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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1.1 Epidemiologie

In Deutschland erkrankten nach Angaben des Deutschen Kinderkrebsregisters
2019 etwa 120 Kinder unter 18 Jahren jahrlich am Neuroblastom, die standardisierte
Inzidenz betragt 11,1 Neuerkrankungen pro 1 Million Kinder pro Jahr. Mit diesen
Zahlen macht das Neuroblastom insgesamt 5,5% aller Krebserkrankungen aus.
Das mediane Alter zum Diagnosezeitpunkt betragt 14 Monate, die meisten Kinder
erkranken bis zum 4. Lebensjahr. Jungen sind 40% haufiger betroffen als Madchen
(Kaatsch P 2020). Insgesamt macht das Neuroblastom 15% aller Krebs-

assoziierten Todesfélle bei Kindern aus (Tomolonis, Agarwal, & Shohet 2018).

1.1.2 Atiologie

Das Neuroblastom kann sowohl familiar mit autosomal-dominanter Vererbung als
auch sporadisch auftreten. Mosse et al. identifizierten 2008 eine aktivierende
Mutation in der Domane der Anaplastischen Lymphomkinase (ALK) als wichtigste
Ursache des familiaren Neuroblastoms (Mosse et al. 2008). Darlber hinaus konnten
beim familiaren Neuroblastom loss-of-function Mutationen im Homeobox-Gen des
PHOX2B vor allem bei Kindern mit Grunderkrankungen wie Morbus Hirschsprung
oder dem Kongenitalen zentralen Hypoventilationssyndrom nachgewiesen werden
(Mosse et al. 2004; Trochet et al. 2004).

Als haufigste Ursache des sporadischen Neuroblastoms kann in 22% der Falle eine
Ampflikation von MYCN ausgemacht werden, welche gleichzeitig mit einem
schlechteren Outcome assoziiert ist (Brodeur 2003). Dariiber hinaus wurde eine
Vielzahl an DNA-Polymorphismen identifiziert, welche die Suszeptibilitat fir diese
Erkrankung erh6hen (Capasso et al. 2009; Diskin et al. 2009; Maris et al. 2008).

1.1.3 Lokalisation und klinische Symptome

Als sehr heterogene Tumorentitat sind beim Neuroblastom einerseits spontane
Regressionen in fortgeschrittenen Stadien keine Seltenheit, andererseits treten
haufig behandlungsrefraktdre, metastasierende Verlaufe mit Todesfolge auf
(Tomolonis et al. 2018).
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Da es sich um eine Neoplasie des sympathischen Nervengewebes handelt, finden
sich die Primarmanifestationen meist in der Nebennierenloge, paravertebral oder in
der abdominalen Mittellinie. Zu den unspezifischen Allgemeinsymptomen gehoren
Fieber, Leistungseinschrankungen, Knochenschmerzen und Blasse, welche vor
allem bei Patienten mit metastasiertem Neuroblastom auftreten. Die meisten
Neuroblastome werden zufallig bei Vorsorgeuntersuchungen, Bagatelltraumen oder
Infekten diagnostiziert. Die spezifische Symptomatik hangt vom Manifestationsort
ab. Im Folgenden sind die Wichtigsten aufgelistet:

- Beschwerden durch Tumorschwellung oder Metastasenschwellung

- Inkomplette/komplette Querschnittssymptomatik bei Einwachsen eines
paravertebral gelegenen Tumors in die Neuroforamina

- Horner-Syndrom mit Miosis, Ptosis und Enophtalmus bei zervikal oder
thorakal gelegenem Tumor

- Opsoklonus-Myoklonus-Ataxie-Syndrom im Rahmen eines
paraneoplastischen Syndroms

- Brillenhamatom bei Infiltration der Orbita

Zum Zeitpunkt der Diagnose weisen 50% der Patienten bereits Fernmetastasen auf.
Diese befinden sich meist im Knochenmark, dem Knochen, in Lymphknoten und in
der Leber (Thorsten Simon 2019).

1.1.4 Diagnostik

Eine exakte, initiale Diagnostik ist der Grundbaustein fur eine korrekte,
risikoadaptierte Therapie. Grundlegend gehort dazu die korperliche Untersuchung
samt Bestimmung der Vanillinmandelsaure und Homovanillinsaure im Urin sowie
der Neuronenspezifischen Enolase (NSE) und der Laktatdehydrogenase (LDH) im
Serum (T. Simon et al. 2017). Zu den diagnostischen Maflihahmen von
radiologischer Seite gehdren eine Rontgenaufnahme des Thorax, eine
sonographische Untersuchung von Hals, Abdomen und Becken, eine MRT oder
Multidetector-CT der Tumorregion sowie bei Vorliegen eines metastasierten
Stadiums ein MRT des Schadels zum Ausschluss von Hirnmetastasen (Thorsten
Simon 2019). Von grof3er Relevanz ist weiterhin die Knochenmarksuntersuchung
mit molekulargenetischer Testung, da diese therapieentscheidend sein kann
(Burchill et al. 2017). Empfehlenswert ist zusatzlich die Durchfihrung einer

Immunzytologie samt Markierung des Gangliosids Disialogangliosid (GD2), um
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auch kleinere Tumorzellnester ausfindig zu machen (Burchill et al. 2017; Swerts et
al. 2005).

Die endgiltige Diagnose des Neuroblastoms kann jedoch nur durch eine
histologische Sicherung im Rahmen einer Tumorbiopsie oder bei nachweislichem
Knochenmarksbefall und zeitgleich erhéhten Katecholamin-Metaboliten im Urin

oder Blut gestellt werden (Brodeur et al. 1993).

1.1.5 Einteilung in Krankheitsstadien und Risikogruppen

Die Stadieneinteilung des Neuroblastoms wird heutzutage auf Grundlage von zwei
unterschiedlichen Systemen vorgenommen: nach dem International Neuroblastoma
Staging System (INSS) sowie nach dem International Neuroblastoma Risk Group
Staging System (INRGSS).

Die Einteilung nach INSS bezieht sich dabei auf die initiale Tumorausdehnung, das
Metastasierungsverhalten, die Lymphknoteninfiltration und das Ausmald der
Tumorresektion zu Beginn. Es werden vier Stadien unterschieden, wobei die
Stadien 1-3 ein lokalisiertes und das Stadium 4 ein metastasiertes Tumorgeschehen
beschreiben. Das vierte Stadium kann in eine weitere Gruppe, das Stadium 4S,
unterteilt werden, welches das metastasierte Sauglingsneuroblastom beschreibt
(Brodeur et al. 1993).

Im Vergleich zum INSS bezieht sich das neuere INRGSS auf radiologisch definierte
Kriterien, den sogenannten Image Defined Risk Factors (IDRF). Sie wurde
entwickelt, um unabhangig vom initialen, operativen Eingriff die Ausdehnung des
Neuroblastoms erfassen zu kénnen. Die Stadien L1 und L2 entsprechen einem
lokalisierten Tumorstadium mit oder ohne IDRF, die Stadien M und MS entsprechen
weitestgehend den Stadien 4 und 4S der INSS (Brisse et al. 2011; Monclair et al.
2009).

1.1.6 Therapie

Nach erfolgter Risikostratifizierung und Einteilung des Tumors entweder in die
niedrige Risikogruppe, mittlere Risikogruppe oder Hochrisikogruppe wird die
Behandlung nach einem multimodalen Konzept durchgefiuihrt. Es werden
chirurgische, chemotherapeutische, strahlentherapeutische und neuartige

Therapieansatze verfolgt, letztere haufig im Rahmen von klinischen Studien.
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Bei Einschluss in die niedrige Risikogruppe steht die operative Entfernung im
Vordergrund. Beim Vorliegen tumorassoziierter Symptome ist die Durchfiihrung
einer Chemotherapie erforderlich.

Wird der Patient in die mittlere Risikogruppe eingeordnet, so besteht die
Behandlung aus einer Tumorexstirpation mit anschlielBender Chemotherapie und
ggf. Strahlentherapie.

Nach Eingruppierung eines Patienten in die Hochrisikogruppe erfolgt die
Durchfihrung einer aggressiven multimodalen Therapie. Diese beinhaltet eine
Tumorresektion, Induktionschemotherapie, eine konsolidierende
Hochdosischemotherapie mit anschlieRender Stammzelltransplantation und eine

folgende Post-Konsolidierungstherapie (Thorsten Simon 2019).

1.1.6.1 Operative Therapie

Bei Diagnosestellung ist zunéchst eine Tumorbiopsie zur feingeweblichen
Untersuchung durchzufuhren. Bei Bestatigung sollte anschlie3end eine moglichst
vollstandige Tumorexstirpation angestrebt werden. Der Eingriff kann in der
niedrigen Risikogruppe konventionell offen oder minimalinvasiv erfolgen. Aufgrund
einer haufig zu beobachtenden Spontanregression und damit guten Prognose von
Resttumoren ist eine extensive, operative Entfernung bei niedrigem Risiko nicht
indiziert. Analog zu dieser Vorgehensweise verhalt es sich in der mittleren
Risikogruppe: eine komplette Resektion ist hier nur gerechtfertigt, wenn diese
unproblematisch durchgefiihrt kann. In der Hochrisikogruppe erfolgt die Resektion
meist im Rahmen einer Induktionschemotherapie im Sinne einer gross total
resection (Resektion von mehr als 95% des Primartumors). Nur in Ausnahmefallen
kann bei der initialen Operation eine komplette Resektion erfolgen (Thorsten Simon
2019). Hochriskante Eingriffe mit verstimmelnden Folgen zur vollstandigen
Tumorentfernung sollten nicht durchgefiihrt werden, da diese in Studien keinen
Vorteil zeigen (T. Simon, Haberle, Hero, von Schweinitz, & Berthold 2013).

