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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

T-Zell-bispezifische Antikdrper (TCB) haben in den letzten Jahrzehnten eine zentrale Rolle in
der Krebs-Immuntherapie eingenommen. Diese Antikérper-Derivate zielen auf die
MHC-unabhangige Aktivierung polyklonaler T-Zellen durch simultane Bindung an

Tumorzellen ab.

Im Zuge der Testung mehrerer TCB-Formate wurde deutlich, dass der molekulare Aufbau
und die Geometrie des Molekiils signifikanten Einfluss auf dessen Potenz und die
Vertraglichkeit nach systemischer Applikation haben.

In einem neuartigen TCB-Format , TriFab“ wurde die CD3-bindende Doméane zentral
positioniert und liegt nicht wie Uberwiegend publiziert in N- oder C-terminaler Fusion vor.
IgG-formige TriFab zeigen in immunologischen Assays Eigenschaften eines klassischen

TCB und induzieren eine effiziente T-Zell-vermittelte Lyse der Tumorzellen.

Das Sicherheitsprofil eines Immuntherapeutikums ist maf3geblich von der
gewebespezifischen Expression des Zielantigens abhangig. Experimente mit
Folatrezeptor-gerichteten TriFab bestatigten, dass neben entarteten Zellen auch jene mit

physiologischer Expression des Antigens durch T-Lymphozyten eliminiert werden.

Um diesem unerwiinschten Effekt entgegenzuwirken, wurde das TriFab-Format durch
rationales Proteindesign weiterentwickelt. Ziel war es, die T-Zellaktivierung konditional auf
Tumorzellen mit aberrierender Antigenexpression zu begrenzen. Die vertikale Spaltung des
Molekuls in zwei Teile hat die Separierung der zentral-gelegenen anti-CD3-Domanen zur
Folge. Beide Teile kbnnen somit nicht an die T-Zelle binden, jedoch ermdglichen die intakten
tumorspezifischen Paratope die Anreicherung der Halbantikérper auf der Membran der
entarteten Zelle. Bei hoher lokaler Konzentration assemblieren die Reaktionspartner zu
einem aktiven TCB. Immunologische Assays belegten, dass die Effizienz der Reaktion von
der Antigendichte abhangt, sodass Zellen mit physiologischer Antigenexpression von einer

Eliminierung durch die T-Zelle verschont werden.

Weitere Modifikationen der Molekiile ermdglichten die Modulation der pharmakokinetischen
Eigenschaften sowie die Erweiterung des Konzepts auf eine multispezifische Bindung der
Zielzellen. AuBerdem konnten weitere Formate entwickelt werden, die die Anwendung als
Kombinationstherapie zulassen, beispielsweise um der Inhibition der T-Zelle durch

Immunausweichmechanismen entgegenzuwirken.

Die vorliegende Arbeit stellt eine in vitro Machbarkeitsstudie fur eine neuartige Molekiilklasse

zur konditionalen Immuntherapie dar.
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2. Abstract

The application of T cell bispecific antibodies (TCB) that facilitate the redirection of polyclonal
T cells to malignant cells is an emerging therapeutic strategy in cancer immunotherapy.
Many different TCB formats are currently under investigation in clinical trials. It became
apparent that the molecular setup and geometry of a TCB have significant impact on its
potency and safety.

A novel IgG-shaped TCB format termed TriFab was generated carrying T cell binding
domains incorporated within the Fc domain rather than located N- or C-terminally as found in
the majority of published antibody derivatives. The molecule was shown to induce
dose-dependent tumor cell killing and displays common TCB characteristics despite its

unconventional geometry.

A major challenge in immunotherapy is the selection of tumor specific target antigens which
is necessary to prevent on-target off-tumor toxicities. Indeed, the TriFab has been shown to
induce a weak but significant lysis of cells with folate receptor expression levels comparable

to healthy tissue.

Remodeling of the TriFab format enabled a targeting concept that aims to extend the number
of safely druggable targets. The molecule was divided into two parts, separating the variable
domains of the CD3 binder while retaining one tumor targeting entity per half-antibody. The
latter allows the accumulation of the precursor molecules on the membrane of cells with

aberrant antigen expression and reconstitution of the active CD3 binder.

The successful production of the precursor molecules required rational antibody engineering
and optimization of different parameters including linker length, binder selection and the
introduction of mutations that trigger the assembly reaction. Immunological assays showed
that the split antibody approach is superior to the maternal TriFab regarding preferential

effector activity on cells with aberrant antigen expression compared to normal cells.

Further protein engineering allowed modulation of pharmacokinetic properties, the
conversion into multispecific targeting setups and additional molecular formats for a

simultaneous blockade of inhibitory immune checkpoints.

The presented work provides in vitro proof-of-concept for a novel conditional immunotherapy

approach and might expand the space of druggable tumor antigens.
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3. Einleitung

3.1 Die physiologische Aktivierung monoklonaler T-Zellen

Unter physiologischen Bedingungen basiert die Aktivierung einer T-Zelle auf der Interaktion
mit professionellen antigenprasentierenden Zellen (APC), wie beispielsweise dendritischen
Zellen, B-Zellen oder Makrophagen. APC nehmen in der Zirkulation Antigene auf,
prozessieren sie zu kurzkettigen Peptiden und exponieren sie auf ihrer Oberflache tber
Haupthistokompatibilitatskomplexe (MHC). Nach Einwanderung der APC in lymphatische
Organe kommt es zum Kontakt mit T-Zellen und einhergehender Antigenprasentation.
Monoklonale T-Zellen, deren T-Zell-Rezeptor (TCR) speziell gegen das prasentierte Epitop
gerichtet ist, erkennen die MHC-Peptid Struktur, wodurch eine Signaltransduktion im
Zellinneren ausgeldst wird (Germain 1994).

Der endogene TCR besteht aus einem Heterodimer von Proteinuntereinheiten (alpha und
beta), die der Immunoglobulin-Superfamilie angehdren. Die Interaktion mit dem
MHC-Peptid-Komplex erfolgt Gber variable Sequenzbereiche (CDR), die ihre Vielfalt durch
den Prozess der V(D)J-Rekombination bei ihrer Reifung im Thymus erlangen. Die
Signaltransduktion zur Aktivierung der intrazellularen Kaskaden erfolgt durch vier assoziierte
Proteinketten (gamma, delta, epsilon, epsilon), die als cluster of differentiation 3 (CD3)

zusammengefasst werden (Smith-Garvin et al. 2009).

Bei gegebener Erkennung der MHC-Peptid-Struktur bedarf es zudem einer Interaktion
zwischen Co-Stimulierungsfaktoren, wie beispielsweise CD28 auf der T-Zelle, mit dessen
Liganden CD80 oder CD86 auf APC. Um eine nachhaltige Aktivierung und die Auspragung
der zytolytischen Effektorfunktion der T-Zelle auszuldsen, ist zudem der Einfluss
aktivierender Zytokine wie Typ-I-Interferone und Interleukin-12 notwendig. Das
Zusammenspiel dieser drei Faktoren ist Grundlage der Drei-Signal-Hypothese (Curtsinger
und Mescher 2010)(Abbildung 1).

3.2 Die Aktivierung polyklonaler T-Zellen durch bispezifische Antikorper

Ein bispezifischer, T-Zell-rekrutierender Antikdrper (TCB) kann den MHC-abhéangigen
Prasentationsvorgang zwischen T-Zelle und APC zum Zwecke der T-Zell-Aktivierung
ersetzen. Die erste Spezifitat des Antikérpers erkennt Epitope eines membrangebundenen
Tumor-assoziierten Antigens (TAA). Die zweite Spezifitat ist gegen die CD3-Untereinheit des
T-Zell-Rezeptor-Komplexes gerichtet, der die Signaltransduktion ins Innere der T-Zelle
bewerkstelligt. Die T-Zelle wird so direkt mit der Antigen-exprimierenden Zielzelle

guerverbrtckt, aktiviert und induziert deren Eliminierung durch Ausschiittung zytotoxischer
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Proteine (Brischwein et al. 2007). Im Gegensatz zum physiologischen Vorgang basiert der
Wirkmechanismus des Antikdrpers folglich auf der MHC-unabhangigen Aktivierung und
Rekrutierung polyklonaler T-Zellen zum gewtinschten Zielantigen auf Tumorzellen
(Abbildung 1).

Antigenfragment °/‘_\Zytokine ﬁ

MHC-abhangige
T-Zell-Aktivierung
-monoklonal

MHC-unabhangige
T-Zell-Aktivierung
-polyklonal

T-Zellen

Abbildung 1: Die physiologische, MHC-abhéngige und die Antikdrper-vermittelte,
MHC-unabhéangige T-Zell-Aktivierung. Unter physiologischen Bedingungen (oberer Teil) werden
Antigenfragmente tUber MHC-Komplexe auf antigenprasentierenden Zellen exponiert. Eine
monoklonale T-Zelle mit bindefahigem TCR wird durch Erkennung der MHC-Peptid-Struktur,
Auspragung der Co-Stimulus-Achse (z. B. CD80/CD28) und unter Einfluss von Zytokinen aktiviert. Bei
der Antikoérper-vermittelten Aktivierung sind weder MHC- noch Co-Stimulus-Komplexe notwendig. Der
TCB bindet simultan an das TAA und CD3, was zur Auspragung der Immunsynapse und zum
Auslosen der Effektorfunktion fiihrt. (Eigene Darstellung)

Die zugrundeliegenden molekularen Vorgange der Antikdrper-vermittelten T-Zell-Aktivierung
sind bis heute nicht vollends entschlusselt (Ellerman 2019). Verschiedene Studien konnten

jedoch Teilaspekte aufklaren.

Torisu-ltakura et al. konnten zeigen, dass die Antikorper-vermittelte Aktivierung nicht der
Drei-Signal-Hypothese unterliegt, da eine Co-Stimulation tber die CD28-CD80-Achse fir die
Aktivierung nicht zwingend notwendig ist (Dreier et al. 2002, Torisu-ltakura et al. 2011). Eine
Erklarung kénnte die effizientere Formierung der Immunsynapse sein. Wahrend die
physiologische Interaktion zwischen TCR und MHC einer Affinitat im mittleren mikromolaren
Bereich unterliegt, ist die Mehrzahl der TCB so entwickelt, dass sie mit nanomolar Affinitat an
das Tumorantigen binden. Zudem ist die Anzahl der gewéhlten Tumorantigene wesentlich
hoher als die Zahl der MHC-Peptid-Komplexe auf APC, die im dreistelligen Bereich liegt
(Harding und Unanue 1990, Purbhoo et al. 2006). Die dadurch zusétzlich wirkenden
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interzellularen Aviditatseffekte lassen die Vermutung zu, dass der Kontaktbereich zwischen
T- und Tumorzelle verstarkt wird (Offner et al. 2006).

Dazu passt auch die Beobachtung, dass die Gruppierung mehrerer TCR auf geringer Flache
die intrazellulare Signalkaskade induziert. Durch die Mehrzahl an TAA gegeniber
MHC-Komplexen auf APC wird ein TCR-clustering starker forciert, da zur Auspragung der
Immunsynapse mehr Interaktionspartner auf der Zielzelle zur Verfiigung stehen. Das
Permissive-Geometry-Modell bekraftigt diese Hypothese und sieht als molekulare Grundlage
die strukturelle Anderung der zytoplasmatischen CD3-Doméanen bei Zusammenkunft der
TCR (Huehls et al. 2015, Minguet et al. 2007).

Weitere Studien zeigten Anforderungen an das Antikérpermolekul auf, die essentiell fur die
Transduktion eines aktivierenden Signals in T-Zellen sind. Ein Vergleich bispezifischer
Antikorper, die gegen verschiedene Epitope der CD3-Untereinheiten gerichtet sind, zeigte,
dass die simultane Bindung an Tumorzelle und CD3 nicht grundséatzlich in einer Aktivierung
mindet. Lediglich die Bindung bestimmter Epitope l6ste die intrazellulare Signalkaskade aus
(Rojo und Janeway 1988). Die Erkenntnisse von Minguet et al. zeigen, dass strukturelle
Anderungen der Konformation bestimmter Motive im CD3-Protein notwendig sind, die nur

durch bestimmte CD3-Binder ausgelost werden (Minguet et al. 2007).

Hinsichtlich der Effektorfunktion wurde festgestellt, dass sich der Antikdrper-induzierte
Vorgang kaum von dem einer zytotoxischen T-Zelle unter physiologischen Bedingungen
unterscheidet. In beiden Fallen werden Zytokine wie IFN-y, IL-2 oder TNF-a ausgeschittet,
die die Potenzierung der Immunantwort zur Folge haben. Die vesikulare Sekretion von
Perforin und Granzym in die Immunsynapse bewirkt die Lyse der Zielzelle (Gruen et al.
2004).

3.3 Klinische Anwendungen der TCB

Im Jahr 1985 konnten Forscher um Uwe Staerz erstmals die T-Zell-vermittelte Eliminierung
von Tumorzellen infolge des Einsatzes bispezifischer Hybridantikbrper beobachten (Staerz et
al. 1985). Seither bilden rekombinante Antikorper eine zentrale Saule in der
immuntherapeutischen Forschung. Technische Hirden bei der Herstellung bispezifischer
Antikdrper wurden im Laufe der Zeit durch Protein-Engineering und Etablierung
rekombinanter Produktionsverfahren geldst (Brinkmann und Kontermann 2017, Lindhofer et
al. 1995).

Als erster CD3-bispezifischer Antikbrper wurde Catumaxomab im Jahr 2009 zur lokalen

Behandlung von Aszites, einem Krankheitsbild das in Folge ovarialer Karzinome auftritt,
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zugelassen. Catumaxomab ist ein trifunktionaler Hybridantikdrper der nach Immunisierung
von Maus und Ratte durch die Quadroma-Technologie hergestellt wurde (Linke et al. 2010).
Neben der Bindung an das Epitheliale-Zelladh&sionsmolekil (EpCAM) auf der Tumorzelle
und CD3, interagiert der Fc-Teil mit Fc-Rezeptoren auf naturlichen Killerzellen, Makrophagen
und dendritischen Zellen. Dies lost antikdrperabhangige-zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC),
Komplementaktivierung (CDC) und Phagozytose aus. Catumaxomab zielt darauf ab, die
EpCAM-exprimierenden Tumorzellen in der Bauchhohle abzutbten, die Tumorlast zu
verringern und so das Auftreten des Aszites zu minimieren (Seimetz 2011). Die systemische
Applikation des Praparats hatte auch ohne Kontakt zum spezifischen Tumorantigen massive
Zytokinausschattung zur Folge (Mau-Sorensen et al. 2015). Aus diesem Grund wurde das
Praparat ausschlieR3lich zur intraperitonealen Applikation zugelassen. Es konnte gezeigt
werden, dass so weniger als 1 % der Molekdle in die Zirkulation gelangen, wodurch das
Sicherheitsprofil des Antikorpers akzeptabel ist (Ruf et al. 2010). Die Vermarktung des
Préparats in Europa wurde 2017 aus kommerziellen Griinden seitens des Herstellers
eingestellt (Duell et al. 2019).

Als First-in-Class-TCB zur systemischen Applikation wurde Blinatumomab im Jahr 2014 zur
Behandlung der rezidivierten oder refraktaren akuten lymphatischen Leukamie zugelassen.
Das Molekil bindet simultan CD19 auf B-Zellen und CD3, was die Depletion der B-Zellen zur
Folge hat. Das Antikdrperformat zeichnet sich durch eine einzelkettige Verknipfung (single
chain) der variablen Doméanen zweier Binder aus (tandem scFv) (Abbildung 1, unten). Durch
den fehlenden Fc-Teil interagiert diese Molekulklasse nicht direkt mit akzessorischen Zellen.
Infolgedessen ist Blinatumomab gegentiber Catumaxomab deutlich besser vertraglich
(Bargou et al. 2008). Die Anwendung von Blinatumomab in einer klinischen Phase-Il Studie

fuhrte in 69% der Patienten zu einer vollstandigen Tumorremission (Topp et al. 2014).

Die Mehrzahl der TCB in klinischer Entwicklung zielt auf TAA ab, die bereits Angriffspunkt
zugelassener Antikorper sind, beispielsweise HER2 (Trastuzumab), EpCAM (Catumaxomab)
oder der Epidermale-Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR, Cetuximab) (Wu und Cheung 2018).

3.4 Klassifizierung potentieller Zielantigene einer TCB-Therapie

Im Zuge der (pra-) klinischen Testung diverser TCB-Formate gegen verschiedene
Zielantigene wurden trotz des wissenschaftlichen Fortschritts haufig schwerwiegende
Nebenwirkungen beobachtet. Die Wabhl eines fiir das Tumorgewebe spezifischen Antigens
stellt eine grol3e Herausforderung bei Immuntherapien dar. Selbst Epitope, die nur in
geringem Mal3e in normalem Gewebe vorliegen, kdnnen Ausldser einer

On-target-off-tumor-Toxizitat sein. Es handelt sich dabei um die spezifische Bindung des
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Antikdrpers an das Zielantigen (on-target), jedoch nicht ausschlief3lich im Tumor, sondern
auch in gesundem Gewebe (off-tumor). Auch wenn ein Antigen im Tumorgewebe
Uberexprimiert ist, kann es bei geringer Expression in essentiellem Gewebe zu ungewollter

Aktivierung der T-Zellen kommen.

Potentielle Zielantigene kdnnen in drei Klassen unterteilt werden: (I) Antigene, die
ausschlief3lich im Tumorgewebe exprimiert werden. (Il) Antigene die sowohl im
Tumorgewebe als auch in nicht-essentiellem, gesundem Gewebe exprimiert werden.

(1) Antigene, die in Tumor- und essentiellem Gewebe vorliegen.

Neoantigene, wie zum Beispiel eine gekirzte Variante des EGFR (EGFRVIII) in Glioblastom,
sind aufgrund ihrer auf den Tumor begrenzten Expression haufig bevorzugte Zielantigene
(An et al. 2018). Spezifische Antikdrper gegen diese Isoform schlie3en eine on-target
off-tumor Reaktion aus. In vivo Studien konnten belegen, dass spezifische EGFRVIII-Binder
keinerlei Interaktion mit der Wildtyp-Variante in gesundem Gewebe zeigen und eine auf den

Tumor begrenzte Immunantwort auslosen (Ellwanger et al. 2017).

Die zweite Klasse wird durch Antigene wie beispielsweise CD19 gebildet. Dieses
Membranprotein ist sowohl auf malignen, als auch gesunden B-Zellen exprimiert.
Blinatumomab induziert die T-Zell-vermittelte Eliminierung von Neoplasien, aber auch
gesunder B-Zellen. Dieser Nebeneffekt hat zunachst jedoch keine schwerwiegenden Folgen
und kann toleriert werden. Die Rekonstitution des B-Zell-Kompartiments erfolgt durch
Differenzierung CD19-negativer, pluripotenter Stammzellen aus dem Knochenmark
(Nagorsen et al. 2012). Allerdings wurde, trotz der exklusiven Expression von CD19 auf
B-Zellen, bei der Anwendung von Blinatumomab das Cytokine-release-Syndrom haufig als

Dosis-limitierender Faktor identifiziert (Topp et al. 2014).

Die dritte Klasse umfasst Antigene, die zwar haufig in Tumorgewebe Uberexprimiert werden,
denen allerdings auch in nicht-malignem Gewebe essentielle Rollen zukommen. Lutterbuese
und Kollegen konnten nach Applikation EGFR-gerichteter tandem scFv in nichthumane
Primaten erhebliche Toxizitat in EGFR-positivem Gewebe (Leber, Niere) feststellen. Das aus
dieser Studie ermittelte therapeutische Fenster des eingesetzten Molekuls wurde durch die

Dosis-limitierenden Nebenwirkungen als sehr eng definiert (Lutterbuese et al. 2010).

