Zellen) ; E. FACS-Analyse (Stimulation der CD8+ Zellen).
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3. ERGEBNISSE

Patientennummer Anteil toter Zellen in Pleuraerguss in%
nach Auftauen 24h 48h 72h
P3823 27 33 47,73 65
P3874 14 n.g. 63 74
P3888 20 38,14 n.g. 443
P3866 15 n.g. n.g. 48

Tabelle 13: Vitalitit der Gesamtheit der Zellen im Pleuraerguss beim Mammakarzinom.iiber
bestimmten Zeitraum Die Werte wurden nach Auftauen der Zellen mit Trypanblau bestimmit.
Nach 24h, 48h und 72h nach in Kulturnahme wurde der Anteil der toten Zellen mit dem
Vitalfarbstoff 7-AAD mittels FACS-Analytik bestimmt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte
inin 7,5 % FCS haltigem RPMI-Medium (n.g.=.nicht gemessen).

3.6 Ex vivo Therapie der malignen Pleuraergiisse

Die malignen Pleuraergiisse der Mammakarzinom- und Bronchialkarzinompatienten wurden
ex vivo mit dem bispezifischen Antikorper MT110 iiber einen Zeitraum von 48h und 72h und
vier verschiedenen Antikdrperkonzentrationen therapiert (0,1, 1, 10, 1000 ng/ml). Als
Analysesystem wurde entsprechend der Voruntersuchungen (3.5) die FACS-Analyse
verwendet. Mit Hilfe der FACS-Analyse konnte der Anteil der MTI110 abhédngigen
spezifischen Lyse der EpCAM+ Pleuraergusszellen nachgewiesen werden. Zusétzlich erfolgte
der Nachweis der MT110 abhingigen Stimulation der Immunzellen im Pleuraerguss. Hierfiir
wurde auf den CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten der spite Aktivierungsmarker CD25

nachgewiesen und intrazellulédr die Serinprotease Granzym B bestimmt.

3.6.1 Nachweis der antikorpervermittelten spezifischen Lyse

Die antikdrperabhingige spezifische Lyse wurde fiir insgesamt sieben maligne Pleuraergiisse
der Mammakarzinompatienten und flir drei maligne Pleuraergiisse der Bronchial-
karzinompatienten bestimmt. Die Kontrolle von MT110 erfolgte kongruent zu den
Vorversuchen (3.5) mit den bispezifischen Antikérpern anti-human EpCAM (aEpCAM) und
anti-human CD3 (Mec).
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3.6.1.1 Mammakarzinom Patienten

Die Charakterisierung der sieben malignen Pleuraergiisse der Mammakarzinompatienten
(3823, 3745, 3874, 3888, 3892, 3917, 3924) im FACS ergab ecine anteilige EpCAM-
Expression auf den Zytokeratin-positiven Pleuraergusszellen von durchschnittlich 78 % mit
30 % bis zu 100 % positiven Epithelzellen. Der Anteil der CD3+ T-Lymphozyten in Bezug zu
der Gesamtleukozytenzahl im malignen Pleuraerguss betrug im Mittel 80 % (Streubreite 60-
93 %). Das Verhiltnis der CD3+ Effektorzellen und EpCAM+ Targetzellen (E:T Ratio) der
sieben malignen Pleuraergiisse variierte von 1:4 (3745) bis 620:1 (3924, Tab. 14).

E:T Ratio der ex vivo therapierten MPE

beim Mammakarzinom

Absolute Zellzahl in % | Patientenproben

3745 | 3892 | 3823 | 3874 | 3888 | 3917 | 3924
E: CD3+ 4 18 28 24 70 69 62
T: EpCAM+ 17.5 |40 20 2.2 1.3 0.3 0.1
E:T ratio 1:4 1:2 1:1 11:1 | 54:1 | 230:1 | 620:1
(CD3+/EpCAM+)

Tabelle 14: Bestimmung des E:T Ratios der malignen Pleuraergiisse. Das E (CD3+
Effektorzellen) zu T (EpCAM+ Targetzellen) Ratio wurde bestimmt, indem das Verhiltnis
des prozentual im MPE gemessenen Anteils an CD3+ und EpCAM+ Zellen berechnet wurde.

Mikroskopaufnahmen nach ex vivo Therapie der malignen Ergiisse zeigten einen sichtbaren
Effekt von MT110 nach 48h und 72h. Bei fiinf der sieben Ergussproben (71 %) konnte eine
Opsonierung, d.h. Rosettenbildung der kleinen Immunzellen um die groeren Tumorzellen

beobachtet werden (Abb. 11).
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3. ERGEBNISSE

Abbildung 11: MTI110 abhingige Opsonierung. Lichtmikroskopische Aufnahmen von
einem malignen Pleuraerguss (3888) nach 72h ex vivo Therapie.

A. Kontrollantikdrper Mecoprop, 1000 ng/ml(200x); B. Kontrollantikérper aEpCAM,1000
ng/ml (200x); C. bispezifischer Antikoper MT110, 1000 ng/ml (200x); D. MT110, 1000
ng/ml (400x).

Die spezifische Lyse der EpCAM+ Zellen nach MT110 Therapie, die sich im Mittel fiir die
sieben Patientenproben nach 48h und 72h fiir 0,1, 1, 10 und 1000ng/ml MT110 ergab, ist in
Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Spezifische Lyse der EpCAM+ Zellen mit MT110 ( 0,1, 1, 10, 1000 ng/ml)
in malignen Pleuraergiissen beim Mammakarzinom im Mittel von n=7 Patientenproben.
Die Kontrollantikérper Mecoprop (Mec) und anti-human EpCAM (aEpCAM) wurden in
der hochsten verwendeten Antikorperdosis eingesetzt (1000 ng/ml) * p < 0,05.

Die Patientenprobe 3917 konnte nur fiir 72h mit den MT110 Konzentrationen 0,1, 1 und 1000
ng/ml therapiert werden, da nicht ausreichend Zellen flir zwei Messzeitpunkte und vier
Antikorper-Konzentrationen vorhanden waren. Im Vergleich zu den Kontrollantikérpern Mec
und aEpCAM konnte MT110 eine signifikante und dosisabhingige spezifische Lyse der
Targetzellen induzieren (Abb.12). Mit den Konzentrationen 0,1 und 1 ng/ml war zwar ein
messbarer aber kein signifikanter Effekt von MT110 zu beobachten. Fiir die Konzentrationen
10 ng/ml und 1000 ng/ml jedoch erfolgte nach 48h und 72h ex vivo Therapie eine signifikante
spezifische Lyse der EpCAM-positiven Pleurazellen von 21 % (p=0,03) und 42 % (p=0,03).
Nach 72h konnte die Lyse der Zellen fiir 10 ng/ml auf 37 % (p=0,03) und fiir 1000 ng/ml auf
durchschnittlich 57 % (p=0,016) gesteigert werden (Tab. 15).
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Spezifische Lyse der EpCAM+ Zellen nach ex vivo Therapie mit MT110
in % (n=7)
MPE beim EpCAM+/7-AAD+ (48h) EpCAM+/7-AAD+ (72h)
Mammakarzinom
Lyse in% p-Wert Lyse in % p-Wert
+ stabwn + stabwn
Kontrollantikérper
Mecoprop 4+4 9,9 +20
a EpCAM 1,2+£6 -25+6
MT110
0,1 ng/ml -1,3+ 14 n.s. 5+£5 n.s.
1 ng/ml 11+11 n.s. 34 +26 n.s.
10 ng/ml 21+13 0,03 37+27 0,03
1000 ng/ml 42 +22 0,03 57 £29,5 0,016

Tabelle 15: Spezifische Lyse der EpCAM+ Zellen aus n=7 malignen Pleuraergiissen beim
Mammakarzinom nach 48h und 72h MT110 ex vivo Therapie (0,1, 1, 10, 1000 ng/ml).
stabwn = Standardabweichung; n.s.=nicht signifikant.

Die hohen Standardabweichungen (Stabwn) in Abb.12 zeigen, dass die spezifische Lyse
individuell sehr unterschiedlich ausfiel (Abb. 13 A, B). Fiir die niedrigste eingesetzte MT110
Konzentration von 0,1 ng/ml zeigte der MPE 3823 den stirksten Effekt mit 13,15 + 5% (Wert
+ Stabwn) nach 48h, der sich nach 72h nicht wesentlich steigern lie (13,5 £ 4 %). Die
restlichen Patientenproben zeigten fiir 0,1 ng/ml MT110 nach 48h und 72h eine spezifische
Lyse von £ 10 %. Die MT110 Konzentration von 1 ng/ml fiihrte bei 3823 im Vergleich zu
den restlichen Patientenproben nach 48h zu der hdchsten spezifischen Lyse mit 34 + 4 %.
Nach 72h ex vivo Therapie mit 1 ng/ml zeigte MT110 bei 3823 und 3917 mit 55 + 1% und 78
+ 2% spezifischer Lyse die hochste Effizienz.
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Abbildung 13: Spezifische Lyse der EpCAM+ Zellen im malignen Pleuraerguss beim
Mammakarzinom. Einzelwerte nach 48h (A) und 72 (B) fiir die Kontrollantikdrper
Mecoprop (Mec) und anti-human EpCAM (aEpCAM) mit 1000 ng/ml und die MT110
behandelten Proben (0,1, 1,10, 1000 ng/ml).
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Fiir die restlichen Patientenproben bewegte sich der Wert der spezifischen Lyse nach 48h und
1 ng/ml MT110 zwischen -3 + 4% (3924) und 11 £ 5% (3874) und nach 72h zwischen 1 = 0,9
% (3874) und 44,5 + 4% (3745). Die MT110 Konzentration von 10 ng/ml erreichte
vergleichbar mit 1 ng/ml die hochste spezifische Lyse fiir 3823 nach 48h (48 + 3%) und fiir
3823 und 3924 nach 72h mit 70 + 0,3% und 80 + 5%. Fiir die restlichen Ergussproben zeigte
sich nach 48h eine Lyse der EpCAM+ Zellen von 9 + 0,6% (3888) bis maximal 21 + 33,5%
(3924) und nach 72h von 13,5 = 5% (3892) bis 27 + 17% (3745). Nach 48h mit 1000 ng/ml
konnte der grofte Anteil lysierter EpCAM+ Zellen bei 3823 (60,7 = 3%) und 3924 (79 +
21%) beobachtet werden. Nach 72h mit 1000 ng/ml MT110 zeigte sich fiir 3823 (79 £ 1%),
3917 (90,4 £ 4) und 3924 (100 + 0%) im Vergleich zu den restlichen Proben die stirkste
spezifische Lyse. Fiir die restlichen Ergussproben war nach 48h eine Lyse der EpCAM+
Zellen von 13,5 + 3% (3892) bis maximal 37 + 7% (3874) und nach 72h von 24 + 4% (3892)
bis maximal 45,5 = 6% (3745) zu beobachten. Insgesamt war eine dosisabhéngige Steigerung
der spezifischen Lyse nach 48h bei allen Patientenproben aufler 3892 zu beobachten. Nach
72h ex vivo Therapie zeigte sich eine Dosisabhéngigkeit bei allen MPE aufler 3745 (Abb.
13A,B). Eine Proliferation der EpCAM+ Zellen wéhrend der ex vivo Therapie mit MT110
konnte ausgeschlossen werden, da sich der Anteil der EpCAM+ Zellen in der
Mediumkontrolle nicht verdnderte (Tab. 16).

Patientennummer | Anteil EpCAM+ Zellen in Mediumkontrolle
Oh 48h 72h

3745 17.5 7 6.5

3892 40 35 37

3823 20 15 11

3874 2.2 1.7 1.8

3888 1.3 1.1 1.05

3917 0.3 n.g. 0.29

3924 0.1 0.1 0.1

Tabelle 16: Proliferationsaktivitdt der EpCAM+ Zellen in der Mediumkontrolle. Anteil der
EpCAM+ Zellen in der Mediumkontrolle der ex vivo therapierten malignen Pleuraergiisse

beim Mammakarzinom in %. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der EpCAM+ Zellen vor
(Oh) und nach ex vivo Therapie (48h, 72h) mit MT110 (n.g. = nicht gemessen).
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3.6.1.2 Bronchialkarzinom Patienten

Die Charakterisierung der drei malignen Pleuraergiisse der Bronchialkarzinompatienten im
FACS ergab eine anteilige EpCAM-Expression auf den Zytokeratin-positiven
Pleuraergusszellen von 98 % (Streubreite 95-100 %). Der Anteil der CD3+ T-Lymphozyten
in Bezug zu der Gesamtleukozytenzahl im malignen Pleuraerguss betrug vergleichbar mit den
malignen Ergiissen beim Mammakarzinom im Mittel 81 % (Streubreite 60-92 %). Das E:T
Ratio der malignen Ergiisse beim Bronchialkarzinom variierte zwischen 1:2 (3879) und 7,5:1

(4124, Tab. 17).

E:T Ratio der ex vivo therapierten MPE
(Bronchialkarzinom)
Absolute Zellzahl in % | Patientenproben
3878 3879 4124
E: CD3+ 12 10,5 74
T: EpCAM+ 4 21 9,9
E:T ratio 3:1 1:2 7,5:1
(CD3+/EpCAM+)

Tabelle 17: Bestimmung des E:T Ratios der malignen Pleuraergiisse. Das E (CD3+
Effektorzellen) zu T (EpCAM+ Targetzellen) Ratio wurde bestimmt, indem das Verhiltnis
des prozentual im MPE gemessenen Anteils an CD3+ und EpCAM+ Zellen berechnet wurde.

In Abbildung 14 ist die spezifische Lyse der drei ex vivo therapierten Ergiisse (3878, 3879,
4124) nach 48h und 72h mit 0,1, 1, 10 und 1000 ng/ml im Mittel angegeben. Bei den
malignen Ergiissen der Bronchialkarzinompatienten war sowohl nach 48h, als auch nach 72h
eine schwache dosisabhéngige, jedoch nicht signifikante spezifische Lyse der EpCAM+
Zellen im Vergleich zu den Kontrollantikrpern Mec und aEpCAM zu beobachten. Fiir die
MT110 Konzentration von 0,1 ng/ml war nach 48h und 72h bei allen Patientenproben kein
Effekt zu sehen. Mit 1 ng/ml konnte ein schwache spezifische Lyse der EpCAM+ Zellen von
8 £ 7% nach 48h und 4 £+ 5% nach 72h detektiert werden. Nach 48h und 72h konnte mit 10
ng/ml eine durchschnittliche Zelllyse von 14 £ 5 % (48h) und von 25 + 21% (72h)
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nachgewiesen werden. Diese wurde mit 1000 ng/ml MT110 nach 48h auf 17 + 22% und nach
72h auf 30 + 38% gesteigert (Abb. 14 A,B; Tab. 18).
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Abbildung 14: Spezifische Lyse der EpCAM+ Zellen mit MT110 (0,1, 1, 10, 1000 ng/ml)
im malignen Pleuraerguss beim Bronchialkarzinom im Mittel von n=3 Patientenproben. Die
Kontrollantikérper Mecoprop (Mec) und anti-human EpCAM (aEpCAM) wurden in der
hochsten verwendeten Antikdrperdosis eingesetzt (1000 ng/ml). Eine signifikante spezifische
Lyse der EpCAM positiven Zellen war nicht zu beobachten.