1.1.6.2 Chemotherapie

Die Zytostatikatherapie stellt neben der operativen Therapie eine wichtige Saule in
der Behandlung des Neuroblastoms dar. Dauer und Intensitdt wird je nach

Risikoprofil des Patienten festgelegt.
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Bei Niedrigrisikopatienten ist die Gabe von Zytostatika auf das Auftreten von
tumorassoziierten Symptomen beschréankt. Es erfolgen maximal vier Zyklen des N4
Protokolls gemald den Deutschen Neuroblastomstudien, welches die Substanzen
Doxorubicin, Vincristin und Cyclophosphamid enthalt. Die Chemotherapie sollte
beendet werden, sobald die Symptome verschwunden sind. (T. Simon et al. 2017).
Die Standardchemotherapie bei Patienten in der mittleren Risikogruppe besteht aus
einer 6 Zyklen langen Induktionschemotherapie, bei welcher sich die Zyklen N5c
(Carboplatin, Etoposid, Vindesin) und N6 (Vincristin, Dacarbazin, Ifosfamid,
Doxorubicin) abwechseln. Es folgt eine Erhaltungstherapie mit oralem
Cyclophosphamid im Sinne des N7 Zyklus (T. Simon et al. 2017).

In der Hochrisikogruppe beginnt die Zytostatikatherapie ebenfalls mit einer
Induktionschemotherapie aus sechs alternierenden Zyklen N5 (Cisplatin, Etoposid,
Vindesin) und N6 (Vincristin, Dacarbazin, Ifosfamid, Doxorubicin). Es folgt eine
Hochdosischemotherapie mit Busulfan und Melphalan und eine anschliel3ende

autologe Stammzelltransplantation (Thorsten Simon 2019).

1.1.6.3 31-mIBG Therapie

Die Therapie mit **1-mIBG sollte nach der Induktions- und vor der
Hochdosischemotherapie erfolgen und ist nur sinnvoll, wenn zuvor mIBG-positives
Tumorgewebe mit Hilfe einer 23I-mIBG-Szinitigraphie nachgewiesen werden
konnte. Uber das Norepinephrin-Transporter-System wird das Nukleotid
aufgenommen und schadigt selektiv die umgebenden Tumorzellen. Um
Komplikationen und Nebenwirkungen zu vermeiden, wird die Einhaltung eines
therapiefreien Intervalls von mindestens 6 Wochen vor der folgenden

myeloablativen Chemotherapie empfohlen (Thorsten Simon 2019).

1.1.6.4 Strahlentherapie

Eine weitere Saule in der Behandlung des Neuroblastoms ist die Strahlentherapie.
Wahrend sie in der niedrigen Risikogruppe kaum eine Rolle spielt, besteht die
Empfehlung einer konsolidierenden Strahlentherapie mit 36 bis 40 Gy bei
inoperablem Resttumor nach Chemotherapie fir die mittlere Risikogruppe. Fur
Patienten mit Hochrisikoneuroblastom wird generell eine Bestrahlung des

Priméartumors mit circa 20 Gy und eines mdglichen Resttumors mit einem
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Tumorboost bis 36 Gy empfohlen. Die Bestrahlung von Metastasen sollte nur in

Einzelféllen nach individueller Abwagung erfolgen (Thorsten Simon 2019).

1.1.6.5 Immuntherapie

Im Rahmen der Post-Konsolidierungstherapie wird fir die Behandlung des
Hochrisikoneuroblastoms in  Europa eine Immuntherapie mit dem
Anti-GD2-Antikorper Dinutuximab beta in Kombination mit
Granulozyten-Makrophagen  Kolonie-Stimulierendem-Faktor (GM-CSF) und
Interleukin-2 (IL-2) empfohlen (T. Simon et al. 2017), da Studien eine Verbesserung
des Outcomes nach zwei Jahren bei Hochrisiko-Neuroblastomen nachweisen
konnten (Yu et al. 2010). Diese Therapie birgt jedoch einige Nebenwirkungen. So
wurden zum einen bei 25% der Behandelten Hypersensitivititsreaktionen
beobachtet, zum anderen gaben 52% der mit Dinutuximab behandelten Patienten
starke neuropathische Schmerzen der Grade 3 und 4 an; bei 23% der Behandelten
wurde ein Capillary-Leak-Syndrom festgestellt. Fieber, Elektrolytentgleisungen,
Leberdysfunktion und Hypotension stellten weitere toxische Nebenwirkungen dar
(Yu et al. 2010).

Neue Studien weisen nach, dass bei etwa 12% der am Neuroblastom erkrankten
Patienten nur wenig GD2 auf Tumorzellen exprimiert wird (Schumacher-Kuckelkorn
etal. 2017). Ergebnisse von Terzic et al. zeigen, dass bei einem Drittel der Patienten
mit Therapieversagen nach Dinutuximab-Therapie eine geringe GD2-Expression
vorlag. Dies legt einen Zusammenhang zwischen Tumorriuckfall und niedriger GD2-
Expression nahe, dabei liegt die Problematik vor allem in der hohen
Nebenwirkungsrate ohne therapeutischen Effekt (Terzic et al. 2018). Aus diesem
Grund wird nach weiteren Therapiemodifizierungen zur Optimierung der
Nebenwirkungen und Mitbehandlung GD2-negativer/ wenig exprimierender

Neuroblastomzelllinien geforscht.

1.1.6.6 Neuartige Therapieanséatze

Im Zentrum der aktuellen Neuroblastomforschung stehen gegen GD2 gerichtete
Therapiemoglichkeiten. Dazu gehodren bispezifische Antikorper, welche sowohl
gegen GD2 auf Tumorzellen als auch gegen CD3 auf T-Zellen gerichtet sind. Sie
fuhren zu einer Vernetzung von Tumorzellen und T-Zellen, ohne dass hierfir eine

Antigenprasentation auf MHC-Molekiilen bendtigt wird. Nach demselben Prinzip
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funktionieren CAR-T Zellen. Deren T-Zell-Rezeptor wurde genetisch so verandert,
dass er das GD2 auf Tumorzellen ohne Antigenpréasentation erkennt. Mit Hilfe von
costimulatorischen Molekilen kann die Funktion und das Uberleben der CAR-T
Zellen verbessert werden (Suzuki & Cheung 2015).

Neben Anti-GD2 Antikérpern beschattigt sich die aktuelle Forschung auch mit der

Erprobung von gegen andere Antigene gerichteten Antikdrpern.

Ein solches potenzielles Target stellt B7-H3 (CD276) dar, ein wichtiges Immun-
Checkpoint Molekul (Picarda, Ohaegbulam, & Zang 2016). Aufgrund des Erfolges
von Checkpoint-Inhibitoren scheinen monoklonale Antikorper gegen B7-H3
ebenfalls erfolgsversprechend zu sein (Picarda et al. 2016). Studien zeigen, dass
solche Antikdrper die antikdrperabhangige, zellvermittelte Toxizitat (engl. antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity = ADCC) hervorrufen und somit als Alternative
oder zusatzliches Target bei Versagen einer Anti-GD2-Therapie genutzt werden
kénnen (Handgretinger R 2018).

Ein weiteres Antigen stellt GPC2 dar, welches essenziell fir die Tumorproliferation
ist und in einer Vielzahl auf Neuroblastomzellen, jedoch kaum auf normalem
kindlichem Gewebe zu finden ist. Erste Antikdrper-Medikamenten Konjugate
scheinen einen zytotoxischen Effekt auf GPC2-exprimierende Tumorzellen zu
haben (Bosse et al. 2017).

1.1.7 Prognose

Das Neuroblastom weist mit einer 5-Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit von 80%
und einer 15-Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit von 77% eine recht gute
Prognose auf. Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung im Stadium IV haben
jedoch weiterhin eine schlechte Prognose, obwohl seit den 1980er Jahren
erhebliche Fortschritte in der Behandlung des Hochrisiko-Neuroblastoms erzielt
worden sind. Interessanterweise stellte sich im Gegensatz dazu heraus, dass sich
das Neuroblastom vor allem bei Erkrankten bis zum zweiten Geburtstag in niedrigen

Stadien spontan zuriickbilden kann (Kaatsch P 2020).

Ein in den Jahren 1995 bis 2000 durchgeftihrtes Projekt zur Friiherkennung fiihrte
zwar zum Anstieg der Erkrankungszahlen, ergab jedoch keine Senkung der im
Endstadium erkrankten Patienten oder der Mortalitat, sodass das Screening wieder

eingestellt wurde (Schilling et al. 2003).
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1.2 Tumor-Immunoediting

Schon in den spaten 1950er Jahren wurde in der Krebstherapie die Vermutung tber
eine ,Immunosurveillance® aufgestellt: es beinhaltet die Theorie, dass das
menschliche Immunsystem in der Lage ist, korpereigene, transformierte Zellen zu
erkennen und zu bekdmpfen. Im Lauf der Jahre wurde diese Theorie erweitert und
mit dem Begriff des ,Tumor-Immunoeditings” versehen. Neue Daten belegen, dass
sowohl das angeborene als auch das erworbene Immunsystem eine wichtige Rolle
in der Tumorerkennung und -bekampfung spielt (Vanichapol, Chutipongtanate,

Anurathapan, & Hongeng 2018).