Trotz der Identifikation mehrerer Neoantigene, zeichnet sich nicht jede solide
Tumorindikation durch das Vorkommen eines solchen Alleinstellungsmerkmals aus. Zudem
zeigt das Beispiel Blinatumomabs, dass selbst eine auf B-Zellen limitierte Expression des
TAA zu massiver Zytokinausschiittung fihren kann. Um diese klinisch relevanten Antigene

dennoch als Ziel nutzen zu kdnnen, wurden in den letzten Jahren vermehrt
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Antikdrper-Engineering Ansatze publik, die das Sicherheitsrisiko der TCB entschérften und

damit zusammenh&ngende Parameter aufzeigten.

3.5 Parameter, die das therapeutische Fenster eines TCB beeinflussen

Als erstes Molekil seiner Klasse in klinischer Anwendung wurde Blinatumomab in einer
Vielzahl von Studien untersucht und ist daher am besten charakterisiert. Im Zuge der
Entwicklung weiterer Formate, die meist mit dem Aufbau Blinatumomabs verglichen wurden,
wurden mehrere Parameter bekannt, die die Effizienz eines TCB beeinflussen. Hemmer et
al. konnten zeigen, dass je nach Starke der T-Zellaktivierung verschiedene Stufen der
Effektorfunktion ausgeltst werden. Fir die Ausschittung des Zytokins IL-2 ist beispielsweise
ein starkerer Stimulus notwendig als fir die Sekretion zytotoxischer Molekule (Hemmer et al.
1998). Um eine gute Balance zwischen Effizienz und Sicherheit zu erreichen, muss die
Starke der Antikorper-induzierten T-Zellaktivierung daher mdglichst genau austariert werden
(Mandikian et al. 2018).

In Abbildung 2 sind zwei Formate dargestellt, anhand derer verschiedene Variablen zur

Modulation der Aktivierungsstarke aufgezeigt werden.

5. Geometrie

1. Valenz
& 2. Affinitat

4. Fc-Teil

T3 pistanz | |

Abbildung 2: Parameter, die das therapeutische Fenster eines TCB bei systemischer
Applikation beeinflussen. Gezeigt sind zwei Formate. Ein tandem scFv (wie Blinatumomab) und ein
2+2 Antikorper mit funktionalem Fc-Teil. Parameter sind (1) die Valenz des CD3 und TAA-Binders, (2)
die Affinitat der Binder, (3) die interzellulare Distanz, (4) das Vorhandensein eines Fc-Teils und die
(5) Geometrie des Antikorpers. (Eigene Darstellung)
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(1) Die Mehrzahl der TCB in klinischer Testung tragt CD3-Binder in monovalenter Weise.
Einige Publikationen stellen die These auf, dass ein Molekul mit zwei CD3-Bindern ein
Kreuzvernetzen peripherer T-Zellen und somit deren Aktivierung auslosen kann (Sathish et
al. 2013). Weiterhin wurde fir einige bivalente Molekile gezeigt, dass eine
Antigen-unspezifische Aktivierung der T-Zellen zu einer tbermafigen Zytokinausschittung
(Cytokine-release-Syndrom) fihren kann (Moore et al. 2011).

(2) Neben der Valenz spielt auch die Affinitat der CD3-Binder eine entscheidende Rolle.
Beispielsweise fiihrt eine Affinitat im niedrigen nanomolaren Bereich zu einem verstérkten
Einwandern des Antikdrpers in sekundares lymphatisches Gewebe und kénnte mit dort
induzierter Toxizitat assoziiert sein. Damit zusammenhangend nimmt die Aufnahme des
Antikdrpers im Tumorgewebe mit hochaffinen CD3-Bindern stark ab (Mandikian et al. 2018).
Eine Studie mit CD3-Bindern ahnlich hoher Affinitdt musste verfriiht abgebrochen werden,
weil nach Injektion Folatrezeptor-gerichteter TCB in Patienten mit Ovarialkrebs eine rasche
Bindung der Antikorper an periphere T-Zellen beobachtet werden konnte, was mit einer
starken Zytokin-Ausschuittung einherging (Tibben et al. 1996). Durch Minderung der Affinitat
des CD3-Binders konnte das therapeutische Fenster eines gegen CD38 gerichteten TCB
nach anféanglicher Toxizitat in nichthumanen Primaten deutlich vergro3ert werden. Die
dadurch ermdglichte Erhéhung der Dosis flihrte zu einem besseren therapeutischen Effekt

bei niedrigeren Zytokin-bedingten Nebenwirkungen (Moore et al. 2015).

Hinsichtlich der Affinitat des TAA-Binders haben Studien gezeigt, dass die Erhéhung der
Bindungsstarke um das 187-fache zu einer 410-fach verstarkten Potenz des Antikdrpers
fuhrt (Root et al. 2016). Jedoch ist eine zu hohe Affinitat je nach Tumorantigen haufig mit
schnellerer Internalisierung und Degradierung des Antikdrpers assoziiert. In HER2-Modellen
war die Antikérperaufnahme im Tumor bei einer Affinitat von 23 nM deutlich besser als bei
jenen Bindern mit 40-fach hdherer Affinitat (Rudnick et al. 2011).

(3) Die Distanz zwischen den beiden Membranen bei der TCR-MHC-vermittelten,
physiologischen Auspragung einer Immunsynapse betragt circa 14 Nanometer (Garboczi et
al. 1996). Bluemel et al. konnten unter Verwendung des Diabody-Formats zeigen, dass bei
der simultanen Bindung der Membran-proximalen Epitope von EpCAM und des
CD3-Rezeptors eine Immunsynapse von 12-15 Nanometer entsteht. Dies entspricht der
physiologischen Ausdehnung und hat eine effiziente Eliminierung der Zielzelle zur Folge. Bei
Bindung an distale Epitope, die eine groRere interzellulare Entfernung der Membranen zur
Folge hat, nimmt die Effizienz signifikant ab (Bluemel et al. 2010). Diese Erkenntnisse
konnten fur bispezifische Antikérper im IlgG-Format und weitere Zielantigene bestéatigt
werden (Li et al. 2017).
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Die Distanz zwischen Tumor- und T- Zellmembranen kann auch durch die Lange des
verwendeten Antikérpers beeinflusst werden. Wuellner et al. verglichen zwei Formate, in
denen die Distanz zwischen Tumorbinder und CD3-Binder um 15 Nanometer abweicht. Das
Molekul mit unmittelbarer Nahe der beiden Binder zeigte eine deutlich héhere Potenz als
sein Pendant mit weitem Abstand der Bindedoméanen (Wuellner et al. 2015).

(4) Da das zugelassene Blinatumomab Molekil keinen Fc-Teil tragt und mit einer Gré3e von
55 kDa unter dem renalen Ausschlussgrenzwert (69 kDa) liegt, sind die Molekule durch eine
sehr kurze Serumhalbwertszeit von circa vier Stunden charakterisiert (Yuraszeck et al.
2017). Es bedarf einer permanenten Infusion der Antikdrperlésung, um eine ausreichende
Exposition des Tumors zu gewahrleisten. Viele Studien streben daher Molekile mit
Fc-Fusionen und somit verlangerter Halbwertszeit an. Beispielsweise konnte die
Serumhalbwertszeit eines CD19-BiTE in nichthumanen Primaten auf 210 Stunden erhéht
werden, sodass eine wochentliche Injektion die therapeutische Serumkonzentration des

Molekils aufrechterhalten konnte (Lorenczewski et al. 2017).

Das beschriebene Beispiel Catumaxomab macht deutlich, dass das Vorhandensein eines
Fc-Teils pharmakokinetische Vorteile bringt, jedoch auch massive Sicherheitsrisiken bei
systemischer Applikation birgt. Das Einfiigen der ,P329G LALA*-Mutationen in den Fc-Tell,
welche ADCC und CDC verhindern, reduzieren den Wirkmechanismus ausschlie3lich auf die
Aktivierung der T-Zelle und bewirken ein deutlich verbessertes Sicherheitsprofil bei

verlangerter Serumhalbwertszeit (Bacac et al. 2016).

(5) Ein weiterer Faktor ist die Geometrie des Antikérpers. Die GroRe von DART (dual-affinity
re-targeting antibody) Antikdrpern entspricht exakt der Gréf3e eines tandem scFv. Das
DART-Molekul besteht jedoch aus zwei Ketten, in denen die variablen Domanen der beiden
Spezifitaten (A und B) alternierend angeordnet sind (VLA-VHB, VLB-VHA). Die Ketten sind
zudem durch eine Disulfidverbriickung kovalent miteinander verkntpft. In einer Studie mit
Bindern desselben klonalen Ursprungs, aber unterschiedlicher Domanenfusion, wurde
gezeigt, dass ein CD19-gerichtetes DART-Format eine 60-fach hthere Potenz als
Blinatumomab zeigt. Diese signifikante Effizienzsteigerung wird durch die stabilere und

unflexiblere Architektur des Molekiils erklart (Moore et al. 2011).

Zusammengefasst werden vermehrt Molekile getestet, die eine moderate (monovalente)
Affinitat zu CD3 und eine hohe (polyvalente) Affinitdt zum Tumorantigen besitzen. Weiterhin
wird eine geringe Distanz zwischen TAA-Binder und CD3-Binder bevorzugt und es werden

vermehrt membranproximale Epitope gewahlt (Ellerman 2019).

Unter Einbeziehen der gezeigten wissenschaftlichen Erkenntnisse beim Design eines TCB

kann das Sicherheitsprofil des Antikorpers verbessert und die tolerierbare Dosis im Patienten
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erhoht werden. Aufgrund des Mangels tumorspezifischer Antigene ist eine ausschlief3lich auf
das Tumorgewebe beschrankte Immunreaktion jedoch nicht vollends sichergestellt, was das
Restrisiko ungewollter Nebeneffekte nach sich zieht.

3.6 Ansatze zur Selektivitatssteigerung eines TCB

Eine neuere Strategie, die auf die Steigerung der Selektivitat des TCB abzielt, ist die
konditionale Immuntherapie. Darunter versteht man ein inertes Verhalten der Antikorper im
gesunden Gewebe (und in der Zirkulation) und die bedingte Auspragung der Funktionalitat

im Tumorgewebe.

Durch rationales Design gelang es Bacac et al. einen trivalenten, bispezifischen Antikdrper
im 2+1 Format zu entwickeln, der dem Konzept der Aviditats-vermittelten Selektivitats-
steigerung (AMSG) unterliegt. Zwei Antigenbindestellen sind dabei gegen das Tumorantigen
gerichtet, wahrend die Dritte an CD3 bindet. Dabei wurden die Affinitaten der einzelnen TAA-
Binder bewusst niedrig gewahlt (~180 nM). Biacore Messungen bestatigten, dass die Affinitat
des gesamten Molekils aufgrund des Aviditatseffekts 60-fach starker ist. Konzeptionell ist es
wahrscheinlicher, dass Zielzellen mit hoher Antigendichte (mehr als 10.000 Molekile pro
Zelle) bivalent und Aviditats-verstarkt gebunden werden. Auf Zellen mit niedriger Antigenzahl
tritt vermehrt eine schwach affine, monovalente Bindung und somit rasche Dissoziation des
Molekuls ein. Die Wirkung des TCB soll so auf Zellen mit erhéhter Antigenexpression

beschréankt werden (Bacac et al. 2016).

Ein zweiter Ansatz strebt die spezifische Aktivierung der CD3 Bindestelle im Tumorgewebe
an. In dieser Molekulklasse sind jene Bereiche, die die Bindung an das Antigen
bewerkstelligen, auch complementarity-determining regions (CDR) genannt, durch Peptide,
Doménen oder Polymere sterisch abgeschirmt. Das Molekul kann in der Zirkulation in dieser
inaktivierten Form nicht mit der T-Zelle interagieren. Bindet der Antikdrper Uber die
ungeschiitzten, gut zuganglichen TAA-Binder auf der Zielzelle, bewirkt das dort herrschende
Tumormileu die Aufhebung der Blockade des CD3-spezifischen Paratops. Die Aktivierung

der T-Zelle erfolgt ausschlielich im Tumorgewebe (Ellerman 2019).

In einem von Boustany et al. publizierten Ansatz wurden Peptide, welche schwach an die
CD3-spezifischen CDR assoziieren, N-terminal an die Bindedomane fusioniert. Die
Linkerregion zwischen Peptid und Doméne wurde durch eine Protease-Schnittstelle erganzt.
Da einige Proteasen vorwiegend auf Tumorzellen exprimiert werden, geschieht die Spaltung
des Linkers praferentiell am Tumor. Der Einsatz EGFR-gerichteter TCB (Probodies®) in

nichthumanen Primaten hat gezeigt, dass die tolerierbare Dosis 60-fach héher als bei der frei
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zuganglichen CD3 Variante ist. Zusatzlich konnte in Mausstudien unter Einsatz derselben
Molekuile eine vergleichbare Regression des Tumorvolumens bestétigt werden (Boustany et
al. 2018).

Ahnliche Konzepte verfolgt auch Amunix. In inrem Molekiil wurde ein langkettiges Polymer
(XTEN®) an die CD3-Bindestelle assoziiert, welches die Binderegion unspezifisch abschirmt.
Das nicht-immunogene Polymer enthélt ebenfalls Protease-Schnittstellen, die in der
Tumormikroumgebung gespalten werden kénnen. Ein weiterer Nutzen des Polymers ist

zudem die Erh6hung der Serumhalbwertszeit des fusionierten TCB (Sim 2017).

Ein Ansatz auf exploratorischer Ebene wurde in der Dissertation von Benaszek vorgestellt.
Eine Kombination aus zwei Antikdrpern tragt je eine Halfte der variablen Regionen eines
CD3-Binders, welcher dadurch inaktiviert wurde. Kommen beide Molekule durch ihre intakten
TAA-Binder auf der Zielzelle zusammen, assemblieren die anti-CD3-Domanen und aktivieren
die T-Zelle (Banaszek 2014).

3.7 Zielsetzung der Arbeit und Projektplan

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist zunachst die Generierung eines neuartigen
TCB-Formats, welches in Aufbau und Geometrie von den publizierten Ansatzen abweicht.
Das Molekil soll die Formatlandschaft T-Zell-bispezifischer Antikérper erweitern. Auf3erdem
soll das Format durch rationales Antikérper-Engineering so modifiziert werden, dass es eine
konditionale T-Zell-Aktivierung induziert. Dadurch soll eine Technologie entwickelt werden,
die die Zahl potentieller Zielantigene fur den sicheren Einsatz einer systemischen

TCB-Therapie erweitert.

Das Projekt wurde in aufeinander aufbauende Blocke unterteilt. Zunéchst erfolgt das Design
des neuartigen TCB in silico. Mithilfe molekularbiologischer, zellbiologischer und
biochemischer Methoden ist die Produktion und Bioanalytik der Proteine geplant.
Optimierungen in Methodik und Design werden erwartet. Als erstes Projektziel ist die
Eignung des Molekils zur spezifischen Aktivierung von T-Zelle in immunologischen Assays

definiert.

Im zweiten Teil ist der Umbau des Molekiils mit einhergehender Optimierung des Formates
und Herstellung der neuartigen Molekiilklasse vorgesehen. Den zweiten Projektmeilenstein
stellt die erfolgreiche Aktivierung der T-Zelle durch konditionale Assemblierung des Molekiils
auf der Tumorzelle dar. Immunologische Assays und gezielte Kontrollversuche sollen die
Vorteile des entwickelten Formats gegentiber dem Eingangsmolekiil bestatigen und die

Finalisierung des Projekts bedeuten.
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Methoden

4.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1 Design der Expressionsplasmide

Auf das Early-enhancer-Element des humanen Cytomegalievirus (HCMV) und dessen

Promotor folgt die codonoptimierte Transkriptionseinheit des Antikérpers. Am N-Terminus

wurde das Signal zur Sekretion des Proteins in den extrazellularen Bereich angefiigt. Dabei

handelt es sich um das Signalpeptid der schweren Kette V Region des murinen Ig (Zuo et al.

2000). Weitere Elemente auf dem Plasmid sind das R-Lactamase Gen zur Selektion in E. coli

(Ampicillinresistenz) und der Replikationsursprung zur Amplifikation in E. coli. Das in silico

Design der Konstrukte wurde mit dem Programm Vector NTI (Thermo Fisher) durchgefuhrt.

4.1.2 Parentale Antikdrpersequenzen

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikdrpersequenzen sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Alle Sequenzen sind bereits publiziert und mit entsprechender Referenz versehen. Die

Basissequenzen der nichtvariablen Domanen (CH1, CH2, CH3, C-kappa, C-lambda) sind

vollstandig aufgefiuhrt.

Tabelle 1: Verwendete Antikdrperklone, Referenzen und Sequenzen der konstanten Regionen

Antigen Parentalklon - Handelsname Quelle

LeY mAb B3 (Brinkmann et al. 1991)

FolR1 16D5 (Bacac et al. 2016)

EGFR C225 - Erbitux (Huang et al. 1999)

PSMA J591 (Liu et al. 1997)

CD3 40G5 (Chen et al. 2015)

Nada Nadaceptin (in silico) (Brinkmann et al. 2019)

PD-L1 Avelumab (Nastri et al. 2017)

Domane Sequenz

CH1-wt ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

CH2-wt APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQESTYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV SNKALPAPIE KTISKAK

CH3-wt GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

C-kappa RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH QGLSSPVTK SFNRGEC

C-lambda GQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETT
TPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

13




Methoden

4.1.3 Generierung der Expressionsplasmide

Die Expressionskonstrukte wurden durch modulare Klonierung von codonoptimierten
Gensynthese-Fragmenten (Fa. Geneart, Regensburg) in das entsprechende Plasmid mittels
Restriktion und Ligation erstellt. Die Auftrennung der DNA-Fragmente nach
Restriktionsverdau erfolgte durch Agarosegelelektrophorese. Die DNA wurde mittels
Gel-Extraktions-Kit (Qiagen, 28704) extrahiert. Die Ligation erfolgte mit dem Rapid DNA
Ligation Kit (Roche, 11635379001), die Transformation und Kultivierung der Bakterien
XL10-Gold (Agilent, 200314) wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt. Die Gewinnung
der Plasmid-DNA erfolgte durch Anwendung des Plasmid-Maxi-Kits (Qiagen, 12163). Der
Austausch einzelner Genfragmente fur die Herstellung verschiedener Antikdrperformate
wurde durch das Prinzip der Gibson-Klonierung (NEB, E5510) bewerkstelligt. Alle Plasmide
wurden durch Sequenzierung (Fa. Sequiserve, Vaterstetten) auf deren Richtigkeit Gberpruft.

4.2 Proteinproduktion und Analytik
4.2.1 Transiente Expression in HEK-293-Suspensionszellen

Alle Konstrukte wurden nach transienter Transfektion in FreeStyle™ 293-F
Suspensionszellen (Thermo Fisher, R79007) exprimiert. Die Plasmidkombinationen wurden
in aquimolaren Mengen eingesetzt. Die Zellen wurden bei 37°C, 8 % CO; und 80 %
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Transfektion erfolgte bei einer Dichte von 2x10° Zellen/ml unter
Einhaltung der Herstellerangaben mittels PEIPro® (Polyplus, 115-010). Zelliberstande
wurden nach sieben Tagen durch Zentrifugation (3500 g, 45 Minuten) und Sterilfiltration
(0,22 um PorengroRRe, Merck, S2GPUO5RE) geerntet.