Die hohen Standardabweichungen sind darauf zuriickzufiihren, dass die spezifische Lyse der
Patientenproben 3878 und 3879 nach 48h und 72h im Vergleich zu 4124 fiir alle MT110
Konzentrationen sehr viel schwécher ausfiel (Abb. 15 A, B). Fiir die MT110 Konzentration
von 0,1 ng/ml konnte nach 48h bei keiner der Patientenproben ein lytischer Effekt beobachtet
werden. Nach 72h mit 0,1 ng/ml MT110 war ein schwacher Effekt bei 3878 mit 17 + 6%
spezifischer Lyse zu beobachten, der sich dosisabhéingig nicht mehr steigern lie. Nach der ex
vivo Therapie mit 1 ng/ml MT110 konnte nach 48h ein schwacher Effekt fiir 3879 mit 7 +
1,9% detektiert werden, der sich nach 72h nicht mehr steigern lie3. Nach 72h war der stirkste
Effekt mit 11 + 2% spezifischer Lyse bei 4124 zu beobachten. Die MT110 Therapie mit 10
ng/ml fiihrte bei 3879 und 4124 nach 48h zu einer gesteigerten Lyse der EpCAM+ Zellen von
13 + 8% (3879) und 20 + 3% (4124).
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Spezifische Lyse der EpCAM+ Zellen nach ex vivo Therapie mit MT110
in % (n=3)

MPE beim EpCAM+/7-AAD+ (48h) EpCAM+/7-AAD+ (72h)

Bronchialkarzinom
Lyse in % p-Wert Lyse in % p-Wert
+ stabwn + stabwn

Kontrollantikorper

Mecoprop 2,5+£8 2+9

o EpCAM 3+15 8+7

MT110

0,1 ng/ml -1,4+7 n.s. 2+11,5 n.s.

1 ng/ml 87 n.s. 4+£5 n.s.

10 ng/ml 14+5 n.s. 25+ 21 n.s.

1000 ng/ml 1722 n.s. 30+ 38 n.s.

Tabelle 18: Spezifische Lyse der EpCAM+ Zellen aus n=3 malignen Pleuraergiissen beim
Bronchialkarzinom nach 48h und 72h MT110 ex vivo Therapie (0,1, 1, 10, 1000 ng/ml).
stabwn = Standardabweichung; n.s.=nicht signifikant

Nach 72h war erneut der stirkste Effekt bei 4124 zu detektieren (54 + 4%). Die restlichen
Patientenproben zeigten keine Steigerung der Lyse und bewegten sich zwischen 6 + 18%
(3879) und 14 + 9% (3878). Fiir die hochste MT110 Konzentration (1000 ng/ml) wurde bei
4124 eine spezifische Lyse von 48 + 5 % nach 48h und 81 + 3 % nach 72h festgestellt. Keine
Verdnderung zeigte sich fiir 3878 und 3879 (Abb. 15 A,B). Fiir die Patientenprobe 4124 mit
einem E:T Ratio von 7,5:1 konnte ein dosisabhédngiger Effekt fiir 10, 100 und 1000 ng/ml und
eine zeitabhingige Wirkung von MT110 detektiert werden. Eine Proliferation der EpCAM+
Zellen wihrend der MTI110 Therapie war auch bei den malignen Ergiissen der

Bronchialkarzinome nicht zu beobachten (Tab. 19).
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Abbildung 15: Einzelwerte nach 48h (A) und 72 (B) fiir die Kontrollantikdrper
Mecoprop (Mec) und anti-human EpCAM (aEpCAM) mit 1000 ng/ml und die
MT110 behandelten Proben (0,1, 1,10, 1000 ng/ml).
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Patientennummer | Anteil EpCAM+ Zellen in Mediumkontrolle in %

Oh 48h 72h
3878 4 2,6 2,4
3879 21 19 20
4124 9,9 8,8 9

Tabelle 19: Proliferationsaktivitit der EpCAM+ Zellen in der Mediumkontrolle. Anteil der
EpCAM+ Zellen in der Mediumkontrolle der ex vivo therapierten malignen Pleuraergiisse

beim Bronchialkarzinom in %. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der EpCAM+ Zellen vor
(Oh) und nach ex vivo Therapie (48h, 72h) mit MT110.

3.6.2 Nachweis der antikorpervermittelten Immunzellstimulation

Nach der ex vivo Therapie der Pleuraergussproben mit MT110 wurde die Aktivierung der T-
Lymphozyten im FACS ermittelt. Als spéter Aktivierungsmarker wurde das Antigen CD25
ausgewdhlt. Ein funktioneller Mechanismus wurde iiber den Nachweis der Apoptose-
induzierenden Serinprotease Granzym B bestimmt. Beide Antigene wurden auf den CD4+
und CD8+ Zellen nach ex vivo Therapie mit MT110 nachgewiesen. Nach der ex vivo
Therapie wurden zusétzlich im Mediumiiberstand eine Reihe von Zytokinen bestimmt
(Interleukin-2 (IL-2), IL-4, IL-6, IL-10, TNF-alpha (TNF-y) und Interferon-gamma (IFN-a),

die einen Hinweis auf die Art der MT110 vermittelten Immunantwort geben sollten.

3.6.2.1 Mammakarzinom Patienten

Die Charakterisierung der Immunzellen im FACS ergab in Bezug auf die gesamte
Leukozytenpopulation einen Anteil der T-Lymphozyten von durchschnittlich 80 %
(Streubreite 60 -93 9%). CD4-positive T- Zellen waren 2,8-fach hdufiger vertreten (59 %,
Streubreite 32 %-85 %) als zytotoxische T-Zellen (21 %, Streubreite 8 %- 27 %). In
Abhingigkeit der Konzentration und Wirkungsdauer des Antikérpers MT110 konnte eine
Stimulation der T-Zellsubpopulationen beobachtet werden. Dies duferte sich in einer
morphologischen Verdanderung der Leukozyten und einer antikdrperabhingigen Induktion von

CD25 und Granzym B auf den CD4-positven und CD8-positiven T-Zellen. Nach der ex vivo
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Behandlung mit 1000 ng/ml MT110 nach 72h war eine durchschnittliche GroBenzunahme der
Leukozyten von 1,5 £ 0,3 (Streubreitel,2 — 2,0) im Vergleich zu der Kontrolle K (Mittelwert
aus Mediumkontrolle und muS110) bei allen (7 von 7) der Patientenproben zu beobachten. In
Abbildung 16 ist die GroBBenzunahme der Leukozyten von Ergussprobe 3888 nach 48h und
72h mit 1000 ng/ml MT110 beispielhaft dargestellt. Die FACS-Messung gibt die Grofle
(FSC-H) und Granularitit (SSC-H) der Zellen wider. Nach 72h Therapie war eine deutliche

GroBenzunahme der Leukozyten zu detektieren.

A B
Agoo| MK 48n 600 | MT110 1000 ng/ml  48h

400 400

2001, 200

0 0 L

200 400 600 800 200 400 600 800
C D
600 MK  72h 600 MT110 1000 ng/ml . 72h
400 S 400
200 200

..... s

0 0 b _-"_ e

200 400 600 800 200 400 600 800
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Abbildung 16: GroBBenzunahme der Leukozyten der Patientenprobe 3888 nach 1000 ng/ml
MT110 Therapie (B,D) fiir 72h im Vergleich zu der Mediumkontrolle [MK] (A,C).

94



Lyse der Pleuaergusszellen in %

CD4+/CD25+ Zellen in %

CD8+/CD25+ Zellen in %

3. ERGEBNISSE

Eine Aktivierung der T-Zellen durch MT110 war nur in Anwesenheit des Zielmolekiils
EpCAM moglich. Die Behandlung eines malignen Pleuraergusses mit Zytokeratin-positiven
aber EpCAM negativen Zellen fiihrte zu keiner Stimulation der Immunzellen und auch zu

keiner lytischen Reaktion der Pleuraergusszellen (Abb. 17).
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Abbildung 17: Ex-vivo Therapie eines malignen Pleuraergusses (4145) beim
Mammakarzinom mit MT110, der EpCAM- negativen Pleuraergusszellen aufwies. A. Lyse
der Pleuraergusszellen; B,C. Stimulation der CD4+ Zellen; D,E. Stimulation der CD8+
Zellen (K=Kontrolle)
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Nach der ex vivo Therapie der sieben malignen Pleuraergiisse der Mammakarzinompatienten
war ein signifikanter Anstieg der CD25-positiven T-Helfer und CD25-positiven zytotoxischen
T-Zellen nach 48h (p=0,03) und 72h (p=0,016) mit 1000 ng/ml MT110 zu beobachten (Abb.
18 A-D, Tab. 20). Nach 48h MTI110 Therapie (1000 ng/ml) wurden 18 + 11 % der
CD4+/CD25+ Zellen und nach 72h 21 £+ 17 % der CD25-positiven T-Helfer Zellen detektiert
(Abb. 18 A, Tab. 20). Der Anteil der CD8+/CD25+ T-Zellen lag nach 48h bei 33 + 23%
(p=0,03) und lieB sich nach 72h nicht mehr steigern (29 + 22 %; Abb. 18 B, Tab. 20). Der
Anteil der CD4+ und CD8+ T-Zellen, der die Serinprotease Granzym B exprimierte, war
durch die Behandlung mit MT110 nach 48h und 72h nicht signifikant erhdht nachweisbar
(Abb. 18 C/D, Tab. 20). Auftillig war, dass Granzym B bereits ohne Behandlung mit MT110
in einem Grofteil der CD8+ Zellen exprimiert wurde. Dieser Anteil lag im Mittel nach 48h
fiir die Kontrolle (K) bei 28 % und nach 72h bei 25 % (Abb. 18 D) und war im Vergleich zu
den CD4+ Zellen signifikant erhoht (48h: p=0,03; 72h: p=0,016; Abb. 18 C,D). Nach 72h
MT110 Therapie (1000 ng/ml) waren 23 % der CD4+ Zellen positiv fiir Granzym B, das einer
5-fach erhohten Fraktion entsprach (Abb. 18 C, Tab 20). Im Vergleich dazu lag der maximale
Anstieg fiir die CD8+/Granzym B+ Zellen im Vergleich zur Kontrolle (K) bei 1,7 mit 44 %
Granzym B-positiven zytotoxischen T-Zellen. (Abb. 18 D).

Zwischen dem 48h und 72h Zeitpunkt war kein signifikanter Unterschied der MT110
abhingigen Stimulation der CD4+ und CD8+ Zellen zu beobachten. In Abbildung 19 A,B ist
die Stimulation der Immunzellfraktionen fiir jeden einzelnen Patienten nach 72h MT110
Therapie dargestellt. Die 48h Werte der individuellen Immunzellstimulation, die sich nicht
signifikant von den 72h Werten unterschieden, sind im Anhang der Arbeit verzeichnet. Alle
malignen Ergiisse aufler 3745 zeigten einen dosisabhdngigen Anstieg der CD4+/CD25+
Fraktion (Abb. 19 A). Die hochste anteilige MT110 induzierte Expression von CD25 auf den
CDA4+ Zellen zeigte der MPE 3823. Der Anstieg der CD25 Expression auf den zytotoxischen
T-Zellen war fiir alle Pleuraergussproben dosisabhingig (Abb. 19 B).
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Mammakarzinom (n=7) nach ex vivo Therapie mit MT110 (0,1, 1, 10, 1000 ng/ml) iiber
48h und 72h. Darstellung der Mittelwerte. K= Kontrolle (Mittelwert aus Mediumkontrolle
und muS110), Kontrollantikérper Mec (Mecoprop) und aEpCAM mit 1000 ng/ml.
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Die malignen Ergussproben 3745, 3823 und 3892 zeigten im Vergleich zu den restlichen
Proben einen hoheren Anteil CD8+/CD25+ Zellen mit 69 = 7 % (3745), 50 = 2 % (3823) und
39 £ 1 % (3892). Die Serinprotease Granzym B wurde dosisabhiingig am stérksten in den
CDA4+ Zellen der Patientenprobe 3823 exprimiert (Abb. 19 C). 3823 zeigte nach 72h MT110
Therapie (1000 ng/ml) eine Fraktion CD4+/Granzym B+ Zellen mit 96 + 0,7 %. Bei den
Pleuraergiissen 3892, 3874, 3888, 3917 und 3924 konnten nicht mehr als 20 % Granzym B
positver T-Helfer Zellen nachgewiesen werden. Die Abbildung 19 D zeigt, dass in den
Ergussproben 3745, 3823 und 3917 von vorneherein ein Grofiteil der zytotoxischen T- Zellen
Granzym B exprimierte. Fiir 3823 und 3745 konnte der Anteil der Granzym B positiven
CD8+ Zellen auf 99 + 0,2 und 81 + 4,5 nach 72h MT110 Therapie mit 1000 ng/ml gesteigert
werden Abb. 19 D).

Verinderung der Antigenexpression nach ex vivo Therapie mit MT110 in

% beim Mammakarzinom (n=7)

Antigenexpression 48h 72h

-MT110" [ +MT110" |p-Wert |-MT110° |+MT110" | p-Wert

CD4'/CD25" 27+1.6 18+ 11 0.03 25+1.9 21+17 0.016
CD8'/CD25" 1.6+1.3 33+23 0.03 1.8+1.9 29 +22 0.016
CD4'/Granzym B" 6+423 24 £27 n.s. 4+3.6 23 +31 n.s.
CDS8"/Granzym B" 28 £22 46 + 32 n.s. 25+19 44 £ 32 n.s.

