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1 Zusammenfassung

Mit der Einflihrung der Targeted Therapy wurde eine neue Ara der Krebsbehandlung
eingeleitet und der Schwerpunkt der Forschung wurde weg von den klassischen Zytostatika in
Richtung neuer, personalisierter Therapiestrategien verlagert. Die prominentesten Vertreter
dieser neuen Therapeutika sind die monoklonale Antikorper, die spezifisch Antigene auf der
Oberflache von ihren Zielzellen binden. Dadurch wird eine Signalkaskade ausgeldst, die zur
Zerstérung der Zielzelle durch andere Komponenten des Immunsystems flhrt.

Durch die ldentifizierung und Charakterisierung Tumor-spezifischer Antigene in unserem
Labor, konnten erstmals molekulare Targets definiert werden, die die Basis eines neuen
Therapiekonzepts bilden. Dabei handelt es sich um B-Zellrezeptor-Antigene zum Reversen
Targeting von Tumoren, kurz BARs genannt. Beim reversen Targeting ist der B-Zell-Rezeptor
als membranstéandiges Immunglobulinmolekidl das Ziel (engl. Target) einer Antigen-
gebundenen zytotoxischen Substanz. Nur die B-Zellen, deren BCRs das Antigen spezifisch
binden, werden von den BAR-Toxinen angegriffen. Gegenuber dem klassischen vorwarts-
Targeting gewahrleisten BARs erstmals, dass die Behandlung sich ausschlieRlich gegen die
malignen Zellen richtet.

Ziel dieser Arbeit war es, die Durchfiihrbarkeit einer BAR-Therapie als ,Proof-of-Principle®
Studie zu untersuchen. Fur die erste Umsetzung eines BAR-Toxins wurde ein Epitop aus dem
ARS2-Antigen mit dem Exotoxin A von Pseudomonas Aeruginosa als zytotoxische
Komponente gekoppelt. Die zytotoxische Wirkung dieses ARS2-BAR-Toxins wurde zunachst
mit Hilfe eines Zytotoxizitdtsassay in vitro getestet. Die in vitro Ergebnisse zeigten eine
spezifische, konzentrationsabhangige Zytolyse ausschliellich der Zellen, deren BCRs das
ARS2-Antigen binden. Um die Wirksamkeit des ARS2-BAR-Toxins in vivo zu untersuchen,
wurden SCID/beige-Mause mit Zellen eines B-Zell-Lymphoms, deren BCRs ARS2-spezifisch
erkennen, inokuliert. AnschlieRend wurden die Volumina der resultierenden Tumoren
gemessen. Durch intravenodse Applikation von 16 ug BAR-Toxin am Tag 6 nach Tumorzell-
Inokulation, konnte ein statistisch signifikant langsameres Wachstum der Tumoren im
Vergleich zur Kontrollkohorte erzielt werden. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der
Arbeit eine prinzipielle Eignung von BAR-Toxine als absolut tumorselektive

Immuntherapeutika der neusten Generation zur Behandlung von B-Zell-Malignitaten.




2 Summary

The introduction of Targeted Therapy ushered in a new era of cancer treatment, and the focus
of research shifted away from traditional cytostatic drugs towards new personalized
therapeutic strategies. The most prominent representatives of these new therapeutics are
monoclonal antibodies that specifically bind antigens on the surface of their target cells. This
triggers a signaling cascade that finally leads to the destruction of the target cells by further
components of the immune system.

By identifying and characterizing tumor-specific antigens in our laboratory, molecular targets
could be defined for the first time, which build the basis for a new kind of immunotherapy.
These are B-cell receptor antigens for reverse targeting of tumors, or BARs for short. In reverse
targeting, the B-cell receptor as a membrane-bound immunoglobulin molecule is the target of
an antigen-bound cytotoxic substance. Only those B cells, whose BCR specifically bind the
antigen, are attacked by the BAR-toxins. In contrast to classical forward targeting, BARs
guarantee for the first time that the treatment is directed exclusively against the malignant cells.
The aim of this work was to investigate the feasibility of a BAR-Toxin therapy as a "proof-of-
principle" study. For the firstimplementation of a BAR-toxin, an epitope from the ARS2 antigen
was coupled with Exotoxin A from Pseudomonas Aeruginosa as cytotoxic component. The
cytotoxic effect of this ARS2-BAR toxin was first tested in vitro by means of cytotoxicity assays.
The in vitro results showed a specific, concentration-dependent cytolysis exclusively of cells
whose BCR bind the ARS2 antigen. To investigate the efficacy of the ARS2-BAR-toxin in vivo,
SCID/beige-mice were inoculated with cells of a B-cell ymphoma whose BCRs recognize
ARS2 specifically. Subsequently the volumes of the resulting tumors were measured. By
intravenous application of 16 ug BAR toxin on day 6 after tumor cell inoculation, a statistically
significant growth inhibition of the tumors was achieved in comparison to the control cohort.
In summary, the results of the work confirm the basic suitability of BAR-toxins as absolutely
tumor-selective immunotherapeutics of the latest generation for the treatment of B-cell

malignancies.




3 Einleitung

3.1 Das diffus groRzellige B-Zell-Lymphom (DLBCL)

Die malignen Lymphome sind eine heterogene Gruppe neoplastischer Erkrankungen, die ihren
Ursprung in Zellen des lymphatischen Systems (Lymphozyten) haben. Man unterscheidet
zwischen Hodgkin- (charakterisiert durch den histologischen Nachweis von Hodgkin- und
Reed-Sternberg-Zellen) und Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL). Non-Hodgkin-Lymphome
werden in B- und T-Zell-Lymphome unterteilt, wobei das betroffene Reifungsstadium dartber
entscheidet, ob ein aggressives oder ein indolentes Lymphom entsteht. Beim diffus
grof3zelligen B-Zell-Lymphom handelt es sich um ein aggressives, hoch malignes Lymphom,
das sowohl in den lymphatischen (Lymphknoten, Milz, Knochenmark) als auch in den
extralymphatischen Organen (Zentralnervensystem (ZNS), gastrointestinales System, Lunge)
entstehen kann. Epidemiologisch betrachtet, ist es mit einem Anteil von 30 % das haufigste
NHL, wobei die Inzidenz in Europa 3-4 Neuerkrankungen pro 100.000 Bewohner in einem Jahr
betragt (Pfreundschuh, 2016). Trotz hoher Aggressivitat ist das DLBCL prinzipiell in jedem
Stadium heilbar. Klinisch fuhren die schnelle Vermehrung und Ansammlung der entarteten
Lymphozyten zu schmerzlosen, in GréRe zunehmenden Lymphknoten und Splenomegalie.
Das Knochenmark kann ebenfalls durch die malignen Zellen befallen und verdrangt werden,
was eine Anamie (mit Mudigkeit, und Abgeschlagenheit), Leukopenie (mit Infektanfalligkeit)
und Thrombozytopenie (mit Blutungsneigung) als Folge haben kann. Die sogenannte ,B-
Symptomatik® wird durch Fieber (>38 °C), extremer Nachtschweil® und ungewollter
Gewichtsverlust (>10 % des Koérpergewichts innerhalb 6 Monaten) charakterisiert und ist als
prognostisch ungunstig zu betrachten.

Histologisch unterteilt man das DLBCL anhand seiner Ursprungszelle (,cell of origin“) mit Hilfe
von Genexpressionsprofilen (GEP). Man unterscheidet zwischen Keimzentrumstyp (Germinal
Center B-Cell, GCB), Aktivierter-B-Zell-Typ (ABC), und solchen DLBCL, die zu keiner der
beiden Kategorien zugeordnet werden kénnen (unklassifizierbar). Diese werden dann als ,Not
Otherwise Specified® (NOS) bezeichnet. Beide Hauptuntergruppen unterscheiden sich
bezuglich ihrer zu Grunde liegenden chromosomalen Aberrationen, Signalwegen und
Prognosen. (Swerdlow et al., 2016).

Der International Prognostic Index (IPl) wurde im Jahre 1993 entwickelt und basiert auf den
klinischen Charakteristika von 1.000 Patienten, die die damalige Standard Polychemotherapie

mit Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Prednisolon (CHOP) bekamen
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(International Non-Hodgkin's Lymphoma Prognostic Factors, 1993). Der IPI berticksichtigt funf
Faktoren, die einen negativen Einfluss in der Prognose haben: Das Alter des Patienten (> 60
Jahre), seinen Allgemeinzustand (quantifiziert nach dem European Cooperative Onkology
Group-Score (ECOG), ECOG-Status > 1), einen erhohten pra-therapeutischen Laktat-
dehydrogenase (LDH) Spiegel, ein fortgeschrittenes Ausbreitungsstadium nach der Ann-
Arbor-Klassifikation (Stadien Il und IV) und mehr als einen extralymphatischen Befall. Bei
Patienten bis 60 Jahre wird meistens der altersadaptierte IPI angewandt (aalPl), welcher die
Anzahl extranodaler Befélle nicht beriicksichtigt. Fur jeden zutreffenden Risikofaktor wird ein

Punkt vergeben und anschlieRend werden alle Punkte addiert.

Tabelle 1: Risikofaktoren des Internationalen Prognostischen Index (IPI)

Risikofaktor Punkte
Alter > 60 Jahre 1
LDH > 1-fache des Normwerts 1
Ann-Arbor Stadium Il / IV 1
Extralymphatischer Befall > 0 1
ECOG > 1 1

Der IPI eines Patienten wird berechnet, in dem fiir jeden erfillten Risikofaktor ein Punkt
vergeben wird und anschlieend alle Punkte addiert werden. Je nach ermitteltem IPI erfolgt

dann die Einteilung in verschiedenen Risikogruppen.

Nach der Anzahl der bei Diagnosestellung vorhandenen Risikofaktoren, werden vier
Risikogruppen unterschieden: niedriges Risiko bei IPI = 0-1 (aalPI = 0), intermediar-niedriges
Risiko bei IPI = 2 (aalPI = 1), intermediar-hohes Risiko bei IPI = 3 (aalPI = 2) und hohes Risiko
bei IPI = 4-5 (aalPI = 3). Die prognostische Relevanz des IPIs liegt in der unterschiedlichen
5-Jahres-Uberlebensrate der vier Risikogruppen. Die 5-Jahres-Uberlebensrate bezeichnet
den Anteil an Patienten einer bestimmten Erkrankung, die 5 Jahre nach Diagnosestellung noch
am Leben sind. Diese betragt 73 % fur die Patienten der niedrigen Risikogruppe ( IPI = 0-1),
51 % flr die Patienten der niedrig-intermediaren Risikogruppe (IPI = 2), 43 % flr die Patienten
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der hoch-intermediaren Risikogruppe (IPI = 3) und 26 % fir die Patienten der hohen
Risikogruppe (IPI = 4-5) (International Non-Hodgkin's Lymphoma Prognostic Factors, 1993).
AuRerdem sind andere, IPl unabhangige Risikofaktoren mittlerweile ermittelt worden. Dazu
zahlen eine groRe Tumormasse von > 7,5 cm (auch als ,bulky disease“ bezeichnet), die
doppelte Expression der MYC- und BCL2-Proteine, sowie ein Bruch in dem -MYC oder BCL2-
Gen (Pfreundschuh, 2016). “Double Hits“ oder Doppelbriche in MYC und BCL-2 und der ABC-
DLBCL-Typ werden noch kontrovers als weitere mogliche Risikofaktoren diskutiert, da beide
mit einer deutlich schlechteren Prognose assoziiert sind (Nowakowski and Czuczman, 2015;
Pfreundschuh, 2012). Gleichzeitig bieten diese Gene und Proteine jedoch neue Zielstrukturen
fur die Entwicklung zielgerichteter Therapiestrategien.

Aktuell erfolgt die Behandlung des DLBCLs an den IPI des Patienten angepasst und hat als
Basis eine Polychemotherapie mit CHOP und Rituximab (R-CHOP), sowie eine begleitende
Infektionsprophylaxe (Pfreundschuh, 2016). Etwa 40 % der mit R-CHOP behandelten
Patienten erleben trotz den verbesserten Therapiemdoglichkeiten ein Rezidiv oder entwickeln
eine primar refraktare Erkrankung, was in den meisten Fallen zum Versterben der Patienten
fuhrt. Besonders der ABC-Subtyp des DLBCLs zeigt kein gutes Ansprechen auf die R-CHOP
Therapie und sollte anders therapiert werden als der GCB-Subtyp (Nowakowski and
Czuczman, 2015). Aus diesem Grund wird zurzeit intensiv im Bereich der ,Targeted Therapy“
geforscht, um den Patienten in der Zukunft eine personalisierte, an dem zugrundeliegenden

Pathomechanismus adaptierte Behandlung anbieten zu kdnnen.

3.2 Targeted Therapy

In der Onkologie ist die hohe Toxizitat konventioneller Chemotherapeutika ein Therapie-
limitierender Faktor. Grund dafir ist, dass die Zytotoxizitat klassischer Zytostatika sich nicht
spezifisch gegen bodsartig entarteten Zellen richtet. Stattdessen werden alle (auch
physiologisch) sich schnell teilenden Zellen angegriffen, was eine sehr geringe therapeutische
Breite als Folge hat. Im Rahmen der Targeted Therapy (gezielten Krebstherapie), werden
molekulare Strukturen als Angriffsziele neuer Arzneistoffe verwendet, sodass nur die Zellen
geschadigt werden, die solche Zielstrukturen aufweisen. Dadurch kann eine hohere
Therapiewirksamkeit und eine bessere Vertraglichkeit erreicht werden (Baudino, 2015). Diese
Target-spezifische Krebstherapeutika kénnen in zwei Hauptgruppen unterteilt werden: Small
molecules (kleine Molekiile) und monoklonale Antikdrper.

Small molecules sind niedermolekulare (<800 Dalton) organische Verbindungen, die

entworfen werden um bestimmte Signalwege im Zellinneren zu stéren (Joo et al., 2013). Ein
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gutes Beispiel ist Imatinib, ein Tyrosinkinase-Inhibitor, der die Behandlung der Chronischen
Myeloischen Leukemie (CML) nach seiner Einflhrung im Jahr 2001 revolutionierte.
Pathophysiologisch liegt der CML (u. a.) eine Translokation zwischen Gen 9 und 22 zugrunde,
die zur Entstehung des sogennanten ,Philadelphia Chromosom® fiihrt. Das auf dieser Weise
entstandenen Fusionsgen ,BCR-ABL® kodiert fur eine fehlerhafte Tyrosinkinase mit
gestiegerter Aktivitat, die gleichzeitig die Apoptose hemmt und die Zellproliferation steigert.
Dies kann zur Entstehung unterschiedlicher Neoplasien (hauptsachlich CML, aber auch ALL
und andere Erkrankungen) fihren. Durch Hemmung dieser fehlerhaften Tyrosinkinase mittels
Imatinib ist haufig eine Remission zu erzielen (Ben Abdelwahed et al., 2013).

Monoklonale Antikorper dagegen sind Makromolekile, die rekombinant hergestellt werden,
um gezielt Antigene zu erkennen. Der erste monoklonale Antikdrper, der zur Behandlung von
Krebs zugelassen wurde, war im Jahr 1997 Rituximab. Dieser bindet an Zellen, die das CD20-
Antigen an ihrer Oberflache exprimmieren (B-Lymphozyten) und richtet das Koérpereigene
Immunsystem gegen diese (Weiner, 2010). Es ist einer der prominentesten Vertreter der
Targeted Cancer Therapy und heutzutage fester Bestandteil der Behandlung von Non-

Hodgkin-Lymphomen.

3.2.1 ABC-DLBCL und Targeted Therapy

Die neuen Erkenntnisse bezuglich der Pathomechanismen, die zur Entstehung des DLBCLs
fihren, haben die Identifikation mehrerer neuer spezifischer Targets ermdglicht, die
therapeutisch genutzt werden kdénnen.

Der Nuclear Factor “kappa-light-chain-enhancer” of activated B-Cells (NF«xB) ist ein
Transkriptionsfaktor, der viele Prozesse der Immunantwort wie Zytokinsekretion,
Zellproliferation, Apoptose und Angiogenese reguliert. Die Deregulierung und konstitutive
Aktivierung des NFkB Signalweges spielt eine zentrale Rolle in der Entstehung des ABC-
DLBCL-Subtyps und ist fiir das Uberleben der entarteten Zellen notwendig. Die Wirksamkeit
mehrerer neuer Therapeutika, die sich gegen molekulare Zielstrukturen des NF«B-
Signalweges richten, ist bereits bestatigt worden (Roschewski et al., 2012). Dazu zahlen der
Protesasom-Inhibitor Bortezomib (Dunleavy et al., 2009) und der Immunmodulator
Lenalidomid (Yang et al., 2012).

Ebenso eine wichtige Rolle spielen Mutationen des B-Zell-Rezeptors, die in ABC-DLBC-Zellen
zu chronisch aktiver und Antigen-unabhangiger BCR-Signalgebung fiuihren. Diese ist
Voraussetzung fir das Uberleben der entarteten Zellen. Small molecules, die Schiissel-

Tyrosinkinasen dieses Signalwegs inhibieren, sind entwickelt worden (Davis et al., 2010).
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Ibrutimib, zum Beispiel, inhibiert die Bruton-Tyrosin-Kinase und hat sich als besonders
vielversprechender neuer Wirkstoff herausgestellt (Advani et al., 2013).

Diese Beispiele stellen nur einige der vielen neuen Wirkstoffen dar, die aktuell erforscht und
getestet werden. In der Zukunft wird sich die Behandlung des DLBCLs immer mehr an

personalisierten Therapiestrategien orientieren.

3.2.2 BARs: B-Zell-Rezeptorantigene zum reversen Targeting von

Tumoren

Die Aktivierung von B-Lymphozyten erfolgt durch die Bindung eines nativen Antigens an den
B-Zell-Rezeptor (engl. BCR). Der BCR besteht aus einem membranstandigen,
antigenbindenden Immunglobulinmolekul (IgM, 1gG, IgA, IgE oder IgD) und den zwei
Transmembranproteinen CD79A und CD79B, die fur die Signaltransduktion nach Antigen-
Bindung an die nachgeordneten, intrazelluldren Instanzen des Signalweges verantwortlich
sind. Wenn Antigene an den BCR binden, wird durch diesen Multiproteinkomplex die
Endozytose der rezeptorgebundenen Antigene vermittelt. AnschlieBend wird das Antigen in
der Zelle durch Proteolyse gespalten. Die entstandenen Antigenpeptidfragmente werden in
MHC-II-Molekule eingebunden und als Peptid/MHC-II-Komplex auf der B-Zell-Oberflache den
T-Helferzellen prasentiert. Die so stimulierte T-Helferzelle stellt alle weiteren (ko)-
stimulatorischen Komponenten (Zytokine, kostimulatorischen Rezeptoren bzw. Liganden), zur
Induktion einer maximalen B-Zell-Reaktion bereit. In deren Verlauf proliferieren die B-Zellen
umso starker, je hoher die Antigen-Affinitat ihres BCR ist. Wahrend der Expansion kommt es
dann durch somatische Hypermutationen im BCR-Gen zu einer fortschreitenden Optimierung
des BCR. Letztlich gewahrleistet diese Strategie die Selektion maximal Antigen-affiner B-Zell-
Klone. Am Ende ihrer Entwicklung erreicht die B-Zelle dann das Stadium einer Antikérper-
produzierenden Plasmazelle oder einer Memory-B-Zelle, die nach erneutem Antigen-Kontakt
eine unverzugliche Reaktion gegen das entsprechende Antigen induzieren kann.

Es wird schon lange angenommen, dass eine chronische Antigen-Stimulation des BCRs eine
Rolle bei der Entstehung von unterschiedlichen B-Zell-Neoplasien spielt (Dameshek and
Schwartz, 1959). Vor allem der ABC-DLBCL-Subtyp ist von chronisch-aktiven BCR-Signaling
abhangig und die Inhibierung dieses Signalweges kann in bestimmten Patientengruppen zu

einer vollstandigen Remission fuhren (Young et al., 2015), (Davis et al., 2010).

3.2.3 Spezifische Antigene von Rezeptoren maligner B-Zellen

Um die Hypothese einer chronischen Antigen-Stimulation und deren Rolle bei der

Pathogenese des DLBCLs zu untersuchen, mussten zunachst systematisch BCR-Antigene
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von DLBCL-Zellen gesucht werden. Hierbei wurde nach der von Grass et al. 2011 (Grass et
al., 2011) beschriecbenen Methode vorgegangen. Dazu wurden aus den Genen
korrespondierender Paare schwerer und leichter Immunglobulinketten, die aus der DNA von
Lymphom-Biopsien isoliert und amplifiziert worden waren, rekombinante ,BCRs" in Form der
entsprechenden Fabs (Antigen-bindende Fragmente) hergestellt. Alternativ wurden auch
,hatlrliche” Fabs durch enzymatische Abspaltung der BCRs von den DLBCL-Zellen mittels
Papain gewonnen. Mit beiden Fab-Typen wurden anschlieBend sogenannte ,Protein
Screening Macroarrays“ gescreent, um Protein-Antigene zu identifizieren, an die die Fabs
spezifisch binden (Thurner et al., 2020). Zwei unterschiedliche Macroarrays wurden dazu
eingesetzt: eines mit einem Expressionsprofil aus humanem fétalem Hirn und eines aus
aktivierten humanen Lymphozyten. Die so identifizierten DLBCL-spezifischen Antigene
wurden daruber hinaus noch molekular charakterisiert. Dabei wurde v. a. die Fab(= BCR)-
bindende Epitop-Region des Antigens maoglichst genau bestimmit.