4.2.2 Chromatographische Proteinaufreinigung

Die Gewinnung des reinen Antikdrpers aus dem Zelliberstand erfolgte durch eine
Zwei-Schritt Chromatographie-Methode. Zunachst wurden Antikérper durch Bindung der
leichten Ketten (kappa oder lambda) an die Saulenmatrix mithilfe der
Affinitatschromatographie (GE, HiTrap™Kappa, HiTrap™Lambda Select, 17-5458-12)
angereichert. Die Elution erfolgte mit 50 mM Natriumcitrat-Puffer (kappa) oder 100 mM
Natriumacetat-Puffer (lambda) bei pH 2,7. Die unmittelbare Neutralisation des Eluats erfolgte
mit 1 M TRIS-L6sung (pH 9). Das Eluat wurde nachfolgend filtriert (0,22 uM, Merck,
SLGPO033RS) und mittels GréZenausschlusschromatographie (SEC) weiter aufgereinigt.
Dazu wurde eine HiLoad® 26/600 Superdex 200pg (GE) Séaule verwendet. Als Laufpuffer
und spéaterer Probenpuffer wurde eine 140 mM NaCl, 20 mM Histidin-Lésung bei pH 6,0
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eingesetzt. Die Chromatogramme der praparativen SEC Laufe wurden mit der Software
UNICORN™ (GE) analysiert.

4.2.3 Proteinanalytik

Zunachst wurden die Proteine mittels SDS-PAGE (NuPAGE System, Invitrogen) analysiert.
Dafiir wurden 1,8 ug Protein oder 5 ul des GréRenstandards (BioRad, 1610374) pro Tasche
auf ein 4 bis 12 % Bis-Tris Gel (Invitrogen, NP0321PK2) geladen und fir 30 bis 45 Minuten
bei 180 Volt der Gréf3e nach aufgetrennt. Gele wurden anschlie3end mit 10 ml
Coomassie-L6sung (Expedeon, ISB1L) eingefarbt und abfotografiert. Die Reinheit des
Proteins wurde anhand einer analytischen SEC (HPLC Dionex UltiMate 3000; Superdex™
200 Increase 10/300 GL, GE) bestimmt (Laufzeit 15 Minuten; 20 ug Protein; Flussrate

0,5 ml/Minute). Bei einem Unreinheiten-Anteil (Aggregate, Einzelketten) von mehr als 5 %

wurden die Proteine erneut mittels praperativer SEC nachgereinigt.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch in Triplikaten (NanoDrop™ 8000,
Thermo Fisher). Alle in immunologischen Assays eingesetzten Antikorperldsungen wurden
auf Endotoxingehalt Uberprift (nexgen-mcs, Charles River). Bei Werten grof3er 2 EU/mg
Protein wurde das Endotoxin Removal Kit (Thermo Fisher, 88274) angewendet und der Wert

erneut bestimmt.

4.2.4 Differentielle-Scanning-Fluorometrie (DSF)

Die DSF-Messung wurde in Triplikaten im 384-Well-Format im LightCycler (Roche,
05015243001) durchgefiihrt. Syproorange (Sigma, S5692) liegt als 5000x Lésung in DMSO
vor und wurde zunéachst 100-fach in bidestilliertem Wasser verdinnt (50x). Je nach
Assaypuffer (PBS- oder His-NaCl-Ldsung) wurde der Farbstoff erneut 1:10 verdiinnt (5x).
Der zu untersuchende Antikdrper wurde dann auf 1 pM in dem gewlinschten Assaypuffer
eingestellt. 1 pl 5-fach Syproorange-Ldsung wurde mit 4 ul der Antikoérperlésung (1 puM) in
einer 384-Well-Platte (Roche, 04729749001) kombiniert. Die Platte wurden mit Folie (Roche,
04729757001) versiegelt, im Gerat platziert und die Fluoreszenz (465 nM - 580 nM) bei
steigender Temperatur (Gradient 0,06 °C/s von 20 auf 95 °C) gemessen. Die Bestimmung
des Schmelzpunktes (Tw) erfolgte iber das Minimum der ersten Ableitung -d((RFU)/dT)
(entspricht der Temperatur bei halbmaximaler hydrophober Exposition) mit Hilfe der
LightCycler Software (Roche).
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425 CD3-Affinitatschromatographie

Die Fahigkeit der Molekile an CD3 zu binden wurde mithilfe einer Affinitdtschromatographie-
saule (GE, Tricorn 5/50, 28406409) bestimmt. Als Packmaterial wurde ein Streptavidin
Sepharose High Performance Resin (GE, 17511301) eingesetzt, welcher zur Kopplung des
rekombinanten, biotinylierten CD3 diente (Antigendichte: 250 pug/ml). 25 ug des Antikdrpers
wurden injiziert und mit einer Flussrate von 300 pl/Minute und mit einem pH-Gradienten
(Start pH 7,4 > pH 2,0) eluiert. Das Chromatogramm wurde mithilfe der Software

Chromeleon™ 7 (Thermo Fisher) ausgewertet.

4.2.6 FcRn-Affinitdtschromatographie

Die Bindung des Antikdrpers an den neonatalen Fc Rezeptor (FcRn) wurde bei
Raumtemperatur auf Basis der Methode von Schlothauer et al. durchgefiihrt (Schlothauer et
al. 2013): 35 pg Antikoérper wurden zunachst mit 20 mM His/HCI-Puffer (pH 5,5) auf ein
Gesamtvolumen von 100 pl eingestellt und deren Laufverhalten mittels HPLC
(High-performance-liquid-chromatography) Dionex UltiMate 3000 Anlage (Thermo Fisher)
auf einer 1 ml FcRn Saule (XK,GE, 28-9920-23 AF) analysiert. Der leicht saure pH-Wert
entspricht den Bedingungen im Endosom nach Internalisierung des Antikérpers und
ermdglicht damit die Bindung an den FcRn. Nach Waschen mit einer 20 mM MES, 140 mM
NaCl-Loésung (pH 5,5; 5 Saulenvolumina) werden gebundene Antikbrper mit einem
steigenden pH-Gradienten (20 mM Tris-HCI; 140 mM NaCl pH 8,8; 35 Saulenvolumen)
eluiert. Die pH-abhéngige Bindung an den FcRn I6st sich bei physiologischen,
extrazellularen Bedingungen bei pH 7,4. Die Bestimmung der Retentionszeit eines Molekils
erfolgte durch Auftragen der Absorption (mAU) gegen die Zeit (min) nach Injektion unter
Verwendung der Chromeleon™ 7 Software. Die Berechnung der relativen Retentionszeit
basiert auf Normalisierung mit einem internen Standard, um Schwankungen zwischen

verschiedenen Messungen auszugleichen.

4.2.7 Messung biomolekularer Interaktionen

Zur Charakterisierung der Antikdrperbindung an das entsprechende Antigen wurde eine
Biacore™ T200 Anlage (GE Healthcare) verwendet. Die Immobilisierung des Liganden
erfolgte bei 25 °C auf einen Series S Sensor Chip CM3 (GE Healthcare 29104990) durch
herkdmmliche NHS-Kopplung (Biacore Sensor Surface Handbook BR-1005-71). Die
Ligandendichte wurde auf circa 500 Resonanzeinheiten (RU) eingestellt. Die Bindestudie
wurde anschliel3end bei 37°C durchgefihrt. Als Laufpuffer diente PBS-P+ (20 mM Phosphat;
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2,7 mM KCI; 137 mM NacCl; pH 7,4; 0,05 % Surfactant P20). Die AntikOrperlésungen wurden
mit einer Konzentration von 300 nM fur 120 Sekunden eingespult. Die Dissoziation von der
Oberflache wurde nachfolgend 600 Sekunden bei einer Flussrate von 30 pl/ Minute
gemessen. Die Oberflache wurde durch Injektion (60 Sekunden) von 10 mM Glycin pH 1,7
regeneriert. Die Korrektur des Brechungsindexes erfolgte durch Subtraktion der Nullwert
(Blank)-Injektionen und des RU Wertes aus der Kontrollzelle (ohne Ligand, Ermittlung der
Klebrigkeit). Zur Berechnung der Konstanten wurde das Langmuir 1:1 Bindemodell mit Hilfe
der Biacore Evaluations-Software herangezogen.

4.2.8 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Der zu untersuchende Antikdrper wurde zunéchst auf eine Konzentration von 5 mg/ml in
PBS verdunnt. Ein TEM-Raster (Kohlenstoff-beschichteter, Parlodion-Kupferfilm,
Maschenzahl: 400) wurde mit 4 ul der Antikérperldsung beschichtet und mit 30 pl Wasser
gewaschen. 3 pl einer Tabakmosaikvirus-enthaltenen Losung wurden auf das Raster getropft
und kurz inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt wurde das Material mit 2 %
Uranyl-Acetatlésung gefarbt. Die Proben wurden mit dem Elektronenmikroskop (Tecnail2,
FEI) bei 120 kV analysiert. Elektronen-Mikrographen wurden mit einer 2048 x 2048 Pixel
CCD-Kamera (Gloor) mit einer nominalen 195.000-fachen VergroRerung aufgenommen. Die
daraus resultierenden Pixel bilden eine Probengrofie von 0,296 Nanometer ab. Die
Aufnahmen wurden folgend durch referenzfreies alignment auf manuell ausgewahite Partikel
mit Hilfe der EMANZ2 Software prozessiert. Die extrahierten Partikel wurden durch
multivariante statistische Analyse angeglichen und klassifiziert (2D-Class-Averaging).
Alternativ wurden Rohaufnahmen auch mittels Adobe Photoshop zur Kontrastverstarkung

oder Anpassung der Helligkeit nachbearbeitet.

4.3 Zellbiologische Methoden
4.3.1 Kultivierung der eukaryotischen Zellen

In Tabelle 2 sind die verwendeten Zelllinien und deren Herkunft aufgefiihrt. Adharente Zellen
wurden durch Accutase (Pan Biotech, P10-21100) abgeldst. Alle Zelllinien wurden bei 37°C,
5 % CO2, und 80 % Luftfeuchte kultiviert. Als Basismedium wurde RPMI-1640 (10 % FCS;

2 mM Glutamin) verwendet. Rekombinanten Zelllinien wurden Zusatze nach
Herstellerangaben zugefihrt. Die genaue Zellzahl wurde automatisch mit dem Vi-CELL XR

Analyzer (Beckmann Coulter) bestimmt.
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Tabelle 2: Verwendete Zelllinie und deren Herkunft

Zelllinie Quelle/Klon

A-431 ATCC® CRL-1555™
HelLa ATCC® CCL-2™

HT-29 Roche-interne Zellbank
LNCaP ATCC® CRL-1740™
MCF-7 Roche-interne Zellbank
MKN-45 DSMZ ACC 409
MKN-45 FOLR1_PD-L1 Roche-interne Zellbank
SK-OV-3 ATCC® HTB-77™
TCR/CD3 Effektor Zellen Promega, J1601

PD-1 Effektor Zellen Promega, J1252

4.3.2 Durchflusszytometrische Bindestudien

Alle Messungen wurden am FACS Canto ™Il Gerat (BD Biosciences) durchgefihrt. Die
Rohdaten wurden aus der FACS Diva Software als .fcs Datei extrahiert und mit der Software
FlowJo V10 (BD Biosciences) analysiert und im Layout Editor dargestellt. Statistische

Darstellungen wurden in Graph Pad Prism (GraphPad Software) erstellt.

Die Expressionsanalyse wurde mit Phycoerythrin-gekoppelten Antikdrpern (Biolegend,
FOLR1 (908303), EGFR (352903), PD-1 (367403)) durchgefihrt. 2x10° Zellen wurden in

95 ul FACS-Puffer (PBS, 2 % FCS) mit je 5 ul der Stammldsung fur 30 Minuten auf Eis und
lichtgeschiitzt inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen zweifach mit kaltem PBS
gewaschen, zentrifugiert, in PBS resuspendiert und mit dem BD FACSCanto™ |l gemessen.
Die Spannung der Laser wurde mit Hilfe einer Isotypenkontrolle eingestellt. Je Ansatz

wurden mindestens 10.000 Zellen aufgenommen.

Die Bindung der produzierten Antikdrper (Erstantikdrper) an die Zielzelllinie wurde durch
Farbung mit einem Fluorophor-markierten Sekundarantikérper nachgewiesen. Dazu wurden
2x10° Zellen in FACS-Puffer mit 200 nM des Antikérpers auf Eis inkubiert. Nach einmaligem
Waschen mit kaltem PBS wurden 95 pl FACS Puffer mit 5 pl der anti-LC bzw. anti-His-Tag
Antikorper (Biolegend, 362603) addiert und erneut 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen mit kaltem PBS wurden mindestens 10.000 Zellen mit dem
Durchflusszytometer analysiert. Die Einstellung des Lasers erfolgte durch den Kontrollansatz

ohne Erstantikorper.
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4.4 Immunologische Assays
4.4.1 T-Zellaktivierungsassay

Zur Bestimmung der Antikorper-vermittelten T-Zellaktivierung wurden rekombinante
TCR/CD3 Effektorzellen oder PD-1 Effektorzellen verwendet (siehe Tabelle 2). An Tag 0
wurden 4x10* Tumorzellen in 96-Well-Platten (Flachboden, weiR, fiir Lumineszenz Messung)
ausgesat und uber Nacht unter Zellkulturbedingungen inkubiert. An Tag 1 wurden
Antikdrperverdinnungen in einer separaten Tiefboden-Platte in Assaymedium (RPMI-1640;
1 % FCS; 2 mM Glutamin) angesetzt. Das Medium der vorinkubierten Tumorzellen wurde
nachfolgend abgenommen und durch 50 pl der Antikdrperldsungen ersetzt. Anschliel3end
wurden 1x10° Jurkat Reporterzellen in 25 pl Assaymedium hinzugefligt. Der Ansatz wurde
unter Zellkulturbedingungen fur 16 h inkubiert. Nach Zugabe von 75 pl des Reagenz
OneGlo™ (Promega, E6110) wurde der Ansatz fur 5 Minuten unter leichtem Schitteln (200
rpm) im Dunklen inkubiert. Die Lumineszenz wurde mit dem Infinite® F200 Photometer
(Tecan Trading AG) mit einer Integrationszeit von einer Sekunde bestimmt. Die Experimente
mit PD-1 Effektorzellen wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt (Promega, J1250). Als
Zielzellen wurden lediglich FOLR1-positive MKN-45_FOLR1_PD-L1 (Tabelle 2) verwendet.

4.4.2 PBMC Co-Kultivierungsassay

An Tag 0 wurden 1,8 x10* Tumorzellen in RPMI-1640 (10 % FCS, 2 mM Glutamin) in
96-Well-Zellkulturplatten ausgesat und Uber Nacht kultiviert. An Tag 1 wurden PBMC aus
humanem Blut gesunder Spender isoliert. Dazu wurde das Blut zunachst 1:1 mit RPMI-1640
verdinnt und in mit 15 ml Ficoll® Paque Plus (GE, 17144003) befullte Leucosep™ (Greiner,
227290) Zentrifugalrbhrchen gegeben. Die Zentrifugations- und Waschschritte wurden nach
Herstellangabe (GE, Ficoll®) durchgefihrt. Mononukleéare Zellen wurden mit einem Vi-CELL
XR Zellzahler (Beckmann Coulter) quantifiziert und mit Assaymedium (RPMI-1640; 1 % FCS;
2 mM Glutamin) auf die entsprechende Zellkonzentration eingestellt und voriibergehend im
Inkubator (maximal 2 h) gelagert. In der Zwischenzeit wurden Verdinnungsreihen der
Antikorper in Tiefboden-Platten (Eppendorf, 0030504208) angelegt. AnschlieRend wurde das
Medium der vorinkubierten Tumorzellen abgenommen, und die entsprechende
Antikérperverdiinnung in Assaymedium (150 ul) zugegeben. Jede Bedingung wurde in
technischen Triplikaten angesetzt. Um Abweichungen durch Evaporation des Mediums zu
verhindern, wurden nur die inneren 60 wells zur Auswertung herangezogen, wahrend die
auReren wells mit PBS beflllt wurden. AnschlieRend wurden 50 ul der PBMC-Suspension
(Zellzahl je nach E:T Verhaltnis) hinzugefligt. Die Ansatze wurden unter

Zellkulturbedingungen flr 48 h inkubiert.
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4.4.3 Laktat-Dehydrogenase-Bestimmung

Um Antikorper-vermittelte Eliminierung der Tumorzellen zu quantifizieren, wurde das Cell
Cytotoxicity-Kit (Roche, 11644793001) verwendet. Das Messverfahren beruht auf der
Ausschittung von Laktat-Dehydrogenase (LDH) in das Kulturmedium nach Einleitung der
Apoptose. Zur Bestimmung des maximalen Wertes (100 % Eliminierung) wurden drei wells
mit Triton™ X-100 (Sigma, T8787) versetzt (Endkonzentration im Medium bei 2 %) und fir
5 Minuten inkubiert. 100 pl des Uberstandes wurden mithilfe eines Liquidators in 96-Well-
Platten (weil3, transparenter Boden) zur photometrischen Auslesung tberfihrt. Die
LDH-Detektionslosung wurde wie vom Hersteller beschrieben vorbereitet, 100 pl dem zuvor
abgenommenen Kulturiberstand zugegeben und fir 15 Minuten im Dunkeln inkubiert. Die
Absorption bei 490 nM wurde folgend photometrisch im Infinite® F200 (Tecan) Geréat

bestimmt.

4.4.4 Quantifizierung der Zytokine im Uberstand

Weitere 50 pl des Assay-Uberstandes der PBMC-Tumorzell-Co-Kultivierung wurden zur
Quantifizierung von Zytokinen in eine separate 96-Well-Platte transferiert und bei -80 °C bis
zur Analyse zwischengelagert. Die Messung erfolgte in einem Durchflusszytometrie-
basierten Multiplex-Ansatz unter Verwendung folgender Flex Sets der Firma BD: INF-a
(560111), IL-2 (558270), Granzym B (560304) und TNF-a (560112) und dem dazugehdrigen
Protein Master Buffer Kit (558264). Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben. Die
Messung wurde in einem FACS Canto Il Durchflusszytometer mit Hochdurchsatzeinheit

vollzogen.

4.5 Auswertungs-, Statistik- und Darstellungssoftware

Sofern nicht explizit angegeben erfolgte die Analyse der Rohdaten mit Microsoft Excel 2010.
Die Darstellung der Daten sowie die statistische Auswertung wurde mit Graph Pad Prism 7
vollzogen. Die dargestellten statistischen Parameter und angewendeten Tests sind in den
betreffenden Abbildungslegenden spezifiziert. Alle schematischen Darstellungen wurden mit
Microsoft Powerpoint erstellt. Die Darstellung der Proteinstruktur (Abbildung 13) wurde mit

Discovery Studio Visualizer v17.2.0 (BIOVIA) angefertigt und im .jpg-Format exportiert.
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5. Ergebnisse

5.1 TriFab: Ein neuartiges, trivalentes, IgG-formiges TCB-Format
5.1.1 Architektur und Domé&nenzusammensetzung des TriFab-TCB

Durch Anderung des molekularen Aufbaus und der Anordnung einzelner Domanen kénnen
sich Unterschiede in pharmakodynamischen Eigenschaften eines TCB ergeben (Ellerman
2019). Alle TCB-Formate in klinischer Testung tragen das CD3-spezifische Paratop

endstandig, was den wesentlichen Unterschied zum TriFab Format darstellt.