Tabelle 20: Verinderung der CD25 and Granzym B Expression der CD4" and CD8" T-Zellen
im malignen Erguss beim Mammakarzinom, widhrend der ex vivo Therapie (48h, 72h).
Dargestellt sind die Mittelwerte + stabwn (Standardabweichung); n.s. = nicht signifikant. -
MT110 = Kontrolle, siche Material und Methoden. *+MT110 = 1000 ng/ml MT110.
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Abbildung 19: Stimulation der CD4+ und CD8+ Pleuraergusszellen beim Mammakarzinom
nach ex vivo Therapie mit MT110 (0,1, 1, 10, 1000 ng/ml) iiber 72h. Darstellung der
Individualwerte. K= Kontrolle (Mittelwert aus Mediumkontrolle und muS110),
Kontrollantikérper Mec (Mecoprop) und aEpCAM mit 1000 ng/ml.
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In Abbildung 20 ist das E:T Ratio jeder Ergussprobe, die spezifische Lyse in % und der
Aktivierungstatus nach jeweils 72h und 1000 ng/ml MT110 beziiglich der CD25 Expression
(Abb. 20 A) und Granzym Expression (Abb. 20 B) der CD4+ und CD8+ Zellen dargestellt.
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Abbildung 20: Gegeniiberstellung des E:T Ratios, des Aktivierungsstatus der
Immunzellen CD4+ (A) und CD8+ Zellen (B) und der spezifischen Lyse der MPE beim
Mammakarzinom nach 72h mit 1000 ng/ml MT110.
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Eine Korrelation des E:T Ratios und der spezifischen Lyse nach 72h mit 1000 ng/ml MT110
war nicht signifikant (p=0,1; R=0,67). Ebenfalls konnte keine Korrelation zwischen dem
Aktivierungsstatus der CD4+ und CDS8+ Zellen und dem Ausmall der spezifischen Lyse
identifiziert werden, nachdem 72h mit 1000 ng/ml ex vivo therapiert wurde (CD4"/CD25": p=
0,3, R= -0,5; CD8/CD25": p= 0,6, R= -0,3; CD4'/Granzym B": p= 0,9, R= -0,045;
CD8"/Granzym B': p= 0,39, R= 0,4). Die hochste spezifische Lyse war fiir die malignen
Pleuraergiisse 3917 (90 + 4 %) und 3924 (100 + 0 %) zu beobachten, die ein hohes E:T Ratio
mit 230:1 und 620:1 zu verzeichnen hatten. AuBBerdem zeigten maligne Pleuraergiisse mit
einem eher ungiinstigen E:T Ratio von 1:4 (3745) und 1:1 (3823) und einem hohen Anteil
lysierter Zellen (3745: 46 + 6 %; 3823: 79 £ 0.9 %) auch gleichzeitig eine starke Aktivierung
der zytotoxischen T-Zellen beziiglich CD25 (3745: 69 + 7 %; 3823: 49 + 2 %; Abb. 20 A)
und Granzym B (3745: 81 = 5 %; 3823: 99 + 0,1 %; Abb. 20 B). Der MPE 3823 zeigte
zusitzlich eine starke Stimulation der CD4+ Zellen nach MT110 Behandlung (72h, 1000
ng/ml), die sich in 60 + 0,1 % CD4+/CD25+ Zellen und in 96 + 4% CD8+/Granzym B+
Zellen duferte. Maligne Ergussproben mit giinstigeren E:T Ratios wie z.B. 11:1 (3874) und
54:1 (3888), die aber eine schwache spezifische Lyse der EpCAM+ Zellen mit 28 + 4 %
(3874) und 33+ 12 % (3888) zeigten, wiesen auch eine geringere Fraktion von Granzym B+/
CD8+ Zellen auf (3874: 11 £ 1 %; 3888: 24 + 0 %; Abb. 20 B).

3.6.2.2 Bronchialkarzinom Patienten

Die Charakterisierung der Immunzellen der drei ex vivo therapierten Ergussproben beim
Bronchialkarzinom im FACS ergab in Bezug auf die gesamte Leukozytenpopulation einen
durchschnittlichen Anteil der T-Lymphozyten von 59 % (Streubreite 24-78 %). CD4+ T-
Helfer Zellen waren in diesem Kollektiv 2,7-fach haufiger vertreten (59 %, Streubreite 24-78
%) als CD8+ zytotoxische T-Zellen (22 % ; Streubreite 13-38 %). Diese Werte waren mit
dem Kollektiv der Mammakarzinompatientinnen vergleichbar. Die Charakterisierung der
CD4- und CDS8-positiven Zellen beziiglich CD25 nach ex vivo Therapie mit MT110 ergab
eine dosis- (100 ng/ml, 1000 ng/ml MT110) und zeitabhidngig induzierte CD25 Expression,
die jedoch im Vergleich zu den MPE der Mammakarzinompatientinnen nicht signifikant war
(Abb. 21 A/B, Tab. 21). Nach 48h MT110 Behandlung (1000 ng/ml) konnte auf 44 + 19% der
T-Helfer Zellen und 53 + 15 % der zytotoxischen T-Zellen der Aktivierungsmarker CD25
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nachgewiesen werden. Nach 72 h waren 51 + 20 % der CD4+/CD25+ Zellen und 64 + 18 %
der CD8+/CD25+ Zellen zu detektieren (Abb. 21 A/B, Tab. 21).
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Abbildung 21: Stimulation der CD4+ und CD8+ Pleuraergusszellen beim Bronchialkarzinom
(n=3) nach ex vivo Therapie mit MT110 (0,1, 1, 10, 1000 ng/ml) iiber 48h und 72h.
Darstellung der Mittelwerte. K= Kontrolle (Mittelwert aus Mediumkontrolle und muS110),
Kontrollantikérper Mec (Mecoprop) und aEpCAM mit 1000 ng/ml. Nach ex vivo Therapie
mit MT110 war keine signifikante Immunzellstimulation zu beobachten (p<0,05).
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Verinderung der Antigenexpression nach ex vivo Therapie mit

MT110 in % beim Bronchialkarzinom (n=3)
Antigenexpression 48h 72h

-MT110" | +MTI110" |p-Wert [-MT110" [+MTI110" | p-Wert
CD4'/CD25" 5+3 44+ 19 n.s. 8,4+6,4 |51+20 n.s.
CD8'/CD25" 1,31 53+ 15 n.s. 34+1 64+ 18 n.s.
CD4'/Granzym B™ | 2,4 +2 54 +30 n.s. 2+1 40+ 12 n.s.
CD8'/Granzym B" | 20,5 + 4 77+ 21 n.s. 12,4+2 67+8 n.s.

Tabelle 21: Verinderung der CD25 and Granzym B Expression der CD4" and CD8" T-Zellen
im malignen Erguss beim Bronchialkarzinom, wéhrend der ex vivo Therapie (48h, 72h).
Dargestellt sind die Mittelwerte + stabwn (Standardabweichung); n.s. = nicht signifikant. -

MT110 = Kontrolle, siche Material und Methoden. *+MT110 = 1000 ng/ml MT110.

Nach 72h war eine verstirkte Expression von CD25 auf den CD4-positiven Zellen (Abb. 21
A) in der Kontrolle (K) (8 %) und bei den Kontrollantikérpern Mec (10 %) und o EpCAM (12
%) zu beobachten. Dies war fiir die zytotoxischen T-Zellen nicht der Fall (Abb. 21 B). Ein

MT110-abhédngig verstirkter Nachweis von Granzym B in den CD4- und CDS8-positiven
Zellen war fiir die MT110 Dosen von 100 und 1000 ng/ml messbar (Abb. 21 C/D). Es liel

sich fiir diese Konzentrationen eine Dosis-, aber keine Zeitabhéngigkeit beobachten. Die

hochsten Werte wurden nach 48h mit 1000 ng/ml MT110 erzielt. Die Standardabweichungen

in Abb. 21 A-D verdeutlichen die interindividuellen Unterschiede innerhalb der drei

Patientenproben (Abb. 22 A-D).
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Abbildung 22: Stimulation der CD4+ und CDS8+ Pleuraergusszellen der malignen
Pleuraergiisse 3878, 3879, 4124 beim Bronchialkarzinom nach ex vivo Therapie mit MT110
(0,1, 1, 10, 1000 ng/ml) nach 72h. 72h. Darstellung der Individualwerte. K= Kontrolle
(Mittelwert aus Mediumkontrolle und muS110), Kontrollantikérper Mec (Mecoprop) und

aEpCAM mit 1000 ng/ml.
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Vergleichbar mit den Proben der Mammakarzinompatienten wurde auf Grund des nicht
signifikanten Unterschieds der beiden Messpunkte (48h, 72h) der 72h Messzeitpunkt der
Einzelwerte der drei MPE der Bronchialkarzinompatienten dargestellt. Die 48h Werte sind im
Anhang einsehbar. Bei allen Ergussproben der Bronchialkarzinompatienten kam es zu einer
MT110 abhdngigen Aktivierung der Immunzellen. Die Pleuraergussprobe 3878 zeigte eine
verstirkte Expression von CD25 und Granzym B auf CD4- und CD8-positive Zellen fiir 100
und 1000 ng/ml MT110 (Abb. 22 A-D). CD4+/CD25+ Zellen waren zu 28 =+ 2%,
CD8+/CD25+ Zellen zu 42 + 2%, CD4+/Granzym B+ Zellen zu 24 + 2% und
CD8+/Granzym B+ Zellen zu 57 + 1% nach 1000 ng/ml MT110 zu detektieren. 3879 wies
bereits in den Kontrollen nach 72h (K, Mec, aEpCAM) CD25-positive T-Helfer Zellen auf
(17 £2%, 22 £ 0,3%, 28 = 1,4%, Abb. 22 A). Dieser Wert lie3 sich um das ca. 2-fache auf 49
+ 2% mit 1000 ng/ml MT110 (72h) steigern. Des Weiteren waren CD8+/CD25+ Zellen zu 66
%, CD4+/Granzym B+ Zellen zu 53 % und CD8+/Granzym B+ Zellen zu 68 % nach 1000
ng/ml MT110 (72h) nachweisbar (Abb. 22 B-D). Der maligne Erguss, der die hochste
spezifische Lyse in diesem Kollektiv zeigte (4124), wies auch den groBten Anteil an
CD4+/CD25+ Zellen von 76 + 0,2% (Abb. 22 A), CD8+/CD25+ Zellen von 85 + 1% (Abb.
22 B) und CD8+/Granzym B+ Zellen von 77 +4% auf (Abb. 22 D). Im Gegensatz zu den
Pleuraergiissen der Mammakarzinompatientinnen war die initiale Expression (Kontrolle K)
von Granzym B in den CD8+ Zellen bei allen drei Proben vergleichbar niedrig (Abb. 22 D)
mit 10 % (3879), 13% (4124) und 15 % (3878).

In Abbildung 23 ist das E:T Ratio jeder Ergussprobe, die spezifische Lyse in % und der
Aktivierungstatus nach jeweils 72h und 1000 ng/ml MT110 beziiglich der CD25 Expression
(Abb. 23 A) und Granzym Expression (Abb. 23 B) der CD4+ und CD8+ Zellen dargestellt.
Eine Korrelation des E:T Ratios und der spezifischen Lyse nach 72h mit 1000 ng/ml MT110
war nicht signifikant (p=0,3; R=1), obwohl mit steigender Effektorzahl die Lyse zunahm. Da
jeweils nur drei Werte fiir die statistische Analyse standen ist diese als kritisch zu bewerten.
Ebenfalls konnte keine Korrelation zwischen dem Aktivierungsstatus der CD4+ und CD8+
Zellen und dem Ausmal} der spezifischen Lyse identifiziert werden, nachdem 72h mit 1000
ng/ml ex vivo therapiert wurde (CD4'/CD25": p= 1, R= 0,5; CD8'/CD25": p= 1, R=0,5;
CD4+/Granzym B": p=1,R=-0,5; CD8+/Granzym B": p=1,R=0,5).
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Abbildung 23: Gegeniiberstellung des E:T Ratios, des Aktivierungsstatus der
Immunzellen CD4+ (A) und CD8+ (B) und der spezifischen Lyse der MPE beim
Bronchialkarzinom (n=3) nach 72h mit 1000 ng/ml MT110.
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3.6.3 Zytokinnachweis nach Antikorpertherapie maligner Pleuraergiisse beim

Mammakarzinom

Nach 48h MT110 ex vivo Therapie der MPE (n=6) mit 0,1, 1, 10 und 1000 ng/ml wurde im
Mediumiiberstand die Konzentration verschiedener Zytokine mittels FACS-Analyse bestimmt
(Tab. 22). Mit Hilfe des verwendeten Kits konnten Zytokinkonzentrationen ab 20 pg/ml
gemessen werden. Mit einer MT110 Konzentration von 1000 ng/ml konnte die Konzentration
von TNF-a und IFN-y signifikant gesteigert werden (p=0,03). Im Mittel wurde das Zytokin
TNF-a 22-fach (426 + 366 pg/ml) und IFN-y 230-fach (4634 + 8589 pg/ml) stirker im
Vergleich zu den Kontrollantikérpern Mec und oEpCAM exprimiert. Eine positive
Korrelation ergab die MT110 induzierte IFN-y Sezernierung und der Anteil CD4+/Granzym
B + Zellen nach 48h MT110 Therapie mit 1000 ng/ml (p=0,03, R=0,88). Die individuellen
Daten zeigen fiir den MPE 3823 die hochste Ausschiittung der Zytokine TNF-a (59-fach) und
IFN-y (1186-fach) in Relation zu den Kontrollantikérpern. IL-10 konnte im Mittel 13-fach
(485 + 883 pg/ml) und IL-2 7-fach verstiarkt (141 £ 193 pg/ml) nachgewiesen werden im
Vergleich zu Mec und aEpCAM. Die hochste IL-10 Sekretion zeigte der MPE 3823 (55-
fach). Den grofiten Wert beziiglich IL-2 konnte fiir 3745 (28-fach) detektiert werden. Das
Interleukin 6 verdnderte sich bei allen malignen Ergussproben unter MT110 Therapie nicht.
Jedoch waren hohe Werte von IL-6 bei vier der sechs MPE (3745, 3892, 3823 und 3924)
bereits in den Kontrollen (Mec, aEpCAM) nachweisbar. Im Mittel lag die Konzentration bei
5738 pg/ml mit einer Streubreite von 2400 bis 10757 pg/ml. Die gemessene Konzentration fiir
IL-4 war groBtenteils so gering, dass diese nur bei einen Patienten (3823) detektiert werden

konnte.

107



3. ERGEBNISSE

Zytokinkonzentration im Uberstand nach ex vivo Therapie mit MT110

Patient Nr. IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 TNF a IFN vy
pg/ml | -fach | pg/ml | -fach | pg/ml | -fach | pg/ml | -fach | pg/ml | -fach | pg/ml | -fach

3745 565 28 <20* |1 14043 | 1.3 137 6 344 17 2985 149
+34 +1689 +7 +15 +115

3892 124 6 <20 1 5371 1 95 5 34 2 359 18
+4 +267 +19 +3 +19

3823 23 1 185 9 3345 1.4 2458 | 55 1170 | 59 23711 | 1186
+2 +6 +71 +76 +45 +912

3874 74 4 <20 1 151 1.4 <20 1 153 8 228 11
+7 +5 +3 +10

3888 <20 1 <20 1 642 2 74 4 510 26 208 10

+8 +12 +1 +42

3924 42 2 <20 1 2412 1 127 6 342 17 311 4
+4 +90 +8 +2 +2

MW +SD 141 48 4327 485 426 4634
+193 +61 4675 +883 +366 +8589

p-Werte 0,06 1 0,5 0,06 0,03 0,03

Tabelle 22: Zytokinmessung in pg/ml im Uberstand nach MT110 ex vivo Therapie der
malignen Pleuraergiisse (1000 ng/ml , 48h) beim Mammakarzinom. Der x-fache Nachweis
jedes Zytokins wurde in Relation zu den Kontrollantikorpern Mec und aEpCAM bestimmt.