Die Definition und molekulare Charakterisierung der Antigene, der malignen B-Zell-Klone des
DLBCL von ABC-Subtyps (— ARS2) (Pfreundschuh et al., 2015; Thurner et al., 2020), des
Mantelzell-lymphoms (— LRPAP1) (Thurner et al., 2018a), des primaren ZNS-Lymphoms (—
SAMD14 und Neurabin-1) (Thurner et al., 2018b), des follikularen Lymphoms (— Optineurin)
(Pfreundschuh et al., 2015), des nodularen Lymphozyten-pradominanten Hodgkin-Lymphoms
(— R-poc) sowie der MGUS bzw. des Multiplen Myeloms ( — SLP2, HSP9O0 etc.) (Grass et al.,
2011; Preuss et al., 2015) in unserem Labor, erlaubt erstmals die der Pathogenese dieser
Erkrankung zugrundeliegenden immunologischen Aspekte genau zu untersuchen. Daruber
hinaus sind diese Antigene ideale Mittler einer neuen Form der ,Targeted Therapy “ gegen
Tumoren.

Wie im Kapitel 3.2 geschrieben, richtet sich die Zytotoxizitat der meisten Chemotherapeutika
gegen alle sich schnell teilenden Zellen. Mit der Einfihrung der Targeted Therapy
(monoklonale Antikdrper und small molecules), konnte die Zytotoxizitat zum ersten Mal auf
eine bestimmte Zielzellpopulation begrenzt werden. Dabei unterbinden small molecules die
Proliferation der Target-Zellen durch Inhibition bestimmter Signalkaskaden, wahrend
monoklonale Antikérper ihre Wirkung nach Bindung an ihr Antigen auf der Target-Zelle
entfalten.

Die Antigene maligner B-Zell-Tumoren stellen nach Kopplung an ein Effektormolekil nun
gewissermallen eine Schnittmenge dieser beiden Kategorien dar: Als Peptide sind sie nur
zwischen 30 und ein paar hundert Aminosauren lang und daher ,small molecules®. Zum
anderen vermitteln sie ihre Wirkung, genau wie therapeutisch eingesetzte monoklonale

Antikorper, durch Antikérper/Antigen-Bindung.
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Die von uns gefundenen Antigene entfalten ihre Anti-Tumorwirkung jedoch in entgegen-
gesetzter Richtung zu den therapeutisch eingesetzten monoklonalen Antikdrpern.

Beim bisher bekannten ,forward“ Targeting sitzt das Antigen auf der Target-Zelle und der
monoklonale Antikdrper vermittelt die (immun-) therapeutische Wirkung. Dagegen sitzt beim
Jreverse“ Targeting der monoklonale BCR (= Antikdrper) membranstandig ausschlieRlich auf
der malignen Target-Zelle und das Antigen kann, nach Kopplung an entsprechende
Zytostatika, als Mittler einer therapeutischen Wirkung genutzt werden (Abbildung 1). Im
Vergleich zur vorwarts gerichteten Therapie mit monoklonalen Antikorpern, bietet die
rickwarts gerichtete Therapie mit BCR-spezifischen Antigenen jedoch entscheidende Vorteile.
Einerseits werden BCRs mit einer sehr hohen Dichte (1 — 2 x 10° pro Zelle) auf der Oberflache
von B-Zellen exprimiert (Yang and Reth, 2016). Dadurch sind viele Angriffsstellen gegeben
und die Wahrscheinlichkeit eines therapeutischen Erfolgs ist potentiell entsprechend groRer.
Andererseits sind BCR-bindende Peptidepitope kleine Molekile, die glnstig hergestellt
werden kénnen und ein breites Spektrum therapeutischen Moéglichkeiten bieten. Die jedoch
wichtigste Eigenschaft des reversen Targetings mit BCR-spezifischen Antigenen, ist die strikt
Tumor-spezifische zytotoxische Wirkung. Diese im Rahmen einer Tumortherapie erstmals
mogliche Option, verspricht eine bessere Vertraglichkeit und eine deutlich niedrigere Rate an
Nebenwirkungen als alle bis heute fiir die Klinik zugelassenen monoklonalen Antikérper.
Deshalb haben wir die Antigene, die spezifisch an die BCRs maligner B-Zellen binden BAR

genannt: B-Zellrezeptor-Antigen zum Reversen Targeting.
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Abbildung 1: Vorwarts vs. Riickwartstargeting. A: Beim vorwarts (forward) Targeting dient ein
Antigen als Zielstruktur eines monoklonalen Antikdrpers (z.B. das CD20 Antigen ist die Zielstruktur von
Rituximab). Alle Zellen, die das CD20 Antigen auf ihrer Oberflache exprimieren werden angegriffen, d.
h. auch gesunde B-Zellen. B: Beim Riickwarts (reverse) Targeting ist der B-Zell-Rezeptor als
membranstandiges Immunglobulinmolekul die Zielstruktur der Antigen-gebundenen zytotoxischen
Substanzen. Nur die Zellen, deren BCR spezifisch das BAR (Antigen) binden, werden angegriffen (d. h.
nur maligne B-Zellen).Nach diesem Prinzip wurden in unserem Labor ,BARs" von verschiedenen
Antigenen entwickelt. Die BCR-bindenden Epitope aus diesen Antigenen wurden mit Hilfe
eines Link-Moleklls an eine zytotoxische ,Effektor‘-Substanz (z. B. ein Toxin) gekoppelt.
Wenn das Epitop des Antigens an das entsprechende BCR-Paratop der entarteten B-Zelle
bindet, wird das Konstrukt durch rezeptorvermittelte Endozytose internalisiert. Im Zellinneren
wird daraufhin das Konstrukt proteolytisch gespalten, wodurch das Toxin freigesetzt wird und

seine zytotoxische Wirkung entfalten kann (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Wirkungsprinzip der BAR-Toxine. A: BAR-Toxine sind Konstrukte aus drei
Hauptkomponenten: Dem BAR (Antigen-Epitop), einem Linker und der Effektor-Komponent (ein Toxin).
Das Epitop sorgt fur die Tumor-restringierte Selektivitat der Therapie, da nur (maligne) Zellen, deren
BCR das Antigen spezifisch bindet, angegriffen werden. Das Toxin vermittelt die zytotoxische Wirkung
und der Linker koppelt beide Elemente aneinander. B: Der BCR der Zielzelle bindet das Antigen-Epitop
des Konstrukts. C: Der Komplex aus BCR und BAR-Toxin wird durch rezptorvermittelte Endozytose in
die Zelle internalisiert. D: Das Toxin wird durch Proteolyse freigesetzt und ist nun in der Lage seine

zytotoxische Wirkung in der Zelle zu entfalten.

In dieser ersten Umsetzung des BAR-Konzepts wurde als zytotoxischer Effektor das Exotoxin
A von Pseudomonas Aeruginosa (ETA) verwendet. Dabei handelt es sich um ein wirkstarkes
Toxin, welches als Bestandteil von Immuntherapeutika bereits in mehreren Studien erfolgreich
eingesetzt worden ist (Barth et al., 2000; Bruell et al., 2003; Kreitman et al., 2018; Nachreiner
et al., 2008). Die zytotoxische Wirkung von ETA beruht auf der Hemmung der Proteinsynthese
der Zelle durch die ADP-ribosylierung des Elongationsfaktor-2 (EF-2). Als Folge steht EF-2
nicht mehr fir die Proteinsynthese zur Verfliigung und die Apoptose der Zelle wird eingeleitet.
Um ETA im Rahmen von Immunkonjugaten einzusetzen, wird die zellbindende Domane des
Toxins durch einen unterschiedlichen Liganden (z. B einen monoklonalen Antikorper) ersetzt.
Dadurch kann die Zytotoxizitdt des Toxins auf eine bestimmte Zellpopulation beschrankt
werden (Kreitman, 2001; Nachreiner et al., 2008). In dem BAR-Konstrukt dient jedoch ein

Epitop, nicht ein monoklonaler Antikorper, als zellbindende Komponente. Da ETA aul3erdem
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ohne groRen Aufwand in unserem Labor rekombinant hergestellt werden konnte, war es fur
den Einsatz als zytotoxische Effektor-molekul in dieser ,Proof-of-Principle“ Studie besonders

gut geeignet.

3.2.4 Fur die Studie ausgewahlte BARs

Im Rahmen der molekularen Charakterisierung der bis dato gefundenen BCR-bindenden
Antigene maligner B-Zellen des ABC-DLBCLs wurde gezeigt, dass der BCR des malignen
Klons von 26 % aller Patient(inn)en hypophosporyliertes ,Arsenite Resistance Protein 2
(ARS2) spezifisch erkennt (Pfreundschuh et al., 2015; Thurner et al., 2020). Die Epitop-Region
von ARS2 war in allen Fallen die gleiche (!). Deshalb kann das ARS2-Epitop fir das reverse
Targeting bei ,ARS2-positiven“ und somit bei gut einem Viertel aller Patient(inn)en mit einem
diffus groRzelligen B-Zell-Lymphom vom ABC-Typ therapeutisch genutzt werden. Um die
prinzipielle Umsetzbarkeit dieser neuen Therapie-Form zu prifen, wurde im Rahmen dieser
Arbeit das ARS2-BAR (ARS2-Epitop) mit Hilfe eines Linkers an das Exotoxin A von
Pseudomonas Aeuroginosa gekoppelt und in vitro und in vivo in der Maus als ARS2-BAR-
Toxin getestet.

Um die selektive Zytotoxizitdt der BAR-Toxine zu testen wurde ein zweites, als
Negativkontrolle dienendes BAR-Toxin hergestellt. Daflr wurde entsprechend ein zweites
Antigen aus unserem Repertoire ausgewahlt. Das NRBI-Antigen wird von den BCRs der
malignen B-Zellen von 67 % aller Patienten mit primarem ZNS-Lymphom spezifisch gebunden
(Pfreundschuh et al., 2015). Selbstredend binden die ARS2-spezifischen BCRs der
entsprechenden ABC-DLBCL das NRBI-Antigen nicht, wodurch das NRBI-BAR als
Negativkontrolle in Tests mit ABC-DLBCL-Zellen eingesetzt werden konnte. Analog zum
ARS2-BAR-Toxin wurde dazu auch das NRBI-BAR mit dem Exotoxin A von Pseudomonas
Aeuroginosa gekoppelt (NRBI-BAR-Toxin).
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3.3 Die Maus als Versuchstier

Es gibt mehrere Griinde, warum Mause sich historisch als Versuchstiere durchgesetzt haben.
Nicht nur sind die Unterhaltskosten der Tiere relativ niedrig und ihre Fortpflanzungsfahigkeit
beeindruckend, sondern Mause sind vor allem durch ihre phylogenetische und physiologische
Ahnlichkeit zu Menschen besonders fir den Einsatz in der biomedizinischen Forschung
geeignet (Perlman, 2016).

Weltweit machen Mause 90 % der in der Forschung verwendeten Saugetiere aus (Malakoff,
2000). In Deutschland wurden im Jahre 2016 laut dem Bundesministerium fir Erndhrung und
Landwirtschaft 1.400.971 Versuchsmause fur Forschungszwecke verwendet. Dies entspricht
66% aller im Jahr 2016 eingesetzten Versuchstiere (Bundesministerium fir Erndhrung und
Wissenschaft).

Eine besondere Stelle nehmen murine Tierversuche in der pharmakologischen Forschung
Uber neue Wirkstoffe ein. Die gute Ubertragbarkeit der Ergebnisser beziiglich Dosierung und
Vertraglichkeit hat dazu geflihrt, dass in den meisten Fallen durch den Einsatz von
Labormausen eine sichere Dosis fur Phase 1 Studien festgestellt werden kann (Newell et al.,
1999). In der onkologischen Forschung haben murine Tumormodelle zur Identifizierung
verschiedener Onkogene geflihrt, sowie enorm zum Verstandnis vorher unbekannter
pathophysiologischer Vorgange und Signalwege beigetragen, die die Krebsentstehung
begtinstigen oder negativ beeinflussen kénnen.

Schon am Anfang des 20. Jahrhunderts wurde mit speziellen Mausstdmmen gearbeitet, die
besonders anféllig fir eine Tumorentstehung waren. Ein wichtiger Meilenstein in der
Entwicklung aktueller Tumormodelle, fand im Jahr 1961 in Glasgow statt. Dort konnten
aufgrund einer Spontanmutation in einem Albinomausstamm thymusaplastische, unbehaarte
Mause etabliert werden (Pantelouris, 1968). Diese Mause wurden fortan als Nacktmause
bezeichnet. Da die Thymusaplasie mit einer Stérung des Immunsystems einherging, wurde
das Potenzial der Tiere fir die Forschung der heterologen Transplantation ztigig erkannt. Zehn
Jahre spater erfolgte zum ersten Mal die erfolgreiche Xenotransplantation eines humanen
Kolonkarzinoms in eine Nacktmaus (Povisen and Rygaard, 1971).

Die Entdeckung, dass humane Tumorzelllinien und manchmal sogar Biopsate priméarer
Tumoren zu progressiv wachsenden und potenziell letalen Tumoren in immundefizienten
Mausstammen flhren, resultierte in der weltweiten Verbreitung von Xenograft-Tumormodellen

in der Krebsforschung.
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3.3.1 Die SCID/beige-Mause

SCID, oder ,Severe Combined Immunodeficency®, ist ein Uberbegriff fir eine Gruppe
angeborener Erkrankungen, die mit einer Stérung der zellularen Immunantwort einhergehen.
Meistens handelt es sich dabei um eine Fehlfunktion oder Mangel an T-Lymphozyten, wobei
je nach SCID-Form auch zusatzliche Zelllinien (z.B. B-Lymphozyten) betroffen sein kdnnen.
Die Symptome, die aus der Stérung der zelluldren und humoralen Immunantwort resultieren,
machen sich schon im S&auglingsalter bemerkbar und die Patienten leiden unter
rezidivierenden opportunistischen Infektionen (vor allem der Lunge), sowie Gedeihstérungen
und Entwicklungsverzdgerung.

SCID ist in Menschen und Tieren beobachtet worden, wobei die SCID-Mutation in Mausen
erstmalig von Bosma et al. beschrieben wurde (Bosma et al., 1983). Durch das Fehlen reifer,
funktionstiichtiger T- und B- Lymphozyten, sind homozygote SCID-Mause nicht in der Lage
xenogene Zellen abzustoRen. Dadurch sind sie besonders fir die Etablierung in vivo
Tumormodellen bestimmter menschlicher Tumorerkrankungen geeignet (Bosma et al., 1983).
Die Tiere besitzen jedoch funktionsfahige Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) (Dorshkind et al.,
1985), die dafiir verantwortlich sein sollen, dass allogen-transplantierte hamatopoetische
Zellen in SCID-Mausen nicht Uberleben bzw. proliferieren kdnnen (Murphy et al., 1987).

Eine andere murine, als ,beige” bezeichnete Mutation, verursacht in Mausen eine fehlerhafte
Funktion von NK-Zellen (Roder, 1979) und zytotoxischen T-Lymphozyten (Saxena et al.,
1982), sowie phanotypisch einen partiellen Albinismus. Eine dazu homologe humane Mutation
des CHS1-Gens, fiihrt beim Menschen zum klinischen Symptomkomplex des Chediak-
Higashi-Syndroms (Spritz, 1998).

Die SCID/beige-Mauslinie vereinigt die Merkmale beider Mutationen und wurde 1990 von Croy
et al. durch eine Kreuzung von CB17 SCID/SCID und C57BL/6 bg/bg Mausen erzeugt
(MacDougall et al., 1990). Die Tiere sind durch die resultierende Immunsuppression extrem
infektionsanfallig, so dass sie unter speziellen Bedingungen (Specific-Pathogen-Free)
gehalten werden mussen, um sie vor opportunistischen Erregern zu schiitzen. Aufgrund der
vollstandigen lymphozytaren Immunsuppression eignen sich SCID/beige-Mause jedoch
hervorragend fir den Einsatz in Tierexperimenten, bei denen heterologe oder xenogene Zellen

bzw. Gewebe transplantiert werden (Shibata et al., 1997; Takizawa et al., 1997).

3.3.2 Tumormodell: Subkutane Inokulation humaner Tumorzellen

Durch subkutane Implantation humaner Tumorfragmente in SCID- oder Nacktmause, konnten
Tumormodelle fir mehrere unterschiedliche Krebsarten entwickelt werden. Auch die
subkutane Inokulation humaner Tumorzellen aus Zellkulturen, fihrt in immunsupprimierten

Mausen zur Ausbildung von Tumoren. Dies gilt fur solide Tumoren, wie das Melanom
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(Giovanella et al., 1972), aber auch fir hamatopoetische Neoplasien, wie das Lymphom. Das
Auswachsen grofler Burkitt-Lymphome wurde von Ghetie et al. nach der subkutanen
Inokulation von DAUDI-Zellen in die Flanken von SCID-Mausen beobachtet (Ghetie et al.,
1990). Die Wirksamkeit mehrerer neuer Wirkstoffe wurde seit dem in solchen murinen
Lymphom-Modellen getestet (Donnou et al., 2012). Xenograft Tumormodelle werden in der
Regel durch subkutane Inokulation von jeweils 1 x 10°bis 1 x 10’ Tumorzellen etabliert (Ackler
et al., 2008; Troiani et al., 2008).

3.3.3 Matrigel

Die Basalmembran ist eine besondere Verbindungsstruktur zwischen Epithel, Endothel, Glia-
und Muskelzellen mit dem angrenzenden Stroma bzw. Bindegewebe. Sie besteht aus vielen
unterschiedlichen Makromolekilen (hauptsachlich Kollagenfibrillen, retikularen und
elastischen Fasern, sowie Glykoproteinen), die im extrazellularen Raum ein dreidimensionales
Netzwerk aufbauen. Die Basalmembran stabilisiert und verankert das aufliegende
Epithel/Endothel, bildet eine mechanische Diffusionsbarriere und dient auflerdem als
Speicherort fur Wachstumsfaktoren, Chemokine und Enzyme. Bdsartig entartete Zellen
produzieren gro3e Mengen an Basalmembranmatrix und bauen diese wieder ab. Einerseits
wird dadurch die Intravasation bzw. hamatogene Metastasierung beglnstig, anderseits
werden dadurch Wachstumsfaktoren freigesetzt, die das Tumorwachstum férdern.

Matrigel® ist eine basalmembranartige Matrix, die aus einem lIdslichen und sterilen
Basalmembran-Protein-Extrakt besteht. Dieses Extrakt wird aus einem murinen Tumor, dem
Engelbreth-Holm-Swarm-Sarkom, gewonnen (Kleinman and Martin, 2005). Matrigel fordert
zudem die Zelldifferenzierung und Tumorzellproliferation. Es wird auRerdem in vitro fir die
dreidimensionale Zellkultur als Wachstumsgrundlage benutzt (Benton et al., 2014). Auch im
Rahmen der Xenotransplantat-Forschung wird Matrigel eingesetzt, um die Tumorformation in
vivo nach Inokulation xenogener Tumorzellen in immundeffizienten Mausen zu unterstitzen
(Benton et al., 2011).

Dass Xenografte besser unter dem Einsatz von Matrigel wachsen, konnte in mehreren Studien
bestatigt werden (Fridman et al., 1990; Fridman et al., 1991). Daflr muss kaltes Matrigel kurz
vor der Inokulation mit den Tumorzellen vermischt werden, wobei das zu injizierende Volumen

des Gemisches, je nach Injektionsort zwischen 20 und 300 pl variiert (Fridman et al., 2012).
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3.4 Positronen-Emissions-Tomographie / Computertomographie

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist eine Schnittbilduntersuchung, bei der die
Stoffwechselaktivitdt von Geweben dargestellt werden kann. Dafur werden stoffwechselaktive
Substanzen (z. B. Glucose) mit Positronen-emittierenden Radionukliden wie radioaktivem
Fluor (*®F) gekoppelt. Das auf diese Weise entstandene stoffwechselaktive Molekiil (z. B. '®F-
FDG = Fluordesoxyglukose) wird als Tracer (aus dem englischen ,Finder bzw. ,Aufspirer®)
bezeichnet, weil es ,verfolgt* werden kann. Das Radioisotop ®*Gallium (*®Ga) besitzt eine sehr
kurze Halbwertszeit von 68 Minuten, wodurch es als Tracer-Bestandteil im Rahmen von
nuklearmedizinischen Untersuchungen hervorragend geeignet ist. Im Gegensatz zu "®Fluor
kann ®®Gallium in einem Generator produziert werden und kommt daher immer haufiger zum
Einsatz (Banerjee and Pomper, 2013; Martiniova et al., 2016).