Das rationale Design des Formats ist in Abbildung 3 dargestellt. Der gezeigte 1gG tragt
N-terminal zwei Paratope, die eine bivalente Bindung an tumorassoziierte Antigene (TAA)
auf der Zielzelle ermdglichen. Die CH2-Regionen des natirlichen 1IgG wurden durch variable
Regionen eines CD3-Binders (rot) substituiert und bildet somit den zentralen Teil des
Proteins. Das Molekul enthalt somit keine klassische Fc-Region (CH2-CH3) und erinnert
durch Einfihrung der zentralen variablen Region an drei miteinander verknipfte

Fab-Molekile (,TriFab®), die der Grofe und Form eines IgG1 Antikorpers ahneln.

Um die Zugéanglichkeit des CD3-spezifischen Paratops fur das membrangebundene T-Zell
Antigen zu ermdglichen, wurden Verdnderungen in der Gelenkregion (hinge) vorgenommen
(Abbildung 3, Detailansicht). Flexible Peptidkette aus vier Glycin(4)Serin(1)-Einheiten
ersetzen die natlrlichen Aminosaureketten der Hinge-Region. Durch diese Substitution wird
die Disulfidverbriickung der beiden schweren Ketten aufgehoben, sodass die Interaktion

ausschlieBlich auf nicht-kovalenten Protein-Protein-Wechselwirkungen beruht.

Die Heterodimerierung der beiden schweren Ketten wurde durch Einflihrung der
»Knob-into-Hole“-Mutationen in die C-terminal gelegenen CH3-Domaénen forciert (Ridgway et
al. 1996). Die Ubergangssequenzen von hinge zu VH/VL beziehungsweise VH/VL zu CH3

sind ebenfalls in der Detailansicht eingezeichnet.

Zunachst wurden TriFab-Molekile mit Spezifitaten gegen drei verschiedene TAA generiert
(Schreibweise: <Spezifitat>-TriFab). Das Kohlenhydratantigen Lewis Y (LeY), der
Folatrezeptor (FOLR1) und EGFR.
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Abbildung 3: Aufbau des TriFab-TCB mit Sequenziibergangen und eingefiigten Mutationen.

Im Vergleich zum natirlichen IgG wurden die CH2 Domanen durch die variablen Doméanen eines
CD3-Binders (rot) substituiert. Die disulfidverbriickte (S-S) Hinge-Region wurde durch einen flexiblen
Linker ohne intermolekulare, kovalente Verbriickung ersetzt. Eine Detailansicht der Doméanen zeigt die
Sequenziibergange. Die Heterodimerisierung wird durch Knob-into-Hole-Mutationen in den CH3-
Doménen getrieben. (Eigene Darstellung)

Nach dem in silico Design des neuartigen TCB-Aufbaus waren verschiedene Kernfragen zu

adressieren:

Lassen sich die Molekiile durch transiente Expression herstellen und als reines Monomer
aufreinigen? Ist die zentrale CD3-Bindestelle fiir das Antigen zugéanglich? Fihrt die simultane
Bindung des Antikdrpers an T- und Tumorzelle zu einer spezifischen Aktivierung der
T-Lymphozyten. Hat die Antikdrper-vermittelte T-Zell-Aktivierung die Eliminierung der

Tumorzelle zur Folge?
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5.1.2 Produktion und Analytik der TriFab-TCB

Die Produktion drei verschiedener Molekule durch transiente Transfektion lieferte Ausbeuten
von mehr als 20 mg pro Liter Expressionsvolumen. Die Aufreinigung mittels Affinitats- und
GroRRenauschlusschromatographie (SEC) zeigte eindeutige Peaks. Abbildung 4A stellt
beispielhaft das Chromatogramm der praparativen SEC des <EGFR>-TriFab dar. Das
Zusammenfihren der Fraktionen des Hauptpeaks resultierte in einem reinen Monomeranteil
von mehr als 97 % (bestimmt durch analytische SEC). Die Zusammensetzung und Grél3e
des Molekils wurden mittels SDS-PAGE bestétigt (Abbildung 4B). In Anwesenheit von SDS
dissoziieren die beiden nicht-kovalent verkniipften schweren Ketten, welche aufgrund ihrer
identischen Grof3e im Gel Ubereinanderliegen und eine Einzelbande von 75 kDa generieren.
In Anwesenheit von 3-Mercaptoethanol wird die Disulfidbriicke zwischen schwerer (HC) und
leichter (LC) Kette reduziert. HC (50 kDa) und LC (25 kDa) liegen getrennt voneinander vor.

A <LeY> <EGFR> <FOLR1>
800 <CD3> <CD3> <CD3>
TriFab TriFab TriFab
§600 kDa nr r nr r nr r
= BN = - —a HC+LC
-g 400
o
S 50| ww Vs - W - HC
g 200
37| -
i E e 25| w. — | C
20 40 60 80 100 120 1

Elutionsvolumen (ml)

Abbildung 4: Analytik der produzierten TriFab-TCB.

A) Das Chromatogramm der praparativen SEC (am Beispiel des <EGFR>-TriFab) zeigt einen
dominierenden Monomer-Peak. Der kleinere Peak mit kiirzerer Retentionszeit reprasentiert
héhermolekulare Aggregate und ist gut von der Hauptfraktion abzutrennen. B) Eine Analyse
verschiedener TriFab-Molekile, die gegen LeY, EGFR und FOLR1 gerichtet sind, bestétigt die
korrekte MolekilgréRRe unter reduzierenden (r) und nicht-reduzierenden (nr) Bedingungen (schwere
Kette (HC) circa 75 kDa, leichte Kette (LC) circa 25 kDa), die der theoretischen Masse entspricht.

Zur Bestimmung der thermischen Stabilitat der TriFab wurde Differentielle-Scanning-
Fluorometrie angewendet. Dabei konnten mittlere Schmelztemperaturen von 75+1°C
(<LeY>-TriFab, <EGFR>-TriFab) beziehungsweise 74+1 °C (<FOLR1>-TriFab) ermittelt
werden. Weiterhin wurde fiir alle Proteine ein Endotoxin-Wert von weniger als 1 EU pro

Milligramm Protein gemessen.
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5.1.3 Funktionalitat der TriFab-TCB hinsichtlich der Antigenbindung

Aus der Literatur wurden immortalisierte Tumorzelllinien ermittelt, die das entsprechende
TAA exprimieren. LeY liegt membrangebunden auf MCF-7 (Brustkrebs-Modell) vor.
A-431-Zellen (Modell eines epidermoiden Karzinoms) exprimieren EGFR. FOLR1 wird auf
der Membran von HelLa-Zellen (Modell des Zervixkarzinoms) exponiert. (Bacac et al. 2016,
Brinkmann et al. 1991, Dickopf et al. 2019).

Eine Expressionsanalyse der kultivierten Zellen ist in Abbildung 5 dargestellt und konnte in
allen Fallen die Expression des jeweiligen TAA bestatigen.

Fir alle drei TriFab-Molekile konnte die Bindung an die Zielzellen durch Anfarben mit
Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikérpern gezeigt werden. Dies aul3ert sich in einer
Phasenverschiebung gegenuber der Isotypenkontrolle im Histogramm (Abbildung 5, zweite
Reihe).
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Abbildung 5: Expression der TAA und Bindung der TriFab-TCB auf ausgewéahlten Tumorzellen.
Durchflusszytometrische Expressionsanalyse durch Farbung der Zellen mit spezifischen,
Fluorophor-gekoppelten Antikdrpern bestétigt die starke Expression von LeY auf MCF-7, FOLR1 auf
HelLa und EGFR auf A-431 (obere Reihe). Die Bindung der TriFab-Molekile an die entsprechende
Zielzelle wurde ebenfalls durchflusszytometrisch tiber Bindung eines Fluorophor-gekoppelte anti-LC
Antikorpers ermittelt. Als Isotypenkontrolle (grau) wurde jeweils ein TAA-irrelevanter TriFab eingesetzt
(<PSMA> auf MCF-7, <LeY> auf HeLa, <FOLR1> auf A-431)
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Die Bindefunktionalitat der zentralen Doméanen des TriFab wurde bereits durch Brinkmann
et al. fur niedermolekulare Substanzen wie Haptene (z. B. Biotin, Digoxigenin) gezeigt
(Mayer et al. 2015). Fur deutlich gro3ere Proteine wie CD3, die zudem aufgrund der
Membranverankerung in ihrer Rotation eingeschrankt sind, waren sterische Hinderungen zu

beflrchten.

Aufnahmen der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) gaben zunachst Aufschluss
Uber die Geometrie des TriFab-Formates (Abbildung 6). Alle Doméanen sind durch einen
guten Kontrast klar erkennbar, was auf einen rigiden Charakter und eine intramolekulare
Stabilitat der Doméanen schlie3en lasst. Einzig die glycinreiche Linkerregion ist durch das
flexible Design sehr beweglich. Dies fuhrt zu einer Rotation der N-terminalen Bindedomanen
und der Zugénglichkeit des CD3-spezifischen Paratops.

Abbildung 6: TEM-Aufnahmen verdeutlichen den flexiblen Charakter der Hinge-Region und die
Zuganglichkeit des CD3-spezifischen Paratops.

Transmissionselektronenmikroskopieaufnahmen des <LeY>-TriFab bestétigen den flexiblen Charakter
der Hinge-Region und die rigide Form der einzelnen Domanen. Der rote Pfeil deutet auf die variablen,
CD3-spezifischen Doméanen. Gezeigt sind vier reprasentative Bilder (N = 50) als ,class averages*.
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Um die Bindekapazitat des Antikdrpers an CD3 zu messen, wurden die Molekiile auf eine
Affinitatschromatographiesaule gegeben. Auf der Saulenmatrix wurde zuvor rekombinantes
CD3 immobilisiert. Die Messung der Retention eines Molekuls gibt Aufschluss tber das
Bindeverhalten an das Antigen. Das Chromatogramm zeigt fiir den <CD3>-TriFab eine
deutlich verlangerte Retentionszeit auf der Sdulenmatrix im Vergleich zur Isotypen-Kontrolle
(mit zentraler Biotin-Bindestelle (<neg>-TriFab)). Das Signal liegt im Bereich der

Positivkontrolle, einem publizierten TCB mit N-terminal lokalisiertem CD3-Paratop
(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Assoziation der zentralen Binderegion an rekombinantes CD3.

Eine mit rekombinantem CD3 beschichtete Saulenmatrix wurde genutzt, um die Bindung der
TriFab-TCB an CD3 zu bestimmen. Nach Auftragen auf die Chromatographiesaule wurde eine
verlangerte Retentionszeit des <CD3>-TriFab (rot) im Vergleich zum haptenbindenden TriFab

(<neg>-TriFab, schwarz gestrichelt) detektiert. Als Positivkontrolle diente ein publizierter Antikérper mit
bestéatigter CD3-Bindung (<CD3>-posKT) (Bacac et al. 2016).
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5.1.4 TriFab-TCB-induzierte Lyse von Tumorzellen durch T-Lymphozyten

Die biochemischen Analysen im vorherigen Abschnitt bestatigen, dass die N-terminalen
Paratope (Fab-Arme, blau, Abbildung 3) und die zentralen <CD3>-Domé&nen unabhangig
voneinander an ihr Epitop binden kdnnen. Die T-Zell-vermittelte Eliminierung einer
Tumorzelle setzt die simultane Bindung des Antikorpers an Effektor- und Zielzelle voraus,
das zum Ausbilden der Immunsynapse und Austiben der Effektorfunktion fiihrt.

Co-Kultivierungsassays mit mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) wurden
durchgefuhrt, um die Antikdrper-induzierte Eliminierung der Tumorzellen durch polyklonale
zytotoxische T-Zellen zu untersuchen. Die Quantifizierung der Zelllyse erfolgte durch
Messung der Laktat-Dehydrogenase, welche bei Verlust der Integritat der Zellmembran in
das umgebene Medium entlassen wird. Auch hier zeigte sich ein dosisabhangiger Effekt bei
allen drei Molekilen auf den entsprechenden Zielzellen (Abbildung 8). Die EC50 Werte
liegen jeweils im pikomolaren Bereich (<EGFR> = 200 pM, <LeY> =100 pM,

<FOLR1> = 10 pM). Als Negativkontrollen wurden kreuzweise TriFab mit intaktem
CD3-Binder, aber irrelevanten TAA-Spezifitdten eingesetzt. Beispielsweise sind
<FOLR1>-TriFab inert auf FOLR1-negativen A-431-Zellen und <LeY>-TriFab induzieren

keine signifikante Lyse auf LeY-negativen HelLa-Zellen.
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Abbildung 8: TriFab-TCB induzieren die Lyse von Tumorzellen in Anwesenheit von PBMC.
Tumorzellen (MCF-7, A-431, HelLa) wurden mit frisch isolierten humanen PBMC (E:T Verhéaltnis 10:1)
in Anwesenheit der entsprechenden TriFab-TCB flir 48 Stunden co-kultiviert. Die Experimente mit
MCF-7 und A-431 wurden mit drei gesunden Donoren dreifach reproduziert. Die Experimente auf
HeLa-Zellen wurden mit flnf verschiedenen Donoren sechsfach reproduziert. Die Darstellung zeigt
Mittelwert und Standardabweichung (SD) aus technischen Triplikaten eines reprasentativen Ansatzes.
Die Kurven wurden durch nichtlineare Regression (log [Dosis] versus Antwort) mithilfe der Graph Pad
Prism Software modelliert.
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Die Uberstande aus den Co-Kultivierungsansatzen wurden zudem auf Anwesenheit
T-Zell-spezifischer Zytokine untersucht. In allen Reaktionen mit TAA-spezifischen TriFab, der
entsprechenden Tumorzelle und PBMC waren erhdhte Konzentrationen der
Aktivierungsmarker IL-2, IFN-y und TNF-a vorzufinden. Weiterhin war Granzym B, das in
Folge der Aktivierung ausgeschittet wird und die die lysierende Effektorfunktion unterstitzt,
deutlich angereichert (Abbildung 9).

In Ansétzen ohne gerichtete TriFab-Molekile (<ctrl>-TriFab) war analog zu der vorher
gemessenen Eliminierung der Tumorzellen keinerlei signifikante Anreicherung der Zytokine
zu detektieren.
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Abbildung 9: Ausschittung T-Zell-spezifischer Zytokine als Folge der Co-Kultivierung von
TCB, Tumorzellen und PBMC.

Ein Teil der Kulturtiberstande aus dem vorausgehenden Experiment (Abbildung 8) wurde unter
Verwendung eines Bead-Assays durchflusszytometrisch auf die Anwesenheit von IFN-y, IL-2, TNF-a
und Granzym B untersucht. Analysiert wurden die Uberstande aus Ansétze mit einer TriFab
Konzentration von 2 nM (<LeY> oder <EGFR>) oder 0,1 nM <FOLR1>. Die Darstellung zeigt
Mittelwert und SD aus technischen Triplikaten. Das Assay wurde zweifach mit je zwei
unterschiedlichen Donoren reproduziert. Gezeigt sind reprasentative Auswertungen je eines Donors.
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5.1.5 TriFab-TCB-induzierte Zytotoxizitat auf Zellen mit physiologischer
Antigen-Expression

Der On-target-off-tumor-Effekt ist bei der systemischen Applikation von TCB haufig mit
Nebenwirkungen verbunden. Die Toxizitat ist oft zu beobachten, wenn ein Zielantigen unter
physiologischen Bedingungen in gesundem Gewebe exprimiert wird und der TCB dort

binden kann.

Um dieses Szenario nachzuahmen, wurden <FOLR1>-TriFab mit huPBMC und MKN-45
Zellen inkubiert. Letztere exponieren circa 800 Molekile des FOLR1 auf der Membran pro
Zelle (Abschnitt 5.2.7). Diese Antigenzahl ist mit der Expression des Folatrezeptors in
gesundem Gewebe (Niere, Lunge) vergleichbar (Parker et al. 2005). Nach 48-stiindiger
Inkubation konnte eine Eliminierung von durchschnittlich 3 % der MKN-45-Zellen ab TriFab
Konzentrationen von mehr als 10 nM detektiert werden (Abbildung 10). Eine signifikante
Lyse konnte bereits bei Konzentrationen von 1 nM im Vergleich zur Kontrolle (ungerichtetes
TriFab Molekil) festgestellt werden. Im Umkehrschluss zeigt sich, dass die Wahl des
Zielantigens fiur eine Therapie mit TCB herausfordernd ist. Die ubiquitdre Expression eines

Antigens in essentiellem Gewebe limitiert den Einsatz von T-Zell-rekrutierenden Antikbrpern.
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Abbildung 10: TriFab-TCB induzieren T-Zell-vermittelte Lyse auf Tumorzellen mit
physiologischer Antigenexpression.

MKN-45-Zellen wurden mit frisch isolierten humanen PBMC (E:T Verhaltnis 10:1) in Anwesenheit des
<FOLR1>-TriFab-TCB fir 48 Stunden co-kultiviert. Die Darstellung zeigt technische Triplikate (pro
Datenpunkt) zweier Donoren aus drei Experimenten, normalisiert auf die prozentuale Lyse. Die blauen
Werte bilden Ansatze mit <FOLR1>-TriFab ab, die grauen Punkte reprasentieren die ungerichtete
Kontrolle (<ctrl>-TriFab). Die graue horizontale Linie reprasentiert den Mittelwert und SD.

*++kn < 0,001, ***p = 0,002 berechnet anhand ungepaartem Student t-Test.
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5.2 Das Konzept der konditionalen T-Zell-Aktivierung
5.2.1 Die thermodynamisch getriebene Assemblierung zweier Eduktmolekiile

Um die zuvor beschriebene On-target-off-tumor-Aktivitat des TriFab-TCB zu minimieren,
wurde der TriFab-Aufbau durch weitere Veranderungen modifiziert (Abbildung 11). Das
aktive Format wurde entlang des TriFab Stammes in vertikaler Weise getrennt. Resultierend
sind zwei Molekdle (1/2-TriFab), die jeweils nur einen Teil des CD3-Binders (rot) tragen und
daher separat vorliegend inaktiv sein sollten. Um die ungepaarten CD3-Domanen der
Vorlaufermolekile zu stabilisieren, wurden sogenannte Dummies (Attrappen) an den TriFab-
Stamm assoziiert (Abbildung 11, rechts, dunkelblau). Beide Teile tragen N-terminal einen

<TAA> (blau) zum monovalenten Binden an der Zielzelle.

L R N R &
| R Y i-n

Anti-CD3-TriFab Y2-TriFab Y2-TriFab + ,Dummy“-Kette
-aktiv- -inaktiv- -inaktiv-

Abbildung 11: Weiterentwicklung des TriFab-Formates in ein zweiteiliges Konzept zur
konditionalen T-Zell-Aktivierung.

Die Inaktivierung des aktiven CD3-Binders (rot) erfolgte durch vertikale Trennung des Molekiils
entlang der schweren Ketten. Das Resultat sind zwei ¥%2-TriFab. Zur Steigerung der Expressionsstarke
und Senkung der Aggregationstendenz des Antikorpers wurde eine Dummy-Kette (dunkelblau) an den
Halbantikorper assoziiert. (Eigene Darstellung)
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Konzeptionell sollen die beiden Edukte A und B unabhangig voneinander auf der Zielzelle
binden und dort miteinander zu einem aktiven TriFab assemblieren (Abbildung 12, rechts).
Dabei wird neben dem aktiven TriFab ein Dummy-Dimer gebildet, welches aus der
Immunsynapse dissoziiert. Die Rekonstitution des CD3-Binders soll folgend polyklonale
T-Zellen aktivieren und die Eliminierung der Tumorzelle durch Sekretion zytotoxischer
Proteine (Perforin, Granzym) ausldsen.