MW=Mittelwert; SD=Standardabweichung.
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4 Diskussion und Ausblick

Die zelluldre Charakterisierung der MPE beim Mamma- und Bronchialkarzinom ergab eine
individuelle und tumorabhingige heterogene Zusammensetzung beziiglich der Epithelzellen
sowie Immunzellen im Erguss. Die molekulare Antigencharakterisierung der Epithelzellen fiir
prognose-, therapie- und chemoresistenzvermittelnde Antigene zeigte individuelle und
tumorbedingte Unterschiede sowohl flir ihren Nachweis als auch fiir ihre anteilige Expression
auf den Pleurakarzinomzellen. Die Antigenexpression therapierelevanter Proteine wie z.B.
des Ostrogen- und Progesteronrezeptors war im Vergleich zum korrespondierenden
Primartumor auf den Pleurakarzinomzellen der Mammakarzinompatienten signifikant
reduziert. Andere therapieassoziierte Antigene wie z.B. EpCAM, MUC-1 und EGF-R waren
bei beiden Tumorentititen stark vertreten. Das prognose- und therapierelevante epitheliale
Antigen EpCAM wurde als geeignetes Zielantigen der Therapie der Pleurakarzinose mit dem
bispezifischen Antikorper MT110 ex vivo an malignen Ergussproben der Mamma- und
Bronchialkarzinompatienten getestet. Die ex vivo Therapie der MPE ergab fiir die MPE beim
Mamma- und Bronchialkarzinom eine spezifische Lyse der EpCAM-positiven
Pleurakarzinomzellen, sowie eine antikOrperabhingige Aktivierung der autologen T-
Lymphozyten. Immunmodulierenden Zytokine wurden nach ex vivo Therapie der MPE der
Mammakarzinome im Mediumiiberstand nachgewiesen. Es zeigte sich ein verstirkter

Nachweis der Zytokine wie IFN-y und TNF-a.

4.1 Methodendiskussion

4.1.1 Zelllinie HT29 als Etablierungsgrundlage fiir priméiire Ergussproben

Die malignen Pleuraergiisse wurden fiir die Etablierung der Analyseverfahren Toxilight- und
Caspase Glo mit Hilfe der stark EpCAM-positiven Zelllinie HT-29 und Effektorzellen von
zwei gesunden Spendern imitiert. Hierflir wurden in Anndherung an die immunzytologischen
Ergebnisse der n=17 charakterisierten Pleuraergussproben auf den Zytospins verschiedene
E:T Ratios aus den Target — und Effektorzellen gebildet (E:T 1:5 bis E:T 25:1). Nach dem

Auftauen der malignen Ergussproben zeigte sich jedoch auf Grund des Verlusts von

109



4. DISKUSSION UND AUSBLICK

Epithelzellen eine verstirkte Verschiebung der E:T Ratios zu Gunsten der Effektorzellen. Es
ergaben sich somit wider Erwarten nach Auftauen der Ergussproben E:T Ratios mit E > 25.
Auf Grund des hohen Verlusts der Epithelzellen ist in Zukunft eine ex vivo Therapie und
Auswertung frischer Pleuraergiisse zu empfehlen. Vorversuche mit der Zelllinie HT-29
zeigten, dass der Toxilight und Caspase Glo-Assay mit > 10.000 Targetzellen sensitiv war.
Bei einem hohen E:T Ratio mit E > 5 waren beide Assays bei den malignen
Pleuraergussproben jedoch nicht sensitiv genug. Bei einem E:T Ratio mit E > 25 miissten >
250.000 Pleuraergusszellen in einem 96-well eingesdht werden. Um die optimale Versorgung
der Zellen zu ermoglichen und Zelltod im Zellkulturwell zu vermeiden wurde aber die
Zellzahl von 250.000 Zellen/96 Kavitdt nicht tiberschritten. Folglicherweise nahm die Anzahl
der Targetzellen, die ein messbares Signal liefern konnten ab. Des Weiteren war bei den
malignen Ergilissen mit E < 5 kein Effekt mit dem Toxilight-und Caspase Glo-Assay zu
detektieren. Bei der Etablierung der Assays mit der stark proliferativen Zelllinie HT-29
konnte davon ausgegangen werden, dass diese stidrker proliferierte als die
Pleurakarzinomzellen, die nur anteilig KI-67 exprimierten (siche Tabelle 11 und 12). Die
Sensitivitdt der Assays wurde dadurch fiir die imitierten Ergiisse mit HT-29 erhoht. Auflerdem
war nach dem Auftauen der Zelllinie HT29 kein Verlust von Epithelzellen zu beobachten und
somit auch keine Verschiebung des E:T Ratios zu Ungunsten der signalfreisetzenden
Zielzellen. Die Menge der freigesetzten Adenylatkinase aus den Effektorzellen und den im
Pleuraerguss vorhandenen Stromazellen konnte nicht wie bei den imitierten Pleuraergiissen
als Einzelwert bestimmt werden und somit nicht von dem Gesamtsignal abgezogen werden.
Somit war es nicht moglich das Signal, das ausschlieBlich durch die Targetzellen im MPE
bedingt war, zu erhalten. Die Spezifitdit von MT110 konnte so nicht eindeutig bestimmt
werden. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass der Toxilight- und Caspase Glo Assay mit
der Zelllinie HT29 und PBMCs von gesunden Spendern fiir die E:T Ratios 1:5 bis 25:1
auswertbare Ergebnisse zeigten. Die Assays waren fiir die imitierten Pleuraergiisse sensitiv
und spezifisch. Eine Sensitivitit und Spezifitdt konnte sich fiir diese Assays bei den MPE der
Patienten jedoch nicht bestétigen. Der Toxilight- und Caspase Glo Assay war somit fiir die
MPE der Patienten nicht geeignet. Die Etablierung des Toxilight- und Caspase Glo Assays
mit einer Zelllinie lieB sich nicht auf primére Patientenproben iibertragen.

Als alternative Methode wurde die Analyse der Pleuraergusszellen im FACS herangezogen.
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4.1.2 Vorteile der FACS Analytik

Insgesamt ergaben sich folgende Vorteile der FACS Analyse gegeniiber dem Toxilight und
Caspase Assay:

1. Eine genaue und erneute Bestimmung des E:T Ratios nach dem Auftauen der
Ergussproben konnte am FACS durchgefiihrt werden. Dies war durch eine gezielte
Farbung der EpCAM-positiven und CD3-positiven Zellen im FACS moglich. Eine
Differenzierung der zelluliren Subtypen im heterogenen Pleuraerguss war mit dem
Toxilight- und Caspase Glo Assay nicht moglich gewesen.

2. Die Sensitivitit des Assays war mit 100.000 Zellen pro Probe gewihrleistet. Die
Messung von 100.000 Pleuraergusszellen nach ex vivo Therapie ist fiir eine Auswertung
am FACS ausreichend, da jede einzelne Zelle im FACS erfasst und abgebildet wird.

3.  Der Nachweis der spezifischen Lyse der Pleurakarzinomzellen war durch die
Verwendung geeigneter Isotypkontrollen und Antikdrper-Kontrollen moglich.

4.  Die FACS Analyse ermoglichte die gezielte Detektion der vitalen und toten EpCAM —
positiven Zellen nach ex vivo Therapie (Lyse) mit einem Antikorper gegen das
Targetantigen EpCAM und einem DNA-interkalierenden Vitalfarbstoff (7-AAD).

5.  Des Weiteren konnten mit Hilfe der FACS Analyse die T-Helfer und zytotoxischen T-
Zellen im MPE erfasst werden, sowie ihre Aktivierung und Funktonalitidt nach ex vivo
Therapie (Stimulation) mittels der Antikdrper anti-CD25 und anti-Granzym B.

6. Die Moglichkeit einer Doppelfirbung (Bestimmung der Lyse) bzw. Vierfachfirbung
(Bestimmung der Immunzellstimulation) war jeweils in einer Probe moglich und fiihrte
somit zu einer Materialeinsparung.

4.1.3 Auswertemethode A und B der FACS Analytik

Die Auswertemethode B ergab fiir zwei der Ergussproben aus dem Kollektiv der sieben ex
vivo therapierten MPE beim Mammakarzinom eine durchschnittlich 3- fach verstérkte Lyse
im Vergleich zu der Auswertemethode A. Bei diesen zwei Patientenproben kann davon
ausgegangen werden, dass die ex vivo Therapie mit MT110 zu einer vollstindigen Zerstdrung
der EpCAM-positiven Zellen durch die T-Zellen gefiihrt hat. Das Signal der toten EpCAM-
positiven Zellen erfolgt iiber den Vitalfarbstoff 7-AAD der in den Zellkern der lysierten
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Zellen diffundiert. Ist der Zellkern jedoch auf Grund der vollstindigen Zerstorung der
Zielzelle nicht mehr vorhanden, so kann diese auch nicht mehr als ,tot“ im FACS-Gerit
erkannt werden. Diese Information geht somit verloren. Eine alternative Auswertemethode
stellt die Methode B dar, die ausschlieBlich den Verlust der EpCAM-positiven Zellen nach
der ex vivo Therapie bestimmt. Fiir alle sieben Ergussproben war diese Art der Auswertung
jedoch nicht geeignet. Die Auswertemethode B filihrte vor allem nach 72h fiir die
Ergussproben 3745 und 3892 mit einem E:T Ratio von 1:2 und 1:4 zu keinem Ergebnis. Fiir
die restlichen fiinf Ergussproben ergaben sich hdéhere Standardabweichungen als mit der
Auswertemethode A. Da mit der Auswertemethode A fiir alle Ergussproben ein auswertbares
Ergebnis zu detektieren war, fiel die Entscheidung auf die Auswertemethode A, bei der der
Anteil der 7-AAD positiven Zellen eingerechnet wird. Nachteilig fiir diese Auswertemethode
ist, dass bei einer vollstindigen Lyse der Targetzellen diese nicht erfasst werden und die
spezifische Lyse geringer ausfallen kann. Mit der Erweiterung des Patientenkollektivs werden
in Zukunft nach wie vor die Auswertemethoden A und B bei der Analyse der Lyse nach der

ex vivo Therapie herangezogen und kritisch diskutiert werden.

4.2 Pleuraergussheterogenitit

4.2.1 Zellulidre Heterogenitit

Der Epithelzellanteil lag fiir die MPE beim Mammakarzinom im Mittel bei 32 % und variierte
fiir n=17 Patienten zwischen 3 % und 80 %. Der Epithelzellanteil der MPE beim
Bronchialkarzinom war im Vergleich doppelt so hoch mit durchschnittlich 65 % und einer
Streubreite bei n=3 Patienten von 20 % bis 95 %. Malignen Zellen des Bronchialkarzinoms
konnen iiber pulmonale arterielle Kapillaren und der viszeralen Pleura oder direkt in die
Pleurahdhle dissiminieren (Lynch TJ et al. 1993, Sahn SA et al. 1997, Antunes G et al. 2003).
Der MPE trat bei den Patienten nach der Diagnose des Bronchialkarzinoms (n=3) innerhalb
von  durchschnittlich 36  Tagen (Streubreite 28-44 Tage) auf. Bei den
Mammakarzinompatienten zeigte sich erst nach durchschnittlich 64 Monaten (Streubreite 7-
200 Monate) nach Diagnose des Primértumors der MPE. Hier erfolgt die Metastasierung der
Pleurahohle liber den lymphogenen und bei Metastasen der Leber {iber den himatogenen Weg

(Sahn SA et al. 1997, Antony VB et al. 2001, Antunes G et al. 2003). Inwieweit eine direkte
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Invasion der Pleurahdhle mit der Menge der nachgewiesenen Tumorzellen eine Rolle spielt ist
nicht geklart. Jedoch kann die erhohte Menge der in den MPE der
Bronchialkarzinompatienten nachgewiesenen Epithelzellen darauf zuriickzufiihren sein, dass
diese innerhalb kiirzester Zeit nach Diagnose des Primértumors direkt in die Pleurahdhle
dissiminierten. Eine Erweiterung des Patientenkollektivs der Bronchialkarzinompatienten
wire in Zukunft hilfreich um diese Hypothese zu untermauern.

Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass im MPE der Mammakarzinompatienten der
Anteil der mit dem Mesothelzellmarker Calretinin positiv gefarbten Zellen mit im Mittel 14 %
und einer Streubreite von 2-90 % deutlich hoher war als bei den Bronchialkarzinompatienten
mit durchschnittlich 5 % (Streubreite 1-8%). Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass neben der
Detektion der Mesothelzellen im MPE bei vier von 17 (23,5 %) der
Mammakarzinompatienten (3736, 3848, 3766, 3862) auch eine Positivfarbung der
Epithelzellen mit dem Mesothelzellmarker zu beobachten war. Bei diesen Patientenproben
(n=4) war mit einem Durchschnitt von 62,5 % (SB 5-85 %) ebenso ein hoher Anteil an
Vimentin-positiven Zellen ggf. Fibroblasten im MPE zu detektieren. Bei 2 Patienten dieser
Gruppe (50 %) konnte auBerdem auf Grund der hohen Anzahl Vimentin-positver Zellen mit
85 % (3862) und 90 % (3848) im Erguss eine zusitzliche Postitivfarbung der Epithelzellen
nicht ausgeschlossen werden. Lebret SC konnte zeigen, dass die Kokultivierung von
tumorassoziierten Fibroblasten mit einer hochdifferenzierten stabilen epithelialen Zelllinie aus
einem MPE beim Mammakarzinom (PMCA-42-LA) zu einer starken Expression von
mesenchymalen Markern wie z.B. Vimentin in den Zellen fiihrte. Des Weiteren konnte er eine
Reduktion der Expression von E-Cadherin auf den Zellen beobachten. E-Cadherin war nach
Kokultivierung mit tumorassoziierten Fibroblasten ausschlieBlich im Zytoplasma und nicht
mehr an den Grenzzonen der Zellen zu detektieren (Lebret SC et al. 2007). In unserem
Kollektiv (n=4) exprimierten zwei der vier Patienten kein E-Cadherin (3736, 3766) und bei
einem der vier Patienten konnten nur 20 % E-Cadherin positive Zellen detektiert werden
(3848). Ein Patient jedoch exprimierte E-Cadherin auf 100 % der im MPE detektierten
Epithelzellen (3862). Davidson B konnte auf den Pleurakarzinomzellen seines Kollektivs von
Ovarialkarzinompatienten eine hohe Expression von E-Cadherin und auch eine gleichzeitige
Expression von N-Cadherin feststellen. In seinem Patientenkollektiv diskutierte er E-Cadherin
als ein Molekiil, das moglicherweise im MPE im Gegensatz zu seiner Rolle im Primédrtumor

eher als Tumorpromoter wirkt (Davidson B et al. 2007). Dieser epitheliale-mesenchymale
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Ubergang der Tumorzellen ist mit einem erhdhten Potential an Migration und Invasivitit der
malignen Pleurakarzinomzellen assoziiert (Hugo H et al. 2007). Thompson EW fiihrte mit
verschiedenen Mammakarzinomzelllinien Migrationsassays in einer Boyden-Kammer durch.
Die Vimentin-positiven und Ostrogenrezeptor-negativen Zelllinien Hs578T, BT549 aus einem
Primértumor und MDA-MB-231 und MDA-435 aus einem MPE beim Mammakarzinom,
zeigten eine signifikant erhdhte Invasivitét als z.B. die Zelllinien T47D und MCF-7 (beide aus
MPE), die Vimentin-negativ waren und den Ostrogenrezeptor exprimierten. Alle Patienten
unseres Kollektivs mit verfligbaren Priméartumordaten (3736, 3766, 3848) zeigten
interessanterweise im Vergleich zum Primirtumor einen Verlust des Ostrogenrezeptors in den
Pleurakarzinomzellen. Mani SA beobachtete zudem, dass in Zusammenhang mit der
epithelialen-mesenchymalen Transition einer Mammakarzinomzelllinie diese
Stammzellmarker (CD44"" CD24'°") exprimierte und unter speziellen Kulturbedingungen
leichter sogenannte ,,Mammosphiren* ausbildete. Diese Mammosphdren sind kompakte
Aggregate aus 30-150 Zellen, die in nicht adhédsiven Platten aus jeweils einer einzelnen Zelle
nach 7-10 Tagen in Kultur entstanden sind (Mani SA et al 2008). Die zelluldre
Charakterisierung unseres Kollektivs ergab, dass in allen vier Pleuraergiissen Aggregate zu
identifizieren waren. In drei Ergiissen konnten kompakte Erguss-Sphéroide identifiziert
werden.