Nach intravendser Applikation des Tracers sammelt sich dieser zunachst vor allem im Gewebe
mit vermehrtem Metabolismus an, wie z.B. in Tumoren oder deren Metastasen. Von dort aus
werden dann durch den naturlichen Zerfall des Radioisotops Positronen ausgestrahlt, die mit
Elektronen zusammenprallen, die sich in der Nahe befinden. Dadurch kommt es zur
sogenannten ,Annihilation® und Vernichtungsstrahlung, bei der zwei Photonen
(Gammastrahlung) im 180 ° Winkel zueinander abgegeben werden. Diese Gammastrahlung
kann dann mit Hilfe einer Gammakamera aufgefangen und sichtbar gemacht werden, wodurch
die Verteilung des Radionuklids innerhalb des Organismus bestimmt werden kann. Nach
diesem Prinzip kdnnen Radionuklide auch mit monoklonalen Antikdrpern gekoppelt werden,
welche an eine bestimmte Zielstruktur binden und diese dadurch sichtbar machen konnen
(Immuno-PET) (Verel et al., 2005). Auf diese Weise kdbnnen maligne Zellverbande mittels PET
(-CT) identifiziert werden, lange bevor diese mit anderen bildgebenden Verfahren sichtbar
gemacht werden kénnen. Da die Anreicherung des Radionuklids im Gewebe jedoch nicht die
genaue Lokalisation des Tracers innerhalb eines Organs gestattet, wird das PET-Verfahren
heutzutage meistens mit einer Computertomographie (CT) erganzt. Bei der
Computertomographie handelt es sich um ein Schnittbildverfahren, das auf konventioneller
Rontgentechnik basiert. Dabei werden die darzustellenden Strukturen mit einer rotierenden
Roéntgenrohre aus unterschiedlichen Richtungen abgebildet. Die Detektoren, die sich auf der
gegenuberliegenden Seite der Rontgenréhre befinden, kreisen ebenfalls um den Patienten
und zeichnen die ankommende R&ntgenstrahlung auf. Dadurch wird die Struktur aus
unterschiedlichen Richtungen durchleuchtet. Mit Hilfe eines Computers erfolgt dann die
Summation und Nachverarbeitung der gemessenen Daten, sodass die dreidimensionale

Darstellung des zu untersuchenden Bereichs mdglich wird (Deutsche-Radiologienetz-AG). Die

23



Kombination beider Verfahren ermdglicht demzufolge die genaue 6rtliche Zuordnung von

Zellen, die eine gesteigerte Stoffwechselaktivitat aufweisen.
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4 Ziele der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, die prinzipielle Durchflihrbarkeit des neuen Therapiekonzepts
der B-Zellrezeptor-Antigene zum Reversen Targeting von Tumoren im Rahmen einer ,Proof

of Principle“-Studie zu testen.

Dazu wurde zunachst in vitro die zytotoxische Wirksamkeit ein ARS2-BAR-Toxins gegen
seine Zielzellen untersucht, wobei der Focus auf den folgenden Fragestellungen lag:

e Zeigt das ARS2-BAR-Toxin eine zytotoxische Wirkung gegen ARS2-positive
Zielzelllinien?

e Werden ARS2-negative Zellen ebenfalls vom ARS2-BAR-Toxin beeintrachtigt?

e Zeigt das NRBI-BAR-Toxin als Kontroll-BAR-Toxin auch eine zytotoxische Wirkung
gegenuber ABC-DLBCL-Zellen?

Im nachsten Schritt sollte ein Tumormodell in der Maus etabliert werden, um das BAR-Konzept
als Targeted Therapy auch in vivo zu testen. Zunachst ging es darum, verschiedene ABC-
DLBCL-Zelllinien mit und ohne ARS2-spezifischen BCR durch Xenotransplantation optimal zu
inokulieren. Dabei standen Fragen der Kinetik des Tumorwachstums im Vordergrund:

¢ Nehmen alle Xenografte gleichermalRen an Volumen zu?
e Erfolgt das Tumorwachstum im Seitenvergleich (bei einem Tier) homogen?
e Erfolgt das Tumorwachstum innerhalb einer Zelllinien-Kohorte homogen?

e Wie lange dauert es, bis die Tumoren einen kritischen Tumordurchmesser von mehr
als 15 mm erreichen?

Nach Optimierung der Inokulationsbedingungen sollte als nachstes die zytotoxische Wirkung
des ARS2-BAR-Toxins in vivo untersucht und die Applikation optimiert werden:

e |Istdas ARS2-BAR-Toxin auch in vivo in der Lage seine zytotoxische Wirkung zu
entfalten? Reicht diese aus, um die Entwicklung ARS2-positiver Tumoren zu
hemmen?

o Wirkt das ARS2-BAR-Toxin spezifisch oder wird das Wachstum ARS2-negativer
Tumoren ebenfalls reguliert?

e Werden ARS2-positive Tumoren durch das NRBI-BAR-Toxin auch beeinflusst, oder
vermittelt das Antigen definitiv eine Tumor-spezifische Zytotoxizitat?
Abschlieend sollte die Biodistribution und die Kinetik der BARs mittels PET-CT untersucht
werden:

e Ist die Bindung des ARS2-BARs an die entsprechenden Tumorzellen in der Maus
visuell erfassbar?

e Wann sind nach der Applikation die BARs am/im Tumor sichtbar?
¢ Wann sind nach der Applikation keine BARs mehr sichtbar?
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5 Materialien und Methoden

5.1 Materialien

5.1.1 Gerate und Instrumente

Tabelle 2: Gerate und Instrumente

Gerate

Bezugsquelle

96-Well-Mikrotitterplatte

Nunc GmbH & Co. KG
(Wiesbaden, Deutschland)

Brutschrank — HERA cell 150

Thermo Electron LED GmbH (Langeselbold,
Deutschland)

Diavert-Mikroskop (Zellzahlung)

Leitz (Wetzlar, Deutschland)

Eppendorf-Gefalte

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Kryostat Leica CM 1860

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
(Wetzlar, Germany)

Kuhlzentrifuge 5810R

Eppendorf

Messschieber

Hoffmann GmbH Qualitatswerkzeuge
(Minchen, Deutschland)

Neubauer Haematocytometer

MT Promedt Consulting GmbH (St. Ingbert,
Deutschland)

Omnican Insulinspritzen 30G

Braun (Melsungen, Deutschland)

Photometer Victor Wallac V2 1420
Multilabel Counter

Perkin Elmer (Waltham, MA, USA)

Pipetten Eppendorf
. . Sarstedt AG & Co. (Nimbrecht,
Pipettenspitzen Deutschland)

Sicherheitswerkbank — HERA safe

Thermo Electron LED GmbH (Langeselbold,
Deutschland)

Tischzentrifuge 5415D

Eppendorf

Vortexmischer REAX 2000

Heidolph (Schwabach, Deutschland)

Zellkulturflaschen

Sarstedt AG & Co.

Zentrifugenréhrchen

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen,
Deutschland)
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5.1.2 Losungen und Chemikalien

Tabelle 3: Losungen und Chemikalien

Losungen und Chemikalien Hersteller
Aceton 100% SAV LP GmbH (Flintsbach, Deutschland)
Entellan Neu Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Eosin Merck KGaA

Merck Schuhardt OHG (Hohenbrunn,

. . _ 0,
Essigsaure 99-100% Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,

Fetales Kalber Serum (FCS) Deutschland)

Growth Factor Reduced BD Matrigel Matrix® | Corning (Bedford, MA, USA)

Isopropropylalkohol 100% Otto Fishar GmbH (Saarbriicken,

Deutschland)
Cytotoxicity Detection Kit PLUS (LDH) Sigma-Aldrich Chemie GmbH
L-Glutamin Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Mayers Hamalaunlosung Merck KGaA
Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS)

nach Dulbe Sigma-Aldrich Chemie GmbH

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach,

RPMI 1640 Medium Deutschland)

Leica Microsystems Nussloch GmbH

: : .
Tissue Freezing Medium (Nussloch, Germany)

Trypanblau-L&sung Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Xylol Hedinger (Stuttgart, Deutschland)
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5.1.3 Pharmaka und molekularbiologisch hergestellte Konstrukte

Tabelle 4: Pharmaka und Biomolekulare Konstrukte

Pharmaka und biomolekulare Konstrukte Hersteller
ARS2 José-Carreras-Zentrum, Homburg
José-Carreras-Zentrum, Homburg
ARS2-BAR-Toxin In Zusammenarbeit mit der Universitat
Aachen
. 68 Klinik fir Nuklearmedizin des
ARS2-Epitop-Ga Universitatsklinikums des Saarlandes
® Bayer Health Care AG (Leverkusen,
Bepanthen Deutschland))
Exotoxin A von Pseudomonas Auriginosa José Carreras-Zentrum, Homburg
(ETA)
Narcoren® (Pentobarbital) Merial GmbH (Halbgermoos, Deutschland)
NRBI José Carreras-Zentrum, Homburg
José Carreras-Zentrum, Homburg
NRBI-BAR-Toxin In Zusammenarbeit mit der Universitat
Aachen
® . Bayer Health Care AG (Leverkusen,
Rompun® (Xylazin) Deutschland)
Softasept® Braun (Melsungen, Deutschland)
Ursotamin® (Ketamin) Serumwerk (Bernburg, Deutschland)
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5.1.4 Zelllinien

Alle die im Rahmen dieser Arbeit benutzten Zelllinien, wurden aus den Zellen humaner, diffus

groRRzelliger B-Zell-Lymphome (DLBCL) etabliert und sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 5: Zelllinien

Zelllinie Hersteller

freundlicherweise von Frau Prof. Dr. med.
Sylvia Hartmann zur Verfigung gestellt. (Dr.
HBL-1 Senckenberg Institut fir Pathologie,
Goethe-Universitat, Frankfurt/Main,
Deutschland)

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
OClI-Ly3 und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig,
Deutschland)

freundlicherweise von Frau Prof. Dr. med.

TVD-8 Sylvia Hartmann zur Verfigung gestellt.
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
U-2932 und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig,

Deutschland)

5.2 Methoden

5.2.1 Zellkultur

Als Zellkultur wird die Kultivierung und Vermehrung einer bestimmten Zellpopulation auRerhalb
eines Organismus und unter kontrollierten Bedingungen definiert. Man bezeichnet diese Kultur
als ,in vitro®.

Prinzipiell unterscheidet man adharent wachsende und in Suspension wachsende Zellen.
Zellen, die sich aus soliden Geweben ableiten (z. B. Fibrozyten) heften sich bei der
Proliferation in vitro an die Oberflache des Kulturgefalles. Die meisten Zellen aus
Suspensionsgeweben (z. B. Blut) vermehren sich in vitro im Nahrmedium genauso frei
,Schwimmend* (alle Lymphozyten).

Die Zellen wurden in RPMI 1640 Medium im Brutschrank bei einer Temperatur von 37 °C,
gesattigter Luftfeuchte und 5 % CO- kultiviert. Dem Medium wurden 20 % fetales Kalberserum

(FCS) zugesetzt, dass fur das Zellwachstum wichtige zusatzliche Nahrstoffe enthalt.
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Auflerdem wurde das Medium mit 2 mM L-Glutamin (sensible Aminosaure), 100 Units
Penicillin und 100 ug/ml Streptomycin (Antibiose) erganzt. Alle drei Tage wurde die Zellzahl
nach Neubauer bestimmt und die Zelldichte der Suspension auf 5 x 10° Zellen/ml in frischem
Medium eingestellt. Bei maximaler Expansion konnten so innerhalb von ca. zehn Tagen Gber

1,5 x 10® Zellen von jeder der Linien bereitgestellt werden.

5.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde nach Neubauer bestimmt. Dazu wurde eine Zahlprobe (50 ul) aus der
Suspensionskultur enthommen, 1:1 mit PBS verdinnt und mit dem gleichen Volumen
Trypanblau versetzt. Trypanblau ermdglicht die optische Differenzierung zwischen vitalen
Zellen (die diesen Farbstoff nicht aufnehmen) und geschadigten bzw. toten Zellen, die
Trypanblau einlagern und im mikroskopischen Bild dadurch blau angefarbt erscheinen. Die
Neubauer-Zahlkammer wurde adhasiv mit der Zahlprobe beladen und die vitalen Zellen in zwei
(Kompensation der Trypanblau-Verdinnung!) Grof3-Quadraten a jeweils 4x4
Gruppenquadraten ausgezahlt. Nach Neubauer errechnet sich die Zelldichte, tUber die in den
32 Gruppenquadraten gezahlte Zellzahl multipliziert mit 10* pro Milliliter unter
Berucksichtigung der gewahlten Verdlinnung.

Aus der Zelldichte konnte das Volumen der Zellsuspension berechnet werden, dass fir die
Gewinnung einer bestimmten Zellzahl aus der Kultur der entsprechenden Zelllinie zu

entnehmen war.

5.2.3 In vitro Experimente: Zytotoxizitats Assay

Der Nachweis der zytotoxischen Wirkung exogener Noxen und der Aktivitat der verschiedenen
zytotoxischen Zellen des Immunsystems (z. B. CD8" T-Zellen, NK-Zellen, Makrophagen und
Granulozyten) erfolgte mittels Zytotoxizitats-Assays. Zur in vitro Bestimmung des
zytotoxischen Potentials der BAR-Toxine wurde im Rahmen dieser Arbeit das nichtradioaktive
,Cytotoxicity Detection Kit PLUS/LDH* (Sigma-Aldrich) eingesetzt. Dabei wurde die aus den
lysierten Targetzellen freigesetzte Laktatdehydrogenase (LDH) gemessen. Dieses Enzym wird
in den meisten humanen Zellen naturlicherweise exprimiert. Das verschafft dieser Methode im
Vergleich zu (fast allen) anderen Zytotox-Assays den entscheidenden Vorteil, dass der das
Ausmal der Zytotoxizitat bestimmende Indikator nicht zuerst in die Targetzellen eingebracht
werden muss. Da die meisten Zellen LDH ausreichend stark exprimieren, ist der Test auch
sehr sensitiv. Dabei ist das Testprinzip sehr einfach: Die entsprechenden Targetzellen wurden
mit unterschiedlichen Konzentrationen der verschiedenen BAR-Toxinen bzw. Kontrollen vier

Stunden lang inkubiert. Da ein sehr geringer Teil der Targetzellen im Verlauf der vierstiindigen
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Inkubationszeit auch ohne Einwirkung der BAR-Toxine lysiert, wurde in einem separaten
Ansatz der Anteil dieser sogenannten Spontanlyse bestimmt, indem die gleiche Anzahl an
Targetellen pro Well ohne BAR-Toxine flr vier Stunden inkubiert wurden. Um das zytotoxische
Potential der BAR-Toxine, wie bei Zytotox-Assays ublich, relativ auf die sogenannte
Maximallyse der Targetzellen zu berechnen, wurde ebenfalls eine gleiche Anzahl an
Targetzellen ohne BAR-Toxine fur drei Stunden und 40 Minuten inkubiert. Fur die letzten 20
Minuten wurden diese Targetzellen dann durch Zugabe eines Detergens (Triton® X-100)
vollstandig lysiert. Das in diesem Ansatz gemessene LDH-Signal diente dann als 100%-Bezug
zur Berechnung des relativen zytotoxischen Potenzials der unterschiedlichen Ansatze mit

BAR-Toxinen nach der Formel:

lative L %) = LDHSignal mit BAR.Toxin — LDHSignal. Spontanlyse 100
relative Lyse (%) = LDHSignal.-Maximallyse — LDHSignal.-Spontanlyse

Zum Test wurden pro Zelllinie jeweils 100 pl Zellsuspension a 4 x 10° Zellen/Well in 36 Wells
einer 96Well-Mikrotiterplatte mit runden Bdden pipettiert. Zusatzlich wurden den Zellen die
jeweils 50 pl der BARs und/oder Kontroll-Substanzen zugesetzt und wie oben beschrieben
vier Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Ansatze zur Bestimmung der Spontan-
und der Maximallyse wurden ebenfalls pro Well mit 4 x 10° Zellen angelegt. Nach vier Stunden
wurden die Platten kurz zentrifugiert (200 G, 6 min, RT) um sicherzustellen, dass sich alle
verbliebenen vitalen Zellen bzw. das Debris am Boden der jeweiligen Wells befinden. Dann
wurden aus jedem Well 50 pl des Uberstandes abbildungsgleich dem Belegplan in eine neue
96Well-Mikrotiterplatte mit flachen Béden zur LDH-Bestimmung mittels ELISA Gberfuhrt.

LDH wurde dabei durch Zugabe des Tetrazolium-Salzes lodonitrotetrazoliumchlorid (INT)
nachgewiesen, das seinerseits durch einen ebenfalls zugegebenen, NADH/H*-abhangigen
Katalysator zum Formazan-Salz reduziert wurde (Chan et al., 2013). Im Gegensatz zu
Tetrazolium absorbiert Formazan Licht in einem relativ breiten Wellenlangenspektrum
zwischen 480 und 520 nm. Die LDH-Enzymaktivitat konnte somit indirekt photometrisch
quantifiziert werden. Katalysator und Farbelésung wurden gemall Herstellerangaben
unmittelbar vor der Verwendung zur fertigen LDH-Nachweislésung gemischt. Abschlief3end
wurde die Lichtabsorption mit einem Mikrotiterplatten-Photometer (PerkinElmer) bei 490 nm

photometrisch gemessen.
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5.2.3.1 Test gegen die Targetzellen OCI-Ly3 und HBL-1
Ziel des ersten Versuchs war es herauszufinden, ob:

e das ARS2-BAR-Toxin gegen die (ARS2-positiven) Zielzellen zytotoxisch wirkt,
e das ARS2-BAR-Toxin auch ARS2-negative Zellen beeintrachtigen kann,

e das NRBI-BAR-Toxin als Kontroll-BAR-Toxin auch eine unspezifische zytotoxische
Wirkung gegen ARS2-positiven Zelllinien zeigt,

e das NRBI-BAR-Toxin unspezifisch auch ARS2-negative Zellen beeinflusst.

Dazu wurden die ARS2-BAR positive Zelllinie OCI-Ly3 und die ARS2-BAR negative

Kontrollzelllinie HBL-1 als Targets eingesetzt. Pipettiert wurde nach dem folgenden Schema:

1) NRBI-BAR  ARS2-BAR
1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 1 12
) A
.:::::* 8& |
c § <) 01 g/
D 0,01 pg/ml
HBL-1  |F 10 pg/ml
F 1 pg/ml
G ‘ +4444 §“‘ o
H “‘§ * * * * * “. 0,01 pg/ml

Abbildung 3: Pipettierschema des Zytotoxizitdtsessays gegen OCI-Ly3 und HBL-1.

Die Wells A1-9 bis D1-9 enthielten jeweils 4 x 103 Zellen der Zelllinie OCI-Ly3. In die Wells E1-9 bis H1-
9 wurden jeweils 4 x 10® Zellen der Kontrollzelllinie HBL-1 pipettiert. In die Wells der Spalten 1-3 wurden
keine weiteren Komponenten hinzugefligt, wahrend in die Wells der Spalten 4-6 in abnehmender
Konzentration das Kontroll NRBI-BAR-Toxin hinzugefiigt wurde. Analog wurde in die Spalten 7-9 in

abnehmender Konzentration ARS2-BAR-Toxin pipettiert.

Fir jede Kombination wurden je drei Werte gemessen. Fir die Auswertung wurde jeweils der

Mittelwert berechnet.
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5.2.3.2 Test gegen Targetzellen U2932 und TMD-8

Um die Ergebnisse des ersten Versuchs zu bestatigen wurden im zweiten Versuch mit U2932
eine weitere ARS2 positive Zelllinie und mit TMD-8 eine weitere ARS2 negative
Kontrollzelllinie untersucht. Analog zum ersten Versuch wurden beide Zelllinien jeweils mit
unterschiedlichen Konzentrationen an Toxin-gekoppeltem ARS2-BAR bzw. NRBI-BAR
versetzt, um zu testen, welche Zellen durch welches BAR-Toxin angegriffen werden.

Pipettiert wurde nach dem folgenden Schema (Abbildung 4):

o NRBI-BAR ARS2-BAR
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

U2932 |a 10 pg/mi

° 1 pg/ml

c 0,1 pg/ml

° 0,01 pg/ml
TMD-8 |e 10 g/

f 1 pg/ml

° 0,1 pg/ml

" 0,01 pg/ml

Abbildung 4: Pipettierschema des Zytotoxizitatsessays gegen U2932 und TMD-8. Die Wells A1-9
bis D1-9 enthielten jeweils 4 x 103 Zellen der Zelllinie U2932. In die Wells E1-9 bis H1-9 wurden jeweils
4 x 103 Zellen der Kontrollzelllinie TMD-8 pipettiert. In die Wells der Spalten 1-3 wurde keine weitere
Substanz hinzugefiigt, wahrend in die Wells der Spalten 4-6 in abnehmender Konzentration das Kontroll
NRBI-BAR-Toxin hinzugefliigt wurde. Analog wurde in die Spalten 7-9 in abnehmender Konzentration
ARS2-BAR-Toxin pipettiert.