© e
Tumorzelle -/

Tumorzelle Perforin
Lyse A Granzym
%o
Yy
|3
by
oy
2
\ T TriFab \\
Edukt A WO Edukt B

" “ Assemblierung 4/ v I‘a

Dummy-Dimer

Abbildung 12: Zwei Eduktmolekiile assemblieren auf der Zielzelle zu einem aktiven TCB und
I6sen eine konditionale Aktivierung der T-Zelle aus.

Die beiden inaktivierten Eduktmolekile binden unabhéngig voneinander auf der Tumorzelle (links) und
assemblieren dort zu einem aktiven TriFab-TCB (rechts). Letzterer aktiviert Gber die rekonstituierte
CD3-Binderegion eine T-Zelle, welche die Tumorzelle durch Ausschiittung zytotoxischer Proteine
(Perforin, Granzym) lysiert. Als Nebenprodukt entsteht ein Dummy-Dimer (dunkelblau), welches aus
dem Kontaktbereich dissoziiert. (Eigene Darstellung)
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Der modulare Molekilaufbau der Vorlaufermolekule ist in Abbildung 13 detaillierter
dargestellt. Das Dummy-Molekil besteht aus einer variablen Region (VH oder VL), die
jedoch keine Bindefunktion besitzt (<x>), da die CDR in diesen Domanen durch einfache
Glycine substituiert wurden. Dieser artifizielle Binder wird auch als Nadaceptin (<Nada>)
bezeichnet. Die Paarung der freien variablen Regionen (rot) soll die Expressionsausbeute
steigern und die Aggregationstendenz senken. Die CH3 Regionen des Dummies sind
ebenfalls mit korrespondierender Knob-into-Hole-Mutation, analog zum parentalen
TriFab-Format, versehen.

Um die Fusion der beiden Edukte thermodynamisch zu beglinstigen, wurden zudem
Stormutationen in der CH3-Domaéne eingefligt. Edukt A tragt repulsive, positive (++)
Ladungen, sein Pendant Edukt B tragt repulsive, negative (- -) Ladungen. Kommen beide
Edukte in rdumliche Nahe, kommt es zum Austausch der Ketten durch Anziehung der
gegensatzlichen Ladungen(+ -). Das entstehende Produktmolekl entspricht dem aktiven
TriFab-TCB aus dem vorherigen Abschnitt 5.1 (Abbildung 13, rechts).

Aus strukturbiologischer Sicht wurden im Dummy-Teil des Eduktes A das negativ geladene
Glutamat an Kabat Position 357 durch ein positiv geladenes Lysin ausgetauscht (E357K)
und so die Polaritéat umgekehrt. Das an Position 370 liegende Lysin im Halbantikdrper
bewirkt die AbstoRung der gegenuberliegenden Seitenkette, welche sich dadurch von dem

Kontaktbereich der beiden Ketten abwendet (Abbildung 13, Pfeil in magenta).

Im Dummy-Teil des Eduktes B verhalten sich die Stérmutationen umgekehrt. Das Lysin an
Position 370 wurde durch ein Glutamat substituiert, die das an Position 357 gelegene
Pendant abst63t. Der Kontaktbereich zwischen dummy und schwerer Kette ist somit partiell

destabilisiert.

Das Produktmolekil (TriFab) tragt die Ursprungssequenz in der die Seitenkette des Lysins
(370) und des Glutamats (357) eine Salzbriicke ausbilden und den Kontaktbereich durch

anziehende Ladungen verstarken. Diese Konfiguration entspricht dem TriFab-Molekiil.
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Abbildung 13: Modularer Aufbau der Eduktmolekiile und des Produkts mit Darstellung des
Kontaktbereichs der CH3-Domanen.

Der Dummy-Teil tragt eine nichtbindende variable Region (VL X, VH x) zur Paarung der variablen
CD3-Region im Halbantiktérper. Die Heterodimerisierung von HC und dummy wird durch Einfligen der
Knob-into-Hole-Mutationen erreicht. Um den Austausch auf der Zielzelle thermodynamisch zu
forcieren, wurden die Dummy-Ketten durch Stérmutationen erganzt. Edukt A (links) tragt auf der
schweren Kette CD3-VH und die Knob Mutation. Der dummy tragt eine nichtbindende VL, die
Hole-Mutationen und eine positiv geladene Stérmutation (E357K). Edukt B (Mitte) tragt auf der
schweren Kette CD3-VL und die Hole-Mutationen. Der korrespondierende dummy tragt eine
nichtbindende VH, die Knob-Mutationen und eine negativ geladene Stérmutation (K370E). Das
Produkt setzt sich aus den beiden ¥z TriFab zusammen. E357 und K370 bilden eine Salzbriicke
(magentafarbener Pfeil) aus und stabilisieren den Kontaktbereich der schweren Ketten. (Eigene
Darstellung)

Das auf in silico Modellierung basierende Konzept eréffnet die folgende Hypothese:

Befinden sich die Eduktmolekile A und B in raumlicher Nahe, beispielsweise auf der
Membran von Zielzellen, kommt es zur Assemblierung der schweren Ketten, einem
thermodynamisch begunstigten Zustand. Dies hat zur Folge, dass aktive CD3-Binder
praferentiell in Gewebe mit aberrierender Antigenexpression generiert werden. Ziel ist es, die

On-target-off-tumor-Aktivitat des T-Zell-rekrutierenden Antikérpers zu minimieren.
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5.2.2 Produktion und Analytik der Eduktmolekile

Als Zielantigene wurden analog zu den initialen TriFab-Molekilen FOLR1, EGFR und LeY
gewahlt. Vorassemblierte TriFab (Produkt der Austauschreaktion auf der Zelle) dienten als
Positivkontrollen. Alle Antikdrper wurden in mindestens zwei unabh&ngigen Chargen
produziert und auf Reproduzierbarkeit getestet.

Die Produktion der Antikdrper erfolgte wie eingangs beschrieben durch transiente
Expression in HEK293F-Zellen. Alle Eduktmolekule lieferten nach Kodonoptimierung der
Plasmidsequenz, sowie Optimierung der Plasmidverhdltnisse bei der Transfektion
Ausbeuten von mehr als 40 Milligramm pro Liter Expressionsvolumen. Die durchgefuhrte
Analytik ist in Abbildung 14 zusammengefasst. Die Verlaufe der analytischen SEC zeigen
klare Einzelpeaks, die einer Reinheit von mehr als 99% entsprechen (Reinheiten grofl3er 95%
dienten als Kriterium fur weitere Assays) (Abbildung 14A).

Die Analyse durch SDS-PAGE (Abbildung 14B) bestatigte die Anwesenheit aller erwarteten
Ketten inklusive der nichtkovalent verknipften Dummy-Kette, die bereits unter

nichtreduzierenden Bedingungen als Einzelbande bei 22 kDa identifizierbar ist.

350,
™Y 99% Reinheit | *'® Edukt A Edukt B
25.0-
Edukt A kDa nr r nr r
5! 12.54 '
T o
— L A 112438
< gg ' " min 75 (W P— +-m HC+LC
E_ 100] ™ >09% Reinheit 1811 50 | - | HC
n
37
2 5] Edukt B -
2-13 1 dummy
0.0 A ] [—
o0 50 15.0

Zeit [min] 0o

Abbildung 14: Die Analytik der produzierten Eduktmolekiile bestatigt deren Reinheit und die
Anwesenheit aller co-transfizierten Ketten.

Alle Proteine wurden analog zum vorherigen Abschnitt produziert, aufgereinigt und wie folgt analysiert.
A) Die analytische SEC bestétigt, dass sich die disulfidfreien und mit Stérmutationen versehenen
Eduktmolekile mit Reinheiten von > 95 % aufreinigen lassen. Gezeigt sind zwei SEC Verlaufe der
<FOLR1> Eduktmolekiile A und B mit Reinheiten von mehr als 99 %. B) Die Analyse der
Molekilzusammensetzung durch SDS-PAGE bestéatigt unter nichtreduzierenden (nr) Bedingungen die
Anwesenheit des Dummies (~22 kDa) und des HC-LC Konstrukts (~75 kDa). Infolge reduzierender
Bedingungen (r) wird die Disulfidbriicke zwischen HC und LC reduziert, es liegen dann drei Ketten mit
der erwarteten Grof3e vor (HC ~50 kDa, LC ~25 kDa, dummy ~22 kDa).
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TEM-Aufnahmen veranschaulichen die rigide Form der einzelnen Doméanen sowie die
Flexibilitat des Molekils (Abbildung 15A).

Im Gegensatz zu nattrlichen Immunoglobulinen gibt es keine stabilisierenden
Disulfidbriicken zwischen den schweren Ketten, sodass die Dummy-Kette nur durch Protein-
Protein-Interaktionen an die HC assoziiert ist. Dieses neuartige Konzept birgt folglich die
Gefahr, dass das Molekiil instabil ist, zerfallt und zur Aggregation neigt. Mithilfe
Differentieller-Scanning-Fluorometrie (DSF) kann die Temperatur bestimmt werden, bei der
die innenliegenden hydrophoben Flachen des Molekiils exponiert werden
(Schmelztemperatur). Je hoher dieser Wert liegt, desto weniger anfallig ist das Molekul fur
thermisch bedingte Destabilisierung und Aggregation (van der Kant et al. 2017). Fur alle
Molekule konnten Schmelztemperaturen von grof3er 58°C (Edukt-Klasse A)
beziehungsweise groRer 70°C (Edukt-Klasse B) festgestellt werden. Das Produktmolekiil
(TriFab) ist durch die anziehenden Ladungen stabilisiert und weist Schmelztemperaturen von
mehr als 74°C auf (Abbildung 15B).
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Abbildung 15: Analyse der Integritat und Stabilitat der Eduktmolekile.

A) TEM-Aufnahmen des <LeY>-Edukts bestatigen den flexiblen Charakter der Hinge-Region und den
rigiden Charakter der einzelnen Doméanen. Gezeigt sind zwei reprasentative Bilder (N = 30) als ,Class
Averages®. Legende in Nanometer (nm). B) Die Analyse der thermischen Stabilitat durch DSF der
Eduktmolekdle (grau) und des TriFab-Produktes (rot) mit Spezifitdten gegen LeY, FOLR1 und EGFR
sind als Box-Plot aufgetragen. Jeder Punkt reprasentiert den Schmelzpunkt einer Antikdrperklasse,
welcher in technischen Triplikaten ermittelt wurde. Die schwarze horizontale Linie reprasentiert den
Mittelwert und SD. ****p < 0,001, **p = 0,006 berechnet anhand ungepaartem Student t-Test.
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5.2.3 Bestimmung der Antigenbindung auf Tumorzelle und T-Lymphozyt

Die Mehrzahl klinisch eingesetzter, monospezifischer Antikdrper bindet bivalent an die
Zielzelle. Die Bindungsstarke wird dabei stark durch Aviditatseffekte beeinflusst. Da die
zugrundeliegenden Eduktmolekile publizierte Sequenzen in monovalentem Aufbau tragen,
musste zunachst die Bindungstarke an das Zielantigen geprtift werden. Biacore™
Messungen bestatigen den Unterschied hinsichtlich der Bindungskinetik zwischen
monovalenten Edukten und dem bivalenten Produkt (Abbildung 16). Am Beispiel des
FOLR1-Binders zeigt sich, dass die Edukte schneller vom Antigen dissoziieren (graue

Kurven), wéahrend das Produkt (blaue Kurve) langer dort verbleibt.
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Abbildung 16: Das Bindeverhalten der Edukte und des TriFab-Produkts an FOLRL1.

Biacore Messungen zur Bestimmung der Bindungseigenschaften der monovalenten Eduktmolekile
(hellgrau und dunkelgrau weitgehend tberlagert) und des bivalenten Produktmolekiils (blau) am
Beispiel des <FOLR1>. Rekombinantes FOLR1 wurde auf dem Biacore Chip immobilisiert und die
entsprechenden Antikérper eingesplilt. Die gesattigte Bindung (Massenzunahme) wurde jeweils auf
100 response units (RU) normalisiert. Im Anschluss wurde die Dissoziation vom Antigen
(Massenabnahme) lber die Zeit ermittelt und aufgetragen.

36



Ergebnisse

Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht der Bindungskinetiken. Die monovalente Affinitat (KD) betragt
beispielsweise fir die Edukte 16 nM beziehungsweise 17 nM, wahrend fur die
aviditatsverstarkte bivalente Bindung des Produkts ein KD-Wert (kd/ka) von 1 nM errechnet

wurde.

Tabelle 3: Kinetikparameter der Bindung von Edukt- und Produktmolekiilen an FOLR1.
Assoziations- (ka) und Dissoziationsgeschwindigkeit (kd), sowie Dissoziationskonstante (KD).

<FOLR1>-Edukt A 2.1E+05 3.6E-03
<FOLR1>-Edukt B 2.2E+05 3.4E-03 16
<FOLR1>-Produkt 2.1E+05 1.8E-04 1

Die zentrale CD3-Bindestelle des vollstandigen TriFab wurde bereits eingangs
charakterisiert. Das Auftragen der beiden Eduktmolekile auf die CD3-Chromatographiesaule
bestétigte, dass die vertikale Trennung der <CD3>-Doménen (VH und VL) die Bindung an
CD3 eliminiert. Beide Molekile haben eine deutlich verringerte Retentionszeit im Vergleich
zum TriFab-Produkt (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Das Bindeverhalten der Edukte und des TriFab-Produkts an CD3.

Edukt- und Produktmolekiile wurden auf eine mit rekombinantem CD3 beschichtete
Chromatographiesaule appliziert. Die Absorption (mAU) wurde Uber die Zeit gemessen.
Eduktmolekile A und B (grau gestrichelt und schwarz) haben eine deutlich reduzierte Retentionszeit
im Vergleich zum TriFab-Produktmolekdl (rot).
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5.2.4 Konditionale T-Zell-Aktivierung durch Kombination der Eduktmolekiile

Die Austauschfahigkeit der Eduktmolektile und die Rekonstitution des CD3-Binders auf der
Zielzelle wurden unter Verwendung eines Reporterzellassays nachgewiesen. Rekombinante
T-Zellen wurden mit Tumorzellen in Anwesenheit verschiedener Antikdrperverdiinnungen
co-kuliviert. Im Falle einer Bindung an CD3 wird Gber den NFAT-Signalweg die Expression
des Enzyms Luciferase eingeleitet. Durch Zugabe von Luciferin kann anschlie3end tber

Auslesen der Lumineszenz die T-Zell-Aktivierung quantifiziert werden.

Die Kombinationen der beiden korrespondierenden Edukte fuhrten jeweils zu
dosisabhéngigen Aktivierungen der Reporterzellen in allen Ansatzen (Abbildung 18). Die
Kontrollreaktion der separat eingesetzten Edukte fiihrte im <LeY>-Ansatz zu keiner
signifikanten Aktivierung. Im Falle des <FOLR1>- und <EGFR>-Eduktes B ist eine schwache
Aktivierung bei hoher Konzentration erkennbar. Die absoluten Lumineszenzwerte variierten

zwischen den verschiedenen Ansatzen.
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Abbildung 18: Die simultane Applikation korrespondierender Eduktmolekule fihrt zu einer
dosisabhangigen Aktivierung von Reporter-T-Zellen.

16-stlindige co-Kultivierung von Jurkat-Reporterzellen mit Tumorzellen in Anwesenheit der
spezifischen Eduktmolekile A und B (<LeY> auf MCF-7, <FOLR1> auf HeLa, <EGFR> auf A-431)
oder deren Kombination in vier unterschiedlichen Konzentrationen (200 nM, 67 nM, 17 nM, 2 nM). Die
Aktivitat der T-Zellpopulation wird als Lichtsignal (RLU = relative light units) gemessen.
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5.2.5 Eliminierung von Tumorzellen in Anwesenheit priméarer T-Lymphozyten.

Um zu klaren, ob die T-Zellaktivierung eine Eliminierung von MCF-7 oder HeLa-Zellen zur
Folge hat, wurden Co-Kultivierungsversuche mit frisch isolierten humanen PBMC
durchgefuhrt. Hierbei wurden Antikérper-Eduktpaare eingesetzt, die den gleichen
TAA-Binder tragen (monospezifisch). Die Tumor- und Effektorzellen (E:T Verhaltnis 10:1)
wurde fur 48 Stunden unter Zellkulturbedingungen inkubiert. In Abbildung 19 wird ersichtlich,
dass die Kombination beider Edukte in beiden Zelllinien zu einer dosisabhangigen
Eliminierung der Tumorzellen fiihrte. Das FOLR1-spezifische Eduktpaar war auf HeLa-Zellen
weitaus potenter (EC50 = 0,1 nM) als das LeY-bindende Paar auf MCF7-Zellen

(EC50 = 6,5 nM). Auffallig ist, dass das <FOLR1>-Edukt B bei hohen Konzentrationen eine
Eliminierung (EC50 = 4 nM) der Zielzellen auslgst.
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Abbildung 19: Die simultane Applikation korrespondierender Eduktmolekile fihrt zu einer
dosisabhangigen Eliminierung von Tumorzellen in Anwesenheit humaner PBMC.

Tumorzellen (MCF-7, links; HelLa, rechts) wurden mit frisch isolierten humanen PBMC (E:T Verhaltnis
10:1) in Anwesenheit der entsprechenden Edukte fir 48 Stunden co-kultiviert. Die Experimente mit
MCF-7 wurden mit drei gesunden Donoren je dreifach reproduziert. Die Experimente auf HeLa-Zellen
wurden mit sechs Donoren insgesamt achtmal durchgefiihrt. Die Darstellung zeigt Mittelwert und SD
aus technischen Triplikaten eines reprasentativen Ansatzes. Die Kurven wurden durch nichtlineare
Regression (log[Dosis] versus Antwort) mithilfe der Graph Pad Prism Software modelliert. Die EC50
Werte des betreffenden Ansatzes sind aufgefuhrt [nM].
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Ein Teil des Zelluberstandes wurde zur Quantifizierung der Zytokinkonzentration genutzt. Die
Reaktionen mit <FOLR1>-Edukten bei der EC50 Konzentration von 0,1 nM wurden
beispielhaft gewahlt. Es zeigten sich erhohte Werte fur die T-Zell-Aktivierungsmarker IL-2,
IFN-y, TNF-a. und Granzym B (Abbildung 20). Die beiden Eduktmolekiile hatten bei

separatem Einsatz in dieser Konzentration keine signifikante Erhdhung der Werte zur Folge.
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Abbildung 20: Die simultane Applikation korrespondierender Eduktmolekile fihrt zu einer
Ausschittung T-Zell-spezifischer Zytokine ins Zellkulturmedium.

Ein Teil der Kulturtiberstande des <FOLR1>-Ansatzes (Antikérperkonzentration = 0,1 nM) wurde unter
Verwendung eines Bead-Assays durchflusszytometrisch auf die Konzentration [pg/ml] von IFN-y, IL-2,
TNF-a und Granzym B untersucht. Die Darstellung zeigt Mittelwert und SD aus technischen

Triplikaten eines reprasentativen Ansatzes. Das Assay wurde zweifach mit jeweils zwei
unterschiedlichen Donoren durchgefihrt.
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5.2.6 Abhangigkeit der Austauscheffizienz von der Antigendichte auf Zielzellen

Ein Bestandteil der eingangs aufgestellten Hypothese war, dass die Assemblierung der
beiden Edukte zum TriFab-Produkt ein thermodynamisch begunstigter Zustand ist. Es wurde
vermutet, dass die steigende Konzentration positiv mit der Reaktionswahrscheinlichkeit
korreliert. Dies bedeutet im Umkehrschluss, dass bei steigender Antigenexpression mehr
Bindestellen fiir potentielle Austauschpartner vorliegen und eine lokale Akkumulation der
Eduktmolekile begtnstigt wird.