Das gegenwartige Model des Tumor-Immunoediting besteht aus drei Phasen. In der
ersten Phase steht das Erkennen von prozessierten, tumorassoziierten Antigenen
auf MHC Klasse | Molekilen durch CD8*-T-Zellen und die Bindung von NK-Zellen
an spezifische Liganden der Targetzellen im Mittelpunkt. Es folgt eine Zerstérung
der meisten Tumorzellen in der sogenannten Eliminierungsphase. Einige wenige
Zellvarianten konnen dieser Immunantwort allerdings entkommen, sie schaffen den
Schritt in die Gleichgewichtsphase. Wie lange die Zellen dort verweilen, hangt von
der Immuntoleranz der Tumorzellen und der Potenz der antitumoralen
Immunantwort ab. Im Optimalfall verbleiben die malignen Zellen ein Leben lang in
dieser immunvermittelten Tumordormancy. Allerdings besteht bei den Tumorzellen
weiterhin eine genetische Instabilitdt und epigenetische Alterationen, sodass diese
Uber eine verringerte Immunogenitat dem Immunsystem entkommen und in die
Escape-Phase uUbergehen. Nun kann der Tumor langsam beginnen zu wachsen,
ein immunsuppressives Mikroenvironment aufzubauen und zu einem Klinisch

relevanten Tumor werden (Vanichapol et al. 2018).

1.3 Problem der Therapieresistenz: das Tumor-Mikroenvironment

Trotz aller Bemihungen, neue potente Therapieansatze zur Behandlung des
Hochrisiko-Neuroblastoms zu finden, bleibt das Problem der Therapieresistenz
bestehen. Dies hat den Ursprung vor allem in den Immun Escape Mechanismen der
Tumorzellen. Durch verstarktes Tumorwachstum und ein neues Blutgefal3system
kommt es zu einem Sauerstoff- und Nahrstoffmangel in der Umgebung des Tumors.
Des Weiteren fuhren unbekannte Prozesse zum sogenannten Warburg-Effekt: die

veranderten, tumordsen Zellen schalten von einer mitochondrialen, oxidativen
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Verstoffwechslung zur anaeroben Glykolyse. In diesem Prozess wird Laktat
gebildet, welches zu einem Abfall des pHs fuhrt, es entsteht ein immunsuppressives

Mikroenvironment (Vanichapol et al. 2018).

Auf zellularer Ebene sind die Neuroblastomzellen in der Lage, bestimmte
Komponenten der HLA Klasse | Molektile und andere Adhasionsmolektile herunter
zu regulieren (Cheung & Dyer 2013). Dadurch werden sie fir Neuroblastom-
spezifische zytotoxische T-Lymphozyten unsichtbar und entkommen deren
Erkennungsmechanismen. Zusatzlich haben die Tumorzellen die Mdoglichkeit,
verschiedene immunsuppressive Molekile wie TGFB1 und IL-10 zu sezernieren,
welche die Effektivitdt von Immuneffektorzellen wie T-, B- und Naturliche Killerzellen
(NK-Zellen) schwachen. Zuletzt ermdglichen sie durch Rekrutierung
immunsuppressiver Zellen eine Schwéchung der antitumoralen Immunantwort
(Pistoia et al. 2013). Die Zusammenschau der genannten Mechanismen wird in der

Literatur als Tumor-Mikroenvironment betitelt.

Ironischerweise sind die Neuroblastomzellen jedoch ebenfalls in der Lage, die HLA-
Molekule erneut auf ihrer Oberflache zu exprimieren, wenn sie dadurch dem NK-
Zellen vermitteltem ADCC bei Behandlung mit monoklonalen Antikdrpern
entkommen kénnen (Cheung et al. 2012; Tarek et al. 2012). Diese Plastizitat der
Tumorzellen verdeutlicht umso mehr die Problematik, geeignete Therapieansatze
zu entwickeln, welche nicht durch das Tumor-Mikroenvironment und Immune-
Escape-Mechanismen gestért werden koénnen. (Cheung & Dyer 2013).
Immuntherapeutische Ansatze kénnen nur dann in vivo wirksam sein, wenn sie in
der Lage sind, das Tumor-Mikroenvironment zu durchbrechen. Insgesamt stellen
diese weitreichenden Vorgange die aktuelle Forschung vor grofe

Herausvorderungen.

1.4 Die Rolle des GD2

Das Disialogangliosid GD2 ist ein Oberflachenantigen, welches neben dem
Neuroblastom noch auf vielen weiteren Tumorentitaten exprimiert ist (Suzuki &
Cheung 2015). Daneben findet es sich auf neuralen Stammzellen (Yanagisawa,
Yoshimura, & Yu 2011), mesenchymalen Stammzellen (Jin et al. 2010) sowie auf
peripheren, sympathoadrenergen Progenitorzellen (Saxena et al. 2013). Der grol3e
Vorteil, den dieses Antigen als Target fur immuntherapeutische Ansatze bildet, ist
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die hohe Dichte auf Tumorzellen (bis zu 107 Molekiile pro Zelle) (Z. L. Wu, Schwartz,
Seeger, & Ladisch 1986) im Gegensatz zur sehr geringen Dichte auf gesundem,
menschlichen Gewebe (Lammie, Cheung, Gerald, Rosenblum, & Cordoncardo
1993). Wahrend vermutet wird, dass GD2 wichtig fur die Erhaltung und Reparatur
von Nervenzellen ist, bleibt die exakte Funktion weiterhin unklar (Suzuki & Cheung
2015). Vorteilhaft ist ebenfalls die Homogenitat des Antigens innerhalb und
zwischen unterschiedlichen Neuroblastomen sowie der seltene Verlust des
Antigens (Cheung & Dyer 2013).

1.4.1 Biochemische Eigenschaften

GD2 gehort zur Klasse der Ganglioside und besteht aus Glycosphingolipiden sowie
aus zwei N-Acetylneuraminsauren. Es entsteht aus GD3 durch Modifizierung mit
Hilfe der GM2/GD2-Synthase. O-Acetyl-GD2 wird ein Derivat genannt, wenn es an
der terminalen Sialinséaure eine 9-O-Acetyl-Modifikation aufweist (Suzuki & Cheung
2015). Die meisten Anti-GD2-Antikorper fihren zu einer Kreuzreaktion mit O-Acetyl-
GD2, einige wenige Antikdrper weisen diese Reaktion nicht auf (Ye & Cheung
1992). Studien zeigen, dass solche Antikérper ebenfalls weniger mit normalen
Nervenzellen kreuzreagieren. Dadurch besteht die Hoffnung, dass sie auch zu
weniger Nebenwirkungen fihren (Alvarez-Rueda et al. 2011).

1.4.2 GD2 als Target fir monoklonale Antikdrper

Die erste Beschreibung von murinen Anti-GD2-Antikorpern erfolgte bereits in den
frihen 1980er Jahren, seitdem wurde dieser Ansatz stetig verbessert (Cheung et
al. 1985). Trotz der GD2-Expression auf allen Neuronen des menschlichen Kérpers
zeigte sich das Gehirn aufgrund der Blut-Hirn-Schranke vor der Wirkung der
Antikdrpern geschutzt (Cheung, Neely, Landmeier, Nelson, & Miraldi 1987).

Es konnte bestétigt werden, dass der murine monoklonalen Antikdrper 3F8 sowohl
eine Apoptose induzieren als auch die Viabilitat und Motilitat von Tumorzellen
senken konnte (Suzuki & Cheung 2015). Dartber hinaus lockte er Leukozyten zu
den Tumorzellen und ermdéglicht so eine Antikérper-abhangige zellvermittelte
Toxizitat und eine Monozyten-Makrophagen vermittelte Phagozytose (Cheung &
Dyer 2013). Auch Komplementfaktoren konnen an das Fc-Fragment des
monoklonalen Antikdrpers binden und eine Komplement-vermittelte Zytotoxizitat

herbeifihren (Cheung & Dyer 2013). Unglicklicherweise entwickelten Patienten,
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welche nur murine Antikdrper erhielten, sogenannte humane Anti-Maus Antikérper
(HAMA) (Cheung, Lazarus, et al. 1987), welche als Resistenzmechanismus gegen
den murinen Antikorper zu werten sind (Voeller & Sondel 2019) und zu einer
schnelleren Eliminierung der Antikorper fiihrten (Kholodenko, Kalinovsky, Doronin,
Deyev, & Kholodenko 2018). Um dies zu umgehen, wurden neue, chimére
Antikdrper entwickelt, welche sowohl Maus- als auch humane Bestandteile
besitzen. So stammt beim chim&ren Antikdrper ch14.18 die konstante Region von
humanen IgG1 Antikérpern (Mueller, Romerdahl, Gillies, & Reisfeld 1990) und die
variablen Regionen der schweren und leichten Ketten vom Maus-Antikdrper 14.18.
Dieser verbesserte Antikérper war in der Lage, das ADCC signifikant starker zu
aktivieren (Mueller et al. 1990), doch auch hier kommt es zur Bildung von Humanen
Anti-Chiméar  Antikérpern (HACA), welche die Halbwertszeit vermindern
(Kholodenko et al. 2018).