Wie im Vorversuch wurden fiir jede Kombination je drei Werte gemessen. Fur die Auswertung

wurde jeweils der Mittelwert berechnet.

5.2.4 Aufarbeitung von DLBCL-Zelllinien zur Applikation in
SCID/beige-Mause

Zur Vorbereitung wurde das Tragermedium Growth Factor Reduced BD Matrigel Matrix®

aufgetaut und Uber Nacht im Kihlschrank auf die optimale Benutzungstemperatur von 4 °C
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vortemperiert. Auch die Ubrigen fur den Versuch bendétigten Materialien wie Pipettenspitzen,
PBS-Pufferlésung und Reagiergefalie wurden ebenso zwélf Stunden vor Versuchsbeginn bei
4 °C vortemperiert.

Am Tag der Inokulation in die Versuchstiere wurden alle Zellen der Expansionskultur von jeder
der eingesetzten DLBCL-Linien geerntet und 10 Minuten lang bei 4 °C und mit 200 G
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgehoben und das Zellpellet in kaltem PBS resuspendiert.
Von dieser Suspension wurde die Zellzahl wie beschrieben nach Neubauer bestimmit.
AnschlieRend wurden die fur die Inokulation bendétigen Zellen von jeder DLBCL-Linie
entnommen (die restlichen Zellen wurden erneut in Erhaltungs-Kultur genommen), mit kaltem
PBS versetzt und 10 Minuten lang bei 4 °C und 200 G zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen mit 4 °C kaltem PBS auf exakt 1 x 107 Zellen pro 100 pl eingestellt.
Diese Zell/PBS-Suspension wurde abschlielend mit dem gleichen Volumen Matrigel versetzt
(PBS/Matrigel-Verhaltnis von 1:1). Somit betrug die Konzentration der applizierten DLBCL-
Suspension 1 x 107 Zellen in 200 yl PBS/Matrigel-Mix. Die Suspension jeder der Linien wurde
in zwei sterile 50 ml ReagiergefalRe Uberfuhrt und auf Eis zur Applikation ins Institut fur
Klinisch-Experimentelle Chirurgie gebracht, wo alle Tierversuche durchgefuhrt wurden. Um
eine Schadigung der Zellen bei dieser hohen Zelldichte zu vermeiden, wurde die Suspension

regelmafig und vorsichtig aufgewirbelt.

5.2.5 BARs
Fir die Herstellung des BARs wurde das Epitop des BCR-Antigens ARS2 mit einem

modifizierten Pseudomonas aeruginosa exotoxin A (ETA’) fusioniert, dem die naturliche Zell-
Bindungsdomane fehlt und somit durch ARS24a342.375 ersetzt wurde. Des Weiteren wurde N-
terminal ein Hise-tag eingebaut, der nach Expression des Fusionsproteins in E. coli die
Aufreinigung des BAR-ETA'-Produktes (ARS2-BAR-Toxin) mittels IMAC (Immobilisierte-
Metallionen-Affinitdtschromatographie) erlaubt (Nachreiner et al., 2008). Die Reinheit und
Ausbeute des Produktes wurden mittels Western Blot (qualitativ) Gberprift und photometrisch
quantifiziert. Analog wurde auch das als Negativkontrolle eingesetzte NRBI-BAR-Toxin

bereitgestellt.
5.2.6 In vivo Experimente

5.2.6.1 Versuchstiere
Far die in vivo Experimente wurden SCID/beige-Mause eingesetzt. Die Tiere waren zu
Versuchsbeginn acht Wochen alt und wurden in Gruppen zu je drei Mausen in individuell

belufteten Kafigen (IVC) (Tecniplast, Buguggiate, Italien) aufgeteilt. Die Raumtemperatur
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betrug 22 °C mit einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55 %. Die Mause wurden in einem
12 h/12 h Tag-Nacht-Rhythmus in der Versuchstierhaltung des Instituts fur Klinisch-
Experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes gehalten. Sie hatten ad libitum
Zugang zu Standardlaborfutter (SSNIFF-Spezialdidten-GmbH, Soest, Deutschland) und
Trinkwasser und wurden taglich bezuglich ihrer Aktivitat, Putz- und Fressverhalten inspiziert.
Die regelmaRige Kontrolle des Koérpergewichts diente als quantitativ messbare GroRe zur
Beobachtung des Allgemeinzustands. Zur Identifizierung wurden die Tiere mittels Ohrlochung
gekennzeichnet.

Alle Tierversuche wurden ordnungsgemafl® nach dem Tierschutzgesetz durchgefiihrt und

waren vom Landesamt fir Gesundheit und Verbraucherschutz in Saarbriicken genehmigt.

5.2.6.2 Subkutane Inokulation der Tumorzellen

Zur Vorbereitung der Tiere auf die subkutane Inokulation der Tumorzellen wurden sie als
erstes unter Narkose gesetzt. Fir die Narkotisierung der Tiere wurde eine Kombination aus
Ketamin (90 mg/kg Kérpergewicht) und Xylazin (12 mg/kg Kérpergewicht) intraperitoneal (i. p.)
appliziert. Um eine versehentliche Verletzung der inneren Organe durch das Zappeln der Tiere
wahrend der Injektion zu vermeiden, wurden die Tiere mittels Nackengriff fixiert. Zudem
erfolgte die Injektion lateral der Mittellinie im unteren Quadranten parallel zur unteren
Extremitat in die Bauchhohle, ebenfalls um einer Verletzung innerer Organe vorzubeugen.
Eine mdgliche Austrocknung der Hornhaut bei den relaxierten Tieren wurde durch Auftragen
von Bepanthen® Augensalbe verhindert. Danach wurden die Mause sorgféltig an beiden
Flanken rasiert und die Haut mit Softasept® griindlich desinfiziert.

Um sicherzustellen, dass die Tumorzellen als Einzelzellen appliziert wurden, wurde die
Suspension unmittelbar vor der Applikation erneut aufgewirbelt und Luftblasen-frei in eine
Spritze (Insulin Spritze Omnican 30G, Braun) aufgezogen. Jedem Tier wurden dann 200 pl
PBS/Matrigel mit 1 x 10’ Zellen pro Flanke subkutan inokuliert. Ab dem dritten Versuch wurde
die inokulierte Zellzahl auf 5 x 10° pro Flanke reduziert (Abbildung 5). Fiir jedes Tier wurde

eine frische Kanile und Spritze verwendet.
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MATERIALIEN UND METHODEN

Abbildung 5: Subkutane Inokulation der Tumorzellen. A: Zuerst wurde die Maus unter Narkose

gesetzt. B: Maus nach Rasur beider Flanken und Bepanthen®-Applikation in beiden Augen. C: Nach
grundlicher Desinfektion der Haut wurden 200 pl Zellsuspension pro Flanke inokuliert. Zu sehen sind
die mit roten Pfeilen markierten subkutanen Depots in lateraler (C), bzw. kranialer (D)
Ansicht. Messung des Tumorvolumens

Die Messung der Tumoren erfolgte dreimal wochentlich mit Hilfe eines Messschiebers. Dazu
wurden der Langs- und der Breitendurchmesser des Tumors gemessen. Das Tumorvolumen

(V) wurde anhand folgender Formel berechnet:

V= m/6XaxXb"2

Dabei ist ,a“ der langere und ,b“ der kiirzere der beiden Durchmesser.

5.2.6.4 Abbruchkriterien

Der Gesundheitszustand der Tiere wurde wahrend des gesamten Versuchszeitraums taglich
untersucht. Dabei wurden Tiere, die durch ein pathologisches Putz- und Fressverhalten,
Apathie, Gewichtsverlust von mehr als 20 % des initialen K&rpergewichts oder einen sonstigen
gestorten Allgemeinzustand auffielen, vorzeitig aus dem Versuch genommen und
euthanasiert. Ebenso wurde der Versuch sofort abgebrochen, wenn ein (kritischer)
Tumordurchmesser von mehr als 15 mm erreicht wurde oder falls die Tumoren ulzerierende

Lasionen entwickelten.
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5.2.6.5 Totung und Sektion der Versuchstiere

Am Ende Beobachtungszeit folgte die Euthanasierung der Tiere mit einer Uberdosis
Pentobarbital. Die verabreichte Dosis betrug 200 mg pro kg Kérpergewicht und wurde
intraperitoneal (i. p.) appliziert. Bei der darauffolgenden Sektion der Tiere wurden die subkutan
gewachsenen Tumoren chirurgisch entnommen und zur histologischen Beurteilung in drei
etwa gleichgrole Teile geschnitten. Ein Teil wurde schockgefroren und in Stickstoff
bei -178 °C aufbewahrt, der andere in 4 %iger Formaldehydlésung und der letzte in Paraffin

eingebettet konserviert.

5.2.6.6 Histologie

Zur histologischen Auswertung wurde unmittelbar nach der Sektio das entnommene Gewebe
in Stickstoff schockgefroren. Das gefrorene Gewebe wurde dann in der Gefrierkammer des
Kryostats in Tissue Freezing Medium (Leica Microsystems, Wetzlar bzw. Nussloch, Germany)
eingebettet und aufgeblockt. Nicht Formalin-fixiertes Kryogewebe bietet die Mdglichkeit
nachtraglicher immunhistologischer Untersuchungen. AnschlieRend wurden aus den
Bléckchen 10 um dicke Gefrierschnitte angefertigt und mit Hamatoxylin-Eosin nach
Standardprotokoll gefarbt. Das restliche eingebettete Gewebestiick wurde in Alufolie
eingeschlagen und bei - 80 °C zur weiteren Verwendung gelagert.

Hamatoxylin hat die Eigenschaft saure (basophile) Strukturen (wie der Desoxyribo-
nukleinsdure enthaltender Zellkern, oder die Ribosomen des rauen endoplasmatischen
Retikulums) blau zu farben. Eosin farbt basische (eosinophile) Strukturen rot, wie z. B. die
Proteine des Zellplasmas.

Die Schnitte wurden zuerst 1 min in Aceton fixiert und anschlieRend luftgetrocknet. Daraufhin
wurden die Schnitte in Isopropanol 50% fur 2 min Gberfuhrt und mit Aqua destillata gespdilt.
AnschlieRend erfolgte die Farbung mittels Hamatoxylin nach Mayers fur 35-40 Sekunden.
Dann wurden die Schnitte in Aqua destillata kurz gespllt und in Leitungswasser stehend
geblaut. Nach erneutem Spulen mit Aqua destillata wurden die Schnitte 1,3 min lang in 0,1%ig
angesauerte Eosin gefarbt. Folgend wurden die Schnitte zum letzten Mal mit Aqua destillata
gespult und mit einer aufsteigenden Reihe Alkohole (Isopropanol 70%, Isopropanol 100%,

Xylol) jeweils 2 min entwassert. Zuletzt wurden die Schnitte mit Entellan eingedeckt.

5.2.7 Etablierung des Tumormodells

Zur Etablierung des Tumormodells wurden die SCID/beige-Mause in vier Gruppen zu je drei
Tieren aufgeteilt. Jede Gruppe wurde mit Zellen einer der vier DLBCL-Zelllinien inokuliert. Ziel
war es, herauszufinden (I) ob die Tumor-Xenografte im Seitenvergleich mdglichst homogen

wachsen, (II) ob das Tumorwachstum innerhalb einer Kohorte homogen erfolgt und wie viel
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Zeit vergeht bis die Tumoren eine bestimmte (therapierbare) Grofe erreichen bzw. einen
kritischen Durchmesser von mehr als 15 mm aufweisen (l1l).

1. Die Tiere der ersten Gruppe wurden mit OCI-Ly3-Zellen (mit ARS2-spezifischem
BCR) inokuliert.

2. Die Tiere der zweiten Gruppe wurden mit U2932-Zellen (mit ARS2-spezifischem
BCR) inokuliert.

3. Die Tiere der dritten Gruppe wurden mit HBL-1-Zellen (ohne ARS2- spezifischem
BCR) inokuliert.

4. Die Tiere der vierten Gruppe wurden mit TMD-8-Zellen (ohne ARS2-spezifischem
BCR) inokuliert.

Nach der Inokulation (Tag 0) erfolgte die erste Messung des Tumorvolumens an Tag 7. Ab
diesem  Zeitpunkt ~wurden die  Tumoren dreimal  wdchentlich bis zum

Versuchsabbruch gemessen.

Ab d7: Versuchsabbruch beim Erreichen des
Messschiebermessung 3 X kritischen Tumordurchmessers:

wochentlich Einschlaferung und Sektion der Tiere

do:
Tumor Inokulation

Abbildung 6: Zeitschema des Versuchs zur Etablierung des Tumormodells.

5.2.8 Behandlung der Tiere mit ARS2-BAR

Ziel des zweiten Versuches war es, die folgender finf Fragen zu beantworten:

e Kann die Tumorentwicklung in Tieren, die mit ARS2-spezifischen BCR
exprimierenden Zellen inokuliert wurden, durch die anschlieRende Behandlung mit
ARS2-BAR-Toxin beeinflusst werden?

¢ Beeinflusst das ARS2-BAR-Toxin unspezifisch auch die Tumorentwicklung in Tieren,
die mit Zellen ohne ARS2-spezifischen BCR inokuliert werden?

e Wird die Tumorentwicklung auch in Tieren beeinflusst, die mit ARS2-spezifischen
BCR exprimierenden Zellen inokuliert werden, wenn diese anschlief’end mit dem
Kontroll-Konstrukt NRBI-BAR-Toxin behandelt werden?

e Wird die Tumorentwicklung in Tieren beeinflusst, die mit Zellen ohne ARS2-
spezifischen BCR inokuliert werden, und eine anschliefende Behandlung mit dem
Kontroll-Konstrukt NRBI-BAR-Toxin bekommen?

Die Tiere wurden wie im ersten Versuch in vier Gruppen zu je 3 Tieren aufgeteilt.
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1. Die Tiere der ersten Gruppe wurden mit OCI-Ly3-Zellen (ARS2-spezifischer BCR)
inokuliert und am Tag 4 und 7 durch Injektion von (jeweils) 8 uyg ARS2-BAR-Toxin in
die Schwanzvene (i. v.) behandelt.

2. Die Tiere der zweiten Gruppe wurden mit OCI-Ly3-Zellen inokuliert und am Tag 4 und
7 durch i. v. Injektion von (jeweils) 8 ug NRBI-BAR-Toxin behandelt.

3. Die Tiere der dritten Gruppe wurden mit HBL-1-Zellen (ohne ARS2-spezifischen
BCR) inokuliert und am Tag 4 und Tag 7 durch i. v. Injektion von (jeweils) 8 ug ARS2-
BAR-Toxin behandelt.

4. Die Tiere der vierten Gruppe wurden mit HBL-1-Zellen inokuliert und am Tag 4 und 7
durch i. v. Injektion von (jeweils) 8 uyg NRBI-BAR-Toxin behandelt.

Alle Tiergruppen bekamen also zweimalig 8 ug (insgesamt 16 ug) des ARS2-BAR-Toxins
oder des NRBI-BAR-Toxins verabreicht. Nach der Inokulation mit den Zellen der jeweiligen
DLBCL-Linien am Tag 0 wurde das Tumorvolumen ab Tag 4 bis zum Versuchsabbruch

dreimal wochentlich gemessen.

Versuchsabbruch beim Erreichen des
kritischen Tumordurchmessers:

Ab d4:

Messschiebermessung 3 X

wochentlich

do:
Tumor Inokulation

Einschlaferung und Sektion der Tiere

Abbildung 7: Zeitschema des ersten Versuchs zur Behandlung mit den BARs.

5.2.9 Behandlung mit einer hoheren Dosis

Nachdem im zweiten Versuch kein signifikanter Einfluss der BAR-Toxine auf die
Tumorentwicklung gemessen werden konnte, sollte in einem dritten Versuch ein verandertes
Applikationsschema getestet werden. Dazu wurden die Toxine einmalig am Tag 6 jedoch mit
der gesamten Dosis von 16 pg/ml verabreicht. Um vor dem Nachweis einer gesicherten
Wirksamkeit des ARS2-BARs nicht unnétig viele Tiere einzusetzen, wurden die Mause nur mit
OCI-Ly3 inokuliert. Als Negativkontrolle kam das NRBI-BAR-Toxin in gleicher Dosis zum
Einsatz. Zudem wurde die inokulierte Zellzahl auf 5 x 10° pro Flanke (und somit halb so viele
Zellen wie in den Vorversuchen) reduziert.

Es wurden zwei Gruppen zu je drei Tieren eingeteilt:

1. Die Tiere der ersten Gruppe wurden mit Zellen der Zelllinie OCI-Ly3 inokuliert und am
Tag 7 mit 16 uyg ARS2-BAR-Toxin behandelt.
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2. Die Tiere der zweiten Gruppe wurden ebenso OCI-Ly3-Zellen inokuliert und am Tag 7
mit 16 ug NRBI-BAR-Toxin behandelt.

Nach der Inokulation der Zellen am Tag 0 wurden die Tumore dreimal wochentlich ab Tag 6
bis zum Versuchsabbruch gemessen.

Versuchsabbruch beim Erreichen des
kritischen Tumordurchmessers:

N N " 4“ D U ’: :A o -
Messschiebermessung 3 X
wochentlich

do:
Tumor Inokulation

Einschlaferung und Sektion der Tiere

L)

Abbildung 8: Zeitschema des zweiten Versuchs zur Behandlung mit den BARs.

5.2.10 PET/CT- Untersuchung

Ziel des vierten Versuches war es die Biodistribution und Kinetik des ARS2-BARs zu
untersuchen und die Anreicherung im Tumor visuell nachzuweisen. Als Tracer wurde zunachst
nur das ARS2-Peptidepitop(assaz-ars) Uber DOTA mit dem Positronen-emittierenden Gallium-
Isotop (°® Ga) gekoppelt (Halbwertszeit: 1,1 h). Appliziert wurde der Tracer in zwei Méuse
denen 16 Tage zuvor nach gehabtem Protokoll jeweils 5 x 10° OCI-Ly3-Zellen subkutan in
jede Flanke inokuliert wurden.

Nach Sedierung der Maus mittels intraperitonealer (i. p.) Applikation von Ketamin (90 mg/kg
Koérpergewicht) und Xylazin (12 mg/kg Kérpergewicht), erfolgte die intravendse (i. v.) Injektion
des Tracers. Gemessen wurde 10 bis 150 Minuten nach Applikation.

Durch den Einsatz eines microPET-Scanners (auch small-animal-PET Scanner genannt) hatte
eine (noch) héhere Auflésung erzielt werden kénnen (Chatziioannou, 2002; Green et al., 2001;
Yao et al., 2012). MicroPET-Scanner sind spezifisch flir den Einsatz in der Forschung mit
Kleintieren entwickelt worden, und sind fur die Auflésung kleinerer Strukturen besser kalibriert.
Im Vergleich betragt die Auflésung eines PET-CTs in der klinischen Diagnostik etwa 4-6 mm,
wahrend die Auflésung eines microPETs bei 1-2 mm liegt (Yao et al., 2012). Da uns diese
Technologie jedoch nicht zu Verfiigung stand, wurde die Untersuchung von Frau Dr. rer. nat.
Schafer-Schule in der Klinik fir Nuklearmedizin des UKS (Direktor: Prof. Dr. med. Samer
Ezziddin) durchgefuhrt. Die Untersuchungen fanden unter strenger Einhaltung aller
notwendigen Hygienemaflnahmen statt. So war die Einbringung der Mause derart, dass eine
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Berihrung der Tiere mit dem Equipment komplett ausgeschlossen wurde. Nach den
Untersuchungen erfolgte eine ausfuhrliche Reinigung und Desinfektion des Tomographs.

d 16:

Ab d7: PET-CT-Untersuchung.

do:

Tumor Inokulation Messscwggﬁ(mﬁgzung s i.v. Applikation des Tracers und

anschlieBende Messung (10 -150 min.)

Abbildung 9: Zeitschema der PET/CT-Untersuchung.

5.2.11 Statistik und Fotobearbeitung

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Daten erfolgten mittels Microsoft
Excel. Dabei wurden zur Uberpriifung der Signifikanz der Ergebnisse der F-test und der
studentischen t-test benutzt. Die statistische Signifikanz wurde bei einem Wert von p < 0,05
festgelegt.