Um diesen Zusammenhang und deren Auswirkung auf die T-Zell-Aktivierung zu testen,
wurden vier Zelllinien ausgewahlt, die durch verschiedene Expressionsstéarken des FOLR1
charakterisiert sind: HeLa (129-fache mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) zur Isotypkontrolle)
und SK-OV-3-Zellen (76-fache MFI) sind stark FOLR1-positiv, HT-29-Zellen exprimieren
mittlere Level (11-fache MFI) und MKN-45-Zellen sind nur schwach FOLR1-positiv (4-fache
MFI). Diese Quantifizierung wurde per Durchflusszytometer durchgefiihrt und ist in Abbildung

21 zusammengefasst.

FOLR1-Expression
150

1254

100+

- fach MFI

Abbildung 21: Analyse verschiedener Tumorzelle hinsichtlich ihrer FOLR1-Expression.
Durchflusszytometrische Expressionsanalyse der FOLR1-exprimierenden Tumorzelllinien Hela,
SK-0OV-3, HT-29 und MKN-45. Expressionsstarke dargestellt als Faktor der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) zur Isotypenkontrolle.
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Beide <FOLR1>-Edukte wurden separat oder in Kombination in Anwesenheit von PBMC und
der entsprechenden Tumorzelle inkubiert. Als Referenzwert fliir maximale Rekombination
wurde jeweils das assemblierte <FOLR1>-TriFab-Produkt parallel eingesetzt. Auf HeLa
unterschied sich die maximale Lyse der Zielzellen durch die Edukt-Kombination nicht von der
des Produktes. Mit abnehmender Rezeptorzelldichte nahm auch die maximale Lyse im
Vergleich zum Produkt ab, wie im Falle der SK-OV-3 und HT-29-Zellen ersichtlich wird. Auf
MKN-45-Zellen l6ste der <FOLR1>-TriFab bei hohen Konzentrationen eine Lyse von etwa
4% der Zielzellen aus, wohingegen die Kombination der Edukte keinerlei Zelllyse zur Folge
hatte (Abbildung 22). Die residuale CD3-Bindung von <FOLR1>-Edukt B nahm ebenfalls mit
der FOLR1-Expression ab und ist auf HT-29-Zellen nicht mehr zu detektieren.
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Abbildung 22: Abhéangigkeit der Assemblierungseffizienz von der FOLR1-Expression.
Tumorzellen wurden mit humanen PBMC (E:T Verhéltnis 10:1) in Anwesenheit der entsprechenden
Edukte (grau, Kombination blau) oder der Positivkontrolle (rot) fiir 48 Stunden co-kultiviert.

Die Experimente wurden dreifach reproduziert und mit je zwei gesunden Donoren durchgefihrt.

Die Darstellung zeigt Mittelwert und SD aus technischen Triplikaten eines reprasentativen Ansatzes.
Die Kurven wurden durch nichtlineare Regression (log[Dosis] vs. Antwort) mithilfe der Graph Pad
Prism Software modelliert. (Edukte = grau, Kombination = blau, Produkt = rot).
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5.2.7 Erweiterung des Konzepts zur konditionalen Generierung trispezifischer TCB

Das vorhergehende Experiment mit monospezifischer Bindung der Zielzellen zeigte bereits
die Selektivitatssteigerung der Technologie im Vergleich zum aktiven Produktmolekul. Zellen
mit niedriger Antigenexpression, wie es bei MKN-45 fir FOLR1 der Fall ist, bleiben von einer
Eliminierung durch die T-Zelle verschont.

Um eine weitere Spezifitatsstufe zu ergéanzen, wurde eine Kombination aus Edukten
eingesetzt, die gegen zwei verschiedene TAA gerichtet ist (bispezifisches targeting).
HT-29- Zellen exprimieren sowohl FOLR1, als auch EGFR. Bei erfolgreicher Rekombination
des <EGFR>- und <FOLR1>-Edukte entsteht ein trispezifischer TriFab-TCB (Abbildung 23).

HT-29

Q (EGFR+, FOLR1+)

EGFR  folr1  COrR
[

l ‘ Trispezifisches Produkt

, “ (<EGFR>, <FOLR1>, <CD3>)
7 .

<EGFR> <FOLR1>

Edukt A Edukt B

Abbildung 23: Eduktmolekille mit unterschiedlichen TAA-Spezifitaten generieren trispezifische
Produktmolekile auf der Zielzelle.

Konzept der Kombination zweier Eduktmolekile mit unterschiedlicher TAA-Spezifitat. Edukt A ist
gegen EGFR, Edukt B gegen FOLR1 gerichtet. HT-29-Zellen exprimieren beide Antigene. Es entsteht
ein trispezifisches Produktmolekul, welches an EGFR, FOLR1 und CD3 bindet.

MKN-45-Zellen hingegen exprimieren moderate Mengen EGFR und nur sehr geringe
Mengen FOLR1. Die Expressionsstarke der beiden Antigene ist in Abbildung 24A
zusammengefasst. Folglich sollte der FOLR1-bindende Edukt-Teil auf den MKN-45-Zellen

unterreprasentiert sein und nicht zur Assemblierung des CD3-Binders beitragen kénnen.
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Abbildung 24B bestéatigt diese Annahme. Auf HT-29 war eine dosisabhéngige Eliminierung

der Zellen durch die Antikdrper-Kombination (griin-blaue Kurve) in Anwesenheit der

huPBMC zu beobachten. Der separate Einsatz der Edukte hatte keine Lyse zur Folge. In rot

ist der <FOLR1>-TriFab als Kontrolimolekdl gezeigt. Im Gegensatz zum monospezifischen

targeting (Abbildung 22) wurde im bispezifischen Ansatz die maximale Eliminierung des

TriFab erreicht. Die gleichzeitige Applikation der Eduktmolekiile hatte hingegen keinen

Einfluss auf die Viabilitat der MKN-45-Zellen. Lediglich die TriFab-Kontrolle zeigt einen

signifikanten Anstieg bei hoheren Konzentrationen.
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Abbildung 24: Eine Assemblierung intakter TriFab erfordert die Expression beider Antigene
beim Einsatz von Eduktmolekilen mit unterschiedlichen TAA-Spezifitaten.
(A) Durchflusszytometrische Expressionsanalyse von FOLR1 und EGFR auf HT-29 und MKN-45-

Zellen. Dargestellt ist die Expressionsstarke als Faktor der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI)
verglichen zur Isotypenkontrolle. B) Tumorzellen (HT-29, MKN-45) wurden mit humanen PBMC (E:T
Verhéltnis 10:1) in Anwesenheit der entsprechenden Edukte (grau), in Kombination (blau) oder der
Positivkontrolle (rot) fir 48 Stunden co-kultiviert. Die Experimente wurden zweifach mit je zwei
gesunden Donoren reproduziert. Die Darstellung zeigt Mittelwert und SD aus technischen Triplikaten
eines reprasentativen Ansatzes. Die Kurven wurden durch nichtlineare Regression (log[Dosis] versus.
Antwort) mithilfe der Graph Pad Prism Software modelliert.
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5.2.8 Die unspezifische Assemblierung zweier Eduktmolekiile in Losung

Die bisher dargestellten Daten lassen die Vermutung zu, dass die Reaktion der beiden
Edukte von der Konzentration, also der raumlichen Néhe zweier Reaktionspartner, abhéangt.
Insofern ist zu erwarten, dass der Austausch nicht ausschlief3lich auf der Zelloberflache
vonstattengeht, sondern moglicherweise (auch) schon in Lésung vollzogen werden kann.
Dies héatte zur Folge, dass die Selektivitatssteigerung gegentiber dem bereits assemblierten
Produkt hinféallig ware. Um diese Fragestellung zu adressieren wurden verschiedene Ansatze
verfolgt.

Im ersten Ansatz wurden Eduktmolekiile bei einer Konzentration von 10 uM in Probenpuffer
gemischt und flr einen Zeitraum von zwei Tagen (entspricht der Dauer der PBMC-
Experimente) bei 37°C inkubiert. Das Gemisch wurde anschlieRend auf die eingangs
beschriebene CD3-Affinitatschromatographiesaule gegeben und deren Retentionszeit
bestimmt. Die Positivkontrolle (TriFab) zeigte eine klare Phasenverschiebung wahrend
sowohl fir die Eingangsmolekiile, als auch die Mischung keinerlei Interaktion mit der

Saulenmatrix detektiert werden konnte (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Eine biochemische Analysemethode zur Ermittlung der unspezifischen
Assemblierung zweier Eduktmolekile in Losung.

Mithilfe einer CD3-spezifischen Affinitatschromatographie wurde die Bindung der Positivkontrolle
(TriFab), der Eduktmolekile (A und B) und einer Mischung der Edukte nach 48-stiindiger Inkubation
bei einer Konzentration von 10 uM (in His-NaCl Puffer, pH 6) an das Saulenmaterial untersucht.
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In einem zellbasierten Experiment wurden zwei Eduktmolekile mit unterschiedlichen
TAA-Bindern eingesetzt (<FOLR1>, <PSMA>). Eines der Molekule kann tber den
FOLR1-Binder an die Zielzelle (HeLa) andocken, das zweite Molekul verbleibt in Losung, da
HelLa-Zellen kein PSMA Antigen exprimieren. Ware ein Austausch in Losung moglich, wirde
ein Produktmolekil mit aktivem CD3-Binder und einer monovalenten Affinitéat von 17 nM
(Abschnitt 5.2.3, Abbildung 16) entstehen (Abbildung 26). Die Co-Kultivierung mit huPBMC
zeigte keine signifikante Eliminierung der Zielzelle bis zu einer Konzentration von 1 pM. Eine
Erhohung der Konzentration auf 1,5 uM flihrte zu einer leichten Aktivitat. Eine weitere
Steigerung der Konzentration war aus technischen Griinden nicht méglich, da eine erhéhte
Salzkonzentration (aus Probenpuffer) im Medium die Viabilitat der huPBMC beeintrachtigt.
Zudem war das Signal der beiden Positivkontrollen bereits durch den ,Hook-Effekt*
(gestrichelte Linie) beeintrachtigt. Befinden sich zu viele Eduktmolekiile im Uberstand,
konkurrieren die Antikdrper um die Bindestellen. Diese Kompetition &uf3ert sich in einem
Abfall der maximalen Lyse (Hoofnagle und Wener 2009).
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Abbildung 26: Ermittlung der unspezifischen Assemblierung zweier Eduktmolekiile in Losung
durch ein zellulares Assay.

A) HelLa-Zellen (FOLR1+, PSMA-) wurden mit humanen PBMC in Anwesenheit von
<FOLR1>-Edukt A und <PSMA>-Edukt B inkubiert. Funktionale Produktmolekille entstehen nur bei
spontanem Austausch in Lésung, da <PSMA>-Edukte nicht auf PSMA-negativen Zellen binden
kdénnen. B) HeLa-Zellen (FOLR1+, PSMA-) wurden mit humanen PBMC (E:T Verhaltnis 10:1) in
Anwesenheit von <FOLR1>-Edukt A und <PSMA>-Edukt B(orange) oder den Kontrollen (schwarz:
<FOLR1>+<FOLR1>, griin: <FOLR1>+<EGFR>) fiir 48 Stunden co-kultiviert. Die Experimente
wurden dreifach mit insgesamt drei gesunden Donoren reproduziert. Die Darstellung zeigt Mittelwert
und SD aus technischen Triplikaten eines reprasentativen Ansatzes. Die Kurven wurden durch
nichtlineare Regression (log[Dosis] versus Antwort) mithilfe der Graph Pad Prism Software modelliert.
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5.2.9 Modulierung der Serumhalbwertszeit durch weitere Formatoptimierungen

Neben der Grof3e des Molekils beeinflusst vor allem die Fahigkeit eines Antikdrpers an den
neonatalen Fc-Rezeptor (FCRn) zu binden dessen Serumhalbwertszeit. Auf eukaryotischen
Zellen bewirkt der FcRn nach Internalisierung eines Antikdrpers dessen Recycling und
Sekretion in den extrazellularen Raum und verhindert somit den lysosomalen Abbau des
Molekuls. Die Interaktion zwischen FcRn und Antikdrper erfolgt Uber polare Seitenketten
beim Ubergang von der CH2- zu der CH3-Doméne im Fc-Teil (Canfield und Morrison 1991).
Aufgrund der Substitution der CH2-Doméanen durch die variablen Regionen des CD3-Binders
enthalt das klassische TriFab-Format keinen Fc-Teil. Resultierend haben TriFab-Molekiile
eine kurze Serumhalbwertszeit und werden vergleichsweise schnell aus der Zirkulation

hoherer Organismen ausgeschieden.

Abbildung 27 zeigt zwei weitere Formate zur Anwendung der konditionalen Assemblierung.
Beide Formate tragen einen vollstandigen Fc-Teil, Knob-into-Hole-Mutationen und die
Stormutation in der CH3-Doméne. Im linken Beispiel wurden die variablen Doméanen des
CD3- bzw. Nada-Binders C-terminal an den Fc-Teil fusioniert (Abbildung 27A). Im zweiten
Beispiel erfolgte die Fusion N-terminal des Fc-Teils (Abbildung 27B).

Beide Formate wurden mit LeY-Spezifitat hergestellt. Die Molekile konnten mit
Expressionsausbeuten von mehr als 15 mg pro Liter Expressionsvolumen produziert und wie
eingangs beschrieben aufgereinigt werden. Die bioanalytischen Methoden wurden analog
zum vorherigen Abschnitt durchgefihrt und bestatigten die Zusammensetzung und Integritat

der Molekiile.
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Abbildung 27: Modulierung der FcRn-Interaktion durch Formatoptimierungen zum Zwecke
einer verlangerten Serumhalbwertszeit.

Die Einfihrung eines intakten Fc-Teils in den TriFab-Aufbau lieferte zwei neue Formate:

A) Im ,Fc-Fv“-Format (links) wurden die variablen Doméanen des CD3-Binders C-terminal an den
Fc-Teil fusioniert. B) Im ,Fv-Fc* Format (rechts) liegt der CD3-Binder zwischen den N-terminalen
TAA-Bindern und dem Fc-Teil.

Um die Bindung dieser Molekile an den Fc-Rezeptor zu bestimmen, wurde eine
chromatographische Analysemethode gewahlt. Die Antikérper wurden auf eine mit
rekombinantem Fc-Rezeptor gekoppelten Saule appliziert. Je langer die Retentionszeit,
desto starker ist die Interaktion an die FcRn-Matrix. Beide Molekiile zeigten eine deutliche
Verlangerung der Retentionszeit im Vergleich zu der Fc-freien TriFab Kontrolle
(Abbildung 28).

Da das interface zwischen HC und dummy in diesen Formaten aus insgesamt drei Domanen
besteht, wurden die Molekiile auf deren Austauschfahigkeit zur Bildung des aktiven
Produktes gepriift. In einem Reporterzellassay zeigte sich eine klare dosisabhangige

Aktivierung der T-Zellen bei simultaner Applikation jeweils beider Edukte (Abbildung 29).
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Abbildung 28: Messung der Bindung Fc-kompetenter Eduktmolekiile an FCcRn.

Die Auftragung der Eduktmolekile A (beispielhaft) auf eine mit humanem FcRn-gekoppelten
Affinitatschromatographieséule resultierte in einer deutlich verlangerten Retentionszeit gegeniiber der

Fc-freien TriFab-Kontrolle.
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Abbildung 29: Die Kombination zweier Fc-kompetenter Eduktmolekiile 16st in Anwesenheit von

Tumorzellen eine Aktivierung von T-Reporterzellen aus.

Die 16-stiindige co-Kultivierung von Jurkat-Reporterzellen mit MCF-7 in Anwesenheit der

<LeY>-Eduktmolekiile A und B oder der Kombination beider in vier unterschiedlichen Konzentrationen
(100 nM; 20 nM; 4 nM; 0,8 nM). Die Aktivitat der T-Zellpopulation wird als Lichtsignal (RLU = relative

light units) gemessen.
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5.2.10 Simultane Immun-Checkpoint-Blockade durch eine funktionale Dummy-Kette

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass mit dem Einsatz T-Zell rekrutierender Antikorper,
eine Hochregulierung der anti-inflammatorischen programmed cell death protein 1 (PD-1) /
programmed death ligand 1 (PD-L1)-Achse einhergeht. (Krupka et al. 2016, Wallberg et al.
2017).

Die Expression von PD-1 korreliert mit dem Aktivierungsstatus der T-Zelle. Als naturlicher
Regulationsmechanismus des Immunsystems bewirkt dies die Homdostase bei
inflammatorischen Ereignissen im Organismus. Die Auspragung dieser Achse hat die
Inhibition der T-Zell-Aktivierung zur Folge. Diese inhibitorische Achse haben einige maligne
Indikationen als Immunausweichmechanismus genutzt, indem die Expression des
Bindepartners PD-L1 hochreguliert wurde. Dieser Vorgang wird durch &uf3ere Einflisse
gesteuert. Die Aktivierung der T-Zelle durch den CD3-Binder fuhrt zu der Sekretion von
Zytokinen wie IFN-y oder TNF-a ins umgebene Milieu (Mimura et al. 2018). Krupka et al.
zeigen in ihrer Arbeit, dass die Expression von PD-L1 zytokinreguliert ist und sowohl in vitro
als auch in vivo durch Stimulation mit IFN-y induziert werden kann (Krupka et al. 2016). Wie
zuvor beschrieben, fuhrt die Applikation eines TriFab zu einer Sekretion von Zytokinen ins

Medium.

AulRerdem wird die PD-1 Expression auf T-Zellen durch den Einsatz des TriFab-TCB in

Anwesenheit der Tumorzelle hochreguliert (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Hochregulierung des Immun-Checkpoints PD-1 als Folge der gerichteten
Aktivierung primérer T-Lymphozyten mit einem TriFab-TCB.

Eine durchflusszytometrische Analyse zeigt, dass priméare T-Zellen PD-1 unter Anwesenheit des
aktivierenden <FOLR1>-TriFab (Konzentration: 1 nM) und HeLa-Zellen hochregulieren.
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Um einer Inhibition der T-Zellaktivierung durch eine Immun-Checkpoint-Interaktion
entgegenzuwirken wurde das Konzept um eine Komponente erweitert. Die Dummy-Kette
besitzt in den bisher beschriebenen Molekiilen keine Bindefunktion. Ersetzt man den
Nadaceptin-Teil durch variable Regionen eines anti-Immun-Checkpoint-Binders (<IC>,
Abbildung 31), bringt die Austauschreaktion neben der <CD3>-Assemblierung einen
weiteren Binder hervor: Das Dummy-Produkt hat die Grof3e eines Fabs (50 kDa) und kann

beispielsweise einen Immun-Checkpoint blockieren (Abbildung 31).

A + <Nada>-Dummy Kette B + <IC>-Dummy Kette

AV I WAy
i n il.Nn

! !

Inhibierender
Immun-Checkpoint

Checkpoint-Blockade
durch Dummy-Produkt

Tumorzelle

Tumorzelle

Dummy-Produkt

Abbildung 31: Ein funktionales Dummy-Produkt zur simultanen Blockade eines inhibierenden
Immun-Checkpoints.