Durch eine Kombination von ch14.18 mit GM-CSF, welcher vor allem Makrophagen
aktiviert, sowie IL-2, welches NK-Zellen rekrutiert, kann eine Potenzierung der
antitumoralen Effektivitat erreicht werden (Pistoia et al. 2013). Studien zeigen, dass
diese Kombination zusammen mit 13-cis-Retinsaure, dem bisherigen
Standardmedikament der Post-Konsolidierungstherapie, einer alleinigen Gabe von
13-cis-Retinsdure sowohl im Overall Survival (OS) als auch Event Free Survival
(EFS) uberlegen ist (Yu et al. 2010). Die grof3te Limitation der monoklonalen
Antikdrpertherapie besteht durch neuropathische Schmerzen, ausgeldst durch die
Interaktion mit GD2 exprimierenden, sensorischen Neuronen (Mora 2016). Diese
Nebenwirkungen sind dosislimitierend; wirksame Erfolge konnten bisher nur bei
minimaler residualer Erkrankung und nicht bei gro3en Tumoren nachgewiesen
werden (Cheung & Dyer 2013).

Unklar ist bislang, ob eine Behandlung mit Anti-GD2-Antikérpern zu einem
Selektionsdruck und damit runterregulierter GD2-Expression fihren kann, wie es
bei zielgerichteten Therapien von Lymphomen (Duman, Sahin, Ergin, & Guvenc
2012), Leukamien (Sotillo et al. 2015) und Brustkrebs (Mukohara 2011) beobachtet

wurde.

1.4.3 GD2 als Target fur CAR-T Zellen und bispezifische Antik6rper

Bahnbrechende Erfolge feierte vor kurzer Zeit die Einfihrung der CAR-T Zellen

Therapie bei padiatrischen Patienten mit refraktarer oder rickfalliger B-Zellen Akut
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Lymphatische Leukdmie (B-ALL) (Voeller & Sondel 2019). Aufgrund dieses
Fortschrittes bei hamatologischen Erkrankungen wird nun intensiv an der
Ermaoglichung einer solchen Therapie fir solide Tumore wie dem Neuroblastom
geforscht (Cheung & Dyer 2013). Die Abkiurzung CAR steht fiir einen chimaren
Antigen Rezeptor, bestehend aus drei Teilen: einer extrazellularen Antigen-
Bindungsdoméne (meist im Sinne eines Einzelketten-variablen Fragmentes = scFv,
engl. fur single-chain variable fragment; in diesem Fall Anti-GD2), einer
Transmembrandoméane, sowie einer intrazellularen Signallibertragungsdomane
(siehe Abbildung 1). Sobald die CAR-T Zelle an das Tumorantigen bindet, wird die
intrazellulare Signaldomane aktiviert und ein tumorizider Prozess in Gang gesetzt
(Suzuki, Curran, & Cheung 2015). Dieser beinhaltet Zytokinausschuttung, Lyse der
Zielzellen und eine Proliferation der Effektorzellen (S. Sun, Hao, Yang, Zhang, & Fu
2018). Von grolRem Vorteil ist, dass CAR-T Zellen in der Lage sind, unprozessiertes

Antigen MHC-Klasse | unabhéangig zu erkennen (Kholodenko et al. 2018).

CAR erster Generation CAR zweiter Generation CAR dritter Generation
Linker
scFv VL
VH
Hinge
Transmembrandoméne extrazellular

CD37 O cD28 oder 4-1BB Q cD28
4-1BB

CD37
CD3

Abbildung 1: Aufbau der CARs der ersten, zweiten und dritten Generation

intrazellular

Dargestellt ist der Aufbau der CAR-Rezeptoren auf T-Zellen der unterschiedlichen Generationen. Wahrend bei
der ersten Generation nur CD3( als intrazellulare Signaldomane fungiert, werden die CARs der nachfolgenden
Generationen durch costimulatorische Doméne wie CD28 und 4-1BB ergénzt.

scFv single-chain variable fragment, VH variable heavy chain, VL variable light chain

(adaptiert aus June et al. 2018, CAR T cell immunoherapy for human cancer, Science (June, O'Connor,
Kawalekar, Ghassemi, & Milone 2018)
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Im Laufe der Jahre wurden unterschiedliche Generationen von CAR-T Zellen
entwickelt. Die erste Generation enthielt lediglich eine einzige aktivierende Domane,
welche in Studien keinen Ubereinstimmenden Effekt aufgrund fehlender Liganden
auf Tumorzellen hervorrufen konnte. Des Weiteren zeigte sich die Persistenz der
CAR-T Zellen eingeschrankt (Richards, Sotillo, & Majzner 2018). In der zweiten
Generation erfolgte die Hinzunahme einer zusatzlichen, costimulatorischen
Sequenz, wie zum Beispiel CD28 oder CD137 (4-1BB), was zu einer starkeren
Proliferation und besserem Uberleben der T-Zellen filhrte. CAR-T Zellen der dritten
Generation mit zwei costimulatorischen Domanen wurden ebenfalls getestet
(Suzuki et al. 2015). Die Problematik der Langzeit-Persistenz der CAR-T Zellen im
menschlichen Kdrper zeichnet sich jedoch in allen drei Generationen ab. Long et al.
konnten nachweisen, dass dies seinen Ursprung im sogenannten ,tonic signaling*
hat, also einer unspezifischen Aktivierung und somit Erschdpfung der CAR-T Zellen.
Weiterhin zeigte die Arbeitsgruppe, dass der Einbau der costimulatorischen
Doméane 4-1BB die Effektorzellen vor der Erschopfung schiitzen konnte, CD28
diese dagegen verstarkte (Long et al. 2015). Die in dieser Forschungsarbeit
verwendete CAR-T Zellen sind deshalb nach dem Prinzip von CARs der zweiten

Generation mit der costimulatorischen Domane 4-1BB aufgebaut.

Bezlglich der Vertraglichkeit dieser neuartigen Therapie zeigen Studien mit CAR-T
Zellen an anderen Tumoren einige Nebenwirkungen. Am haufigsten treten
sogenannte ,on-target on-tumor“-Toxizitaten auf, gekennzeichnet durch eine zu
starke Immunreaktion. Dazu zahlen neben dem Zytokinsturm auch das
Tumorlysesyndrom, gekennzeichnet durch Nierenversagen, Arrhythmien und
Krampfanfalle durch Zellabbauprodukte (Tiu, Mountantonakis, Dunbar, & Schreiber
2007). Weiterhin ist das Auftreten gewisser ,on-target off-tumor®-Toxizitaten
bekannt, welche durch das falschliche Erkennen und Zerstéren gesunden Gewebes
mit den gleichen Antigenen charakterisiert ist. Zu den ,off-target”-Toxizitaten zahlen
Reaktionen der CAR-T Zellen auf Antigene, gegen welche ihr Rezeptor nicht
gerichtet ist oder eine Antigen-unabhangige Selbstaktivierung. Zusatzlich sind
neurotoxische Nebenwirkungen wie Aphasie, Delir und Verwirrung, unerwtinschte
Effekte durch eine vorangehende Immunsuppression wie Andmie, Koagulopathien
sowie die neutropene Sepsis als auch anaphylaktische Reaktionen auf von der
Maus stammenden CARs bekannt (S. Sun et al. 2018). In Bezug auf die CAR-T

Zellen Therapie beim Neuroblastom konnten erste Studien zeigen, dass
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insbesondere die neuropathischen Schmerzen, welche bei einer monoklonalen
Antikdrper-Therapie beobachtet wurden, nicht mehr auftraten (Louis et al. 2011;
Pule et al. 2008).

Im Gegensatz zu CAR-T Zellen konnen bispezifische Antikbrper zwei
unterschiedliche Antigene erkennen. Einerseits tumorassoziiertes Antigen (TAA),
andererseits Immunzellaktivatoren wie zum Beispiel CD3 auf
T-Zellen. Sie haben gegentber monoklonalen Antikdrpern den Vorteil, dass sie
Effektorzellen direkt zu den Tumorzellen rekrutieren konnen. Nach erfolgter
Aktivierung, ebenfalls MHC-Klasse I-unabhangig, sezernieren T-Zellen Granzym B
und Perforine zur Tumorlyse. Wahrend Erstgenerations-Antikérper noch aus der
Fusion zweier IgG-ahnlichen Molekile bestanden, werden bispezifische Antikdrper
der zweiten Generation aus zwei Einzelketten-variablen Fragmenten synthetisiert
und bestehen aus einer einzigen Polypeptidkette (Suzuki et al. 2015). Das damit
verbundene geringe Gewicht stellt gleichzeitig die Schwachstelle dieser Therapie
dar: es kommt zu einer schnellen Elimination der bispezifischen Antikorper
(Kholodenko et al. 2018).

Eine schematische Darstellung der in dieser Forschungsarbeit verwendeten

bispezifischen Antikdrper findet sich in Abbildung 2.

Chs
|
C. Chir
v, Vi

Abbildung 2: Aufbau eines bispezifischen Antikdrpers

Gezeigt ist der schematische Aufbau der in dieser Forschungsarbeit verwendeten CD3-GD2 und CD28-GD2
bispezifischen Antikdrper. Im oberen Teil bindet ein Einzelketten variables Fragment, bestehend aus schwerer
und leichter Kette, an eine schwere Kette der konstanten Region (Chs); diese Seite ist gegen GD2 auf
Neuroblastomzellen gerichtet. Uber ein Verbindungsstiick ist dieser Teil an eine Konstruktion aus schweren und
leichten Ketten von konstanten und variablen Fragmenten gebunden, welche gegen CD3 oder CD28 gerichtet
sein kdnnen.