Die fotographische Aufnahmen (Abbildung 5, Abbildung 13, Abbildung 24) wurden mit dem
Programm Corel Photo-Paint X 5 bearbeitet und die Abbildungen mit Microsoft Power Point

angefertigt.
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6 Ergebnisse

6.1 Zytotoxizitatsassay

Es wurden jeweils eine Zelllinie deren BCR das ARS2-Epitop spezifisch erkennt (OCY-Ly3
oder U2932) und als Negativkontrolle eine Zelllinie deren BCR das ARS2-Epitop nicht bindet
(HBL-1 oder TMD-8) untersucht. Somit konnte sowohl die Zytotoxizitat der Toxin-gekoppelten
BARs als auch deren ARS2-Spezifitat getestet werden.

6.1.1 Test gegen OCI-Ly3 und HBL-1

Es wurden pro Well jeweils 100 pl Zellsuspension einer Zelllinie mit einer Dichte von
4 x 10%100 plin 30 Wells einer 96Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Die Zellen wurden dann mit
10 pg/ml, 1 pg/ml, 0,1 yg/ml und 0,01 pg/ml ARS2-BAR-Toxin bzw. NRBI-BAR-Toxin als

Negativkontrolle versetzt.

Die ARS2-negative Target-Zelllinie HBL-1 blieb dabei sowohl vom ARS2-BAR-Toxin, als auch
vom Kontroll-BAR NRBI-Toxin unbeeinflusst.

Setzte man hingegen ARS2-postivie OCI-Ly3-Targets ein, kam es deutlich und
konzentrationsabhangig nach der Behandlung mit dem ARS2-BAR/ETA-Konstrukt zur Lyse
dieser Targetzellen. Ab einer Konzentration von 0,01 pg/ml zeigte auch das ARS2-BAR-Toxin
keine zytotoxische Wirkung mehr.

Die fehlende Zytolyse bei OCI-Ly3 unter dem NRBI-BAR/ETA-Konstrukt bestatigt ebenfalls die
spezifische Zytotoxizitdt des ARS2-BAR-Toxins und zeigt, dass nur dieses und nicht das
NRBI-BAR von den Zellen aufgenommen wurde. Somit konnte das an das NRBI-BAR
gekoppelte ETA seine zytotoxische Wirkung nicht entfalten (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Ergebnis des Zytotoxizitatsassays gegen OCI-Ly3 und HBL-1. Dargestellt ist die
Lyserate der jeweiligen Target-Zellen nach Zugabe der angegebenen BAR-Toxine (Mittelwert +/- SEM).
Unabhangig von dem eingesetzten BAR-Toxin wurde die ARS2-unspezifische Linie HBL-1 nicht
signifikant lysiert. Gleiches war auch bei der ARS2-spezifischen Zelllinie OCI-Ly3 zu beobachten, wenn
diese mit dem NRBI-Kontroll-BAR-Toxin behandelt wurde. Die Bindung des ARS2-BAR-Toxins
hingegen induzierte konzentrationsabhangig bis 0,1 pg/ml die Lyse der OCI-Ly3-Zellen.

6.1.2 Test gegen U2932 und TMD-8

Analog zum ersten Versuch wurden pro Well jeweils 100 ul Zellsuspension einer Zelllinie mit
einer Dichte von 4 x 10%/100 pl in 30 Wells einer 96Well-Mikrotiterplatte pipettiert.
AnschlieRend wurden die Zellen wiederum mit 10 ug/ml, 1 uyg/ml, 0,1 ug/ml und 0,01 pg/ml
ARS2-BAR-Toxin und NRBI-BAR-Toxin als Negativkontrolle versetzt.

Wie im ersten Versuch war auch jetzt bei der ARS2-negativen Zelllinie TMD-8 keine durch das
ARS2-BAR-Toxin induzierte Zytolyse zu beobachten, ebenso blieb das Kontroll-BAR NRBI-
Toxin ohne Einfluss (Abbildung 11).

Bei der ARS2-positiven Zelllinie U2932 induzierte die Behandlung mit ARS2-BAR-Toxin
hingegen eine deutliche, konzentrationsabhangige Zytolyse. Ab einer Konzentration von
0,01 pg/ml zeigte auch dieses BAR-Toxin keine zytostatische Wirkung mehr.

Das Kontroll-BAR-Toxin ,NRBI* beeinflusste das Wachstum der U2932-Zellen nicht signifikant.
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Somit konnten die Ergebnisse des ersten Versuchs auch mit dieser Zelllinien/BAR-Toxin-
Konstellation bestatigt werden: Nur das BAR-Toxin, dessen Antigen spezifisch von dem BCR
der Zielzellen gebunden wird, wird danach auch internalisiert und kann seine zytotoxische
Wirkung entfalten. Zellen, deren BCR nicht das ARS2-Epitop erkennt, werden vom ARS2-
BAR-Toxin nicht beeinflusst.
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Abbildung 11: Ergebnis des Zytotoxizititsassays gegen U2932 und TMD-8. Dargestellt ist die
Lyserate der jeweiligen Target-Zellen nach Zugabe der angegebenen BAR-Toxine (Mittelwert +/- SEM).
Das Wachstum der ARS2-unspezifischen Linie TMD-8 blieb dabei unabhangig von dem eingesetzten
BAR-Toxin unbeeinflusst. Gleiches war auch bei der ARS2-spezifischen Zelllinie U2932 zu beobachten,
wenn diese mit dem NRBI-Kontrollbar-Toxin behandelt wurde. Zytotoxisch, und dabei ebenso
konzentrationsabhangig bis 0,1 ug/ml, wirkte nur das ARS2-BAR-Toxin gegen U2932.

Die Zellen beider ARS2-positiven Zelllinien wurden spezifisch nur vom ARS2-BAR-Toxin
getotet. Dabei war die Lyserate der U2932-Zelllinie bei einer Konzentration des ARS2-BAR-
Toxins von 10 und 0,01 pg/ml statistisch signifikant (p = 0,04) héher als die der OCI-Ly3
Zelllinie (Abbildung 12). Da jedoch, wie im Abschnitt zuvor beschrieben, die Lyse dieser
beiden ARS2-positiven Linien bei 0,01 yg/ml des ARS2-BAR-Toxins im Vergleich zu den
ARS2-negativen Kontrollen prinzipiell nicht mehr signifikant unterschiedlich war (siehe
Abbildung 10 und Abbildung 11), spielt die Tatsache, dass U2932-Zellen im Vergleich zu
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OCI-Ly3 auch bei 0,01 yg/ml noch signifikant starker lysiert wurden, keine Rolle. Bei 1 und
0,1 pg/ml war keine statistisch signifikant unterschiedliche zytolytische Sensitivitat gegeniber
ARS2-BAR-ETA zwischen den beiden Zelllinien festzustellen.
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Abbildung 12: Vergleich der Sensitivitat gegen das ARS2-BAR-Toxin der eingesetzten ARS2-
spezifischen Zelllinien. Dargestellt ist die Lyse der beiden ARS2-positiven Target-Zelllinien OCI-Ly3
und U2932 nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des ARS2-BAR-Toxins (Mittelwert +/-
SEM). Bei einer ARS2-BAR-Toxin-Konzentration von 10 pg/ml und von 0,01 ug/ml war die Sensitivitat
von U2932 gegen das ARS2-BAR-Toxin im Vergleich zu OCI-Ly3 schwach signifikant (p = 0,04) starker
ausgepragt, was sich in den etwas hdheren Lyseraten niederschlug.
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6.2 Ergebnisse des in vivo Tumormodells

6.2.1 Etablierung des Tumormodells

Es wurden vier Tierkohorten gebildet, die dann jeweils mit Tumorzellen einer ARS2-positiven
(OCI-Ly3, U2932) oder ARS2-negativen (HBL-1, TMD-8) Zelllinie inokuliert wurden. Die
Tumorzellinokulation erfolgte am Tag 0. Die Bestimmung des Tumorvolumens wurde ab Tag
7 regelmafig durchgefihrt.

Untersucht wurden die Unterschiede vom jeweiligen linken und rechten Tumor jeder Maus, die
Unterschiede des Tumorwachstums von Tier zu Tier innerhalb einer Kohorte und die
Unterschiede des Tumorwachstums zwischen den Tieren, die mit verschiedenen Zelllinien

inokuliert wurden.

Abbildung 13: Histologische Farbung der Tumoren. Lichtmikroskopische Aufnahmen eines HE-
gefarbten OCI-Ly3- (A) bzw. HBL-1- (B) Tumors in zehnfacher und hundertfacher (C, D) Vergréf3erung.
Auf den Bildern sind dichte, monoklonale lymphozytare Zellverbdnde zu sehen. Makroskopisch wiesen
die Tumoren eine Tumorkapsel auf, die im Falle des HBL-1-Praparats mit angeschnitten wurde (Pfeil).

Ubergeordnet zeigte sich, dass sich in allen Tieren jeder Kohorte an der Stelle der Inokulation
Tumoren entwickelten (Abbildung 13). Diese nahmen in allen Fallen progressiv an Gréf3e zu,
bis ein kritischer Tumordurchmesser von 15 mm erreicht wurde. Auffallend war jedoch, dass
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die Tumoren aus den Zelllinien OCI-Ly3 und HBL-1 schneller an Volumen zunahmen
(Abbildung 14, Abbildung 15), wahrend die Tumoren beiden anderen Zelllinien (U2932 und
TMD-8) langsamer anwuchsen (Abbildung 16, Abbildung 17). Die Parameter der Inokulation

werden im Folgenden beschrieben.

6.2.1.1 Unterschied zwischen dem linken und rechten Tumor einer Maus.

Die Entwicklung des linken und rechten Tumors jeder Maus variierte in drei der vier
Tierkohorten deutlich (Abbildung 14, Abbildung 15, Abbildung 16).

Nur in der mit TMD-8-Zellen inokulierten Kohorte zeigten zwei Mause eine im Seitenvergleich
sehr gleichmaRige Volumenzunahme der Tumoren. Bei Tier Nr. 2 in dieser Gruppe entwickelte
sich der Tumor in der rechten Flanke so schnell, dass dieses Tier bereits nach 16 Tagen
euthanasiert werden musste. Somit stellte dieses Tier einen klaren Ausreil3er in der Gruppe
dar und wurde deshalb nicht gewertet (Abbildung 17).

6.2.1.2 Anwachsen von OCI-Ly3: Vergleich zwischen beiden Flanken

Die Proliferation der Tumoren nach Inokulation dieser Zellen zeigte eine deutliche Varianz
zwischen den linken und rechten Flanken der drei Tiere dieser Kohorte (Abbildung 14).
Auffallend war hier die signifikante ,Linkslastigkeit* der Inokulation, die bei Maus 2 bereits ab
dem siebten Tag (d7) und bei Maus 1 und 3 dann ab Tag 14 offensichtlich wurde. Die OCI-
Ly3-Tumoren in den rechten Flanken zeigten dagegen in allen drei Tieren Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum von 18 (Maus Nr. 2) bzw. 21 Tagen nur eine gleichermalRen maRige
Proliferation. Zusammengefasst wuchsen die OCI-Ly3-Tumoren in der linken Flanke von
Maus Nr. 1 und Nr. 2 um 50 % stéarker als in der rechten Seite dieser Tiere. Bei der Maus Nr.
3 nahm das Tumorvolumen links sogar dreimal starker als rechts zu. Somit zeigten die

Tumoren der OCI-Ly3-Kohorte im Seitenvergleich eine grofe Variabilitat des Tumorvolumens.
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Abbildung 14: Tumorwachstumskurve der mit OCI-Ly3-Zellen inokulierten Tiere. Dargestellt ist
die Entwicklung des Tumorvolumens der einzelnen Tumoren im Verlauf der Zeit. Alle drei Mause (M1-

M3) zeigten deutliche Unterschiede zwischen dem Tumorvolumen der linken und rechten Flanke.

6.2.1.3 Anwachsen von U2932: Vergleich zwischen beiden Flanken

Das Tumorwachstum auch dieser ARS2°°> DLBCL Zelllinie zeigte eine Links/Rechts-
Diskrepanz (Abbildung 15). Diese war bei Maus 1 am deutlichsten ausgepragt, wo der Tumor
in der rechten Flanke im Vergleich zur linken Seite mehr als doppelt so stark proliferierte.
Auch bei Maus 2 nahm das Tumorvolumen in beiden Flanken ab Tag 23 unterschiedlich stark
zu. Allerdings war die Differenz zwischen den beiden Seiten nicht so gro® wie bei Maus Nr. 1
und in diesem Fall linksdominant.

Dagegen proliferierten die Lymphomzellen links wie rechts bei Maus 3 Uber den gesamten
Beobachtungszeitpunkt von 43 Tagen nahezu exakt gleichermalien.

Somit war auch die Inokulation von U2932 in zwei/drei Mausen von einer teilweise deutlichen
Links/Rechts-Diskrepanz gepragt.
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Abbildung 15: Tumorwachstumskurve der mit U2932-Zellen inokulierten Tiere. Dargestellt ist die
Entwicklung des Tumorvolumens im Verlauf der Zeit. Die Tumoren beider Seiten der dritten Maus
zeigten ein fast deckungsgleiches Wachstum, wahrend die der ersten und zweiten Maus ab Tag 23
groRe Unterschiede aufwiesen.

6.2.1.4 Anwachsen von HBL-1: Vergleich zwischen beiden Flanken

Die Tumorgenese dieser ARS2"*% DLBCL-Variante verlief, was das Tumorvolumen betrifft, in
den ersten beiden Wochen auf beiden Seiten aller drei Tiere nahezu gleich (Abbildung 16).
Danach begannen sich die Tumoren in den beiden Flanken von Maus Nr. 2 und 3
unterschiedlich zu entwickeln. So betrug das Tumorvolumen bei Maus 3 am Tag 21 links das
1,8-fache des Tumors in der rechten Seite und induzierte bereits die Euthanasie.

Bei Maus 2 proliferierten die Lymphomzellen links zwischen Tag 15 und 19 deutlich schneller
als rechts und flihrten am Tag 18 zu einem zwischenzeitlich mehr als doppelt so grolem
Tumorvolumen. Interessanterweise nahm das Volumen des linken Tumors bis zur nachsten
Messung drei Tage spater sogar leicht ab. Ab Tag 21 jedoch zeigten die Tumoren in beiden
Seiten wiederum eine nahezu gleiche Proliferationsrate was dazu flhrte, dass am Tag 23 der

linke Tumor nur noch knapp 30 % groRRer war als der in der rechten Flanke.
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Bei Maus 1 entwickelten sich bis zur Messung am Tag 18 nach Inokulation die Lymphome
links wie rechts mit nahezu einer gleichen Kinetik. Erst in den letzten drei Beobachtungstagen
nahm das Tumorvolumen links um 25 % mehr zu.

Auffallend war wiederum, dass genau wie nach der Inokulation der beiden zuvor
beschriebenen DLBCL-Modelle OCI-Ly3 und U2932, wenngleich auch unterschiedlich stark
ausgepragt, meistens die Lymphome in der linken Seite der jeweiligen Tiere starker

proliferierten.
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Abbildung 16: Tumorwachstumskurve der mit HBL-1-Zellen inokulierten Tiere. Dargestellt ist die
Entwicklung des Tumorvolumens im Verlauf der Zeit. Die Tumoren der ersten Maus zeigten die

geringste und die der dritten Maus die gréte Heterogenitat in ihrem Wachstum.

Genau wie OCI-Ly3 proliferierten die Zellen von HBL-1 im Mittel Gber beide Flanken schneller.
Darum mussten die Tiere dieser beiden Inokulations-Kohorten bereits am Tag 21 bzw. 23
euthanasiert werden (Abbildung 14, Abbildung 16).
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6.2.1.5 Anwachsen von TMD-8: Vergleich zwischen beiden Flanken

Die Lymphome in beiden Flanken von Maus 3 zeigten im Seitenvergleich aller
Maus/Lymphom-Ansatze die geringsten Unterschiede und das Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum von 42 Tagen (Abbildung 17).

Auch die Tumoren beider Seiten von Maus 1 zeigten bis zum Tag 37 ein geradezu
deckungsgleiches Wachstum. Zwischen Tag 37 und 42 wuchs dann allerdings der Tumor in
der rechten Flanke schneller und hatte zum Ende der Beobachtungszeit ein um 24 % gréReres

Volumen im Vergleich zum Tumor in der linken Flanke.
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Abbildung 17: Tumorwachstumskurve der mit TMD-8-Zellen inokulierten Tiere.
Dargestellt ist die Entwicklung des Tumorvolumens im Verlauf der Zeit. Die Tumoren beider Seiten der
ersten und dritten Maus zeigten ein ahnliches Wachstum. Der rechte Tumor der zweiten Maus zeigte
ab Tag 7 eine Uberproportional schnelle Volumenzunahme und ulzerierte, so dass das Tier bereits am

Tag 16 aus dem Versuch genommen werden musste.

Aus der Reihe verlief das Wachstum der TMD-8-Tumoren bei Maus 2 deren Tumor in der
rechten Flanke ab Tag 11 weit Gberdurchschnittlich proliferierte und dadurch bereits nach 16
Tagen sechsmal so grof® war wie der auf der linken Seite und sogar bis zu zwanzigmal groflier
als die anderen Tumoren. Zudem wies der Tumor ulzerierende Lasionen auf, so dass dieses

Tier schon aus dem Versuch genommen werden musste. Die beiden verbliebenen Mause der
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TMD-8-Kohorte waren somit die Tiere bei denen die Lymphome die geringsten Unterschiede

im Links/Rechts-Vergleich aufwiesen.

6.2.1.6 Unterschied des Tumorwachstums von Tier zu Tier

Um die Unterschiede des Tumorwachstums von Tier zu Tier zu untersuchen, wurde die
Zunahme des Tumorvolumens aus dem arithmetischen Mittel aus linkem und rechtem Tumor
eines jeden Tieres berechnet. Anschliefend wurden die Tumorvolumina der einzelnen Tiere

einer Kohorte verglichen.

6.2.1.7 Anwachsen von OCY-Ly3: Vergleich vom Tier zu Tier
Die OCI-Ly3-Gruppe zeigte die geringsten Unterschiede des Tumorwachstums von Tier zu

Tier innerhalb ihrer Kohorte (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Unterschiede von Tier zu Tier in der OCI-Ly3-Kohorte. Dargestellt ist der Mittelwert
der Tumorvolumina pro Maus (rechter und linker Tumor; +/- SEM). Im Besondern zeigten Maus 1 und

Maus 3 ein sehr ahnliches Tumorwachstum.

Zudem wuchsen die Tumoren im Vergleich zu den anderen Zelllinien am schnellsten.
Maus 1 und 3 zeigten dabei eine sehr ahnliche Wachstumskinetik. Nach einem langsamen

und konstanten Wachstum bis Tag 11, nahmen danach beide Tumoren schneller an Volumen
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zu. Zwischen Tag 18 und 21 war dann bei Maus 1 eine Abflachung der Wachstumskurve zu
sehen.

Auch bei Maus 2 blieb die Geschwindigkeit des Tumorwachstums zu Versuchsbeginn
beiderseits noch gleichermalen konstant. Trotz der Tatsache, dass bei Maus 2 am Tag 18
der Mittelwert von linkem und rechtem Tumorvolumen noch unter den Abbruchkriterium von
1500 mm? lag, hatten sich die Tumoren in den beiden Flanken des Tieres so unterschiedlich
schnell entwickelt (links > rechts) (Abbildung 14), dass die Maus bereits am Tag 18
eingeschlafert werden musste. Die beiden anderen Tiere der OCI-Ly3-Kohorte wurden drei

Tage spater dann ebenfalls erldst.

6.2.1.8 Anwachsen von U2932: Vergleich von Tier zu Tier
Bis Tag 14 entwickelten sich die Volumina der Tumoren aller drei Tiere nahezu gleich
(Abbildung 19).
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Abbildung 19: Unterschiede von Tier zu Tier in der U2932-Tierkohorte. Dargestellt ist der Mittelwert
der Tumorvolumina pro Maus (rechter und linker Tumor; +/- SEM). Trotz sehr ahnlicher Wachstumsraten
sowohl in den ersten 14 Tagen als auch zwischen Tag 23 und 37 entwickelten sich die Volumina der

Tumoren zwischen Tag 14 und 21 in dieser Kohorte von Tier zu Tier sehr unterschiedlich.

Bis zum Tag 21 nahm der Tumor in Maus 2 dann bereits deutlicher zu als die Tumoren in den

anderen beiden Tieren.
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Da das Volumen des Tumors bei Maus 3 zwischen Tag 21 und Tag 23 sogar leicht stagnierte,
hatten alle drei Tiere an diesem Tag ein unterschiedliches Ausgangsvolumen von dem sich
dann die U2932-DLBCLs in allen drei Tieren wiederum mit nahezu identisch hohen
Wachstumsraten bis Tag 37 weiterentwickelten. Zwischen Tag 37 und 42 schwachte sich das
Wachstum bei Maus 3 etwas ab, wahrend es bei Maus 1 sogar noch einmal leicht zunahm.
Alle Tiere der Gruppe wurden am Tag 42 eingeschlafert. Insgesamt zeigten die Tiere der

U2932-Kohorte die gréRten Abweichungen ihres Tumorvolumens untereinander.