In Zukunft soll anhand eines erweiterten Patientenkollektivs geklart werden, ob Patienten, die
eine epitheliale-mesenchymale Transition im MPE zeigen eine schlechtere Prognose als das
Restkollektiv zeigen und welche Rolle die E-Cadherin Expression einnimmt. Unser kleines
Kollektiv (n=4) zeigte sich beziiglich Rezidivhiufigkeit und Uberlebenszeit nach dem
Auftreten von einem MPE sehr heterogen. Zwei Patienten zeigten bis zur Entwicklung der
MPE ein Rezidiv (3736, 3766), zwei Patienten entwickelten zeitlich versetzt zwei Rezidive
(3848, 3862, Tabelle 3). Die Patientin mit 100 % E-Cadherin-positiven Epithelzellen verstarb
ein Tag nach Diagnose des malignen Ergusses. Die Patienten 3736 und 3848 sind am Leben,
Patient 3766 verstarb 410 Tage nach dem erstmaligen Auftreten eines Ergusses. Ein weiterer
interessanter Aspekt wire die Klarung der Frage zu welchem Zeitpunkt die Transition
stattgefunden haben kann und ob diese bereits im Primdrtumor nachzuweisen ist. Weitere zu
klirende Punkte wéren der zusitzliche Nachweis von N-Cadherin und die Untersuchung
inwieweit das Tumorenvironment eine Rolle bei der Entwicklung eines epithelialen-

mesenchymalen Switches spielt. Eine Mdglichkeit ist die Charakterisierung der
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Pleuraergussfliissigkeit nach 16slichen Faktoren wie z.B. FGF (Fibroblast growth factor), IGF
(Insulin-like growth factor), IL-6 (Interleukin 6) und NGF (nerve growth factor), die von
tumorassoziierten Fibroblasten ausgeschiittet werden und die die Transition fordern
(Bhowmick NA et al. 2004). Eine genaue Charakterisierung der Fibroblasten im MPE nach
z.B. Antigenen wie das "smooth muscle actin" oder das Fibroblasten-Aktivator-Protein, das
von tumorassoziierten Fibroblasten exprimiert wird, wére aufschlussreich (Hugo H et al.
2008).

Die Charakterisierung der Immunzellen im Pleuraerguss zeigte, dass sowohl in den MPE der
Mammakarzinompatienten als auch der Bronchialkarzinompatienten sehr wenig T-Zellen den
spiten Aktivierungsmarker CD25 mit im Durchschnitt 3 % beim Mammakarzinom (SB 1-6%)
und 8 % (SB 6-9 %) beim Bronchialkarzinom exprimierten. Aguiar LM beobachtete auch
einen geringeren Anteil an CD3+/CD25+ Zellen im malignen Erguss im Vergleich zum
Peripherblut von Patienten mit einem malignen Pleuraerguss (Aguiar LM. et al. 2008). Die
Aktivierung der T-Zellen erfolgt normalerweise liber den Kontakt mit antigen-présentierenden
Zellen (APCs). Eine Aktivierung der T-Zellen kommt nur zustande wenn die APCs ein
erregerspezifisches Antigen bzw. tumorassoziierten Antigen (Peptid) in Assoziation mit
Molekiilen der MHC Klasse I und II und kostimulatorischen Molekiilen (B7.1, B7.2, CD26,
CD44, CD54) présentieren. Des Weiteren miissen die T-Zellen {iber einen passenden T-
Zellrezeptor verfligen, der das Peptid in Verbindung mit den MHC-Molekiilen erkennt. Eine
Interaktion des kostimulatorischen Molekiils und des dazugehorigen Liganden auf der T-Zelle
(z.B. CD28 fiir die B7-Familie) fiihrt zu einer Proliferation der T-Zelle, zu einer erhéhten
Expression des IL-2 Rezeptors (CD25), sowie von CTLA-4, CD40L auf den T-Zellen. Die
Aktivierung einer naiven T-Zelle, ihrer anschlieBenden Proliferation und Differenzierung ist
nur dann moéglich, wenn beide Signale (MHC/Peptid und kostimulatorisches Molekiil) auf
derselben Antigen-prasentierenden Zelle zur Verfligung stehen. Diese Voraussetzung wird
nur von den professionellen APCs erfiillt. Die wichtigsten bekannten APCs sind dendritische
Zellen, aber auch B-Lymphozyten und Makrophagen kdnnen als Antigen-pridsentierende
Zellen wirken (Neumann, Jiirgen; Berlin, Springer, 2008). Die Charakterisierung der
Immunzellen im Erguss beinhaltete in dieser Arbeit nicht den Nachweis von Makrophagen
oder dendritischen Zellen. In jeder untersuchten Ergussprobe konnten jedoch CDI14+
Monozyten nachgewiesen werden, die das Potential besitzen sich in Makrophagen oder

dendritische Zellen zu differenzieren. Makrophagen und dendritische Zellen konnten von
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anderen Arbeitsgruppen in malignen Ergilissen nachgewiesen werden (Surdacka A et al. 2003,
Gjomarkaj M et al. 1997, Hamburger AW et al. 1985, Hammerstrom J. et al 1980).
Gleichzeitig stellt sich die Frage warum trotz im MPE vorhandener APCs eine Immunantwort
gegen die malignen Zellen im Erguss nicht stattfindet. Tumorzellen im Erguss kénnen iiber
die Ausschiittung von immunsupprimierenden Zytokinen wie z. B. IL-10 indirekten Einfluss
auf die Immunantwort nehmen (Groux H 1996, Schwartz RH et al 1996). In MPE
unterschiedlicher Tumore wurde, unabhéngig von mehreren Wissenschaftlern, das Zytokin
IL-10 verstarkt im Vergleich zu gutartigen Ergilissen nachgewiesen (Sikora JJ et al 2004,
Antony VB et al. 2003, Chen YM et al 1996). IL-10 ist ein antiinflammatorisches Zytokin,
das die Immunantwort iiber eine Herunterregulation der MHC I und II Klasse Molekiile,
sowie kostimulatorischen Molekiile auf den Makrophagen bewirken kann. Folglicherweise
werden die Peptide von den Rezeptoren auf den T-Zellen nicht erkannt und die T-Zelle wird
nicht aktiviert.

Der Nachweis von NK-Zellen im Erguss zeigte, dass in den MPE beim MK mit
durchschnittlich 12 % der Leukozyten im Pleuraerguss dhnlich viele NK-Zellen nachgewiesen
werden konnten, wie sie z.B. im Peripherblut mit anteilig 15 % der Blut-Lymphozyten zu
erwarten sind (Blut-Physiologie des Menschen; W. Kaboth und H. Begemann, Urban und
Schwarzenberg Verlag). Bei den MPE der Bronchialkarzinompatienten zeigte sich ein hoherer
Anteil an NK-Zellen mit durchschnittlich 20 % der Leukozyten im Erguss. Oka M
untersuchte die immunologische Funktion von Immunzellen aus dem Peripherblut und aus
malignen Pleuraergiissen von Patienten mit einer malignen Grunderkrankung. Er konnte eine
geringere Aktivitit der NK-Zellen im MPE im Vergleich zu den NK-Zellen aus dem
Peripherblut derselben Patienten feststellen. Die NK-Zellen aus dem Peripherblut konnten in
einem zytotoxischen Assay durchschnittlich 50 = 10,3 % der Targetzellen (Zelllinie K562)
lysieren. Die NK-Zellen aus dem malignen Erguss aber nur durchschnittlich 20 + 10,4 % der
Zielzellen (Oka M et al 1993). Uchida A. konnte bereits 1984 zeigen, dass Tumorzellen aus
einem malignen Pleuraerguss entscheidenden Einfluss hatten auf die Aktivitdt von NK-Zellen.
Wurden die NK-Zellen aus Peripherblut von gesunden Spendern vor ihrer Zugabe zu der
Zelllinie K562 mit Tumorzellen aus einem malignen Pleuraerguss fiir 20 h kokultiviert, so
wurden die K562 Zellen nicht mehr von den NK- Zellen lysiert. (Uchida A et al. 1984).

Inwieweit die autologen Pleurakarzinomzellen einen hemmenden Einfluss auf die NK-Zellen
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im Erguss haben und welche Mechanismen die NK-Zellanergie fordern muss in Zukunft
genauer untersucht werden.

Die Charakterisierung der Immunzellen in den malignen Pleuraergiissen der Mamma- und
Bronchialkarzinompatienten zeigte aullerdem, dass das Verhiltnis der im MPE vorhandenen
T-Helfer zu zytotoxischen T Zellen bei 2,5:1 lag. Insgesamt waren im Erguss mit einer
Streubreite von 8-30 % weniger zytotoxische T-Zellen zu detektieren als diese mit einer
Streubreite von 19-42 % im Peripherblut zu erwarten sind (Blut-Physiologie des Menschen;
W. Kaboth und H. Begemann, Urban und Schwarzenberg Verlag). Der Anteil der T-Helfer
Zellen bewegte sich mit einer Streubreite von 18-85 % in einem normalen Rahmen. Eine
verminderte Anzahl von zytotoxischen T-Zellen im MPE konnte auch Atanackovic D in den
von ihm untersuchten malignen Pleuraergiissen beobachten (Atanackovic D et al 2004). Er
bestimmte den Anteil von CD3+/CD8+ Zellen aus dem Peripherblut gesunder Probanden
(n=17) und verglich diese mit dem Anteil zytotoxischer T-Zellen aus malignen
Pleuraergiissen (n=16). Er detektierte 30 % CD8+ T-Zellen im Peripherblut im Vergleich zu
24 % CD8+ T-Zellen in den MPE. Zytotoxische T-Lymphozyten sind spezifische
Effektorzellen, die die Fahigkeit der Lyse besitzen. Die Zerstorung der Zielzelle durch die
CD8+ Zellen erfolgt normalerweise {iber das Auslosen der Apoptose durch den Fas-Liganden
(Russell JH et al. 2002), der an den Fas-Rezeptor (CD95) der Zielzelle bindet. Jedoch kann
eine Prisentation des Fas-Liganden auf den Tumorzellen zu einer Interaktion mit Fas-
exprimierenden Effektorzellen fithren. Dies fiihrt zu einer Apoptose der Effektorzellen. Sikora
J konnte zeigen, dass auf den Tumorzellen aus malignen Pleuraergiissen ein Verlust von
CD95 und erhohte Level des Fas Liganden zu detektieren waren. Im Vergleich dazu
exprimierten die tumorassoziierten Lymphozyten (TALs) im malignen Erguss den Fas-
Rezeptor und in deutlich vermindertem Malle den Fas Liganden (Sikora J et al. 1998). Dies
konnte ein Grund dafiir sein, warum die zytotoxischen T-Zellen im MPE unterrepriasentiert
sind. Inwieweit eine Expression der Fas-Liganden auf den Pleurakarzinomzellen unseres
Kollektivs vorliegt und ob die CD8+ Effektorzellen im MPE CD95 présentieren, muss in
Zukunft auf den MPE proben gezeigt werden.
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4.2.2 Molekulare Heterogenit:it

Die molekulare Charakterisierung der Epithelzellen im Erguss erfolgte mit ausgewahlten
therapie- prognose-, sowie chemoresistenz-assoziierten Antigenen. Es wurden bereits fiir die
Therapie des Mammakarzinoms etablierte Zielantigene wie z.B. der Ostrogen-/und
Progesteronrezeptor (antihoromonelle Therapie mit Tamoxifen/Fulvestrant) sowie das
HER2/neu Antigen (Antikorpertherapie mit Trastuzumab/Herceptin) ausgewdihlt. Weitere
Antigene, wie z.B. EGF-R, CD44 v6, CEA und das UPA-System, die als Zielantigene
verschiedener  Tumorentititen  diskutiert  werden, wurden ebenso auf den
Pleurakarzinomzellen analysiert (siche Tabelle 11). Der monoklonale Antikorper Cetuximab,
gegen den EGF-Rezeptor, ist fiir die Therapie des kolorektalen Karzinoms, sowie fiir
Plattenepithelkarzinome des Kopf und des Halses in der EU, Schweiz und USA zugelassen.
Der Antikérper Bevatuzumab mertansine wurde bereits in einer Phase 1 Studie gegen das
Antigen CD44 v6 beim metastasierten Mammakarzinom getestet (Rupp U et al. 2007). Der
monoklonale Antikdrper Labetuzumab gegen das Antigen CEA befindet sich in der
préiklinischen Phase und unterdriickte das Wachstum von Lungenmetastasen kolorektaler
Tumorzellen im Mausmodell (Blumenthal RD et al. 2005). Ein Inhibitor gegen UPA (WX-
671) wird fiir die Therapie des fortgeschrittenen Mammakarzinoms in einer Phase II Studie
getestet (Wilex AG, Pressemitteilung am 24.7.2008, Artikelnummer: 304124). Der Nachweis
chemoresistenz-vermittelnden Antigene wie z.B. P-Glykoprotein oder Topoisomerase la auf
den Pleurakarzinomzellen sollten Aufschluss iiber bereits existierende Resistenzmechanismen
geben und auf diese Weise den Einsatz molekularer Therapiestrategien bei der Behandlung
MPE unterstreichen.