Vh variable heavy chain, Vi variable light chain, C1ys constant heavy chain 1/2, C. constant light chain
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Ubergeordnetes Ziel der bispezifischen Antikorper-Therapie ist es, eine univalente
CD3-Bindung ohne Vernetzung hervorzurufen, um unspezifische T-Zell-
Aktivierungen zu vermeiden. Man erhofft sich, dass durch bispezifische Antikorper
aktivierte T-Zellen (aTc fur engl. activated T cells) weniger anfallig sind gegentber

regulatorischen T-Zellen (Suzuki et al. 2015).

1.5 Die Entwicklung und Funktion der T-Zelle

Die T-Zellen gehéren zum erworbenen, bzw. zum spezifischen Immunsystem. Sie
gehen aus einer lymphoiden Stammzelle hervor, reifen im Thymus zu naiven
T-Zellen heran und kénnen schlussendlich in den sekundar lymphatischen Organen
wie Milz und Lymphknoten durch Antigene zu Effektorzellen aktiviert werden. Es
kommt zur Vermehrung der aktivierten Effektorzellen, diese werden uber den
Ductus thoracicus in den Blutkreislauf drainiert und kénnen nun an jedem Ort des

menschlichen Kdrpers ihre Effektorfunktion austiben.

Zwingend notwendig ist daftr die Reifung eines T-Zellrezeptors (TCR = CD3).
Dieser ist nicht in der Lage, natives Antigen zu erkennen, sondern ist auf eine
Antigenprasentation auf MHC-Molekilen (engl. Major Histocompatibility Complex =
Haupthistokompatibilitaitskomplex) durch antigenprasentierende Zellen
angewiesen. Eine effiziente T-Zellaktivierung kommt erst zustande, wenn drei
Signale erfolgen: im ersten Schritt die Bindung des TCR an durch MHC
prasentiertes Antigen, zweitens ein costimulatorisches Signal durch CD28 und
drittens die autokrine Stimulation durch Sezernierung von IL-2 und der Expression
eines IL-2-Rezeptors (auch als CD25 bekannt). Neben CD25 soll im Rahmen dieser
Dissertation auch der Marker CD69 untersucht werden. Dieser wird zugig nach
Aktivierung der T-Zelle exprimiert und halt eine wichtige Funktion in der Regulation

der Immunantwort inne (Gonzalez-Amaro, Cortes, Sanchez-Madrid, & Martin 2013).

Die T-Zellen lassen sich in zwei Gruppen separieren: wahrend die CD4*-T-Zellen
insbesondere MHC-Klasse-Il Molekile erkennen und auch als T-Helferzellen
aufgrund ihrer regulierenden und zytokinausschittenden Funktion bekannt sind,
erkennen die CD8*-T-Zellen vorwiegend auf MHC-Klasse-| prasentiertes Antigen
und differenzieren zu zytotoxischen T-Zellen, dessen Aufgabe die Zerstbérung
infizierter Korperzellen ist (Hof 2019; Slaney, Wang, Darcy, & Kershaw 2018). Fur
die Verwendung von CAR-T Zellen in der Therapie des Neuroblastoms sollten
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deshalb stets CD4*- und CD8*-CAR-T Zellen verwendet werden. Auch bispezifische
Antikdrper sind in der Lage, sowohl an CD4*- als auch an CD8*-Effektorzellen zu
binden (Slaney et al. 2018)

Ein relevanter Bestandteil der Immunantwort, deshalb in dieser Dissertation
untersucht, sind Zytokine und Interferone. Diese Botenstoffe, die von nahezu allen
Zellen des Immunsystems sezerniert werden, dienen der Aktivierung oder
Deaktivierung anderer Immunzellen. Dieser Bestandteil ist besonders wichtig, da
zum einen eine ausreichende Zytokinausschuttung essenziell fir die Aktivierung
und Proliferation weiterer Effektorzellen ist (Zhu & Paul 2008), zum anderen bereits
bekannt ist, dass z.B. CAR-T Zellen einen Zytokinsturm auslésen kdnnen und somit
eine Gefahr fur die Gesundheit des Patienten darstellen wirden (Brudno &
Kochenderfer 2019).

Eines der untersuchten Interferone ist das Interferon-y (IFN-y). Werden
T-Helferzellen durch Fremdantigen stimuliert, sezernieren sie IFN-y. Es fuhrt bei
Makrophagen zur Aktivierung und Bildung von reaktive Sauerstoffspezies und NO-
Metaboliten und kommt damit der zellularen Immunabwehr zur Hilfe.

Ein weiteres Zytokin ist das IL-2. Nach Stimulation von T-Zellen durch ein
Fremdantigen sezernieren diese IL-2. Es dient vor allem als T-Zell-
Wachstumsfaktor und ist ausschlaggebendes Signal im letzten Schritt der
T-Zell-Aktivierung (Horn 2020). So treibt IL-2 die Entwicklung von CD4*-TH1- und
TH2-Zellen sowie terminal differenzierten CD8* zytotoxischen T-Lymphozyten
voran (Williams, Tyznik, & Bevan 2006). Gleichzeitig wird dem Interleukin eine
besondere Funktion bei der Reifung von regulatorischen T-Zellen zugeschrieben
(Ward et al. 2018).

Zuletzt wird der Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) untersucht. Der Name ruhrt daher,
dass er in frihen Experimenten zu einer Thrombosierung von tumorzufiihrenden
Blutgefal3en fihrte und damit eine Tumornekrose hervorrief. Dieses Zytokin wird
sowohl von T-Zellen, im grof3en Mal3e jedoch von Makrophagen sezerniert. Es ist
ein regulierendes Zytokin, welches einerseits zur Proliferation und Differenzierung
von T-Zellen fuhrt, andererseits Apoptose induzieren und zur Ausschittung weiterer
Zytokine fuhren kann (Horn 2020; Mehta, Gracias, & Croft 2018).
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1.6 Zielsetzung

Das Neuroblastom weist trotz umfassender Forschung insbesondere im Hochrisiko-
Stadium eine schlechte Uberlebensrate auf (Maris 2010). Neuste intensive
Forschung erprobt sich zunehmend an CAR-T Zellen und bispezifischen
Antikdrpern mit ersten Erfolgen bei hdmatologischen Erkrankungen. Bei soliden
Tumoren wie dem Neuroblastom fehlt es den Effektorzellen allerdings an der
notigen Persistenz und Potenz im immunsuppressiven Tumor-Mikroenvironment
(Richards et al. 2018). Bisher wurden diese Aspekte nicht hinlanglich betrachtet,
zusatzlich hat kein Forschungsprojekt CAR-T Zellen mit bispezifischen Antikérpern

in Bezug auf die Therapiepotenz bei Neuroblastomzellen verglichen.

Daraus ergibt sich der notwendige Leitfaden fir diese Forschungsarbeit. Als
Grundlage muss fir die verwendeten Neuroblastom-Zelllinien die Menge an
exprimierten GD2 ermittelt werden. In einem Folgeversuche soll dann die die
Aktivierung der Effektorzellen nach Kontakt mit Tumorzellen durch Bestimmung der
Oberflachenantigenen CD25 und CD69 im Durchflusszytometer untersucht werden.
Zur Positivkontrolle wird PHA als T-Zell spezifisches Mitogen genutzt. Als
Effektorzellen werden CAR-T Zellen und aktivierte T-Zellen verwendet. Letztere
entfalten ihre Wirkung in Kombination mit den bispezifischen Antikorpern CD3-GD2
oder CD28-GD2 sowie beiden Antikérpern zusammen. Uber den bispezifischen
Antikorper CD3-CD19 kann eine unspezifische T-Zell-Aktivierung tUberprift werden.
Nach Farbung der Effektorzellen mit einem fluoreszierenden Zellfarbstoff kénnen
proliferierte  Effektorzellen nach Kontakt mit Neuroblastomzellen im
Durchflusszytometer bestimmt werden. Die zeitgleiche Untersuchung der Sekretion
von TNF-a, IL-2 und IFN-y mit Hilfe von Zytokinquantifizierungsbeads ermoglicht
eine Spezifikation der Effektorzellfunktion. AbschlieRend kann in einem
Zytotoxizitatsassay unter Zuhilfenahme von konstitutiv Luciferase exprimierenden
Tumorzellen die zytolytische Potenz der CAR-T Zellen und bispezifischen

Antikoérper mit Hilfe von Biolumineszenz verglichen werden.

Aus der Zusammenschau der Ergebnisse wird sich schlussendlich eine solide
Diskussion Uber die Vor- und Nachteile der beiden immuntherapeutischen Ansétze
sowie der Persistenz und Potenz der Effektorzellen im immunsuppressiven Tumor-
Mikroenvironment ableiten. Dadurch kann ein entscheidender Beitrag zur

Entwicklung geeigneter Therapieansétze geleistet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Softwareprodukte

Brutschrank BB 16, CO:2 Inkubator (Heraeus Instruments; Osterode,

Deutschland)

Durchflusszytometer LSR Fortessa (BD Bioscience; Heidelberg,

(FACS) Deutschland), FACS Cantoll (BD Bioscience, Franklin
Lakes, USA)

Mikroplatten Reader Flex Station 3 Multi-Mode Mikroplatten-Reader

(Molecular Devices LLC, San José, USA)

Tischzentrifugen Biofuge Stratos (Heraeus Instruments; Osterode,
Deutschland),
Centrifuge 5810 (Eppendorf; Hamburg, Deutschland),
Centrifuge 5810R (Eppendorf; Hamburg, Deutschland),
Centrifuge 5430R (Eppendorf; Hamburg, Deutschland),

Orbital Shaker Thermomixer  comfort (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland)

Tischmikroskope Olympus 1X50 (Olympus, Tokio, Japan),
Olympus SC50 (Olympus, Tokio, Japan)

Software FlowJo 7 (FlowJo LLC; Ashland, USA), GraphPad
Prism 6 (GraphPad, San Diego, USA), FACS Diva
v8.0.1 (BD Bioscience; Heidelberg, Deutschland)

Alle weiteren verwendeten Gerate entsprechen den Ublichen Laborstandards.