Die bisher eingesetzte Molekiilklasse beinhaltete Dummy-Molekile (dunkelblau) ohne funktionale
variable Doméanen (<Nada>). Diese Domanen wurden nun durch bindefahige
anti-lmmun-Checkpoint-Doméanen (<IC>, hellrot) substituiert. Konzeptionell kann das entstehende
Dummy-Produkt einen Immun-Checkpoint binden (rechts), anstatt ohne Bindefahigkeit aus der
Immunsynapse zu diffundieren (links). Ein inhibierender Immun-Checkpoint wird so blockiert und die
T-Zellantwort verstarkt (gruner Pfeil).
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Nachdem die Molekile mit den etablierten Methoden produziert und analysiert wurden,
erfolgte die Testung ihrer Funktionalitat. In einem initialen Experiment wurden zunéchst die
potentiellen Produkte der Austauschreaktion separat getestet. Die Funktionalitat des
TriFab-TCB wurde in Anwesenheit des <PD-L1>-Dummy-Produkts mit einem Ansatz
verglichen, in dem kein Dummy-Molekil oder das <Nada>-Dummy-Produkt eingesetzt
wurde. Als Ausleseparamater diente das PD-1/PD-L1 Blockade Assay. Darin wird die
Expression des NFAT-geschalteten Luciferase-Gens durch Ausbildung der PD-1-/PD-L1
Achse inhibiert. Durch Blockade letzterer wird die Luciferase starker exprimiert, was einen
starkeren Umsatz des zugegebenen Reagenz Luziferin und eine starkere Lumineszenz

(Ausleseparameter) zur Folge hat.

Abbildung 32 zeigt die Ergebnisse der Co-Kultivierung. Der alleinige Einsatz der
Dummy-Produkte (<Nada> und <PD-L1>) lieferte keinerlei Aktivierungssignal. Die
Kombination aus TriFab-TCB und <Nada>-Dummy fiihrte zu einer dosisabhangigen
Aktivierung der Reporterzellen. In Kombination mit dem <PD-L1>-Dummy ist eine
signifikante Erhéhung der T-Zellaktivitdit messbar. Dies lasst auf die antagonistische Bindung

des Dummy-Produkts und eine Blockade des Immun-Checkpoints schliel3en.

4x10%
! 4~ <FOLR1>-TriFab + <PD-L1>-Dummy Produkt
3x 104+ -~ <FOLR1>-TriFab + <Nada>-Dummy Produkt
a - <PD-L1>-Dummy Produkt

2 = <Nada>-Dummy Produkt
E’ 2x 104+

1x10°- //’__‘

0 L] L)

1 10 100
Konzentration [nM]

Abbildung 32: Verstarkung der T-Zellaktivierung durch simultane Blockade der inhibierenden
PD-1/PD-L1-Achse mit einem PD-L1-spezifischen Dummy-Dimer.

Der simultane Einsatz des <FOLR1>-TriFab und eines <PD-L1> Dummy-Produkts (rot) hat einen
aktivitatssteigernden Effekt im Vergleich zu der Kontrollreaktion mit <Nada>-Dummy (blau) in PD-1-
exprimierenden Reporterzellen zur Folge. Die Experimente wurden dreifach reproduziert. Die
Darstellung zeigt Mittelwert und SD aus technischen Triplikaten eines reprasentativen Ansatzes. Die
Aktivitat der T Zellpopulation wird als Lichtsignal (RLU = relative light units) gemessen.
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5.2.11 Alternative Formate zur Retention des Dummy-Produkts auf der Zielzelle.

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass als Nebenprodukt ein funktionales
Dummy-Dimer verwendet werden kann, welches die Form eines Fab-Molekdls hat. Im
Gegensatz zu dem <CD3>-Produkt enthalt das Dummy-Dimer-Produkt N-terminal keine
zusatzlichen Antigenbindestellen, die eine aviditatsgetriebene Retention in der
Immunsynapse sicherstellen. Das kleine Fab-ahnliche Molekul kann daher leichter
wegdissoziieren. Dies hatte zur Folge, dass die zusatzliche Immun-Checkpoint-Blockade nur

ineffizient vonstattengehen kann.

Um dieser Dissoziation entgegenzuwirken, wurden zwei weitere Formate entwickelt, die in
Abbildung 33 gezeigt sind. Im linken Beispiel ist die Dummy-Kette durch einen Glycin-Serin
Linker (6x) C-terminal an die schwere Kette fusioniert. Bei erfolgreichem Austausch mit dem

Schwestermolekil wird der Dummy-Dimer-Teil C-terminal am <CD3>-Produkt fixiert.

Im rechten Beispiel wurde die Dummy-Kette N-terminal durch einen zusétzlichen TAA Binder
erganzt. Das Edukt-Molekil kann nun bivalent an der Zelloberflache binden und assembliert
zu zwei TriFab-férmigen Produktmolekilen. Das Dummy-Produkt kann so ebenfalls am

Tumorantigen binden, was die Dissoziation aus der Immunsynapse minimieren soll.

Beide Molekllformate wurden im T-Zell-Aktivierungsassay auf deren Fahigkeit den
Austausch mit dem zweiten Eduktpartner zu vollziehen, getestet. Dort war eine

dosisabhéangige Aktivierung der Reporterzelle nachweisbar (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Weitere Formatoptimierung zur Retention des Dummy-Produktes in der
Immunsynapse.

A) In dem gezeigten Format wurde der Dummy-Teil mit einem (G4S)6-Linker (gestrichelte Linie)
C-terminal an den zentralen TriFab-Stamm fusioniert. Es entsteht ein tetravalentes Produkt. B) Die
Dummy-Teile der beiden Edukte wurden durch eine <TAA>-Bindedoméane (blau) erganzt. Beide
Edukte sind somit bivalent. Neben dem <CD3>-TriFab wird auch das <x> Dummy-Dimer Produkt auf
der Tumoroberflache gehalten und die Dissoziation (siehe Abbildung 18B) verringert. Beide Formate
I6sen in Kombination eine dosisabhangige Aktivierung in Jurkat Reporterzellen aus. Eine 16-stlindige
co-Kultivierung von Jurkat-Reporterzellen mit MCF-7 Zellen in Anwesenheit der <LeY> Eduktmolekile
A und B oder der Kombination beider in vier unterschiedlichen Konzentrationen (100 nM; 20 nM; 4 nM;
0,8 nM) ist abgebildet. Die Darstellung zeigt Mittelwert und SD aus technischen Triplikaten eines
reprasentativen Ansatzes. Die Aktivitat der rekombinanten T-Zellen wird als Lichtsignal (RLU = relative
light units) gemessen.
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6. Diskussion

6.1 TriFab: Ein neuartiges TCB-Format mit besonderer Geometrie
6.1.1 Relevanz eines neuen Formates fur immuntherapeutische Ansétze

In vielen Studien Klinischer und praklinischer Art wurde festgestellt, dass das Format eines
TCB wesentlichen Einfluss auf dessen Potenz und die Dimension des therapeutischen
Fensters hat. Eine generalisierbare Definition des perfekten Aufbaus ist allerdings nicht
moglich, da die Anforderungen an das Format von der Antigenbeschaffenheit abhangt und
auch von Epitop zu Epitop abweichen kann. Nach Identifikation eines geeigneten Antigens
folgt daher meist die experimentell getriebene Suche nach dem Best-in-Class-Antikorper.

In den letzten Jahren nahmen sich Wissenschaftler vermehrt dieser Herausforderung an und
haben Hochdurchsatzverfahren zur Produktion bispezifischer Antikdrper (Spiess et al. 2013)
und in vitro Screening-Methoden zur Vorhersage der Effizienz und Sicherheit von
Immuntherapeutika entwickelt (Harper et al. 2018, Sugiyama et al. 2017). Diese und weitere
Technologien ebnen den Weg in Zukunft schnellere und breiter angelegte Verfahren zur

Formatfindung anzuwenden.

Das in diesem Projekt erstellte und bereits publizierte neuartige TCB-Molekil erweitert die
Formatlandschaft und steht fur die kinftige Suche nach dem geeigneten molekularen Aufbau
eines therapeutischen Antikérpers als weitere Option zur Verfigung (Dickopf et al. 2019).
Der TriFab-TCB stellt aufgrund seiner zentralen CD3-Binderegion und der flexiblen
Doménenverknipfung hinsichtlich der Geometrie eine neue Molekiilklasse dar (Brinkmann

und Kontermann 2017).

6.1.2 Biochemische Eigenschaften des TriFab-TCB

Aus den Elektronenmikroskopieaufnahmen geht hervor, dass der TriFab der Gréf3e und
Form eines nattrlichen IgG ahnelt. Das Aufheben der kovalenten Bindungen in der
Hinge-Region des TriFab lie3 die Vermutung zu, dass die Integritat der Molekuilstruktur

beeintrachtigt wird (Brinkmann und Kontermann 2017).

Fur klinische Anwendungen ist eine mdglichst hohe thermische Stabilitat des Antikérpers
wulnschenswert, da diese negativ mit der Aggregationstendenz des Proteins korreliert (Igawa
et al. 2010). Die mittlere Schmelztemperatur der TriFab-TCB betragt 74+1 °C. Zum Vergleich
liegt die Schmelztemperatur des ersten zugelassenen, bispezifischen und disulfidverbriickten
Antikdrpers Catumaxomab bei etwa 65 °C (Chelius et al. 2010). Zudem unterstreicht ein

gleichbleibender Monomeranteil von mehr als 95 % nach mehrwoéchiger Lagerung bei 4°C
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die intramolekulare Stabilitat des TriFab-TCB. Aus diesem Grund wurden keine weiteren
Modifikationen vorgenommen, die auf die Erhéhung der Schmelztemperatur und Stabilitat
abzielen. Sollte es dennoch zu unerwarteter Dissoziation der schweren Ketten in vivo
kommen, kann durch das Einfligen stabilisierender Disulfidbriicken im Kontaktbereich der
<CD3>-Doménen (VH44C-VL100C) oder in den CH3-Domanen (knob S354C, hole Y349C)
eine Stabilisierung des Konstrukts erfolgen (Mayer et al. 2015).

Die Substitution der physiologischen IgG-Hinge-Region durch Glycin-Serin Einheiten hat
eine erhohte Rotationsbewegung und Flexibilitat der beiden <TAA>-Binder zur Folge, was
anhand der TEM-Aufnahmen ersichtlich ist. De Michele und Kollegen konnten zeigen, dass
die Flexibilitat des IgG die bivalente Bindung eines Antikdrpers an die Zelloberflache
begtnstigt (De Michele et al. 2016). Somit hat die Notwendigkeit einer guten Zuganglichkeit
der CD3-Bindestelle auch Vorteile fir die Auspragung der simultanen Bindung zweier TAA
auf der Zielzelle (Stingaciu et al. 2016).

Die Ausbeuten nach transienter Transfektion in eukaryotischen Expressionssystemen lassen
mit mehr als 20 mg pro Liter Expressionsvolumen eine ressourcensparende Herstellung des
Formates zu und eignen sich daher zur Small-Scale-Produktion, die im Zuge der Entwicklung
automatisierter Hochdurchsatzcharakterisierungen an Bedeutung gewinnt. Im Vergleich dazu
sind Fc-freie Konstrukte auf scFv-Basis, wie beispielsweise Blinatumomab, haufig durch sehr
niedrige Expressionsmengen gekennzeichnet. Weiterhin sind bakterielle Systeme aufgrund
der Abwesenheit von Co-Faktoren, Chaperonen und posttranslationaler Modifikationen
anfallig fur unvollstandige Faltung und mangelhafte Protein-Integritat des Antikorper-
Derivates (Wang et al. 2013).

Ein weiterer Vorteil des TriFab-Formates ist, dass die Heterodimerisierung der schweren
Ketten neben den Knob-into-Hole-Mutationen in der CH3-Region zusatzlich durch die VH/VL
Interaktion des CD3-Binders getrieben wird. Fur die Assemblierung unerwinschter
Hole-Hole-Dimere wiirde beispielsweise eine gleichzeitige VL/VL Paarung des CD3-Binders
notwendig sein, die aus thermodynamischer Sicht wesentlich unginstiger ist (Igawa et al.
2010). Die Analytik der TriFab-Molekile bestatigte Ausbeuten gewtinschter Heterodimere
von mehr als 99 %. Eine einfache Interaktion durch Knob-into-Hole-Mutation hat meist eine
groRere Fraktion an Homodimeren zur Folge (Zhang et al. 2017). Diese forcierte
Heterodimerisierung begiinstigt zudem die Erweiterung des TriFab in ein trispezifisches
Molekul mit zwei verschiedenen <TAA>. Die korrekte Assemblierung der leichten Ketten
kann durch die etablierte CrossMab-Technologie bewerkstelligt werden (Schaefer et al.
2011).
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Beim Design des TriFab-TCB wurden einige der eingangs beschriebenen Parameter, die die
Effizienz und Sicherheit eines TCB beeinflussen, beriicksichtigt.

Der Abstand zwischen den N-terminalen TAA-Bindern und dem zentralen CD3-Binder ist im
TriFab-Format sehr gering, sodass eine effiziente Auspragung der Immunsynapse durch die
kurze Distanz zwischen Tumor- und T-Zelle begunstigt wird.

Um die unspezifische Aktivierung der T-Zelle in Abwesenheit der Tumorzelle zu verhindern,
wurde die Affinitat des monovalenten CD3-Binders bewusst schwach gewahlt (dreistellig
nanomolarer Bereich) (Bacac et al. 2016). Die Kontrollexperimente, in denen beispielsweise
PSMA-negative Zellen mit einem <PSMA>-TriFab und Reporter-T-Zellen inkubiert wurden,
bestétigen das gewiinschte neutrale Verhalten des TriFab-TCB in Abwesenheit des

Zielantigens.

Durch die Substitution der CH2 Doménen, interagiert das Format zudem nicht mit FcyRIlI,
weshalb die Initiation von ADCC und CDC verhindert wird. Dies minimiert das Risiko von
Nebenwirkungen, wie sie bei der systemischen Applikation von Catumaxomab beobachtet

wurden (Mau-Sorensen et al. 2015).

Letztlich ist ein groRRer Vorteil des TriFab-Formates, dass sich durch vertikale Trennung zwei
Molekule ergeben, welche jeweils <CD3>-inaktiviert sind, aber dennoch ihre Fahigkeit
beibehalten, monovalent an das Tumorantigen zu binden. Dies hat die Idee der
Weiterentwicklung des Formates flr die Anwendung zur konditionalen T-Zell-Aktivierung

hervorgebracht.

6.2 Erweiterung des TriFab-Formates zur konditionalen T-Zell-Aktivierung
6.2.1 Das Einfigen der Dummy-Kette als Schlisseltechnologie dieses Konzepts

Die Trennung entlang der zentralen CD3-Bindeeinheit in ein zweiteiliges System hat in den
resultierenden Halbantikérpern zunachst ungepaarte variable anti-CD3-Domanen zur Folge.
Dadurch werden hydrophobe Cluster, welche normalerweise durch die gegentberliegende
Doméne abgeschirmt werden, exponiert. In wassriger Lésung neigen diese Molekile zur
Aggregation, die sich bereits wahrend der Produktion in einer geringen Antikdérperausbeute
und Stabilitat &uert (Dudgeon et al. 2009, Perchiacca et al. 2011). Diese aggregation
hotspots galt es durch rationales Design der Eduktmolekiile und Einfligen einer
Dummy-Kette abzuschirmen. Die dazu gewdhlte variable Region des ,Nadaceptin“-Binders
ermdglichte die Expression in etablierten eukaryotischen Expressionssystemen mit

unerwartet hohen Ausbeuten (teilweise tber 100 mg/l Expressionsvolumen). Die Ausbeuten
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und die Eignung fir standardisierte Aufreinigungsmethoden qualifizieren das Format fur die
Hochdurchsatzproduktion und Charakterisierung in kleinem Mal3stab.

Die nicht-kovalente Interaktion zwischen der schweren Kette des Halbantikdrpers mit der
Dummy-Kette basiert folglich auf der VH/VL Paarung und dem Kontaktbereich in den CH3-
Doménen. Um das Reaktionsgleichgewicht beim Austausch der Ketten auf der Zielzelle in
Richtung des TriFab-Produktes zu verschieben und gleichzeitig die VH/VL Interaktion
beizubehalten, wurden die Stérmutationen im CH3-Bereich eingefuhrt. Diese partielle
Destabilisierung auf3erte sich in einer sinkenden Schmelztemperatur der entstehenden
Eduktmolekile im Vergleich zu dem durch Salzbriicken stabilisierten TriFab. Fur kinftige
Optimierungen des Kontaktbereichs kdnnte folglich die Bestimmung der Schmelztemperatur

ein hilfreicher Parameter sein, um die Austauscheffizienz der Eduktmolekiile abzuschatzen.

Der separate Einsatz der Eduktmolekile auf Zellen mit erhéhter Antigendichte (z. B. FOLR1
auf Hela) zeigt, dass Edukt B in hohen Konzentrationen eine Teilaktivierung der T-Zellen
auslost. Es ist bekannt, dass einzelne VH oder VL Doméanen auch isoliert mit dem
entsprechenden Antigen interagieren konnen (Hussack et al. 2012). Beispielsweise
produzieren Lamas sogenannte Nanobodies, die nur aus VH Regionen bestehen und

vollstandig bindekompetent sind (Muyldermans 2013).

Die Tatsache, dass durch Biacore und Chromatographie die Bindung an CD3 nicht detektiert
werden konnte, deutet darauf hin, dass die residuale Bindung einer sehr schwachen Affinitat
unterliegt. Dies spricht fur eine aviditatsverstarkte interzellulare Bindung zwischen T- und
Tumorzelle, und das ineffiziente, aber mogliche Ausbilden einer Immunsynapse. Da der
Effekt lediglich auf Zellen mit einer TAA-Expression gréf3er 10.000 Molekule/Zelle (HT-29)

beobachtet wurde, ist auf eine weitere Optimierung der Formate verzichtet worden.

Eine mdgliche Anderung zur Verringerung der residualen Aktivitat ware die Wahl einer
alternativen variablen Doméane im Dummy-Teil, welche die exponierten CDR der
CD3-Domaéne besser abschirmt. Dies ist beispielsweise beim Einsatz des
<PD-L1>-Dummies zu beobachten, der die residuale Aktivitat der Einzeldomanen im
Reporterzellassay senkt (Abbildung 33). Weiterhin kann das rationale Einfligen von polaren
Aminosauren zu einer Auspragung weiterer Salzbrticken fihren und so die Interaktion
zwischen CD3-Fv und Dummy-Fv starken (Koenig et al. 2017). Dabei ist zu beachten, dass
die Anziehung der Ketten sorgfaltig gewahlt werden sollte. Eine zu starke Interaktion
minimiert zwar das Risiko einer Restaktivitat der zentralen, variablen Bereiche. Sie minimiert
allerdings auch die Tendenz der Molekule mit dem Pendant auf der Zielzelle zu

assemblieren.
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6.2.2 Die erste Stufe der Selektivitatssteigerung: Die Antigenzahl

Risiken beim Einsatz der TCB sind vor allem dadurch bedingt, dass die Expression der
Antigene nicht ausschlief3lich auf den Tumor beschrankt ist. Der FOLR1 wird signifikant in
Kolorektalkarzinomen (CRC) (Shia et al. 2008) und nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom
(NSCLC) (O'Shannessy et al. 2012) Uberexprimiert, liegt jedoch auch in Lunge, Niere und
Speicheldrise vor (Cheung et al. 2016). Bisher gibt es keinen klinisch zugelassenen
Antikorper, der gegen FOLR1 gerichtet ist. Publizierte Studien mit <FOLR1>-TCB
berichteten schwerwiegende Nebenwirkungen, die auf On-target-off-tumor-Toxizitét
zurtckzufihren waren (Tibben et al. 1996). FOLR1 eignete sich daher hervorragend als

Modellantigen fur den vorliegenden konditionalen Aktivierungsansatz.