6.2.1.9 Anwachsen von HBL-1: Vergleich von Tier zu Tier
Die Tumoren der HBL-1-Tierkohorte zeigten im Vergleich von Tier zu Tier bis zum Tag 16 eine
fast Ubereinstimmende Wachstumskinetik (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Varianz von Tier zu Tier in der HBL-1-Kohorte. Dargestellt ist der Mittelwert der
Tumorvolumina pro Maus (rechter und linker Tumor; +/- SEM). Obwohl alle drei Tiere eine ahnliche
Tumorwachstumskinetik bis Tag 16 aufwiesen, wurden im weiteren Verlauf unterschiedliche

Tumorvolumina erreicht.

Danach fiel die Zunahme des Gesamtvolumens des Tumors in Maus 2 im Vergleich zu dem
der beiden anderen Tiere ab, um dann an ihren letzten beiden Beobachtungstagen (d 21-23)

eine maximale Proliferationsrate zu erreichen. Bei Maus 3 flachte die Wachstumskurve ihrer

54



Tumoren erst am Tag 18 ab. Das wiederum hatte zur Folge, dass am letzten Tag an dem die
HBL-1-Kohorte vollzahlig war (Tag 21), die Gesamtvolumina der Tumoren aller drei Tiere

deutlich unterschiedlich gro® waren.

6.2.1.10 Anwachsen von TMD-8: Vergleich von Tier zu Tier
Die Volumina der Tumoren in Maus 1 und Maus 3 zeigten bis Tag 16 eine fast gleiche Kinetik
(Abbildung 21).

1400 -
1200
& 1000
S
E
— 800
()
£
= 600
o
2
(@)
e 400
5
|_
200
0 T T 1
0 10 20 30 40 50
Zeit (Tage)

——M1 ——M2 —o—M3

Abbildung 21: Varianz von Tier zu Tier in der TMD-8- Kohorte. Dargestellt ist der Mittelwert der
Tumorvolumina pro Maus (rechter und linker Tumor; +/- SEM). Als klarer Ausreiler dieser Tiergruppe
zeigte sich die zweite Maus (M2), dessen rechter Tumor Uberproportional schnell wuchs und
ulzerierende Lasionen entwickelte. Das Tier wurde aufgrund dessen frilhzeitig aus dem Versuch

genommen und euthanasiert.

In den darauffolgenden zwei Tagen legte das Tumorvolumen in Maus 1 dann deutlich mehr
zu, um jedoch bis Tag 21 zu stagnieren. Dieses Hin und Her fiihrte dazu, dass die Volumina
der Tumoren in Maus 1 und 3 an diesem Tag wieder gleich grof3 waren. Bis zur nachsten
Messung am Tag 23 wurde jetzt wiederum der Tumor in Maus 3 etwas kleiner. Von diesem
Tag an, nahmen die Gesamtvolumina der Tumoren in beiden Mausen dann sogar exponentiell
zu, was in Maus 1 zu einem um 25 % gréeren Tumor am Abbruchtag 42 fihrte.

Bei Maus 2 ergab auch das gemittelte Gesamtvolumen aufgrund des aufiergewohnlich schnell

wachsenden Tumors in der rechten Flanke, bereits ab Tag 11 eine exponentielle Zunahme.
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Das Tier musste auch aufgrund von Ulzerationen des rechten Tumors bereits am Tag 18 aus

dem Versuch genommen werden.

Somit blieben fur den Tier-zu-Tier-Vergleich der TMD-8-Kohorte nur zwei Tiere tbrig (1 und
3). Bei diesen folgte die Zunahme des Gesamtvolumens der Tumoren einer sehr gleichen
Kinetik. Lediglich zwischen Tag 16 und 23 nach Inokulation verliefen die beiden
Wachstumskurven teilweise sogar leicht antizyklisch, was letzten Endes ursachlich fir das

doch signifikant geringere Endvolumen des TMD-8-Lymphoms in Maus 3 war.

6.2.1.11 Unterschiede im Anwachsen der Tumoren aus den Zelllinien

Um das unterschiedliche Tumorwachstum der vier Zelllinien miteinander zu vergleichen,
wurde der Mittelwert aus allen sechs Tumoren (pro Tier zwei Flanken) einer jeden Zelllinien-
Kohorte gebildet (Abbildung 22). Danach lieen sich die vier Zelllinien aufgrund der Kinetik

ihres Tumorwachstums in zwei Gruppen einteilen:

e Zelllinien mit einem schnelleren Tumorwachstum: OCI-Ly3 und HBL-1
e Zelllinien mit einem langsameren Tumorwachstum: U2932 und TMD-8
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Abbildung 22: Unterschied des Tumorwachstums der vier Zelllinien. Abgebildet sind jeweils die
Mittelwerte der Tumorvolumina einer Zelllinie (+/- SEM). Anhand ihrer Wachstumskinetik lassen sich
zwei Gruppen unterscheiden: Zelllinien mit einem schnelleren (OCI-Ly3 und HBL-1) und mit einem
langsameren (U2932 und TMD-8) Tumorwachstum.
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Die meisten Tiere, die mit den beiden schneller wachsenden DLBCL-Linien inokuliert wurden
(OCI-Ly3, HBL-1) erreichten bereits am Tag 21 spatestens jedoch bis Tag 23 den kritischen
Tumordurchmesser und mussten deshalb euthanasiert werden. Im Vergleich dazu brauchten
die Tumoren der Tiere, die mit den beiden langsamer wachsenden DLBCL-Linien (TMD-8,
U2932) inokuliert wurden, nahezu doppelt so lang, um das Abbruchkriterium zu erfillen, und
wurden erst am Tag 42 eingeschlafert. Zwischen den beiden schneller wachsenden Linien
OCI-Ly3 und HBL-1 sowie zwischen den beiden langsamer wachsenden Linien U2932 und
TMD-8 wurden untereinander keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt
(p > 0,05). Anders zusammengefasst: zwischen beiden ARS2-positiven Zelllinien (OCI-Ly3
und U2932) bestand somit ein statistisch signifikanter Unterschied in der Geschwindigkeit des
Tumorwachstums (d11: p = 0,0144, d21: p = 0,034). Analog war der Unterschied in der
Zunahme des Tumorvolumens zwischen den beiden ARS2-negativen Zelllinien ebenso
signifikant (d9 und d18 jeweils: p = 0,0057). Wie nicht anders zu erwarten, hatte die Antigen-
Spezifitat des jeweiligen BCR selbstredend keine Auswirkung auf das Anwachsen der vier
DLBCL.

Somit standen fir die nun anstehenden ,Proof of Principle“-Versuche mit den BAR-Toxine
zwei murine DLBCL-Modelle zur Verfugung: Eines mit aggressiver verlaufender Entwicklung
der beiden Lymphome und eines mit langsamer proliferierenden Lymphomen. Beide DLBCL-
Paare jeweils mit einer ARS2-positiven und einer ARS2-negativen Linie. Wie zuvor in Kapitel
6.2.1.6 beschrieben, zeigte im Vergleich von Tier zu Tier die mit OCI-Ly3-Zellen inokulierte
Tierkohorte die kleinsten Unterschiede in Tumorwachstum. In der mit U2932-Zellen
inokulierten Tiergruppe wurden hingegen die groRten Unterschiede des Tumorwachstums
beobachtet. Um ein mdglichst homogenes Tumorwachstum zu erreichen, wurde die OCI-Ly3-
Zelllinie fur den Einsatz in den nachsten Versuchen ausgewahlt. Da die ARS2-negative
Zelllinie HBL-1 eine sehr ahnliche Kinetik in ihrem Tumorwachstum zeigte wie OCI-Ly3, wurde
HBL-1 als Negativkontrolle ausgewahlt. Der Einsatz nur zweier Zelllinien bedeutete auch, dass
in den anstehenden Versuchen mit weniger Tieren gearbeitet werden konnte. Und das war in

einem so frihen Versuchsstadium (Proof of Principle) auch ein wesentlicher ethischer Aspekt.
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6.2.2 Erste Applikation der BAR-Toxine

Im nachsten Schritt ging es darum, zu testen, ob das ARS2-BAR-Toxin auch in vivo zu
,seinem” Tumor gelangt, dort nur an die ARS2-spezifischen B-Zell-Rezeptoren bindet und in
der Folge das Wachstum des Tumors negativ beeinflusst. Dazu wurden nach Inokulation der
beiden DLBCL-Linien OCI-Ly3 und HBL-1 auch das ARS2-BAR-Toxin und (als
Negativkontrolle) das NRBI-BAR-Toxin appliziert.

Wie schon in der ersten Versuchsstaffel, wurden erneut vier Tierkohorten mit jeweils drei
Mausen gebildet. Zwei Kohorten wurden mit 1 x 10" OCI-Ly3-Zellen pro Flanke subkutan
inokuliert und zwei mit gleich vielen HBL-1-Zellen. Die nach der Applikation in die Mduse noch
verbliebenen Zellen beider DLBCL-Linien, wurden unmittelbar nach dem Tierversuch nach
dem bereits beschriebenen Protokoll (5.2.3) in einem Zytotoxizitatstest eingesetzt, um so
deren ARS2-Spezifitat und die Sensitivitat des ARS2-BAR-Toxins in vitro zu testen. Da dieser
in vitro Test beides bestatigte (Daten nicht gezeigt), waren die ausstehenden in vivo Resultate
bezlglich dieser beiden Kriterien (ARS2-Spezifitdit und ARS2-BAR-Toxin-Sensititivitat)
verlasslich belastbar.

Vier Tage nach der Inokulation der Tumorzellen wurden erstmals 8 ug des jeweiligen BAR-
Toxins pro Tier in die Schwanzvene verabreicht. Eine Kohorte (3 Tiere) von jeder Zelllinie
bekam das ARS2-BAR-Toxin und die andere Kohorte das NRBI-BAR-Toxin. Die Applikation
wurde nach dem gleichen Schema am Tag 7 wiederholt.

Wie bereits in der ersten Versuchsstaffel wurde die Entwicklung der Tumorvolumina ab Tag 4
dreimal wochentlich mittels Messschiebermessung bestimmt. Getestet wurde, ob die Tumoren
der ARS2-spezifischen Tierkohorte (OCI-Ly3), die mit ARS2-BAR-Toxin behandelt wurde,
signifikant langsamer wachsen, als die Tumoren in den Tieren der drei Kontroll-Kohorten: OCI-
Ly3/NRBI-BAR-Toxin, HBL-1/ ARS2-BAR-Toxin und HBL-1/NRBI-BAR-Toxin.

Bis Tag 7 erfolgte das Tumorwachstum in allen vier Tierkohorten langsam und homogen.
Zwischen Tag 7 und Tag 10 nahmen die Tumoren beider OCI-Ly3 Tiergruppen schneller und
ab Tag 10 nahezu exponentiell an Volumen zu. Die Kinetik des Tumorwachstums in der mit
ARS2-BAR-Toxin behandelten Gruppe und in der Kontrollgruppe (NRBI-BAR-Toxin) blieb
durchgehend ahnlich, sodass kein statistisch signifikanter Unterschied des Tumorvolumens in
beiden Kohorten beobachtet wurde (p > 0,05) (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Wachstumskurve der mit ARS2-BAR-Toxin oder NRBI-BAR-Toxin behandelten
Tiergruppen. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der Tumorvolumina der unterschiedlichen
Tiergruppen (+/- SEM). Die Schwarze Pfeilen markieren die Tage (d4 und d7), an denen die BAR-Toxin-
Applikation (jeweils 8 ug i. v.) erfolgte. Die Tumoren der mit OCI-Ly3-Zellen inokulierten Tierkohorten
nahmen deutlich schneller an Volumen zu, als die Tumoren der mit HBL-1-Zellen inokulierten
Tiergruppen. Bei den mit OCI-Ly3 inokulierten Tieren konnte kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen der mit ARS2-BAR-Toxin behandelten Gruppe und der Kontroligruppe (NRBI-BAR-Toxin)
festgestellt werden (d4-d18: p > 0,05).

Die vermeintliche Tumorverkleinerung der Kontrollgruppe zwischen Tag 16 und 18 ist darauf
zurtickzufuihren, dass die Maus mit den gréf3ten Tumoren der Kohorte (M2) bereits am Tag 16
den kritischen Tumordurchmesser erreichte und euthanasiert wurde. Die Tumoren der
verbliebenen Tiere wuchsen weiter, das arithmetische Mittel des Tumorvolumens wurde
deshalb jedoch kleiner. Im Gegensatz dazu nahm das Tumorvolumen beider HBL-1-
Tiergruppen zwischen Tag 7 und Tag 10 zunachst ab. Die Tumoren zeigten ab Tag 10 dann
wieder eine stetige Zunahme des Tumorvolumens, erreichten jedoch nicht die Tumorvolumina
der mit OCI-Ly3-Zellen inokulierten Tiere. Die Tiere beider HBL-1-Kohorten wurden erst am

Tag 23 euthanasiert.

59



Abbildung 24: Zwei mit OCI-Ly3-Zellen inokulierte Mduse am Tag des Versuchsabbruchs. A: Die
Abbildung zeigt eine mit ARS2-BAR-Toxin behandelte Maus am Tag des Versuchsabbruchs. Beide
Flanken des Tieres zeigten grof’e subkutane Tumoren (Pfeile). B: Die Abbildung zeigt eine mit NRBI-
BAR-Toxin behandelte Maus am Tag des Versuchsabbruchs. An beiden Flanken dieser Maus waren
ebenfalls grofle subkutane Tumoren zu sehen (Pfeile). Es bestand kein statistisch signifikanter
Unterschied der Tumorvolumina beider Tiere.

Obwohl dasselbe Appilkationsprotokoll wie im Vorversuch verwendet wurde, wuchsen die
OCI-Ly3-Tumoren jetzt deutlich schneller als im Vorversuch und die Tiere mussten bereits am
Tag 18 statt Tag 21 eingeschlafert werden. Das ARS2-BAR-Toxin zeigte bei dem aktuellen
Applikationsprotokoll nicht die erwartete Auswirkung auf das Tumorwachstum seiner
Zielzellen. Auch im Vergleich zu den mit HBL-1 Zellen inokulierten Tieren (Abbildung 22 vs.
Abbildung 23), nahmen die Tumoren der mit OCI-Ly3 inokulierten Mause schneller an
Volumen zu.

Als mogliche Erklarung fir das Ausbleiben einer Wirkung des ARS2-BAR-Toxins kamen
sowohl der Zeitpunkt der Applikation als auch die verabreichte Dosis in Frage. Durch das nicht
vorzusehende starke Tumorwachstum im Vergleich zum Vorversuch, war das verwendete
Applikationsprotokoll fir die BAR-Toxine suboptimal gewahlt und somit die applizierte Dosis
entweder zu niedrig oder der Applikationszeitpunkt zu spat. Deshalb wurden fiir die nachste
Versuchsstaffel unterschiedliche Maéglichkeiten diskutiert, um das Applikationsprotokoll zu
optimieren. Letztendlich wurde entschieden, die Gesamtdosis auf 16 pg in einer einzelnen
Applikation zu konzentrieren. Diese sollte am Tag 6 nach Tumorzellinokulation erfolgen.
Zudem wurde die zu inokulierende Zellzahl auf 5 x 10° reduziert und somit nur halb so viele
Zellen wie in den Vorversuchen. Da die zytotoxische Wirkung des ARS2-BAR-Toxins in vivo
zu diesem Zeitpunkt noch nicht hatte gezeigt werden kénnen, wurde auf die Inokulation der
Kontrollzelllinie vorerst verzichtet, um nicht unnétig Versuchstiere einzusetzen. Somit wurden

fur die nachste Versuchsreihe nur zwei Tierkohorten zu je drei Mausen gebildet, die alle mit
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OCI-Ly3-Zellen inokuliert wurden und anschlieRend entweder das ARS2-BAR-Toxin oder das
Kontroll-BAR-Toxin (NRBI) verabreicht bekamen.

6.3 Zweite Applikation der BAR-Toxine

Im nachsten Schritt sollte mit einem optimierten Applikationsprotokoll dann der noch immer
ausstehende Nachweis einer Lymphom-inhibierenden Wirkung Lymphom-spezifischer BAR-
Toxine in vivo erbracht werden. Dabei wurden pro Tier anstatt der zweimaligen Applikation
von 8 ug an Tag 4 und Tag 7 jetzt einmalig 16 ug des jeweiligen BARs an Tag 6 verabreicht.
Dazu wurden zwei Tierkohorten mit jeweils drei Mausen gebildet. Beiden Tiergruppen wurden
in dieser Versuchsstaffel 5 x 10° OCI-Ly3-Zellen pro Flanke, und somit nur halb so viele Zellen
wie in den vorherigen Versuchen, subkutan inokuliert (d0).

Am Tag 6 bekam eine Kohorte 16 pg ARS2-BAR-Toxin und die andere als Negativkontrolle
16 yg NRBI-BAR-Toxin Uber die Schwanzvene verabreicht. Die Entwicklung der
Tumorvolumina wurde wie in den Vorversuchen mittels Messschiebermessung ab Tag 6
bestimmt. Die Messungen wurden bis Tag 9 taglich und danach jeden zweiten Tag
durchgefihrt.

Die Mause der mit ARS2-BAR-Toxin behandelten Kohorte zeigten im Vergleich zu den Tieren
der Kontrollgruppe bereits ab Tag 7 ein statistisch relevant langsameres Tumorwachstum (d7:
p = 0,014). Zwei Tiere der NBRI-Kontrollgruppe (M2, M3) erreichten bereits am Tag 16 den
kritischen Durchmesser und mussten euthanasiert werden. Alle anderen Tiere wurden am Tag
19 eingeschlafert.

Aus dem Ergebnis dieser Behandlungsrunde lie® sich erstmals ableiten, dass mit einer
héheren Dosis des ARS2-BAR-Toxins und eine anfanglich niedrigere Tumorzellzahl das
Tumorvolumen beeinflusst werden konnte. Allerdings konnte das Tumorwachstum im
Vergleich zu der Kontrollgruppe nur partiell und vorribergehend gehemmt werden, weil
vermutlich immer noch ein groRer Rest des Tumors in den Tieren verblieb. Vor allem konnte
jedoch mit diesem Ansatz erstmals die Wirksamkeit eines BAR-Toxins in vivo demonstriert
werden. Zusammenfassend bestatigte sich also prinzipiell die Eignung von BAR-Toxinen als
strikt Tumor-restringiertes Therapiekonzept. Somit war mit dieser Arbeit der ,Proof of Principle®

dieses neuen Therapiekonzepts erbracht.
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Abbildung 25: Volumina der OCI-LY3-Tumoren der mit ARS2-BAR-Toxin oder NRBI-BAR-Toxin
behandelten Mausen. Dargestellt sind die Mittelwerte der Tumorvolumina beider Tierkohorten (+/-
SEM). Der Pfeil markiert den Tag (d6) an dem die BAR-Toxin-Applikation (jeweils 16 ug i. v.) erfolgte.
Ab Tag 7 wuchsen die Tumoren der mit ARS2-BAR-Toxin behandelten Kohorte statistisch signifikant
langsamer. Trotz des exponentiellen Anstiegs des Tumorwachstums in beiden Gruppen ab Tag 12,
blieb das Volumen der Tumoren der mit ARS2-BAR-Toxin behandelten Tieren bis zum Ende der
Beobachtung statistisch signifikant kleiner, als das Tumorvolumen der Tiere der Kontroll-Kohorte.
Folgende p-Werte (f und t-Test) ergaben sich dabei: d6 = 0,620; d7 = 0,014; d8 = 0,025; d9 = 0,031;
d12 =0,0001; d14 = 0,005; d16 = 0,002. Da nur ein Tier der Kontrollgruppe bis Tag 19 Uberlebte, wurde
fur diesen Tag kein t-test durchgefihrt.

6.3.1 PET-CT- Untersuchung

Zum visuellen Nachweis der Anreicherung des ARS2-BAR-Toxins in den Tumoren, sowie um
erste Erkenntnisse beziglich der Biodistribution und der Kinetik des ARS2-BAR-Toxins zu
gewinnen, wurde als nachstes eine PET-CT-Untersuchung durchgefiihrt. Nachdem die
Wirksamkeit des ARS2-BAR-Toxins prinzipiell hatte gezeigt werden kénnen (Kapitel 6.3),
wurde bei dem jetzt anstehenden Versuch nur noch das ARS2-BAR eingesetzt und auf NRBI-
BAR-Toxin als Kontroll-BAR verzichtet. Wiederum, um Tiere nicht unnétig einzusetzen, aber
auch, um die nicht unerheblichen Kosten fir die Synthese eines zweiten BAR-Radionuklids zu
sparen. Dazu wurde das ARS2-Peptidepitop(asss2-375), das fir die eigentliche ARS2-Bindung
an die ARS2-spezifischen B-Zellrezeptoren auf OCI-Ly3- bzw. U2932-Zellen verantwortlich ist,

mit dem Radionuklid Galium®® gekoppelt und als Tracer eingesetzt. Nach Sedierung der Tiere
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erfolgte die Applikation des Tracers Uber die Schwanzvene. Die Aktivitat (Anreicherung) wurde
10 bis 150 min nach Applikation gemessen. Nach 10 min konnte in den beiden Tieren die
starkste Anreicherung des Tracers Uber den Nieren und im weiteren Verlauf vor allem in der
Blase registriert werden (Abbildung 26). Zudem zeigte sich im Zeit/Aktivitats-Diagramm
bereits sehr friih eine hohe Impulszahl iber dem Blutpool des Herzens, die sich im Verlauf der
Zeit wieder reduzierte. Im Vergleich dazu verhielt sich die gemessene Impulszahl Gber den
Nieren und der Blase antizyklisch. Mit zunehmender Zeit stieg die Impulszahl Uber diesen
beiden Organen an (Abbildung 27). Dies sprach eindeutig dafiir, dass das Konstrukt sehr
schnell renal eliminiert wurde. Im PET-CT konnte im Tumorbereich beider Mause keine

eindeutige Anreicherung des Tracers dargestellt werden (Abbildung 26).