2.2 Materialien

96-Well Mikrotiterplatten (Greiner Bio-One; Kremsmuinster, Osterreich)
#655846

48-Well Platten (Greiner Bio-One; Kremsmiinster, Osterreich)
#677102

Rundboden Polystyrolrohrchen, (Greiner Bio-One; Kremsmiinster, Osterreich)

5ml #115101
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Rohrchen mit konischem Boden,
50 ml

Rohrchen mit konischem Boden,
15 ml

MACSPIex Cytokine Basic Kit

MACSPIlex Cytokine 12 Standard,
human

MACSPIex IFN-y Reagents Kit,
human

MACSPIex IL-2 Reagents Kit,
human

MACSPIex TNF-a Reagents Kit,

human

(Greiner Bio-One; Kremsmuinster, Osterreich)
#227261

(Greiner Bio-One; Kremsmiinster, Osterreich)
#188271

(Miltenyi Biotec GmbH; Bergisch Gladbach,
Deutschland) #130-109-701

(Miltenyi Biotec GmbH; Bergisch Gladbach,
Deutschland) #130-106-197

(Miltenyi Biotec GmbH; Bergisch Gladbach,
Deutschland) #130-109-695

(Miltenyi Biotec GmbH; Bergisch Gladbach,
Deutschland) #130-109-704

(Miltenyi Biotec GmbH; Bergisch Gladbach,
Deutschland) #130-109-694

2.3 Chemikalien/Reagenzien/Puffer

Dimethyl Sulfoxid (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA) #D8418-50ML
Ficoll (GE Healthcare; Chicago, USA) #17-1440-02
EDTA 0,5M LoOsung, pH 8
(Invitrogen; Carlsbad, USA) #15575020
FACS- Buffer 500m! PBS + 2 mM EDTA (2 ml einer 500 mM L&sung)

+ 2% FCS + 1% Penicillin/ Streptomycin

Lagerung bei 2-8°C.

Phytohemagglutinin-L  (Merck KgaA; Darmstadt, Deutschland) #11249738001
(PHA-L) Lagerung bei 2-8°C.

CellTrace™ Violet dye (Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA) #C34557
Lagerung bei -20°C.
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2.4 Fluoreszenzantikorper

FITC Mouse Anti-Human CD3

BV711 Mouse Anti-Human CD4

PerCP-Cy™5.5 Mouse Anti-human CD8

PE-CF594 Mouse Anti-Human CD25

PE-Cy™7 Mouse Anti-Human CD69

Fixable Viability Stain 780

PE Mouse IgG2a, k Isotype Control

PE Mouse Anti-Human

Disialoganglioside GD2

2.5 Biologisches Material

(Becton Dickinson GmbH; Heidelberg,
Deutschland) #555339

(Becton Dickinson GmbH; Heidelberg,
Deutschland) #563028

(Becton Dickinson GmbH; Heidelberg,
Deutschland) #565310

(Becton Dickinson GmbH; Heidelberg,
Deutschland) #562403

(Becton Dickinson GmbH; Heidelberg,
Deutschland) #557745

(Becton Dickinson GmbH; Heidelberg,
Deutschland) #565388

(Becton Dickinson GmbH; Heidelberg,
Deutschland) #555574

(Becton Dickinson GmbH; Heidelberg,
Deutschland)

#562100

Fur die Versuche wurden drei strikt adharent wachsende, humanen Neuroblastom-
Zelllinien: LS, LAN-1 und SHSY5Y benutzt (Tabelle 1). Bei allen drei Zelllinien wurde
mit Hilfe eines Vektors ein Luciferase-codierendes Gen eingesetzt.

Tabelle 1: Herkunft der humanen Neuroblastomzelllinien

Zelllinie Charakteristika
LS Ursprung: Abdominaltumor eines 16 Monate alten Madchens
Stadium: 3
LAN-1 Ursprung: Knochenmarksmetastase eines 2-jahrigen Jungens
Stadium: 4
Ursprung: Sublinie aus SK-N-SH (Knochenmarksbiospie eines 4-jahrigen
SHSYSY Madchens mit metastasiertem Neuroblastom)
Stadium: unbekannt

Die Daten entstammen dem Leibniz Institut DMSZ (https://www.dsmz.de/collection/catalogue/details/culture/ACC-209,
https://lwww.dsmz.de/collection/catalogue/details/culture/ACC-655,
https://lwww.dsmz.de/collection/catalogue/details/culture/ACC-655, letzter Zugriff am 11.02.2021, 19:30)


https://www.dsmz.de/collection/catalogue/details/culture/ACC-209
https://www.dsmz.de/collection/catalogue/details/culture/ACC-655
https://www.dsmz.de/collection/catalogue/details/culture/ACC-655
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2.6 Zellkultur

Cryo-safe-I (c.c.pro GmbH; Neustadt, Deutschland) #9208

D-PBS (Life Technologies; Carlsbad, USA)

(21phosphate buffered saline) #14190169

FBS (fetal bovine serum) Hitze-inaktiviert (Life Technologies; Carlsbad,
USA) #10500-064

Penicillin/ Streptomycin (Biochrom AG; Berlin, Deutschland) #A2212

IL-7 (Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach,
Deutschland #130-095-362

IL-15 (BioLegend; San Diego, USA) #570304

RPMI 1640 Medium Rosewell Park Memorial Institute (Life
Technologies; Carlsbad, USA) #21875091

RPMI 1640 Komplettmedium RPMI, 10% FBS, Penicillin (10000 Units/ml)
und Streptomycin (10000 pg/ml)

TexMACs Medium (Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach,
Deutschland) #130097196

TexMACs Komplettmedium TexMACs Medium, Penicillin (20000 Units/ml)
und Streptomycin (10000 pg/ml), IL-7 (10
ng/ml), IL-15 (10 ng/ml)

Trypanblau (Life Technologies; Carlsbad, USA)

#15250061
Trypsin (1:250) / EDTA (0,25%/  (Biochrom AG; Berlin, Deutschland) #L2163
0,02%)

2.7 Zellkultivierung

Jede der drei Zellreihen wurde in einzelnen, beschichteten Zellkulturflaschen bei 37
Grad, einer relativen Luftfeuchtigkeit von >95% und 5% COg2-Atmosphéare im
Brutschrank kultiviert. Eine tégliche Vitalitatsuberprifung unter dem Mikroskop
stellte die Qualitdt der Zellen sicher, dabei wurde auf morphologische

Veranderungen und Kontaminationen geachtet.

Subkulturen wurden angelegt, sobald der Boden einer Zellkulturflasche vollstandig
bewachsen war. Dazu wurden die Zellen mit 2 ml vorgewarmten Trypsin-EDTA (fur

Zellkulturflaschen mit einer Flache von 75 cm?) fur 5 Minuten bei 37°C im
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Brutschrank inkubiert. Der Trypsinierungsprozess wurde anschlieend durch
Hinzufligen von 8 ml RPMI Komplettmedium beendet. Je nach Bedarf und Zelllinie
konnte nun ein Teil dieser Suspension in neue Zellkulturflaschen tberfuhrt und im

Verhaltnis von 1:2 bis 1:30 mit neuem Komplettmedium resuspendiert werden.

Um die Zellen auch langfristig mit niedrigen Passagezahlen nutzen zu kénnen,
wurden sie regelmalig in Kryo-Medium eingefroren. Pro Milliliter Kryo-Medium
wurden 2-4 x10% Zellen aufgenommen und je in ein auf Eis vorgekihltes Kryo-
Rohrchen abgegeben, um abschlie3end in einem Stickstofftank (-196°C) gelagert
zu werden. Fur die Rekultivierung wurden die Zellen langsam in einem Wasserbad

von 37°C erwarmt und anschlieBend erneut in RPMI Komplettmedium tberfihrt.

Jegliches Arbeiten mit den Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen an einer
Sicherheitswerkbank. Vor und nach jeder Benutzung wurde diese mit 70%-igem
Ethanol desinfiziert. Zusatzlich erfolgte die wochentliche UV- Desinfektion der
Werkbank.

2.7.1 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahlbestimmung fur Experimente erfolgte durch eine Anfarbung mittels des
anionischen Farbstoffes Trypanblau und einer anschlieBenden Zahlung in einer
Neubauer-Zahlkammer. Wahrend vitale Zellen aufgrund der intakten Zellmembran
den Farbstoff nicht aufnehmen kdnnen, werden tote Zellen dagegen angefarbt und

erscheinen bei Betrachtung unter dem Mikroskop blau.