Betrachtet man die Werte maximaler Lyse, so erreicht die Eduktkombination im PBMC-co-
Kultivierungsassay den Wert des Produktmolekiils (Effizienz entspricht 1) auf HeLa-Zellen
mit starker FOLR1-Expression. Mit abnehmender Antigendichte sinkt auch die Effizienz der
Reaktion, wie auf SK-OV-3 (0,8) und HT-29 (0,6) gezeigt werden konnte. MKN-45-Zellen
sind durch eine geringe Expression des FOLR1 charakterisiert, die in etwa der Pravalenz
des Rezeptors in Lungengewebe entspricht. Das aktive TriFab-Molekdl 16ste auf MKN-45-
Zellen eine geringe aber signifikante Lyse aus. Im Vergleich dazu hatte die Edukt-
Kombination keinerlei Eliminierung der Zelllinie zur Folge (Effizienz = 0). Dieses Ergebnis
zeigt, dass es zwischen einer Rezeptordichte von 103 bis 10* eine Grenze geben muss, ab
der die durch FOLR1-vermittelte Austauschreaktion effizient vonstattengeht. Das Experiment
lieferte den ersten Beweis fir eine Selektivitatssteigerung gegentber dem vorassemblierten
TriFab-Molekil und kdnnte auch fir andere TAA mit vergleichbarer Expressionsverteilung

auf normalen Zellen anwendbar sein.

Eine Erklarung dieser Beobachtung ist, dass die Assemblierungsreaktion auf der
Zelloberflache der Stokes-Einstein-Beziehung folgt (Saffman und Delbriick 1975). Auf
MKN-45-Zellen reicht die niedrige lokale Konzentration und die laterale Diffusion der
membrangebundenen Reaktionspartner offenbar nicht aus, um TriFab-Molekile in
wirksamen Mengen assemblieren zu kénnen. Damit zusammenhangend unterliegt das
Konzept zusatzlich der eingangs beschriebenen Aviditats-vermittelten Selektivitatssteigerung
(AMSG). Auf Zellen mit hoher Antigendichte (HeLa) kommt es aufgrund der raumlichen Nahe
gebundener Edukte zu einer schnellen Reaktion und folglich zu einem bivalent bindenden
TriFab, der 16-fach starker an die Zelle bindet als das monovalente Eduktmolekiil. Infolge
der geringen Antigendichte auf MKN-45-Zellen ist eine Dissoziation der schwacher
bindenden Eduktmolekiile ohne Assemblierung also wahrscheinlicher, da die Molekile nicht
gleichzeitig in raumlicher Nahe vorliegen und somit nicht zum Produkt konvertiert werden

kdnnen.
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6.2.3 Die zweite Stufe der Selektivitatssteigerung: Co-Expression zweier Antigene

Auf der Suche nach einem zweiten Antigen mit &hnlichen Charakteristika wurde EGFR
ausgewahlt. Der Rezeptor wird als Folge massiver Genamplifikation in verschiedenen
Indikationen Uberexprimiert. In NSCLC ist die Uberexpression von EGFR mit reduzierter
Uberlebenswahrscheinlichkeit und steigendem Risiko zur Lymphknotenmetastasierung
assoziiert (Bethune et al. 2010, Sigismund et al. 2018). Ahnlich verhalt sich die Prognose bei
Darmkrebspatienten, in denen die Pravalenz einer Uberexpression bei 60 bis 80% liegt
(Cohen 2003). Trotz der Zulassung dreier, gegen EGFR gerichteter Antikérper (Cetuximab,
Panitumumab, Necitumumab) kann der Therapieerfolg nur bei einem Teil der Patienten
eintreten. Die Wirkungsweise von Cetuximab beruht auf der Inhibition des Rezeptors,
wodurch die Signalkaskade und das damit verbundene Zellwachstum gehemmt werden.
KRAS und BRAF Mutationen, die in 45% der Patienten mit CRC manifestiert sind, fuhren
jedoch zu einer Resistenz gegen die Cetuximab-Therapie (Liévre et al. 2006). Aus diesem
Grund wére ein Therapiekonzept hilfreich, das unabh&ngig von genetischen Pradispositionen
(z. B. KRAS-Mutationen) wirkt.

Tabelle 4 zeigt eine Expressionsanalyse von FOLR1 und EGFR und bildet fur beide
Rezeptoren die finf Gewebe mit der hdchsten physiologischen Expression ab. Die Farbskala

zeigt, dass die Rezeptoren keine erhdhte Co-Expression zeigen.

Tabelle 4: Expressionsanalyse von FOLR1 und EGFR in gesundem Gewebe. Die Daten stammen
aus dem GTEx Datensatz (TheHumanProteinAtlas 2019). Werte reprasentieren RPKM
(Reads per kilobase per million mapped reads), (rot = hoch, blau = niedrig).

GTEx Score [RPKM]
Gewebe FOLR1 EGFR
Lunge 44 9
Speicheldriise 33 13
Niere 30
Schilddruse 15
Eileiter 6 10
Speiserdhre 1 12
Fettgewebe 14
Brust 14
Haut 30

Diese unterschiedliche Verteilung der beiden Antigene, verbunden mit deren Co-Expression
in NSCLC und CRC, macht sie zu interessanten TAA fir die Testung eines bispezifischen

Targeting-Ansatzes (Nunez et al. 2012).
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Die HT-29 Zelllinie hat ihren Ursprung im CRC und exprimiert sowohl EGFR und FOLR1,
was die Expressionsanalyse in Abbildung 23 verdeutlicht. In verschiedenen Studien konnte
gezeigt werden, dass diese Zelllinie aufgrund ihrer BRAF-Mutationen resistent gegen
EGFR-Antagonisten ist (Napolitano et al. 2015). Hingegen sorgt die Kombination aus
FOLR1- und EGFR-bindenden Edukten in Anwesenheit humaner T-Zellen fur eine effiziente
Eliminierung der HT-29-Zellen. Obwohl MKN-45-Zellen im Vergleich zur HT-29-Zelllinie
weitaus mehr EGFR exprimieren, hat die Anwendung der gleichen Edukt-Kombination
keinen lytischen Effekt zur Folge.

Daraus folgt, dass die erfolgreiche Austauschreaktion sowohl die Anwesenheit beider
Antigene, als auch deren hinreichende Exposition auf der Zellmembran voraussetzt. Dies
koénnte die dosis-limitierenden Nebenwirkungen in Lunge (durch <FOLR1>-TCB) und Haut
(durch <EGFR>-TCB oder Cetuximab) deutlich minimieren und das therapeutische Fenster

erweitern (Lutterbuese et al. 2010).

Somit bilden FOLR1 und EGFR ein TAA-Paar, dass eine effiziente Assemblierung zulasst,
was auch auf die Groe der extrazellularen Doméanen der Rezeptoren zuriickzufihren ist.
Bei der Wahl zweier verschiedener Zielantigene kdénnte die Lage der gebundenen Epitope
eine entscheidende Rolle spielen. Das vom <EGFR>-Edukt gebundene Epitop ist in
Domaéne Ill des Rezeptors lokalisiert, welche etwa in sieben Nanometer Entfernung von der
Membran liegt (Needham et al. 2016). FOLRL ist als GPI-Ankerprotein in der Membran
eingebettet und kann stark rotieren, weshalb die genaue Distanz des Epitops und des
gebundenen Edukt A zur Membran variiert. Die Betrachtung der Kristallstruktur (pdb5izq)
lasst auf eine ungefahre Entfernung von 7 bis 10 Nanometer schliel3en. Nach lateraler
Diffusion der antikérpergebunden Rezeptoren durch die Membran kénnte die &hnliche
Entfernung zur Zellmembran eine Austauschreaktion begunstigen. Um dieser Hypothese
nachzugehen, ware ein Vergleich mit einem Epitop grol3er Membrandistanz, wie
beispielsweise das in Melanomen exprimierte Melanom-Chondroitin-Sulfat-Proteoglycan
(MCSP) mit einer Membrandistanz von circa 100 Nanometer (Bluemel et al. 2010) hilfreich
und fiir weiterfihrende Studien zu testen. Die Kenntnis darlber kdénnte die richtige Wahl
zweier co-exprimierter Antigene erleichtern und deren Eignung fir die Assemblierung auf der

Zielzelle vorhersagen.

Letztlich zeigen die Formaterweiterungen in Abschnitt 5.2.11, dass die Herstellung von
Eduktmolekilen zur Assemblierung tetraspezifischer Produktmolekiile méglich ist. Dies
konnte fur weitere Anwendungsgebiete, in denen polyspezifische Antikdrper zusatzliche

Spezifitatssteigerungen bedeuten, von Relevanz sein.
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6.2.4 Assemblierung der Edukte in Lésung und pharmakokinetische Eigenschaften

In einem zellularen Assay bei physiologischem pH-Wert konnte gezeigt werden, dass es ab
einer Konzentration von 1 pM zu einer partiellen Interaktion von Eduktmolekilen kommt.
Daraus folgt, dass die Austauschreaktion bei hohen Konzentrationen in der Zirkulation in vivo
erfolgen kdnnte, was aufgrund der Konzentrationsabhangigkeit der Assemblierungsreaktion

schon vorab erwartet wurde.

Da die Testung der Molekile in vivo noch nicht erfolgt ist, wird an dieser Stelle eine
Abschatzung der realistischen Maximalkonzentrationen in der Zirkulation vorgenommen. Bei
intravenoser Applikation eines Antikorpers wird die maximale Serumkonzentration
unmittelbar nach der Infusion erreicht (Matucci et al. 2018). Die intravendse Injektion von
1,4 mg/kg TCB im IgG Format in nicht-humane Primaten hat gezeigt, dass die maximale
Serumkonzentration (cMax) circa 250 nM betragt und einem linearen Zusammenhang folgt
(Ferl et al. 2018). Ausgehend von dieser Konzentration kénnte also die maximale Dosis der
Eduktmolekile auf jeweils 5,5 mg/kg eingestellt werden. Fraglich ist allerdings, ob TCB in
derart hohen Dosen verabreicht werden kdnnen. In einer klinischen Dosis-Eskalationsstudie
(NCT01284231) betrug die maximal tolerierbare Dosis eines tandem scFv (MEDI-565) 5 mg
pro Injektion. Die ermittelte maximale Serumkonzentration nach der ersten Injektion lag bei
circa 500 ng/ml (Pishvaian et al. 2016), was einer molaren Konzentration von weniger als
10 nM entspricht. Wirden die beiden Eduktmolekile bei dieser Konzentration eingesetzt,

ware folglich kein spontaner Austausch im Serum zu erwarten.

Geht man jedoch davon aus, dass die inaktiven Eduktmolekile in deutlich h6heren Dosen
vertraglich sind, kénnte es ratsam sein, die beiden Molekile zeitlich versetzt zu injizieren.
Dies wirde ein Zusammentreffen bei hohen Konzentrationen in der Injektionslésung und bei

cMax am Ort der Injektion verhindern.

Die Anreicherung der Molekile in soliden Tumoren héngt auch von der Serumhalbwertszeit
des Antikdrpers ab. Mit verlangerter Zirkulationszeit erhéht sich die Aufnahme im Tumor

(Thurber et al. 2008). Da die Eduktmolekiile (100 kDa) der zugrundeliegenden Technologie
keinen Fc-Teil tragen, ist die mittlere Serumhalbwertszeit mit der eines TandAbs (105 kDa)

vergleichbar und auf circa 20 Stunden zu schétzen (Reusch et al. 2015).

Um diesem Problem entgegenzuwirken, wurden die TriFab-Molekile um einen Fc-Tell
erganzt. Dadurch entstanden zwei neue Formate, deren Austauscheffizienz und die Bindung
an FcRn in vitro bestatigt wurden. In publizierten Formaten mit Fc-Teil wurde eine
Serumhalbwertszeit von 210 Stunden festgestellt, die im Bereich nattrlicher IgG einzuordnen

ist (Lorenczewski et al. 2017, Schaefer et al. 2011). Durch diese Formatanpassung kdénnte
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das Problem einer zu kurzen Exposition des Tumors infolge rapider Eliminierung der Edukte

aus der Zirkulation verhindert werden.

6.2.5 Modifikation der Eduktmolekiile zur Inhibition von Immun-Checkpoints

Maligne Zellen kbnnen bestimmte Immunausweichmechanismen auspréagen, um der
Erkennung und Eliminierung durch das Immunsystem zu entkommen. Beispiele sind das
Herunterregulieren der MHC-Expression oder co-stimulierender Faktoren, sowie fehlerhaftes
Prozessieren von Antigenen flr den Prasentiervorgang. TCB haben per se den Vorteil, dass
sie durch die MHC-unabhangige Aktivierung von T-Zellen gegeniiber dieser Art von

Ausweichmechanismen resistent sind.

Andere Vorgange mindern jedoch auch die Effizienz von TCB, beispielsweise die
Hochregulierung inhibierender Immun-Checkpoints wie PD-L1. Préaklinische Experimente
zeigten bereits eine erhthte T-Zellaktivierung und Effektorfunktion bei Kombination von TCB

und Immun-Checkpoint-Antagonisten (Kobold et al. 2018, Krupka et al. 2016).

Der Austausch der <Nada>-Doméanen durch PD-L1-spezifische Domé&nen in der
Dummy-Kette kdnnte eine @hnliche Kombinationswirkung erméglichen. Hervorzuheben ist
dabei, dass der intakte PD-L1 Binder ebenfalls erst bei Assemblierung des Dummy-Dimers
als Nebenprodukt der Austauschreaktion zustande kommt. Potentielle Nebenwirkungen, wie
sie etwa bei der Monotherapie mit Avelumab (<PD-L1>) beobachtet wurden, kénnten so
ebenfalls minimiert werden (Kelly et al. 2018). Die Kombination des TriFab mit dem
<PD-L1>-Dummy konnte bereits in ersten Experimenten mit Reporterzellen die

potenzierende Wirkung der Kombination aufzeigen.

Assays mit primaren Lymphozyten, beispielsweise unter Einbezug der Formate zur

Retention des Dummies in der Immunsynapse (Abschnitt: 5.2.11), stehen noch aus.

Ein weiterer Immunausweichmechanismus ist die klonale Selektion von Tumorzellen mit
reduzierter Expression des TAA (Vinay et al. 2015). Da das zugrundeliegende Konzept aus
zwei Eduktmolekilen besteht und der funktionale Antikdrper erst auf der Zielzelle
assembliert, kann die Wahl der beiden TAA je nach Expressionsprofil flexibel gestaltet
werden. Dies konnte flr kiinftige Ansatze in der personalisierten Medizin eine entscheidende
Rolle spielen, um Antigen-Loss und heterogener Expression im Individuum selbst, und

Patienten-libergreifend, entgegenzuwirken.
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6.3 Fazit und Ausblick

Im Zuge dieses Projektes wurde eine Technologie entwickelt, die die Assemblierung einer
neuartigen TCB-Klasse praferentiell auf entarteten Zellen ermoglicht. Durch
Protein-Engineering und damit erreichter Uberwindung technischer Hiirden konnten die
gewtunschten Molekiile hergestellt und deren biologische Wirksamkeit gezeigt werden.

Die bisherigen Forschungsbestrebungen basieren auf der Testung der Molekiile in vitro.
Zwar gibt es Hinweise, die auf die biochemische Eignung der Antikorperderivate fir deren
Einsatz im Organismus sprechen, letztlich bedarf es dennoch entsprechender in vivo
Studien, die die Vor- und Nachteile der Technologie aufzeigen. Notwendige Punkte, die es
dort zu adressieren gilt, sind die Stabilitat und Halbwertszeit der Molekiile, die Effizienz des
Austauschs in Zirkulation und im Tumorgewebe, sowie die Vertraglichkeit der Molekile bei

wirksamen Dosen.

In Zukunft kénnte die Technologie die Zahl der therapierbaren (druggable) Zielantigene
erweitern und durch die Kombinationsméglichkeit verschiedener Tumorantigen- und

Immun-Checkpoint-Binder personalisierte Therapieansatze hervorbringen.

Das Konzept der konditionalen Assemblierung eines funktionalen Antikdrpers auf der
Zielzelle ist allerdings nicht ausschlief3lich auf die Aktivierung von T-Lymphozyten
beschrénkt. Die Translation auf andere Bereiche zu diagnostischen und therapeutischen

Zwecken ist naheliegend.

Die vorliegende Arbeit begriindet einen molekularen Baukasten, der fur klinftiges
Molekuldesign zur konditionalen Aktivierung der Wirkmechanismen rekombinanter Antikdrper

genutzt werden kann.
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Abkiirzungsverzeichnis

8. Abkurzungsverzeichnis

ADCC
AMSG
APC
AU
BIiTE
CDC
CD3
CDR
DMSO
DSF
E.coli
EC50
EGFR
EpCAM
EU
ET
FACS
Fc

Fv
FcRn
FCS
FOLR1
GranB
HC
HCI
HEK293F
His
HPLC
IFNy
IC

I9G
IL-2
kDa
ka

Antibody-dependent cellular cytotoxicity
Avidity-mediated specificity gain
Antigen presenting cell

Arbitrary units

Bi-specific T cell engager
Complement-dependent cytotoxicity
Cluster of differentiation 3
Complementarity-determining region
Dimethylsulfoxid
Differentielle-Scanning-Fluorometrie
Escherichia coli

Half-maximal effective concentration
Epidermal growth factor receptor
Epithelial cell adhesion molecule
Endotoxin units

Effector-to-target cell ratio
Fluorescence-activated cell sorting
Fragment crystallizable

Fragment variable

Neonataler Fc-Rezeptor

Fetal calf serum

Folate receptor 1

Granzym B

Heavy chain

Hydrochlorid

Human embryonic kidney cell 293 FreeStyle™
Histidin

High performance liquid chromatography
Interferon-y

Immun-Checkpoint

Immunglobulin G

Interleukin-2

Kilodalton

Assoziationsgeschwindigkeit
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kd

KCI
KD

LC
LDH
LeY
MES
MFI
MHC
NacCl
NHS
PBMC
PBS
PD-1
PD-L1
PE
PSMA
RFU
RLU
Rpm
RPMI
RU
sckv
SEC
SD
SDS-PAGE
TAA
TCB
TCR
TEM
TNFa
VH
VL

<X>

Abkiirzungsverzeichnis

Dissoziationsgeschwindigkeit
Kaliumchlorid
Dissoziationskonstante

Light chain

Laktatdehydrogenase

Lewis Y
2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure
Mittlere Fluoreszenzintensitat
Haupthistokompatibilitatskomplexe
Natriumchlorid

N-Hydroxysuccinimid

Peripheral blood mononuclear cells
Phosphate-buffered saline
Programmed cell death protein 1
Programmed death ligand 1
Phycoerythrin

Prostate-specific membrane antigen
Relative fluorescence units

Relative light units

Rounds per minute

Roswell Park Memorial Institute
Response units

Single-chain fragment variable

Size exclusion chromatography
Standard deviation

Sodium dodecylsulfat polyacrylamide gel elelectrophoresis
Tumor-assoziiertes Antigen

T cell bispecific antibody

T cell receptor
Transmissionselektronenmikroskopie
Tumor-Necrosis-Faktor-a.

Variable heavy (variable Domane der schweren Kette)
Variable light (variable Domane der leichten Kette)

x-spezifischer Antikorper
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