Abbildung 26: Ergebnisse der PET-CT Untersuchung: A: PET-CT-Aufnahme der Frontalebene
10 min nach ARS2-BAR-Ga®® Applikation. Die ,hellen“ Areale (weiB, rot, gelb, griin und blau) zeigen
die Stellen wo sich der Tracer ansammelte. Zu diesem Zeitpunkt war eine Anreicherung des Tracers
vor allem in den Nieren und etwas schwacher in der Blase zu sehen. Im Bereich der Tumoren konnte
keine eindeutige Tracer-Aktivitdt gemessen werden. Um auch die Blase zu diesem friihen Zeitpunkt
bereits darzustellen, wurden die Nieren etwas (ibersteuert. B: Frontalebene als Summenbild der Phase
10-70 min nach Applikation des Tracers. Es konnte weiterhin eine Anreicherung in den Nieren
festgestellt werden, wobei die hochste Aktivitat in der Blase gemessen wurde. Auch hier konnte im
Bereich der Tumoren keine Tracer-Aktivitat festgestellt werden. Dabei indiziert Weil bis Rot die hdchste,

Gelb eine hohe, Griin eine mittlere und Blau eine niedrigere Aktivitat/Anreicherung.
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Abbildung 27: Zeit/Aktivitits-Diagramme der Nieren, des Blutpools iiber dem Herz und der
Tumoren. Die Diagramme stellen die Menge der gemessenen Impulse (Aktivitdt) gegen die Zeit dar.
A: Das Diagramm zeigt, dass die gemessenen Impulse in den Nieren Uber die Zeit stiegen. B:
Antiproportional dazu verminderte sich die Aktivitat im Blutpool tiber dem Herz. C: Anfanglich (nach 10-
20 Minuten) wurden auch Impulse im Bereich der Tumoren festgestellt, die sich im Laufe der Zeit dann
wieder verringerten. Man beachte die unterschiedliche GréRenordnung der y-Achsen (Impulse) von A,
B bzw. C.

Im Zeit/Aktivitdtsdiagramm der Lymphome wurden nach etwa 10 Minuten zwar ca. 75.000
Impulse gemessen. Die Impulszahl nahm aber innerhalb kurzer Zeit stark ab und naherte sich
ab der vierzigsten Minute der Impulszahl des ,leeren® Blutpools (40.000 Impulse) an.

Vor allem im Vergleich zum renalen Ausscheidungsweg verblieb die Impulszahl auf einem sehr
niedrigen Niveau. Somit ergab auch die Zeit/Aktivitats-Analyse keinen definitiven Nachweis
einer signifikanten Bindung des ARS2-BARs an bzw. in den Tumoren (Abbildung 27).

Die PET-CT-Untersuchung erlaubte eine gute visuelle Darstellung der Biodistribution und der
Pharmakokinetik des ARS2-BARs. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit lassen sich diese
PET-CT-Resultate nahezu uneingeschrankt auch auf das ARS2-BAR-Toxin Ubertragen. Aus
dem Nachweis einer sehr schnellen renalen Ausscheidung konnten wichtige Schllsse zur

Optimierung der BAR-Toxine gezogen werden.
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7 Diskussion

7.1 Einordnung der Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war, die prinzipielle Durchfihrbarkeit des neuen Therapiekonzepts der
B-Zell-Rezeptor-Antigene zum Reversen Targeting von Tumoren im Rahmen einer ,,Proof-of-
Principle“-Studie zu testen. Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten in vitro Ergebnisse
demonstrieren eindrucksvoll die selektive zytotoxische Wirkung von BAR-Toxinen gegen
Lymphome der entsprechenden Antigen-Spezifitdt. Dartber hinaus wurde ebenso gezeigt,
dass BAR-Toxine auch in vivo selektiv das Wachstum von Lymphomen verlangsamen konnen,

wodurch der ,,Proof-of-Principle” bestatigt wurde.

7.1.1 Mogliche Einflisse der eingesetzten Methoden

7.1.1.1 Moglicher Einfluss der eingesetzten Zelllinien

Die Auswahl der eingesetzten Zelllinien war zum einen durch die untersuchte Tumorentitat
(diffus groRzelliges B-Zell-Lymphom — DLBCL) und durch das eingesetzte BAR (ARS2)
vorgegeben. Demnach wurden zwei DLBCL-Linien mit einem ARS2-spezifischen BCR und
zwei DLBCL-Linien mit einem BCR anderer Spezifitdt bendtigt. Aus dem Screening der im
Labor vorliegenden DLBCL-Linien auf ARS2-Bindung gingen die Linien OCI-Ly-3 und U2932,
als die einzigen ARS2-spezifischen hervor. Als ARS2-negative DLBCL-Linien wurden HLB-1
und TMD-8 ausgewahlt. In Kultur zeigten alle vier Linien nahezu die gleichen
Verdopplungszeiten. Auch die Expression des BCR auf der Zelloberflache war bei allen vier
Linien vergleichbar stark. Ebenso die Expression des CD20-Korezeptors, auch sie war auf den
vier Linien vergleichbar stark. Lediglich der CD19-Korezeptor wurde auf der ARS2" Linie OCI-
Ly3 schwacher exprimiert. Aufgrund der sehr ahnlichen Eigenschaften konnte ein einseitiger

Einfluss einer der DLBCL-Linien auf die Testergebnisse ausgeschlossen werden.

7.1.2 Moglicher Einfluss der eingesetzten in vitro Nachweismethode

der Zytolyse
Wir entschieden uns fiir den Einsatz eines quantitativen LDH Nachweistests als

Surrogatparameter fiir die Zahl lysierter Tumorzellen, da dieser bei gleicher Sensitivitat und
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Spezifitat deutlich einfacher und sicherer in der Handhabung ist, als ein radioaktiver
Nachweistest Uber freigesetzte Chrom-Isotope (Korzeniewski and Callewaert, 1983).

Der LDH-Nachweis im Zellkulturiberstand hatte zur Folge, dass mit diesem
Zytotoxizitatsnachweis lediglich Zellnekrosen direkt nachgewiesen werden konnen. Bei der
Apoptose kommt es jedoch nicht zu einer direkten Freisetzung intrazellularer Enzyme wie
LDH. Stattdessen werden diese zunachst in kleine Granula bzw. Vesikel abgeschnirt. Diese
werden dann nach Internalisierung durch Phagozyten abgebaut (Reed, 2000). Diese
wiederum werden im Rahmen einer sogenannten Sekundarnekrose ebenfalls freigesetzt und
sind somit danach auch im Zellkultur-Uberstand nachzuweisen (Silva, 2010). Da das an die
BARs gekoppelte ETA in den betroffenen Zellen Apoptose induziert, war es maoglich das
zytotoxische Potential der BAR-Toxine in vitro durch Messung der LDH-Freisetzung zu
messen.

Dartber hinaus erfolgten alle Assays den aktuellen Protokollen unter Einbeziehung aller
gangiger Kontrollen. Von daher waren einseitig die Resultate beeinflussende Auswirkungen

des Protokolls ausgeschlossen.

7.1.3 In vivo Tests der BARs im Mausmodell

Als Mausmodell wurden SCID/beige-Mause gewahlt. Diesen Mausen fehlen alle Arten von
Lymphozyten. Dadurch war das Auswachsen xenogener Tumoren nach geeigneter
Applikation gewahrleistet. Zudem waren Einflisse seitens dieser Komponenten des
Immunsystems der Mause, die sonst malfigeblich an der Tumorkontrolle beteiligt sind,
weitestgehend ausgeschlossen. Das heildt, dass das Wachstum der Tumoren in solchen
Mausen Uberwiegend von den zu testenden Substanzen, in dieser Studie, also von den BAR-
Toxinen, beeinflusst wurde.

Dadurch, dass alle Tierversuche unter Aufsicht und Anleitung zweier erfahrener (Tier-)Arzte
im Institut fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes durchgefuhrt
wurden, war prinzipiell der artgerechte Umgang mit den Tieren unter Einhaltung der durch den
Tierschutz vorgegebenen Richtlinien gewahrleistet. Die Applikationen der Zellen und BAR-
Toxinen in die Schwanzvenen der Tiere wurden von den beiden (Tier-)Arzten selbst
vorgenommen. Von daher waren methodische Fehler bei den fir die Ergebnisse wichtigen
Applikationen ebenfalls minimiert.

Das flr die Tumorinokulation verwendete Protokoll war zuvor schon in verschiedenen Studien
erfolgreich zur Anwendung gekommen, bei denen auch humane B-Zell-Lymphom-Linien
subkutan inokuliert wurden (Deng et al., 2015) (Ceribelli et al., 2014). Im Rahmen der Arbeit

wurde die Zahl der inokulierten Tumorzellen jedoch halbiert. Auch dieses Inokulationsprotokoll
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mit reduzierter Zellzahl war in Studien bereits erfolgreich angewandt worden (Ackler et al.,
2008). Einflusse von Seiten des Wirtsorganismus auf das Wachstum der Xenotransplantate
sind jedoch immer vorhanden. Sie schwankten von Tier zu Tier und betrafen alle DLBCL-
Linien im Verlauf ihrer Tumorgenese, d. h. sowohl die ARS2-spezifischen als auch die
Kontrollen. Trotz der Tatsache, dass die aus in vivo Untersuchen resultierenden Erkenntnisse
immer mit einer gewissen Streuung behaftet sind, konnte ein systemischer Einfluss unseres
in vivo Modells, der die Untersuchungen einseitig beeinflusst hatte, auch hier ausgeschlossen

werden. Gleiches galt auch fur die Wirkung der BAR-Toxine.

7.1.4 Beurteilung des Tumorwachstums

Die Effektivitat der getesteten antitumoralen Substanzen wird in Xenograft-Modellen oft durch
die Verzogerung des Tumorwachstums der behandelten Tiere im Vergleich zu den Tumoren
der Tiere der jeweiligen Kontrollgruppe(n) ermittelt (Troiani et al., 2008). Um die Volumina der
Tumoren zu bestimmen, wurden in dieser Arbeit der Langs- und Breitendurchmesser jedes
Tumors mit Hilfe eines Messschiebers gemessen und daraus dann das Volumen berechnet.
Diese Methode stellt eine einfache, schnelle, nicht invasive und kostenglinstige Art dar, die
Volumina von Xenotransplantaten zu bestimmen (Ayers et al., 2010; Tomayko and Reynolds,
1989) und wird aktuell immer noch weitestgehend in der Xenograft-Untersuchung eingesetzt
(Kim et al., 2018; Lee et al.,, 2018; Li et al., 2018). Auch wenn neuste sonographische
Techniken eine noch prazisere Vermessung von Xenotransplantaten gestatten, steht der
daraus resultierende Mehrwert in keiner Relation zu dem damit verbundenen hdheren Zeit-
und technischen Aufwand, v. a. in Anbetracht der Tatsache, dass es in dieser Studie zunachst
nur um den Nachweis der prinzipiellen Anwendbarkeit von BAR-Toxinen ging. Eventuelle
methodische Unzulanglichkeiten wirden sich auf alle Tumoren (ARS2+, ARS2- und egal wie

behandelt) gleichermalen nicht gerichtet auswirken.

7.2 Nachweis und Charakterisierung der Wirkung des ARS2-BAR in

vitro

7.2.1 In vitro Versuche

Die Ergebnisse der in vifro Versuche zeigten die selektive, konzentrationsabhangige
Zytotoxizitat des ARS2-BAR-Toxins gegeniber den Zellen, deren BCR die entsprechende
Antigenspezifitat aufweisen. Die Zellen beider Zelllinien, deren BCR das ARS2-Antigen
spezifisch binden kann (OCI-Ly3 und U2932), wurden vom ARS2-BAR-Toxin mit groRRer
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Effektivitat getotet. So wurde bereits ab einer Konzentration von 0,1 ug/ml ARS2-BAR-Toxin
eine relative Lyserate von 52,59 + 2,63 % in der OCI-Ly3- und 50,46 + 3,61 % in der U2932-
Zelllinie beobachtet. Bei einer Konzentration von 1 ug/ml konnte die relative Lyserate jeweils
auf 58,12 + 2,46 % bzw. 66,16 + 3,38 % gesteigert werden und die maximale Wirkung wurde
bei der hochsten Dosierung von 10 pg/ml mit einer Lyserate von jeweils 58,78 + 3,17 % und
69,09 * 3,47 % festgestellt. Erst ab einer minimalen Konzentration von 0,01 ug/ml war bei
beiden ARS2-positiven Zelllinien keine zytotoxische Wirkung mehr zu sehen. Die ausgepragte
Effizienz des ARS2-BAR-Toxins wird beim Vergleich mit dem klassischen Vertreter der
monoklonalen Antikdrper, Rituximab, umso deutlicher. Neumann et al. untersuchten die
Antikorper-Vermittelte-Zellulare-Zytotoxizitat von Rituximab in vitro, in dem sie Zellen der
CD20-positiven DAUDI-Zelllinie zusammen mit NK-Zellen (als ,Effektoren®) und
unterschiedlicher Konzentrationen von Rituximab aussetzten. Hierbei lie sich bei einer
Rituximab-Konzentration von 0,1 ug/ml eine relative Lyserate < 48 % und bei 1 ug/ml < 54 %
beobachten (Neumann et al., 2018). Somit scheint das ARS2-BAR-Toxin im Vergleich zu
Rituximab eine hohere zytotoxische Effizienz gegenuber den jeweiligen Targetzellen
aufzuweisen. Wahrend Rituximab alle Zellen, die das CD20-Antigen auf ihrer Oberflache
exprimieren und somit auch gesunde Leukozyten angreift, liegt der entscheidende Vorteil der
BAR-Toxine darin, dass die zytotoxische Wirkung des ARS2-BAR-Toxins ausschlieRlich
gegen entartete Zellen gerichtet ist. Dies beruht auf der Selektivitdt der BARs, die spezifisch
an den BCR von entarteten Zellen binden, wahrend gesunde B-Zellen verschont bleiben. So
zeigte, wie erwartet, das als negativ Kontrolle eingesetzte NRBI-BAR-Toxin keinen Einfluss
auf die Zellen aller vier Zelllinien. Dies bestéatigt, dass das ETA-Toxin erst dann seine
zytotoxische Wirkung entfaltet, nachdem es von den Zielzellen aufgenommen wurde. Die
rezeptorvermittelte Endozytose wird ihrerseits erst dann eingeleitet, wenn der BCR der Zellen
das BAR-Epitop bindet. Da keiner der Zellen einen fiir NRBI-BAR spezifischen BCR aufwies,
wurden sie nicht vom NRBI-BAR-Toxin angegriffen. Entsprechend wurden auch die Zellen der
Kontroll-Zelllinien (HBL-1, TMD-8), deren BCR das ARS2-Antigen nicht binden kann, von dem
ARS2-BAR-Toxin nicht beeinflusst. Diese einmalige Spezifitdt kdbnnte mit einer drastischen
Verringerung unerwunschter Nebenwirkungen im Vergleich zu den bisher bekannten

therapeutischen Methoden im klinischen Setting einhergehen.
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7.2.2 In vivo Versuche

7.2.2.1 Inokulation der DLBCL-Linien

Nach subkutaner Inokulation von jeweils 1 x 107 Zellen einer ARS2-positiven (OCI-Ly3,
U2932) oder ARS2-negativen (HBL-1, TMD-8) Zelllinie pro Flanke in SCID/beige-Mause, kam
es bei den Tieren aller vier Tierkohorten zur Entwicklung von gro3en, subkutanen Lymphomen
(Abbildung 22). In der zweiten Versuchsreihe wurde das in der ersten Runde zielfuhrende
Inokulationsprotokoll verwendet, wobei dieses Mal nur die schnellwachsenden Zelllinien OCI-
Ly3 und HBL-1 eingesetzt wurden. Analog zum ersten Versuch kam es bei den Tieren aller
vier Tierkohorten (jeweils zwei Tierkohorten pro Zelllinie) zur Entwicklung subkutaner Tumoren
(Abbildung 23, Abbildung 24). In der dritten Versuchsreihe wurden nur zwei Tierkohorten mit
Zellen der OCI-Ly3-Zelllinie inokuliert. Die Inokulationszellzahl wurde auf 5 x 10° Zellen pro
Flanke, und somit auf halb so viele Zellen reduziert. Nichtdestotrotz kam es auch jetzt bei allen
Tieren beider Kohorten zur Entwicklung von makroskopisch sichtbaren subkutanen
Lymphomen (Abbildung 25).

Die erfolgreiche Inokulation und die in vivo Proliferation der Lymphomzellen wurden post-
mortem durch die histologische Untersuchung der Tumorgewebsschnitte hachgewiesen. Bei
der Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurden dichte, undifferenzierte lymphozytare Zellverbande
gesehen, deren histologische Merkmale mit denen der inokulierten NHL Zelllinien
ubereinstimmen (Abbildung 13). Eine weitergehende histologische Charakterisierung der
Zellen ware durch eine immunhistochemische Farbung der Praparate mit fur reife B-Zellen
spezifischen Markern (z. B. CD20 oder CD79a) mdglich. Darauf wurde jedoch im Rahmen
dieser Arbeit verzichtet. Zusammenfassend kam es bei allen SCID/beige-Mausen, die ihm
Rahmen dieser Arbeit nach o. g. Protokoll mit DLBCL-Zellen subkutan inokuliert wurden, zur

Entstehung groRer, subkutaner Tumoren.

7.2.2.2 Untersuchung der Wirksamkeit der BARs

Um die Wirksamkeit der BARs in vivo zu untersuchen, erfolgte am Tag 4 und am Tag 7 nach
der subkutanen Inokulation mit ARS2-positiven OCI-Ly3 bzw. ARS2-negativen HBL-1 Zellen
in SCID/beige-Mause die intravendse Applikation von jeweils 8 uyg ARS2-BAR-Toxin. Zur
negativ Kontrolle erhielten zwei analoge Tierkohorten das NRBI-BAR-Toxin nach demselben
Applikationsschema. Hierbei konnte kein statistisch signifikanter Unterschied des
Tumorwachstums zwischen den mit ARS2-BAR-Toxin und den mit NRBI-BAR-Toxin
behandelten Tierkohorten festgestellt werden (Abbildung 23).

Nach dem ersten, leider erfolglosen Behandlungsversuch wurde entschieden im

nachfolgenden Versuch die zur Inokulation eingesetzte Zellzahl pro Flanke von 1 x 107 auf
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5x 10° zu reduzieren. AnschlieRend erfolgte am Tag 6 die einmalige intravendse
Verabreichung von 16 pg ARS2-BAR-Toxin bzw. als negative Kontrolle NRBI-BAR-Toxin. Die
Kombination dieser beiden Ma3nahmen (Inokulation von weniger Zellen und Konzentrierung
des ARS2-BAR-Toxins auf eine einzelne, hdhere Dosis), fuhrte zu einem statistisch
signifikanten langsameren Tumorwachstum in der mit ARS2-BAR-Toxin behandelten
Tierkohorte im Vergleich zu der mit NRBI-BAR-Toxin behandelten Tierkohorte. Bereits am
ersten Tag nach Applikation der BAR-Toxine (d7) war ein statistisch signifikanter Unterschied
der Tumorvolumina beider Tiergruppen zu sehen (p = 0,014), wobei die Tumore der mit ARS2-
BAR-Toxin behandelten Tiere kleiner als die der Kontrollgruppe blieben. Diese Inhibition des
Tumorwachstums in der mit ARS2-BAR-Toxin behandelten Tierkohorte, war im weiteren
zeitlichen Verlauf signifikant nachweisbar und war am Tag 12 am deutlichsten ausge-
pragt (Abbildung 25). Obwohl die Geschwindigkeit des Tumorwachstums in der
Behandlungsgruppe signifikant langsamer war als die der Kontrollgruppe, konnte das
Tumorwachstum uber einen langeren Zeitraum nicht weiter verlangsamt oder sogar ganzlich
kontrolliert werden. Ab Tag 10 kam es zu einer erneuten Volumenzunahme der Tumoren in
der ARS2-Kohorte und ab Tag 14 zeigte die Tumorwachstumskurve wieder einen
exponentiellen Verlauf. Die Tumore der Behandlungskohorte wiesen jedoch bis zum
Versuchsabbruch immer ein kleineres Volumen als die der Kontrollgruppe auf. Somit wurde
erstmals die Wirksamkeit der BAR-Toxine auch in vivo gezeigt. Dadurch war auch der ,Proof
of Principle” einer Tumor-restringierten antitumoralen Therapie mit BAR-Toxinen erbracht.