Nach Auftragen eines sauberen Deckglases auf die Tragerstabe der Zahlkammer
konnten 10 pl der zu bestimmenden Zellsuspension mit 90 pl Trypanblau (im
Verhaltnis 10:1) durchmischt und 10 pl dieser Suspension in den Spalt zwischen
Deckglas und Zahlkammer abgegeben werden. Unter dem Mikroskop wurden nun
in allen vier Eckquadranten die lebenden Zellen ausgezéahlt und ein Mittelwert
berechnet. Die Konzentration der zu bestimmenden Zellsuspension errechnete sich

wie folgt:

Zellkonzentration/ml = Mittelwert x 104 x Verdiinnungsfaktor
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Unter Beriicksichtigung der Zellkonzentration konnte das bendtigte Volumen mit der

gewilnschten Zellzahl folgendermal3en bestimmt werden:

gewlinschtes Volumen x gewiinschte Konzentration

Volumen der AUSgangsmsung B Konzentration der Ausgangslésung

2.8 Verwendung der CAR-T Zellen und aktivierten T-Zellen

Die CAR-T Zellen und scheinbehandelten, aktivierten T-Zellen wurden
freundlicherweise von Prof. Patrick Schlegel (Cancer Therapeutics Laboratory,
Medical Faculty, Department of Medicine and Health, University of Sydney,
Australia) zur Verfugung gestellt. Fur die Kultivierung der eingefrorenen Zellen
wurden diese zunachst im Wasserbad bei 37°C erwarmt, um dann mittels 20 ml
vorgewarmten RPMI Komplettmediums in ein 50 ml Falcon Uberfuhrt zu werden.
Nach Bestimmung der Zellzahl durch die Trypanblau-Farbemethode erfolgte das
Auffullen des Falcons mit PBS auf ein Gesamtvolumen von 50 ml und Zentrifugation
(400G, 10°C, 10 Minuten). Der Uberstand wurde dekantiert und die Zellen in
TexMACS Komplettmedium so resuspendiert, dass die Zellkonzentration 1 x106 /ml
betrug. Das Komplettmedium enthielt IL-7 und IL-15, sodass es zu einer Aktivierung
dieser Effektorzellen kam. Anschlielend konnten die Zellen in 50 cm2 grol3e
Zellkulturflaschen mit beschichtetem Boden Uberfihrt werden; nach 48-stindiger
Kultivierung im Brutschrank konnten sie verwendet werden. Die Aktivitat des
Stoffwechsels der Zellen wurde durch regelméaRige BGA-Kontrollen (Laktat,

Glucose, pH) des Mediums sichergestellt.

2.9 Lagerung der bispezifischen Antikorper

Die bispezifischen Antikdrper wurden freundlicherweise von Prof. Patrick Schlegel
(Cancer Therapeutics Laboratory, Medical Faculty, Department of Medicine and
Health, University of Sydney, Australia) zur Verfigung gestellt. Die Lagerung
erfolgte bei 4°C im Kiuhlschrank. Fur eine effektive Nutzung der Antikdrper mussten
neue Stocks mit RPMI Komplettmedium angefertigt werden, wie in Tabelle 2

gezeigt:
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Tabelle 2: Verdiinnungen der Antikorper

Reagenz Ausgangskonzentration Verdinnung Stockkonzentration
5 pl Stock + 395 pl
CD3-GD2 0,8 pg/pl Medium 10 000 ng/mi
) 5 pl Stock + 225 pl
CD28-GD2 0,46 pg/ul Medium 10 000 ng/mi
CD19xCD3 10 pg/ml - 10 000 ng/ml

2.10 Quantifizierung von GD2 auf der Oberflache der Tumorzellen

Die Konzentration an GD2-Oberflachenmolektlen auf den Neuroblastomzelllinien
wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Pro Zelllinie wurden drei Anséatze mit

je drei Triplikaten hergestellt:

e ungefarbte Tumorzellen als Kontrollen
e mit einer Isotyp-Kontrolle gefarbte Tumorzellen

¢ mit Anti-GD2-Antikdrper gefarbte Tumorzellen

In jeder Probe wurden 1x108 Tumorzellen untersucht. Die Durchfiihrung folgte dem
in Kapitel 2.12.4 beschriebenen Prinzip. Von der Isotyp-Kontrolle wurden je 20 pl,
vom Anti-GD2 Antikorper 5 ul pro Test zugegeben. Die Isotyp-Kontrollen dienten
der Differenzierung zwischen spezifischer und unspezifischer Antikdrperbindung.
Die Auswertung erfolgte zum einen durch Mittelwert- und
Standardabweichungsbestimmung, zum anderen wurde durch Division des
Medians der Antikérperfarbung durch den Median der Isotyp-Kontrolle die Median
Fluorescence Intensity -Ratio (MFI-R) bestimmt. Sie dient dem Nachweis der

spezifischen Anti-GD2-Antikorperbindung.

2.11 Vorversuche

Um optimale Bedingungen in den Zellkulturversuchen zu generieren, mussten
primar Vorversuche durchgefihrt werden. Dazu zahlt die Bestimmung der
passenden Tumorzell- und Effektorzellkonzentration pro Well je nach
Wachstumsrate der Zelllinien und mit beidem zusammenh&ngend die passenden
Effektorzell-/Tumorzell-Ratios (E/T-Ratios). Zur Verwendung idealer
Antikorperkonzentrationen in den Hauptexperimenten wurden in Vorversuchen mit

mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut (PBMCs, Akronym fir Peripheral
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Blood Mononuclear Cells) eines Spenders verschiedene Konzentrationen getestet.
Die passende Antikdrperkonzentration durfte bei hohen E/T-Ratios nicht zu

zytotoxisch wirken, sollte jedoch bei niedrigen E/T-Ratios noch einen Effekt zeigen.

2.11.1 Lymphozytenisolation mittels Dichtegradientenzentrifugation

Fur die Isolierung von PBMCs aus Spenderblut erfolgte zunachst die Blutentnahme
von etwa 15 ml Blut in mehrere EDTA-RG6hrchen. Dieses wurde mit 20 ml
Komplettmedium in einem 50 ml fassenden, konischen Gefal3 (im Folgenden
Falcon-Rdhrchen genannt) vermischt und vorsichtig invertiert. Nachdem in einem
weiteren 50 ml Falcon bei Raumtemperatur (RT) 15 ml Ficoll vorgelegt wurden,
konnten 35 ml der Blutsuspension in einer Pipette aufgenommen und mit Vorsicht
auf das Ficoll gegeben werden. Durch Kippen des Falcon-Réhrchen wurde eine
groltmogliche Oberflache des Ficolls generiert und damit Verunreinigungen
vermieden. Nach Zentrifugation (400G, 30 Minuten, Beschleunigung 4, Bremse 2)

entstand eine Schichtung des Blutes gemal3 Abbildung 3.

T
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N~——
Blut Serum-
K N 400G, 30 Minuten Uberstand
omplettmedium
Lymphozyten,
Monozyten
Ficoll

Ficoll

Erythrozytenpellet

Abbildung 3 : Lymphozytenisolierung mittels Ficoll

Der Serum-Uberstand wurde bis 1 cm tber der Lymphozyten/Monozyten-Phase
abgenommen, die PBMCs anschlie3end in ein sauberes, 15 ml fassendes Falcon-
Rohrchen tUberfuhrt, bis zum Volumen von 15 ml mit Komplettmedium aufgefullt und
erneut zentrifugiert (100G, 10 Minuten). AbschlieRend wurde der Uberstand
dekantiert, das Zellpellet mit 1 ml Komplettmedium aufgefillt und die vitale Zellzahl

bestimmt.
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2.11.2 Untersuchung der passenden Konzentration der bispezifischen

Antikorper

Fur die Ermittlung der passenden Antikdrperkonzentration in den Hauptversuchen
wurden zunachst Tumorzellen der Zelllinie LS (0,5x 10° Tumorzellen/Well) ausgesat
und sowohl mit PBMCs der E/T-Ratios 2:1 und 1:1, als auch mit den bispezifischen
Antikorpern (CD3-GD2, CD28-GD2 und CD3-GD2 + CD28-GD2) der
Konzentrationen 5 ng/ml sowie 50 ng/ml behandelt. Die Messung im
Mikroplattenreader erfolgte nach 12, 24, 36 und 48 Stunden.

2.12 Durchflusszytometrische Untersuchung von Aktivierung und

Proliferation der Effektorzellen

Zunachst erfolgte die Untersuchung der Effektorzellen auf ihre Aktivierung und
Proliferationsneigung nach Stimulation durch Tumorzellen und Antikdrper. Zu
diesem Zweck wurde die Methode der Durchflusszytometrie (engl. flow cytometry =
FCM) gewahlt. Diese ermdglicht es, Zellen nach ihren biologisch-chemischen-
physikalischen Kriterien sowie mittels der Immunphanotypisierung (IPT) auf
Oberflachenstrukturen genauestens zu charakterisieren; unabhéngig von ihrem
morphologischen Aussehen. Sie wird heutzutage bereits zur Diagnosestellung
hamatologischer Erkrankungen herangezogen. Mittels FCM kdnnen auch kleinste
Partikel von 0.5 — 50 um GroRRe erfasst werden (Roland Fuchs 2013). In dieser
Dissertation wurden insbesondere die Differenzierungsantigene, auch ,Cluster of
Differentiation® (CD) genannt, durch Nutzung von Fluorochrom-gekoppelten

Antikdrpern untersucht.