Die molekulare Charakterisierung der Epithelzellen im MPE der Patienten zeigte, dass die
therapierelevanten Antigene ER und PgR bei den MPE der Mammakarzinompatienten mit nur
24 % (ER) und 6 % (PgR) anteilig positiven Ergussproben deutlich unterreprasentiert waren.
Auf den Epithelzellen der MPE beim Bronchialkarzinom waren die Hormonrezeptoren nicht
detektierbar. Die vergleichende Analyse des Hormonrezeptorstatus auf den MPE Zellen und
dem korrespondierenden Primdrtumor der Mammakarzinompatienten zeigte einen
signifikanten Verlust der Hormonrezeptoren auf den dissiminierten Pleurakarzinomzellen.
Eine Verdnderung des Hormonrezeptorstatus von Metastasen im Knochen (n=11), im

Weichteilgewebe (n=9), der Leber (n=3), im MPE (n=4), der Lunge (n=1) und der Gehirn-
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Riickenmarksfliissigkeit (n=1) im Laufe eines progredienten Mammakarzinoms konnte auch
C. Simmons bei 40 % der untersuchten Patienten (n=29) im Vergleich zum
korrespondierenden Primértumor beobachten (Simmons C et al. 2008). E. Amir konnte bei
der Untersuchung von neun Mammakarzinompatienten feststellen, dass sechs der Patienten
(67 %), die einen Ostrogenrezeptor-positiven (ER+) Primirtumor aufwiesen,
Ostrogenrezeptor-negative (ER-) Metastasen im Knochen hatten. Neun von 19
Mammkarzinompatienten (47 %) wiesen einen ER- Primdrtumor auf, zeigten aber ER+
Metastasen im Knochen. Als Erkldrung hierfiir wird die Art der Therapie (Chemotherapie
oder Hormontherapie) wéhrend des Intervalls beider Biopsieentnahmen genannt (Amir E et
al. 2008). T. Fehm =zeigte, dass nur 14 % (12 von 88) der Patienten aus einem
Patientenkollektiv von n= 88 Patienten, die einen ERo+ Primdrtumor aufwiesen auch ERo+
dissiminierte Tumorzellen im Knochenmark zeigten (Fehm T et al. 2008). Diese Daten
unterstreichen erneut, dass ER- Tumorzellen hochinvasiv sind. Des Weiteren zeigen diese
Ergebnisse deutlich, dass fiir die Therapie des metastasierten Mammakarzinoms der
Hormonrezeptorstatus des Primértumors nicht herangezogen werden kann.

Die weitere molekulare Charakterisierung der MPE zeigte, dass die Antigene EpCAM, MUC-
1, CEA, CD44 v6, EGFR, E-Cadherin, KI-67 und UPAR von jeweils iiber der Hélfte der
MPE beim Mamma- und Bronchialkarzinompatienten auf den Epithelzellen im MPE
exprimiert wurden. Fiir die Diagnose und Unterscheidung von MPE der Adenokarzinome und
Mesotheliome werden die Antigene CEA, EpCAM, E-Cadherin und MUC-1 herangezogen
(Grefte JM et al. 2008, Pu RT et al. 2008, Li Q et al. 2006, Davidson B et al. 1999). Die
Expression der Antigen CEA und EpCAM korrelierte bei den MPE der Mammakarzinome
signifikant positiv mit der prognostisch ungiinstigsten Patientengruppe des Gesamtkollektivs.
Eine EpCAM und CEA Expression konnte bei allen Bronchialkarzinom-Patienten
nachgewiesen werden. Erhohte Serumspiegel des 16slichen Tumormarkers CEA werden bei
40-50 % der Patienten mit einer Metastasierung diagnostiziert (Duffy MJ et al. 2006, Jager W
et al. 2000, Hayes DF et al 1994). Das Antigen CEA ist ein bei MPE von Adenokarzinomen
haufig nachgewiesenes Oberflichenmolekiil, das hauptsidchlich bei der Differentialdiagnose
der MPE eingesetzt wird (Marchevsky AM et al. 2007, Grefte JM et al 2008). Das Antigen
CEA wird in der Literatur jedoch nicht als Zielantigen bei der Therapie von MPE beim
metastasierten Mammakarzinom und Bronchialkarzinom diskutiert. Monoklonale Antikdrper

(Labetuzumab, hPR1A3) die gegen das Antigen CEA gerichtet sind wurden jedoch bereits in
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vitro an CEA-positiven Zelllinien und in vivo im Mausmodell getestet (Blumenthal RD et al.
2008; Conaghan P et al. 2008, Kuroki M et al. 2005). CEA konnte somit fiir die Therapie von
Patienten mit einem fortgeschrittenen Mamma- und Bronchialkarzinom ein geeignetes
Zielantigen darstellen. Wie CEA wird auch das epitheliale Antigen EpCAM als wichtiger
diagnostischer Marker fiir die Identifizierung von Adenokarzinomen diskutiert. Die ex vivo
Therapie von malignen Pleuraergiissen mit einem bispezifischen Antikorper gegen EpCAM
und CD3 zeigte nach 72 h eine durchschnittliche spezifische Lyse der EpCAM-positiven
Ergusszellen von 57 £ 29,5 % bei sieben Ergussproben. Das Antigen EpCAM kann somit
auch als ein geeignetes Zielantigen bei der Therapie der MPE gesehen werden (Witthauer J et
al. 2008). Der Wachstumsfaktorrezeptor EGF (Her-1) war mit 82 % bei den MPE der
Mammakarzinome und mit 100 % bei den MPE der Bronchialkarzinome &hnlich stark wie das
epitheliale Antigen EpCAM vertreten. Der deutliche Nachweis des EGF-Rezeptors sowohl
bei den MPE des Mamma- und Bronchialkarzinoms erdffnet die Moglichkeit einer Therapie
mit monoklonalen Antikérpern wie z.B. Cetuximab und oder niedermolekulare
Tyrosinkinaseinhibitoren (small molecules). In Zukunft muss die Ansprechrate der malignen
Ergiisse ex vivo fiir die aufgefiihrten molekularen Therapiestrategien mit Antikérpern oder
small molecules gegen CEA, EpCAM und EGFR getestet werden. Des Weiteren soll
untersucht werden, inwieweit die Molekiilstruktur der Oberflichenantigene CEA, EpCAM
und EGFR und das Tumorenvironment bei einem Nichtansprechen auf die Therapie eine
Rolle spielen.

Unterschiede bei der Charakterisierung der Epithelzellen im MPE der Mammakarzinom- und
Bronchialkarzinom- Patienten waren fiir die Antigene EphrinA2 und KI-67 zu beobachten.
Der Tyrosinkinaserezeptor Ephrin A2 war nur bei einem der 17 untersuchten MPE beim
Mammakarzinom zu detektieren. Die MPE beim Bronchialkarzinom hingegen waren zwei
von drei positiv flir EphrinA2 mit einem auflerdem hohen Anteil von >70% positiven
Epithelzellen. Der EphrinA2 Rezeptor wird von verschiedenen Tumoren der z.B. Brust,
Lunge, des Pankreas und Kolon exprimiert und wird deswegen als therapeutisches Zielantigen
diskutiert (Ireton RC et al. 2005). Der Nachweis des EphrinA2 Rezeptors auf den
Pleurakarzinomzellen von MPE wurde bis jetzt noch nicht in der Literatur beschrieben. Jantz
MA konnte eine Expression von EphrinA2 auf den Mesothelzellen eines Mesothelioms
nachweisen (Jantz MA et al. 2008). Auf nicht reaktiven benignen Mesothelzellen konnte der

Rezeptor nicht detektiert werden. EphrinA2 hatte einen entscheidenden Einfluss auf die
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Migration und Proliferation der Mesothelzellen. Wurde die EphrinA2 Rezeptor Expression
mit Hilfe von siRNAs herunterreguliert, so verloren die Zellen ihre migratorische Eigenschaft,
stellten ihre Proliferation ein und wurden iiber eine Aktivierung der Capsase-9 apoptotisch
(Nasreen N et al. 2006). Inwieweit der EphrinA2 Rezeptor eine Rolle bei der Migration und
der Apoptose der Tumorzellen beim Bronchialkarzinom im Vergleich zum MPE beim
Mammakarzinom spielt muss in Zukunft an Hand eines groferen Patientenkollektivs geklart
werden. Neben einer im Vergleich zum Mammakarzinom verstiarkten EphrinA2 Expression
der Epithelzellen beim Bronchialkarzinom konnte auch auf diesen mittels Ki-67 ein doppelt
so hoher Anteil an proliferierenden Zellen im Vergleich zum MPE beim Mammakarzinom
nachgewiesen werden. EphrinA2 stellt somit neben CEA, EpCAM und EGFR ein weiteres
geeignetes Zielantigen bei der molekularen Therapie maligner Pleuraerglisse beim
Bronchialkarzinom dar.

Der Proliferationsmarker Ki-67 war bei 13 von 17 MPE der Mammakarzinompatienten und
allen MPE der Bronchialkarzinompatienten nachzuweisen. Der Anteil der positiv geféarbten
Epithelzellen jedoch war bei den Bronchialkarzinompatienten doppelt so hoch wie bei den
Mammakarzinompatienten. Ein weiterer Grund der geringen Anzahl proliferierender
Epithelzellen im MPE beim Mammakarzinom kann sein, dass die Patienten nach Entfernung
des Primdrtumors im Gegensatz zu den Bronchialkarzinompatienten iiber einen sehr viel
langeren Zeitraum bis zur Entwicklung des MPE chemotherapeutisch behandelt wurden (36
Tage versus 64 Monate). Neubauer H konnte beobachten, dass nach einer systemischen
Chemotherapie bei 87 Patienten die Expression des mittleren Ki-67 Index von 30 % auf 13 %
zuriickging (p < 0,01) (Neubauer H et al. 2008). Die multimodalen Therapiestrategien der
Mammakarzinompatienten (Chemotherapie, antihormonelle Therapie und Antigentherapie)
iiber einen durchschnittlichen Zeitraum von 64 Monaten (SB 7-200 Monaten) konnen zu einer
gezielten Selektion der Tumorzellen im Laufe der Erkrankung fiihren. Des Weiteren kann
eine verminderte Ki-67 Expression mit einer Resistenz beziiglich des Chemotherapeutikums
5-FU assoziiert sein. Cabibi D konnte zeigen, dass 16 % der Patienten aus ihrem Kollektiv
von n=80 Patienten das Zellzyklusenzym Thymidilatsynthase in den befallenen Lymphknoten
schwicher exprimierten als im korrespondierenden Primértumor. Der Verlust des Enzyms
Thymiylatsynthase ist mit einem schlechten Ansprechen auf eine 5-FU Therapie assoziiert
(Cabibi D et al 2007). Gleichzeitig konnten sie zeigen dass in diesen Lymphknoten auch

weniger Ki-67 positive Zellen im Vergleich zum korrespondierenden PT zu detektieren
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waren. Der Nachweis des Enzyms Thymidilatsynthase und des Proliferationmarkers KI-67 in
den Pleurakarzinomzellen konnte Aufschluss iiber mogliche Resistenzmechanismen
ermoglichen. Inwieweit diese Marker ein priadiktives Potential besitzen muss in Zukunft
geklért werden.

Die Untersuchung weiterer moglicher Resistenzmechanismen ergab, dass die Topoisomerase
la nur 2 von 17 (12 %) der untersuchten Mammakarzinompatienten auf den
Pleurakarzinomzellen der MPE exprimierten. Eine Therapie mit den Chemotherapeutika
Irinotecan oder Topotecan kommt somit fiir 88 % der Patienten des untersuchten Kollektivs
nicht in Frage. Das P-Glykoprotein wurde wider Erwarten auf nur 29 % der untersuchten
Proben der Mammakarzinome exprimiert und lie sich des Weiteren auf nur durchschnittlich
25 % der Epithelzellen nachweisen. Bei den MPE der Bronchialkarzinome war jeweils ein
Patient positiv fiir Toposiomerase la und P-Glykoprotein. In Zukunft werden weitere
Molekiile, die in chemoresistenzvermittelnde Prozesse involviert sind wie z.B. die MRP-
Familie auf den MPE nachgewiesen werden, um die Komplexitit der Chemoresistenz bei

malignen Ergiissen vollstindig zu erfassen und analysieren zu kdnnen.