Dass es, im Vergleich zum vorangegangenen Protokoll, erst im zweiten Behandlungsversuch
zu einer signifikanten Inhibition des Tumorwachstums kam, kann dadurch erklart werden, dass
nur noch halb so viele Zellen pro Flanke inokuliert wurden. Somit waren zum Zeitpunkt der
Behandlung mit dem ARS2-BAR-Toxin deutlich weniger Tumorzellen vorhanden, was das
allgemeine Ansprechen der Therapie beglnstigt haben kann. Selbst die potentesten
Chemotherapeutika kénnen, auch in Kombination mit einer Antikorpertherapie, ab einer
bestimmten Tumormasse eine Progression der malignen Erkrankung nicht mehr verhindern.
Méglicherweise hatte eine wiederholte Gabe einer héheren Dosis von ARS2-BAR-Toxin noch
bessere Ergebnisse erzielt. Leider standen die jeweiligen BARs in der dazu notigen Menge
zur Zeit der Versuche noch nicht zur Verfugung. Somit sind weiterfihrende Versuche nétig,
um den Einfluss unterschiedlicher Dosierungen und Applikationsfrequenzen des ARS2-BAR-
Toxins auf das Tumorwachstum zu untersuchen. Durch die Verwendung von unterschiedlich
hohen Dosierungen kdnnten auRerdem Informationen bezlglich der Vertraglichkeit des ARS2-

BAR-Toxins gewonnen werden.
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Nachdem ein erfolgreiches Inokulations- und Tumorwachstumsmodell fir alle vier Zelllinien
etabliert werden konnte, wurden wie gerade beschrieben, im ersten Behandlungsversuch nur
die beiden Zelllinien OCI-Ly3 und HBL-1 eingesetzt. Die Entscheidung alle nachkommenden
in vivo Versuche mit OCI-Ly3-Zellen als ARS2-spezifischer Zelllinie durchzufiihren, erfolgte
aus dem Grund, dass in der OCI-Ly3-Tierkohorte die kleinsten Unterschiede des
Tumorwachstums innerhalb einer Tiergruppe beobachtet wurden. Die ARS2-Negative HBL-1
Zelllinie war durch ihre dhnliche Tumorwachstumskinetik als Kontroll-Zelllinie gut geeignet.
Durch den Verzicht auf die zwei anderen, langsam wachsenden Zelllinien konnte auch der
Einsatz zu vieler Versuchstiere gemal® dem 3-R-Prinzip vermieden werden, solange die
zytotoxische Wirkung des ARS2-BAR-Toxins in vivo noch nicht bestatigt worden war. Das 3-R-
Prinzip wurde von Russel und Burch 1959 entworfen mit dem Ziel das Leiden von den in der
medizinischen Forschung eingesetzten Tieren zu minimieren und gleichzeitig die Qualitat der
wissenschaftlichen Studien zu steigern (Russell, 1959, reprinted 1992). Die 3 ,R* stehen flr
Replacement (Ersetzen), Reduction (Reduzieren) und Refinement (Belastung vermindern).
Dadurch sollen sofern méglich Tierversuche durch andere, qualitativ aquivalente Methoden
ersetzt werden. Ist dies nicht moglich, dann soll die Anzahl der verwendeten Tiere auf das
notwendige Minimum beschrankt werden.

Im Nachhinein betrachtet, ware die Verwendung der eher langsam wachsenden DLBCL-
Linien, U2932 als ARS2-sensitive und TMD-8 als ARS2-unspezifische Kontrolle, sicher besser
gewesen, um die antitumorale Wirkung des ARS2-BARs zu untersuchen. Durch die niedrigere
Teilungsrate der Tumorzellen ware ein besseres Ansprechen auf die ARS2-BAR-Toxin-
Behandlung mehr als wahrscheinlich gewesen. Ab dem zweiten Behandlungsversuch standen
zudem die ARS2- und NRBI-BAR-Toxine nur noch in stark limitierten Mengen zu Verfigung.
Darum verzichteten wir in den folgenden Behandlungsversuchen auf die nicht ARS2-
spezifische Zelllinie HBL-1 als Negativkontrolle. Das NRBI-BAR-Toxin als Effektor-Negativ-
Kontrolle kam selbstverstandlich weiterhin zum Einsatz. Trotz des somit vertretbaren Verzichts
auf das komplette Spektrum madglicher Kontroll-Ansatze, konnte die statistisch signifikante
Kontrolle des Tumorwachstums nach Applikation des ARS2-BAR-Toxins erstmals in vivo
prinzipiell gezeigt werden. Allerdings muissen in den zuklnftig noch notwendigen
Untersuchungen weitere Kontrollen, auch solche mit ARS2-unspezifischen Target-Linien,

getestet werden.
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7.2.3 PET-Versuche

Die Kopplung von Positron-emittierenden Radionukliden an monoklonale Antikorper
ermdglicht eine bildliche Darstellung von Tumoren, welche die hohe Auflésung eines PET-CTs
mit der Spezifitdt und Selektivitat eines monoklonalen Antikdrpers kombiniert (Verel et al.,
2005). Nach demselben Prinzip wurde im vierten Versuch das ARS2-Peptidepitop, als BAR-
Aquivalent, an das Radioisotop Gallium (68Ga) gekoppelt und als Tracer in einer PET-CT
Untersuchung eingesetzt, um die raumliche wie zeitliche Verteilung (Pharmakokinetik) des
ARS2-Epitops an den Tumoren der Versuchstiere zu untersuchen. Dieser Versuch wurde mit
einem Computertomographen der Klinik fur Nuklearmedizin zur Untersuchung von Menschen
durchgefuhrt. Die Methode betreffend muss kritisch angemerkt werden, dass der zur
Bildgebung verwendete PET-CT wie bereits zuvor beschrieben (Kapitel 5.2.10) zum Scannen
von Kleintieren nicht optimal geeignet war. Aufgrund des in Bezug auf die Kleintierdimensionen
suboptimalen Auflésungsvermdgens, ist nicht auszuschlie®en, dass dadurch womdéglich die
Situation am inokulierten Lymphom nicht ausreichend detailliert erfasst wurde.

Bei der Messung der Aktivitat wurde die starkste Anreicherung des Tracers 10 Minuten nach
Applikation Uber die Niere und im weiteren Verlauf vor allem in der Blase registriert.
Konkordant dazu, wurde friih eine hohe Impulszahl Giber dem Blutpool des Herzens gemessen,
die im Laufe der Zeit immer schwacher wurde, wahrend gleichzeitig die Anzahl an Gber der
Niere gemessenen Impulse anstieg (Abbildung 27). Dies spricht dafiir, dass der ARS2-
Epitop(AS342-375)-68Ga-Tracer sehr schnell renal eliminiert wurde. Im PET-CT konnte somit
keine eindeutige Anreicherung des Tracers im Bereich der Tumoren dargestellt werden.
Hochstwahrscheinlich war die niedermolekulare Grofle des von uns eingesetzten
Peptid-Tracers fur dessen Uberschnelle renale Elimination verantwortlich. Niedermolekulare
Proteine werden ungehindert durch die Niere filtriert, sodass ihre Plasma-Halbwertszeit oft nur
wenige Minuten betragt und somit die therapeutische Wirkung entsprechend minimiert wird
bzw. sogar ausbleibt (Schlapschy et al., 2007). Grof3e Proteine, deren Molmasse mehr als
etwa 70 kDa betragt, wie z. B. humanes Serum Albumin (HSA), werden hingegen
zurtickgehalten. Negativ geladene Molekile werden aulRerdem langsamer als positiv geladene
Molekdle eliminiert (Caliceti and Veronese, 2003). Die entscheidende Schlussfolgerung aus
diesem wichtigen Experiment ist die, dass zukinftig das ARS2-Epitop, das in das BAR
eingebaut wird, deutlich vergroRert/verlangert werden muss. Wie grol3 bzw. lang, muss
experimentell bestimmt werden, da es einen Kompromiss zwischen Wirkung und Kosten zu
finden gilt. Je groRer bzw. langer das eingesetzte Antigenfragment ist, umso geringer die
renale Clearance und somit umso langer die Kreislauf-Verweildauer. Dadurch erhéht sich

entsprechend auch das Interaktionspotential der BAR-Toxine mit dem Tumor. Die Herstellung
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des ganzen ARS2-Antigens ist jedoch aufwendiger und die Synthesekosten entsprechend
deutlich teurer, als die Herstellung des ARS2-Peptidepitops. Inzwischen sind zahlreiche
Methoden entwickelt worden, um die renale Clearance von niedermolekularen Therapeutika
zu verringern. Eine Methode hierbei ist die Kopplung dieser Therapeutika an grof3ere Proteine,
wie z. B. dem Fc-Teil von Immunglobulinen. Ein auf dieser Weise gebildetes Fusionsprotein
ist Etanercept (Enbrel®), das aus der Kombination des Tumornekrosefaktor-Rezeptors und
dem Fc-Teil eines humanen IgG-Immunglobulins besteht und in der Therapie der
rheumatoiden Arthritis sowie der Psoriasis eingesetzt wird (Goldenberg, 1999). Die
Pharmakokinetik kann auch durch die Kopplung an HSA deutlich verbessert werden, wie im
Fall von Albuferon, einem Fusionsprotein aus Interferon-o. und HSA (Osborn et al., 2002). Eine
andere Alternative die Pharmakokinetik eines Proteins bzw. Oligopeptids zu beeinflussen,
bietet die Konjugation an biologisch inaktive chemische Polymere wie Polyethylenglykol
(PEG), um durch die resultierende Zunahme der Gré3e und des Molekulargewichts die
glomerulare Filtration zu verhindern oder zumindest deutlich zu verlangsamen (Caliceti and
Veronese, 2003). Diese, als Pegylation bezeichnete Methode, kann die Halbwertszeit eines
eigentlichen Wirkstoffes (z. B. des BAR-Toxins) drastisch steigern. Bereits mehrere
Medikamente sind mit dieser Technik entwickelt worden. Die wichtigsten Vertreter sind
sicherlich die pegylierte Interferone (Harris et al., 2001; Luxon et al., 2002), die inzwischen zur
Basistherapie der chronischen Hepatits C gehdéren. Die Pegylation eines
Proteins/Oligopeptids ist allerdings ein komplexes und teures Verfahren und die in vitro
Nachverarbeitung des pegylierten Proteins ist unerlasslich (Schlapschy et al., 2007). Aus
diesem Grund werden aktuell unterschiedliche biologische homopolymere aus Aminosauren
erforscht, um als PEG-Alternativen zu agieren. Dazu zahlen Homo-Amino-Acid-Polymers
(HAPs) (Schlapschy et al., 2007), PAS (Pro-Ala-Ser) (Schlapschy et al., 2013) und XTEN
(Schellenberger et al., 2009).
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7.3 Therapeutische Optionen fiur BARs

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Lymphom-spezifische B-Zellrezeptor-Antigene als
Immunkonjugate prinzipiell geeignet sind, selektiv nur solche B-Zellen zu toten, deren B-
Zellrezeptor dieses Antigen spezifisch bindet. Mit solchen Antigenen stiinde somit erstmals
uberhaupt eine therapeutische Option zur Verfugung, ausschliefllich die jeweiligen
Lymphomzellen anzugreifen.

Immunkojugate bestehen aus einer Zellbindenden-Komponente (z. B. monoklonaler
Antikorper), einem zytostatischen Effektormolekil und einem Link-Molekdl, welches beide
Bestandteile miteinander verbindet und fiir den sicheren Transport des Effektormolekiils zur
Zielzelle sorgt (Smaglo et al., 2014). BARs kdnnen nach diesem Prinzip als Zellbindende-
Komponente mit einem Effektormolekil kombiniert werden, um als Therapeutika eingesetzt zu
werden. Im Rahmen dieser ,Proof of Principle“ Studie wurde ein bakterielles Toxin als
Zytostatikum verwendet (3.2.2, 5.2.5, Abbildung 28 A).

Das Exotoxin A von Pseudomonas Aeruginosa (ETA) wurde hierflr ausgewahlt, weil es in
unserem Labor rekombinant hergestellt werden konnte und bereits erfolgreich in Rahmen von
Immunkonjugaten, wie z. B. Moxetumomab pasudotox, eingesetzt wurde. Dabei handelt es
sich um ein Medikament, bei dem ETA mit einem monoklonalen anti-CD22-Antikérper
gekoppelt ist. Moxetumomab pasudotox hat gute Ergebnisse in Studien gezeigt und ist seit
September 2018 in den USA zur Behandlung der Haarzell-Leukdmie zugelassen (Kreitman et
al., 2018; U.S. Food & Drug Administration). Ein weiteres Beispiel ist das Anti-Mesothelin-
Immunotoxin SS1P, das aus einem murinen anti-Mesothelin-Antikérperfragment und ETA
zusammengesetzt wird und gute Ergebnisse in Phase 1-Studien bei der Therapie des
Mesothelioms gezeigt hat (Hassan et al., 2014). Auch organische Verbindungen kénnen als
zytostatische Komponente in dann Chemoimmunkonjugat genannte Therapeutika
eingebunden werden. Das synthetische Zytostatikum Monomethyl Auristatin E z. B. wird in
Immunkonjugaten erfolgreich als Effektormolekil benutzt und weitere solcher
Chemoimmunkonjugate sind aktueller Bestandteil der Forschung (Doronina et al., 2003;
Oflazoglu et al., 2008; Pro et al., 2012). Auch Calicheamicin-Derivate sind mit monoklonalen
Antikdrpern gekoppelt worden, um die Immunkonjugate Gentuzumab Ozogamicin (Anti-CD33)
und Inotuzumab Ozogamicin (Anti-CD22) herzustellen. Die Wirksamkeit beider Substanzen in
der Behandlung der Akuten Myeloischen Leukamie (Gentuzumab Ozogamicin) bzw. des NHLs
(Inotuzumab Ozogamicin) ist in klinischen Studien bestatigt worden (Godwin et al., 2017;
Ricart, 2011).
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Die Kombination aus einem monoklonalem Antikérper mit einem Radionuklid wird als
Radioimmunkonjugat bezeichnet. Diese werden sowohl fir diagnostische (wie z. B. beim
Immuno-PET) als auch therapeutische Zwecke zur Behandlung maligner Erkrankungen
eingesetzt. So z. B. wird das Radioimmunkonjugat "*'I-Rituximab, bestehend aus dem anti-
CD20-Antikérper Rituximab und dem Radioisotop *'lod in der Behandlung von NHL
eingesetzt (Calais and Turner, 2012; Leahy and Turner, 2011). Ein weiteres Beispiel eines
therapeutisch erfolgreich eingesetzten Radioimmunkonjugats ist '*'I-Trastuzumab, ein
ebenfalls mit "*'lod radioionisierter Antikérper, der sich gegen den human epidermal growth
factor receptor type 2 (HER2) richtet und in der Therapie des metastasierten, HER2-positiven
Mamma-Carzinoms verwendet wird (Kameswaran et al., 2017). Nach Bindung des Antikdrpers
an eine das entsprechende Antigen tragende Targetzelle, wird diese durch die Strahlung direkt
getotet. Hierbei kommt es jedoch auch zur Beschadigung benachbarter bésartiger aber auch
gutartiger Zellen, durch das sogenannte ,crossfire“ der ionisierenden Strahlung (Rizzieri,
2016). Dieses ,crossfire“ gegen gesundes Nachbargewebe ist auch der Grund, warum
therapeutische Radioimmunkonjugate, also mit stark strahlenden Radionukliden, nur sehr
restringiert eingesetzt werden. Und genau deshalb wirden Radioimmunkonjugate mit einem
BAR therapeutisch keinen Sinn machen, da sie den entscheidenden Vorteil des BARs, die
100%ige Tumorspezifitat, ,crossfire“-bedingt zunichtemachen wirden.

Eine weitere Alternative stellt der Einsatz von BARs kombiniert mit zytotoxischen T-Zellen dar,
die einen chimeren Antigen-Rezeptor tragen, sogenannte CAR-T-Zellen. CARs sind hybride
Rezeptoren, die durch rekombinante Fusion (1a) eines ,single-chain variable fragment® (scFv)
oder (1b) eines Antigen-bindenden-Fragments (Fab) eines monoklonalen Antikorpers
definierter Spezifitat, mit (2) einer Bricken-Domane (meist aus dem CD8-Rezeptormolekiil),
(3) der Signaling-Doméane eines T-Zell-Rezeptors (TCR) und (4) unterschiedlicher
costimulatorischer Rezeptordomanen synthetisiert werden (Davila et al., 2012). CARs kdnnen
somit im Gegensatz zum TCR unabhangig von der Antigenprasentation iber MHC-Molekdle
direkt ihr Target-Antigen erkennen. Da aufierdem samtliche zur Induktion einer maximalen T-
Zell-Antwort notwendigen Signalmolekiile in Serie hintereinander geschaltet sind, genlgt die
.einfache” Bindung des entsprechenden Antigens auf der Oberflache der Zielzelle an den
CAR, um bei einer so aktivierten T-Zelle alle Effektorfunktionen gleichzeitig maximal
abzurufen: Killing, Zytokin-Ausschuttung und Proliferation (Sadelain et al., 2013). Somit
kombinieren CAR-T-Zellen die freie Antigenbindung von B-Zellen mit dem hohen
zytotoxischen Potential solcher T-Zellen. Auf diese Weise kann also die Zytotoxizitat der T-
Zellen neu ausgerichtet werden. Mehrere Studien haben die Wirksamkeit der CAR-T-Zell-

Therapie gegen CD19 gerichteter CAR-T-Zellen bei der Behandlung unterschiedlicher CD19*
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B-Zell-Neoplasien, wie dem NHL, der Akuten Lymphoblastischen Leukamie und der
Chronischen Lymphatischen Leukamie, bestatigt. Aktuell laufen mehrere Studien mit CAR-T-
Zellen mit unterschiedlichen Ziel-Antigenen, wie z. B. CD20, CD22, CD33, CD138 und CD123
(Almasbak et al., 2016; Miliotou and Papadopoulou, 2018). Kymriah® ist das erste Medikament
dieser Art, das in den USA (2017) und Europa (2018) zugelassen wurde und zur Behandlung
der Akuten Lymphoblastischen Leukdmie und des refraktdren DLBCLs eingesetzt wird
(European Medicines Agency; Liu et al., 2017).

Der Austausch des scFv/Fab-Teils im ,klassischen“ CAR gegen ein BAR ermdglicht somit eine
neue Variante von CAR-Ts die spezifisch nur den BCR der entarteten Zellen binden. Folglich
entfalten solche CAR-T-Zellen ihre starkes zytotoxisches Potential ausschliel3lich gegen die

malignen B-Zellen. Gesunde B-Zellen hingegen blieben verschont (Abbildung 28 B).

DASZEB | inkprotein  Toxin

BAR
A o
I Maligne B-
\ e / Zelle
CAR-T- | | ARS2-BAR-
Zelle . spezifischen
d " BCR

CAR/ARS2- |
BAR-Rezeptor

Abbildung 28: Alternative Gestaltungsmaoglichkeiten der BARs zum therapeutischen Einsatz. A:
Einsatz der BARs als Chemoimmunkonjugate durch Kopplung an ein Zytostatikum oder ,small molecule
drug“ (z. B. Calicheamicin). B: Einsatz der BARs im Rahmen der CAR-T-Zelltherapie. Durch die
gentechnische Herstellung eines chimaren Rezeptors aus dem TCR einer T-Zelle und einem BAR,
wuirden T-Zellen entstehen, deren CARs spezifisch den BCR der entarteten Zellen erkennen kénnten.
Dadurch wirde die Zytotoxizitat der T-Zellen spezifisch gegen die neoplastisch veranderten Zellen neu

ausgerichtet werden.
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7.4 Schlussfolgerung

Mit der signifikanten temporaren Verlangsamung des Wachstums eines ARS2-spezifischen
DLBCLs in der Maus nach Applikation des ARS2/ETA-Immunkonjugats war der ,Proof-of-
Principle“ der BARs als neues Therapiekonzept erbracht. Somit steht erstmals eine
ausschlielich gegen den Tumor gerichtete Therapie zur Verfugung. Die Vielfalt der
Gestaltungsmaoglichkeiten kombiniert mit der stetig wachsenden Anzahl neuidentifizierter

BARSs bietet ein hohes Potential, diese neue Form zielgerichteter Therapie weiterzuentwickeln.
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