43 Effektivitit von MT110

Die ex vivo Therapie der sieben malignen Ergussproben der Mammakarzinompatienten fiihrte
zu einer signifikante Lyse der EpCAM positiven Zellen nach 48h und 72h fiir die beiden
hochsten Konzentrationen 10 (p=0,03) und 1000 ng/ml (p=0,016) MT110. Aus dem Kollektiv
der drei ex vivo therapierten malignen Ergiisse der Bronchialkarzinompatienten, konnte nur
bei einem Erguss eine Lyse der EpCAM positiven Ergusszellen festgestellt werden. Fiir beide
Tumorentititen war sowohl nach 48h als auch nach 72h eine schwache Lyse fiir die
niedrigsten Konzentrationen (0,1 ng/ml und 1 ng/ml) zu sehen. K. Brischwein therapierte die
EpCAM positiven Zelllinien Kato III, MCF-7, MDA-MB 453 und SKBR2, die in einem 1:5
Verhiltnis mit PBMCs von gesunden Spendern versetzt waren fiir 48h mit unterschiedlichen
Konzentrationen von MT110. Die Zelllinien unterschieden sich beziiglich ihrer
Bindungsstellen fiir EpCAM. Kato III zeigte mit 900.000 Bindungsstellen/Zelle die hochste
Anzahl, SKBR3 mit 125.000 Bindungsstellen/Zelle die kleinste Anzahl auf der Zelle. Die
Zelllinie SKBR3 zeigte fiir die beiden Konzentrationen 0,1 und 1 ng/ml eine konstante Lyse

von 40%. Bei den Kato III Zellen hingegen konnte die Lyse der EpCAM positiven Zellen
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nach 1 ng/ml MT110 von 40 % (0,1 ng/ml) auf 70 % gesteigert werden. Je mehr
Bindungsstellen des Antigen EpCAM zur Verfligung stehen, desto mehr CD3-positive Zellen
konnen aktiviert werden (Brischwein et al. 2006). Gleichzeitig ist auch mit einer steigender
MTI110 Konzentration, die Menge an bispezifischen Antikorpern, die EpCAM positive und
CD3 positive Zellen binden und somit die T-Zellen aktivieren, erhoht. Fiir die beiden
niedrigsten Konzentrationen 0,1 und 1 ng/ml war in unserem Kollektiv neben der schwachen
Lyse der EpCAM positiven Zellen ein im Vergleich zu den Konzentrationen 10 ng/ml und
1000 ng/ml auch geringerer Anteil an stimulierten T-Zellen zu detektieren. Gleichzeitig war
eine erhohte Zytokinausschiittung von TNF-o im Vergleich zu den Kontrollantikorpern fiir
die MT110 Konzentrationen von 0,1 und 1 ng/ml nach 48h nur fiir einen Patienten (3823) zu
detektieren. Dieser Patient zeigte aber auch nach 48h mit 13 % und mit 33 % die hdchste
spezifische Lyse des Kollektivs nach MT110 ex vivo Therapie mit 0,1 ng/ml und 1 ng/ml. Fiir
das Zytokin INF-y war dasselbe Phdnomen zu beobachten. Lediglich fiir Patient 3745 war
ebenso fiir 1 ng/ml MTT10 eine im Vergleich zu den Kontrollen erhéhte IFN-y Konzentration
nachzuweisen. Die spezifische Lyse war fiir diesen Patienten mit dem ungiinstigstem E:T
Ratio 1:4 des Kollektiv mit 9 % die dritthochste aller therapierten Patientenproben fiir diese
Konzentration (48h). Die Zytokine TNF-a und IFN-y haben einen entscheidenden Einfluss
auf die Aktivierung und Rekrutierung von immunkompetenten Zellen, wie z.B. Makrophagen,
B-Zellen und T-Zellen und spielen somit eine gro3e Rolle bei der gezielten Aktivierung der
Effektorzellen gegen die Zielzellen (Barber GN et al. 2001, Guidotti LG et al. 1996).
Interessanterweise konnte nur auf diesen malignen Pleuraergiissen (3823 und 3745) mittels
Immunzytologie auf Zytospins eine gleichzeitige Expression der Chemoresistenzmarker bcl2,
Topoisomerase la und P-Glykoprotein filir 3823 und Topoisomerase Ia und P-Glykoprotein fiir
3745 nachgewiesen werden. Diese Beobachtung verdeutlicht umso mehr die Wichtigkeit
gezielter molekularer Therapiestrategien unter Einbezug autologer Effektorzellen bei der
Behandlung maligner Pleuraergiisse des fortgeschrittenen Mammakarzinoms.

Ein weiterer Grund fiir die schwache Ansprechrate der MPE fiir die beiden niedrigsten
eingesetzten Konzentrationen von MT110 kann sein, dass auf Grund der Kultivierung der
Zellen in 96 Well Platten eine Migration der immunkompetenten Zellen zu der Zielzelle nétig
ist. Vor allem bei Patientenproben mit einem E:T Ratio T > 1 bedeutet dies, dass die
Immunzellen auf Grund des Uberschusses von Tumorzellen nicht in unmittelbarer

Nachbarschaft der Zielzellen liegen und es einer Migration der Immunzellen zur Zielzelle
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bedarf (Hoffmann P et al. 2005). Ein E:T Ratio von T > 1 bedeutet fiir die Effektorzelle, dass
diese mehrere Zielzellen angreifen und lysieren muss um alle Zielzellen zerstéren zu kdnnen.
Bei den Patienten 3745, 3892 und 3879, die ein E:T Ratio mit T=4 (3745) und T=2 (3892,
3879) aufwiesen, konnte mit der hochsten Konzentration von MT110 nach 72h eine
spezifische Lyse von 46 % (3745) und 24 % (3892) sowie keinerlei lytische Wirkung bei der
Patientenprobe 3879 erreicht werden. Eine interessante Frage, die es zu beantworten gilt ist,
ob eine MT110 Behandlung mit hoheren Konzentrationen iiber einen Zeitraum von > 72h
eine Steigerung der spezifischen Lyse auf Grund einer z.B. verstirkten Immunzellaktivierung
und ggf. einer induzierten Immunzellproliferation hitte bewirken konnen.

Ein weiterer Aspekt ist die zelluldre Charakterisierung der Zielzellen im Erguss. Die
Ergusszytologie ergab fiir die Patienten 3745 und 3892 beim Mammakarzinom, sowie 3879
beim Bronchialkarzinom das Vorhandensein von sehr kompakten Zellaggregaten (Erguss-
Sphiroide). Fiir die Patientenprobe 3878 (Bronchialkarzinom) konnten lockere Zellaggregate
im Erguss festgestellt werden. Den Nachweis von Aggregaten im Erguss von MPE bei
Mamma- und Bronchialkarzinom konnten auch andere Arbeitsgruppen zeigen (Davidson B et
al. 2004, Michael CW et al 1997, Dieterich M et al. 1994, Wiley EL et al. 1990, Danner DE et
al 1975). Fiir die Ergussproben 3878 und 3879 konnte nach ex vivo Therapie mit MT110
keine Lyse der EpCAM positiven Zellen detektiert werden. Die Patientenprobe 3892 zeigte
nach 72h mit 1000 ng/ml MT110 eine 24 prozentige spezifische Lyse und die Patientenprobe
3745 46 9% lysierte EpCAM positive Zellen. Interessanterweise konnte fiir alle diese
Ergussproben eine Aktivierung der Immunzellen iiber den Nachweis von CD25 und Granzym
B festgestellt werden. Eine interessante Frage in diesem Zusammenhang ist, ob die Erguss-
Sphéroide und Kluster im MPE zum einen eine Penetration des Antikorpers erschweren oder
gar verhindern, und zum anderen in wieweit die Effektorzellen an die Zielzellen im Aggregat
ihre lytische Wirkung entfalten konnen. Garcia de Palazzo I inkubierte vergleichsweise eine
Monolayer der Zelllinie SW948 sowie Sphiroide dieser Zelllinie iiber 4 h und 24 h mit II-2
stimulierten Lymphozyten (E:T Ratio 25 :1) und dem bispezifischen Antikorper CL158. Nach
4h waren 90,7 £ 7,2 % der SW948 Zellen in Monolayer lysiert. Im Vergleich dazu waren
nach 4h erst 8,1 = 1,3 % der Zellen der Sphéroide durch die Lymphozyten lysiert. Nach 24h
waren 64,3 + 22,3 % der Zielzellen im Sphéroid lysiert (Garcia de Palazzo I et al. 1992).
Dieser Versuch zeigte deutlich, dass fiir die Lyse von Sphiroiden eine ldngere Therapiedauer

als fiir die Lyse von Monolayerzellen bendtigt wird und vergleichsweise weniger Zellen im
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Sphéroid zerstort werden konnen. Olabiran Y zeigte, dass das Ausmal} der Diffusion in
Sphéroiden auch von der eingesetzten Antikorper-Konzentration abhéngt (Olabiran Y et al.
1994). Die Arbeit von Langmuir VK zeigte, dass eine hohe Expression des Zielantigens die
Penetration eines Antikdrpers in das Sphéroid verlangsamt (Langmuir VK et al. 1991).
Hjelstuen MH belegte, dass ein Antikdrper umso langsamer in ein Sphiroid gelangt, je héher
seine Affinitit zu dem spezifischen Antigen ist (Hjelstuen MH et al. 1998).

Ein weiterer moglicher Grund fiir die schwache lytische Aktivitdt durch MT110 vor allem fiir
die Ergussproben 3892, 3878 und 3879 konnte das Vorhandensein von regulatorischen T-
Zellen sein, die neben CD25 den Transkriptionsfaktor FoxP3 exprimieren. Diese
Subpopulation von T-Zellen kénnen die Immunantwort gegen die Zielzellen hemmen, indem
sie die Aktivierung der T-Zellen direkt iiber einen Zell-Zellkontakt oder indirekt iiber die
Ausschiittung immunsupprimierender Zytokine (I1-10, TGF-beta) hemmen (Mao C et al.
2008, Gajewski TF et al. 2006). Ein gezielter Nachweis dieser regulatorischen T-Zellen nach
ex vivo Therapie im MPE konnte Aufschluss dariiber geben ob diese Zellen ein mdglicher
Grund fiir die fehlende bzw. geringe lytische Aktivitit der T-Zellen sind.

Dass die Anzahl der Effektorzellen im Erguss sowie die zellulire Beschaffenheit der
Zielzellen einen Einfluss auf den Grad der spezifischen Lyse haben, zeigen exemplarisch die
Ergussproben 3917 und 3924. Diese Ergussproben bestanden ausschlielich aus Einzelzellen
und zeigten bei einem E:T Ratio von 320:1 (3917) und 630:1 (3924) eine spezifischer Lyse
der EpCAM-positiven Zellen von 90 % (3917) und 100 % (3924) nach 72h MT110 ex vivo
Therapie mit 1000 ng/ml.

In Zukuntft gilt es zu kléren, ob es individuell fiir jeden Patienten eine Schwellendosis fiir die
Wirkung des Antikorpers MT110 gibt. Gleichzeitig muss diskutiert werden von welchen
Faktoren die Festlegung der Schwellendosis bestimmt sein kann. Hierfiir soll die Wirkung
von MT110 in Zusammenhang mit der Uberwindung von mdglichen Tumorescape- (z.B.
Ausschiittung immunsuppressiver Zytokine) oder Schutzmechanismen (z.B. Aggregatbildung
der Zielzellen) sowie der Aktivierung von anergen Immunzellen und deren Proliferations- und

Migrationsverhalten in Abhingigkeit von MT110 diskutiert werden.
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4.4 Limitationen fiir den Einsatz bispezifischer Antikorper

Bei der klinischen Anwendung der bispezifischen Antikorper zeigten z.B. die trifunktionellen
bispezifischen Antikoper zum Teil ernst zu nehmende Herz-Kreislauf-Wirkungen, die auf die
Freisetzung ungewohnlich hoher Zytokinmengen bei der Immunzellaktivierung zurtickgefiihrt
werden (,,cytokine release syndrome®). In schweren Fillen resultiert daraus der Sepsis
dhnlicher Symptomenkomplex, der als SIRS (,,systemic inflammatory release syndrome)
bezeichnet wird. Fiir das Auftreten solcher systemisch-toxischer Nebenwirkungen wurde
insbesondere der Fc-Teil kompletter Antikorper verantwortlich gemacht (McCall AM et al.
1999). Zur Vermeidung dieser Effekte wurden bispezifische Antikdrper entwickelt, die keinen
Fc-Teil besitzen wie z.B. single-chain-Antikorper (Brischwein K et al. 2006, Kufer P et al.
2004, Dreier T et al. 2002). Da es auf Grund des nicht vorhandenen Fc-Teils zu keiner
weiteren Aktivierung und Rekrutierung akzessorischer Immunzellen (z.B. Makrophagen)
kommt, sollte das AusmaBl der Zytokin-Sekretion und damit das Risiko systemischer
Nebenwirkungen niedrig gehalten werden. Trotzdem kommt es auch bei den sogenannten
BiTE-Molekiilen zu einer gezielten Aktivierung der T-Zellen und einer Freisetzung von
Zytokinen (Brischwein K et al. 2006). Blinatumomab (MT103/MEDI-538) ist ein
bispezifischer Antikorper der erfolgreich in Phase I und II bei der Therapie des Non-Hodgkin-
Lymphoms und bei der akuten lymphatischen Leukédmie eingesetzt wird. Blinatumomab kann
als klinisches ,,Proof of Concept* der bispezifischen Antikérper ohne Fc-Teil gesehen
werden. Dieser Antikorper, der sich in einer Phase II-Studie befindet fiihrte in einer Phase I
Studie nach kontinuierlicher intravendser Verabreichung. mit 0,06 mg/m2 pro Tag fiir 4-8
Wochen bei 7 von 7 Patienten zu einem kompletten bzw. teilweisen Ansprechen des Tumors.
Die Remissionen in dieser Dosierungskohorte hielten in allen Patienten an, wobei die am
langsten beobachtete Remission lédnger als ein Jahr andauerte (letzter Stand Juni 2008).
Haufigste Nebenwirkungen waren bislang Lymphopenie, Fieber und Leukopenie. Weniger
hiufig wurden eine transiente Neutropenie und Thrombozytopenie, ein voriibergehender
Anstieg der Leberenzymwerte und ZNS-Ereignisse beobachtet, die jedoch alle vollstindig
reversibel waren (Bargou R et al 2008).

Die intraperitoneale Gabe des trifunktionalen Antikorpers Catumaxomab (anti-EpCAM x
anti-CD3) fiihrte bei Patienten mit Aszites in Folge verschiedener Tumorerkrankungen zu

deutlichen Vorteilen gegeniiber einer alleinigen Punktion. Die Phase-II/III-Studie umfasste
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258 Patienten mit malignem Aszites infolge von epithelialen Tumoren. 129 von ihnen waren
an einem Ovarialkarzinom (OC) erkrankt; weitere 129 litten an nicht-ovarialen Karzinomen
(nonOC). Das mediane punktionsfreie Uberleben nach Catumaxomab-Behandlung betrug 46
Tage, verglichen mit 11 Tagen in der Kontrollgruppe, die lediglich punktiert wurden. Der
sekundédre Endpunkt ,,punktionsfreie Zeit” betrug in der Catumaxomab-Gruppe 77 Tage im
median gegeniiber 13 Tagen im Kontrollarm. Das mediane Gesamtiiberleben betrug nach der
Behandlung mit Catumaxomab 72 Tage im Vergleich zu 68 Tagen in der Kontrollgruppe.
Eine Analyse der Patienten, die die Studie protokollgemdll durchlaufen haben, zeigte eine
Verlidngerung des medianen Gesamtiiberlebens (86 vs. 68 Tage). Haufigste Nebenwirkungen
waren Fieber, Ubelkeit und Erbrechen. Diese Symptome resultieren aus der
Zytokinfreisetzung, die mit der Wirkweise von Catumaxomab verbundenen ist. Im
Allgemeinen waren die Nebenwirkungen limitiert, gut kontrollierbar und meist reversibel.
Voriibergehende Erh6hungen der Leberwerte und der Zahl weiller Blutkdrperchen wurden
unter Catumaxomab regelmiBig beobachtet, aber selten als klinisch signifikant eingestuft. Der
trifunktionelle bispezifische Antikérper Catumaxomab steht kurz vor seiner klinischen
Zulassung (Fresenius Biotech, Trion, Journal Onkologie 2008).

In Zukunft muss geklart werden ob fiir die Therapie maligner Pleuraergiisse beim Mamma-
und Bronchialkarzinom eine intravendse Therapie oder eine intrapleurale Therapie angestrebt
werden soll. Eine wichtige Frage, die sich stellt ist, wie abschdtzbar und wie hoch die
Nebenwirkungen des bispezifischen Antikérpers MT110 sind, wenn dieser bei der Therapie

maligner Pleuraergiisse in die Pleurahohle verabreicht wird.

4.5 Zusammenfassung

Uber die Hilfte aller malignen Pleuraergiisse sind durch solide Tumore des Mamma- und
Bronchialkarzinoms bedingt und stellen eine Fernmetastasierung dar. Trotz therapeutischer
MafBnahmen wie der Pleurodese mit Talkum ist die Prognose der Patienten schlecht und ihre
mittlere Uberlebenszeit betrigt nur wenige Monate. Deswegen sind innovative und effiziente
Therapiestrategien fiir die Therapie der Pleurakarzinose dringend notwendig.

In dieser Arbeit wurden maligne Pleuraergiisse (MPE) von Mamma- und Bronchial-
karzinompatienten auf zelluldrer und molekularer Ebene charakterisiert. Die zelluldre

Zusammensetzung der malignen Pleuraergiisse und die Expression prognose-, therapie- und
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chemoresistenzassoziierter Antigene wurden mittels immunhistochemischer Methoden
nachgewiesen. Die Charakterisierung der Ergiisse zeigte eine patienten- und tumorbedingte
zelluldre und molekulare Heterogenitdt. Dabei unterschieden sich die malignen Pleuraergiisse
beziliglich der Ergussmenge, der aus den Ergilissen isolierten Zellzahl, ihrer zelluldren
Zusammensetzung, der Beschaffenheit der Pleurakarzinomzellen (Einzelzellen, Aggregate)
und ihrer Antigenexpression.

Die Analyse des Hormonrezeptorstatus ergab einen signifikanten Verlust des Ostrogen-
(p=0,002) und Progesteronrezeptors (p=0,0005) auf den Pleurakarzinomzellen im Vergleich
zum korrespondierenden Primértumor. Therapierelevante Antigene aber wie z.B. das
epitheliale Antigen EpCAM, das Glykoprotein MUC-1 und der Wachstumsfaktorrezeptor
EGF-R waren auf mehr als 70 % der MPE beim Mamma- und Bronchialkarzinom vertreten.
In dieser Arbeit wurde daraufhin in einer ex vivo Studie die Wirksamkeit des bispezifischen
Antikorpers MT110 gegen das Antigen EpCAM und den T-Zellrezeptor CD3 als
Therapiestrategie flir die Behandlung maligner Pleuraergiisse gestestet. Der Anteil der
antikdrpervermittelnden spezifischen Lyse der EpCAM-positiven Pleurakarzinomzellen
wurde mit Hilfe der DurchfluBzytometrie (FACS) bestimmt. Die MT110 abhingige
Aktivierung der CD4- und CD8-positiven T-Zellen wurde {iber die Antigene CD25, Granzym
B und die Ausschiittung immunmodulierender Zytokine nachgewiesen (FACS). Die ex vivo
Therapie der MPE beim Mammakarzinom ergab eine dosisabhingige signifikante spezifische
Lyse der Targetzellen nach 48 h und 72 h mit 10 ng/ml und 1000 ng/ml MT110 (48 h, p =
0,03; 72 h, p = 0,016). Bei einer Behandlungsdauer von 72 h erzielte MT110 in einer
Konzentration von 1000 ng/ml eine spezifische Lyse der EpCAM-positiven Zellen von 57 %
+29.5 % (MW = stabwn).

Die ex vivo Therapie der MPE beim Bronchialkarzinom fiihrte zu einer durchschnittlichen
spezifischen Lyse von 30 + 38 %, die nicht signifikant war (72h, 1000 ng/ml). Der spite
Aktivierungsmarker CD25 war nach 48h und 72h mit 1000 ng/ml MT110 auf den CD4- und
CDS8-positiven Pleuraergusszellen der Mammakarzinompatienten (p=0,03; p=0,016) und
Bronchialkarzinompatienten (nicht signifikant) verstirkt exprimiert. Der erhdhte Nachweis
von TNF-a (p = 0,016) und IFN-y (p = 0,03) in den Mediumiiberstinden der MPE beim
Mammakarzinom deutete auf eine TH-1 vermittelte Inmunantwort hin.

Die ex vivo Therapie der MPE mit MT110 zeigte, dass das epitheliale Antigen EpCAM ein

geeignetes Zielantigen fiir die molekulare Therapie der Pleurakarzinose darstellt. Der
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bispezifische Antikorper MTI110 bewirkte eine zielgerichtete spezifische Lyse der
Pleurakarzinomzellen durch die Stimulation der autologen Immunzellen im malignen Erguss.
Mogliche Einfliisse auf die Hohe der antikdrperspezifischen Lyse sind das Vorhandensein von
Aggregaten im Erguss, das Verhéltnis der Effektor- und Targetzellen, sowie die
Stimulierbarkeit der T-Lymphozyten. Die Wirkungsweise des Antikérpers MT110 muss in
Zukuntft fiir ein groferes Patientenkollektiv getestet werden. Der Antikorper befindet sich seit
April 2008 in einer klinischen Phase I und wird bei Patienten mit EpCAM-positiven, lokal
fortgeschrittenen, rezidivierten oder metastasierten Karzinomen auf Vertrdglichkeit und
Antitumoraktivitdt hin untersucht. Zukiinftige klinische Studien sind ndtig, um die
Wirksamkeit von MT110 bei Patientinnen mit MPE beim Mamma- und Bronchialkarzinom

zu bestitigen.
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6 Anhang

6.1 Tabellen

Patient | Diagnose PT | Histologie T N M | UICC Differenzierung | ER PgR Her2/neu
Stadium
P3736 | 1/04 Invasiv duktal | T2 | NO | MO Ib Gl 6/12 12/12 | negativ
P3745 | 3/2003 Invasiv duktal | TI | N2 | Mx - G2 positiv | positiv | negativ
P3766 | 1994 k.A. T4 | NO | MO 1Ib G2 21 830 negativ
P3815 | 09/99 k.A. T4c | N1 MIl v G2 12/12 | 4/12 2+
P3823 | 5/2002 Invasiv duktal | Tlc | N1b | Mx - G3 12/12 | 12/12 | 2+
P3824 | 1/2004 Invasiv duktal | T2 | N3a | MO 11Ib G3 negativ | negativ | negativ
P3826 | 1/88 k.A. T2 | N1b | MO IIla G3 20 173 negativ
P3834 | 7/90 Invasiv duktal | T4b | N1b | MO IIla G2 124 51 k. A
P3841 | 3/2003 Invasiv duktal | Tlc | Nla | MO IIla G2 2 /12 6/12 3+
P3848 | 3/99 Invasiv lobuldr | T4 | N1b | MO Ila G3 positiv | positiv | 3+
P3862 | 12/02 k.A. Tlc | Nla | Ml v G2 k.A k.A negativ
P3866 | 1/94 Invasivduktal | T2 | N2 | MO 11Ib G2 k.A. k.A. k.A.
P3874 | 7/90 k.A. Tlc | N1b | MO UM G2 58 10 k.A.
P3882 | 99 Invasiv duktal | T2 | Nl MO IIla G2 4/12 2/12 2+
P3888 | 6/04 Invasiv lobuldr | T3 | NI MIl v G2 4/12 negativ | 1+
P3892 | 12/04 Invasivduktal | T2 | NO | MO Ib G3 negativ | negativ | negativ
P3917 | 9/2005 k.A. T4b | N1 MIl v G2 12/12 | 6/12 negativ
P3924 | 1998 Invasiv duktal | T3 | N1b | MO IIla Gl 3/12 12/12 | 1+

Tabelle 6.1.1: Klinisch pathologische Daten der Primédrtumore der einzelnen Mammakarzinompatienten (n=18)
(PT=Primértumor; T=TumorgroBe; N=Nodalstatus; M=Metastasierungsstatus; ER=Ostrogenrezeptorstatus;
PgR=Progesteronrezeptorstatus; k.A.=keine Angaben)
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Patient | Diagnose PT | Histologie | T N M | Differenzierung

P3878 | 04/2005 NCSLC 2 k.A. | 1 | gering differenziert
P3879 | 04/2003 NCSLC Plattenepithelkarzinom | k.A. | 1 | gering differenziert
P3972 | 12/2005 NCSLC 1 3 1 | miBig differenziert
P4124 | 7/2007 NCSLC 4 0 1 | gering differenziert

Tabelle 6.1.2: Klinisch pathologische Daten der Primértumore der einzelnen Bronchialkarzinompatienten
(n=4) (PT=Primértumor; NSCLC= Nichtkleinzelliges Lungenkarzinom; T=Tumorgro3e; N=Nodalstatus;
M=Metastasierungsstatus; k.A.=keine Angaben)
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Patient Antigenexpression auf Pleuraergusszellen in %
KL-1 Caletinin | Vimentin | CD4S CD3

P3736 10 10 50 80 75
P3745 70 5 25 20 5
P3766 80 90 25 20 10
P3815 5 3 90 95 85
P3823 60 5 50 55 40
P3824 5 5 5 90 75
P3826 50 5 40 50 40
P3834 25 5 15 75 75
P3841 5 5 20 65 10
P3848 15 10 90 85 65
P3862 75 75 85 5 3
P3866 40 5 55 60 60
P3874 8 5 5 80 45
P3882 3 2 75 90 80
P3888 10 5 80 85 70
P3892 80 5 20 15 10
P3924 1 5 80 65 65

Tabelle 6.1.3: Zelluldre Zusammensetzung der MPE der einzelnen Mammakarzinom-
patienten (n=17, da nicht ausreichend Zellmaterial fiir 3917)
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Patient Antigenexpression auf Pleuraergusszellen in %

KL-1 Caletinin Vimentin CD45 CD3
3878 20 5 5 75 25
3879 95 8 40 5 5
3972 80 1 75 30 15

Tabelle 6.1.4: Zelluldre Zusammensetzung der MPE der einzelnen Bronchialpatienten (n=3, da nicht genug Zellmaterial fiir 4124)

Patient | Zellulire Zusammensetzung der Immunzellen in %
CD45'/CD14" | CD3" | CD3'/CD4" | CD3"/CD8" | CD3'/CD25" | CD3” CD56'CD16"

3736 10,5 100 66 25 6 3
3745 4 60 32 23 5 26
3766 41 45 18 30 5 12
3815 1 79 58 21 5 14
3823 15 78 59 15 4 14
3824 1 81 57 24 3 4
3826 3 68 45 23 4 22
3834 9 66 45 19 1 27
3841 53 35 30 10 1,4 12
3848 5 85 63 16 3 0,5
3866 5 82 56 27 1 23
3874 3 91 65 26 7 4
3888 3 93 85 8 1 1,4
3892 10 76 50 27 2 8
3917 n.d. 85 69 17 n.g. n.g.
3924 4 78 50 27 0,4 3

Tabelle 6.1.5: Zelluldre Zusammensetzung der Immunzellen der MPE der einzelnen Mammakarzinompatienten (n=16, da nicht ausreichend
Zellmaterial fiir 3882, 3862, n.g.=nicht gemessen)
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Patient

Zelluliire Zusammensetzung der Immunzellen in %

CD45'/CD14" CD3’ CD3'/CD4" CD3'/CDS§’ CD3'/CD25" CD3 CD56'CD16"
3878 5 91 78 13 9 11
3879 4 60 24 38 9 27
3972 8 97 72 31 n.g. 41
4124 2 92 75 16 6 2

Tabelle 6.1.5: Zellulire Zusammensetzung der Immunzellen der MPE der einzelnen Bronchialkarzinompatienten (n=4) (n.g.=nicht gemessen)
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Patient

Antigenexpression der E

ithelzellen im MPE beim Mammakarzinom in %

EpCAM | CEA | EphA2 | E-Cadh | MUC1 | CD44 v6 | UPA | UPA-R | PAI-1 | ER | PgR | Her2 | EGF-R | Ki-67 | Bel2 | Topola | P-Glyko- | BCRP
protein
P3736 | 0 0 0 0 5 0 0 100 0 0 0 0 50 5 0 0 0 0
P3745 | 90 0 0 100 60 0 0 100 0 0 0 0 100 0 0 65 75 0
P3766 |0 0 0 0 100 90 0 100 5 0 0 0 100 13 0 0 0 0
P3815 | 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 1 0 0 0 0
P3823 | 100 100 [0 100 15 90 0 70 0 100 | O 65 10 50 85 40 15 0
P3824 | 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 60 0 0 0 20 0
P3826 | 100 80 0 100 100 60 0 20 0 100110 | O 0 40 30 |0 2 0
P3834 | 100 100 | O 40 100 80 0 80 40 0 0 0 40 0 0 0 0 0
P3841 | 0 0 0 0 0 0 0 75 60 0 0 0 60 0 0 0 0 0
P3848 | 20 20 0 20 20 100 0 100 0 0 0 20 100 30 0 0 15 0
P3862 | 100 5 0 100 100 100 0 50 0 0 0 50 45 85 0 0 0 0
P3866 | 80 50 0 50 100 0 0 100 0 25 10 80 0 5 0 0 0 0
P3874 |70 100 [0 0 80 35 0 0 0 10 |10 0 0 5 0 0 0 0
P3882 | 0 0 0 10 10 0 0 100 0 0 0 0 100 7 0 0 0 0
P3888 | 100 80 0 65 95 20 0 0 45 0 0 35 50 5 0 0 0 0
P3892 | 100 5 40 85 90 40 40 65 0 0 0 35 90 65 0 0 0 30
P3924 | 100 100 [0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 100 100 | O 0 0 0

Tabelle 6.1.6: Antigen-Charakterisierung der Epithelzellen der einzelnen malignen Ergiisse der Mammakarzinompatienten (n=17, da nicht genug
Zellmaterial fiir 3917)
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Patient

Antigenexpression der Epithelzellen im MPE beim Bronchialkarzinom in %

EpCAM | CEA | EphA2 | E-Cadh | MUC1 | CD44 v6 | UPA | UPA-R | PAI-1 | ER | PgR | Her2 | EGF-R | Ki-67 | Bel2 | Topola | P-Glyko- | BCRP
protein
3878 100 100 50 50 50 35 20 0 20 0 0 0 75 15 0 0 0 0
3879 95 30 0 80 90 25 0 70 0 0 0 0 100 80 0 70 0 0
3972 100 65 90 10 100 80 0 100 0 0 0 0 90 45 0 0 75 0

Tabelle 6.1.7: Antigen-Charakterisierung der Epithelzellen der einzelnen malignen Ergiisse der Bronchialkarzinompatienten (n=3, da nicht genug

Zellmaterial fiir 4124
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6.2 Abkiirzungsverzeichnis
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Abbildung 23: Gegeniiberstellung des E: T Ratios, des Aktivierungsstatus der T-Zellen
und der spezifischen Lyse der MPE beim Bronchialkarzinom nach
MT110 ex vivo Therapie
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