Werden bei der IPT mehrere Antikérper mit unterschiedlichen Fluorochromen
genutzt, so muss eine Kompensation erfolgen. Der Grund ist eine Uberlappung der
Fluoreszenzsignale. Automatisiert erfolgte dieser Schritt mit Hilfe der
Kompensationsfunktion der FACS-Diva™ Software. Da die Software bei einem
siebenstelligen Antikorperpanel zu Fehlern fihrt, wurde die vorgegebene

Kompensation manuell nachgebessert.

Nach erfolgreicher Kompensation erfolgte die Erstellung eines Mess-Panels mittels
der FACSDIVA™-Software, welches fir alle Messungen sowohl nach 48 als auch
nach 96 Stunden genutzt wurde. Es wurden jeweils 10.000- 20.000 Effektorzellen

pro Réhrchen gemessen, je nach Proliferationsneigung. Ziel war stets, so viele
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Effektorzellen wie mdglich zu messen, um eine moglichst genaue und gleichméaRige

prozentuale Verteilung zu erhalten.

2.12.1 Bestimmung der korrekten PHA-Konzentration

Fur die Bestimmung der Proliferationsneigung war es wichtig, mit Hilfe von
Positivkontrollen nachzuweisen, dass die Effektorzellen in der Lage sind zu
proliferieren sowie die Aktivierungsmarker CD25 und CDG69 auf ihrer Oberflache zu
exprimieren. Fiur diese Positivkontrolle wurde die Substanz Phytohemagglutinin
(PHA) genutzt. PHA gehort zur Gruppe der Lektine und ist ein bekanntes, T-Zell-
spezifisches Mitogen. Es fuhrt bei Bindung zur unspezifischen, polyklonalen
Aktivierung und Proliferation (O'Flynn et al. 1986). Zur Ermittlung der optimalen
Konzentration erfolgte zunéchst die Isolation von PBMCs aus Spenderblut und die
Farbung mittels CellTrace™ Violet Dye (siehe Abschnitt 2.12.3). Nach Aussaat in
48-Well-Platten wurden die PBMCs mit unterschiedlichen Konzentrationen
(A0pg/ml, 2.5 pg/ml, 1 pg/ml, 0,1 pg/ml) von PHA inkubiert. Nach 96 Stunden
erfolgte die Analyse der Proliferation und Aktivierung nach in Abschnitt 2.12.4

beschriebenen Schema.

2.12.2 Fluoreszenz Minus One Kontrollen (FMO)

Fur eine korrekte Auswertung der Ergebnisse wurden Kontrollen angefertigt, so
genannte FMO-Kontrollen (engl. fur Fluorescence Minus One). Die Idee hinter
dieser Methode ist, dass verschiedene Kontrollfarbungen mit der Gesamtfarbung
der Proben verglichen werden. Dadurch, dass in den Kontrollfarbungen je ein
Fluoreszenzfarbstoff fehlt, konnen anhand der Signalunterschiede eindeutige Gates
zur Abgrenzung unterschiedlicher Zellpopulationen gesetzt werden (Giesecke
2017). Pro FMO-Kontrolle und Effektorzelltyp (CAR-T Zellen oder aktivierte

T-Zellen) wurden drei Triplets angesetzt.

2.12.3 Versuchsaufbau

Fur die Untersuchung der Aktivierung und Proliferation mittels Durchflusszytometrie
wurde eine E/T-Ratio von 1:1 verwendet. Als Endkonzentration im Well sowohl der
Tumor- als auch der Effektorzellen wurde 0,5 x 10%/ml, also eine Gesamtmenge von

0,2 x10° Zellen/ Well bei insgesamt 400 pl Volumen, festgelegt.
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Als erster Schritt des Experiments erfolgte die Farbung der Effektorzellen mit
CellTrace™ Violet Dye. Dieser Farbstoff ermdglicht die Analyse der Proliferation
von Effektorzellen durch Farbstoffverdiinnung: je gro3er die Generationszahl, desto
weniger Farbstoff enthalten die Zellen (Langsdorf et al. 2010).

Jede Farbung wurde unmittelbar vor Versuchsbeginn frisch angefertigt. Dazu wurde
zu der Stock-Konzentration des Farbstoffs von 5 mM eine Gesamtmenge von 20 ul
DMSO zugegeben, dies ergab die Arbeitskonzentration von 5uM. Nachdem die
Effektorzellen auf eine Konzentration von 1 x10° Zellen/ml eingestellt waren, wurde
zu dieser Suspension pro Milliliter 1l CellTrace™ der Arbeitskonzentration
zugegeben. Es folgte eine Inkubation von 20 Minuten bei Raumtemperatur,
anschlieBend die Zugabe von RPMI-Komplettmedium mit einem Funffachen des
urspringlichen Volumens; das darin enthaltene Protein entfernte Uberschissigen
Farbstoff. Schlussendlich konnte die Suspension zentrifugiert, der Uberstand
dekantiert, und das Pellet mit vorgewarmten RPMI-Komplettmedium auf die

gewlinschte Zellkonzentration von 2 x108 Zellen/ml aufgefllt werden.

Fir die Positivkontrollen erfolgte das Ansetzen eines speziellen PHA-Mediums.
Nachdem die Vorversuche eine optimale PHA-Konzentration im Well von 2,5 pg/ml
ergaben, wurden 2,8 ul des Stocks (Stockkonzentration 5 pg/pl) mit 1397,2 pl
Komplettmedium vermischt. Es entstand eine Arbeitskonzentration von 10 pg/ml,
welches nach der vierfachen Verdinnung im Well zu einer Endkonzentration von

2,5 ug/ml fuhrte.
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Im nachsten Schritt wurden die Tumorzellen der drei Zelllinien auf eine
Arbeitskonzentration von 2 x10° Zellen/ml sowie die monoklonalen Antikorper

(mAK) auf die in Tabelle 3 beschriebenen Konzentrationen eingestellt.

Tabelle 3: Vorbereitung der Reagenzien im Aktivierungs- und Proliferationsassay

Reagenz Hergestellte Konzentration Endkonzentration im Well
CD3-GD2 20 ng/ml 5 ng/ml
CD28-GD2 20 ng/ml 5 ng/ml
Mix* Je Antikérper 20 ng/ml Je Antikérper 5 ng/ml
CD3-CD19 20 ng/ml 5 ng/ml

*Ergédnzung: Mix = CD3-GD2 + CD28-GD2
Insgesamt wurden die in Tabelle 4 dargestellten Anséatze generiert und in eine 48-
Well Platte pipettiert.

Tabelle 4: Inhalt der Ansétze in 48-Well Platten im Aktivierungs- und Proliferationsassay

Ansétze Inhalt
Negativkontrolle 100 pl Effektorzellen* + 300 pl Medium**
Positivkontrolle 100 pl Effektorzellen* + 200 pl Medium + 100 pL PHA-Medium**

Ansatz 1 (w mAK) 100 pl Tumorzellen + 100 pl Effektorzellen* + 100 pl mAK + 100 pl

Medium**
Ansatz 2 (w/o mAK) 100 pl Tumorzellen + 100 pl Effektorzellen* + 200 pl Medium**
Ansatz 3 (E* w mAK) 100 pl Effektorzellen* + 100 pl mAK + 200 pl Medium**
E* ungefarbt 100 pl Effektorzellen* (ohne CellTrace™) + 300 pl Medium**
Tumor gefarbt 100 pl Tumorzellen + 300 pl Medium**
FMO-Kontrollen 100 plI Effektorzellen* + 300 pl Medium**

*Erganzung: E= Effektorzellen = CARTs oder aTc

**Ergdnzung: Medium = RPMI Komplettmedium




Material und Methoden 30

Nach Pipettieren der Ansatze in Triplets erfolgte die Inkubation der Platten im
Brutschrank. Jede Platte wurde in zweimaliger Ausflihrung pipettiert, je eine Platte
fur die Messung nach 48 Stunden und eine fir die Messung nach 96 Stunden. Die
Durchfihrung eines einzigen Versuches zeigte sich als ausreichend, da die

Methode bei korrekter Anwendung sehr genaue Daten generiert.

2.12.4 Oberflachenfarbung der Effektorzellen

Damit unterschiedliche Oberflachenantigene in der FCM dargestellt werden
konnen, mussen die Effektorzellen mit Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern
gefarbt werden. Zu diesem Zweck erfolgte nach Ablauf der jeweiligen
Inkubationszeit das Umpipettieren der Ansatze in 5 ml fassende Rundboden-
Polystyrolréhrchen (im Folgenden als FACS-RoOhrchen bezeichnet). Um
Fluoreszenzsignale durch Tumorzellen ausschliel3en zu kénnen, wurden ebenfalls

Triplets nur mit Tumorzellen pipettiert und der Uberstand ebenfalls untersucht.

Jedes Rohrchen wurde im Folgenden mit 2 ml DPBS aufgefillt und die Zellen
gewaschen (400G, 5 Minuten, RT). Nach Dekantieren des Uberstandes erfolgte die
Zugabe von 100 pl des zuvor hergestellten Mastermixes (siehe Tabelle 5) und eine
Inkubation im Kihlschrank bei 2-8°C fur 30 Minuten. Zum Schluss wurden die Zellen
erneut zentrifugiert (400G, 5 Minuten, RT), dekantiert und mit 300 ul FACS-Buffer

vermengt. Anschlieend folgte die Messung im Durchflusszytometer.

Tabelle 5: Zusammensetzung des Mastermix zur Immunphanotypisierung

Inhalt Konzentration Volumen

DPBS 100 pl/ Well 9300 pl
FITC-CD3 20u1/108 Zellen 372 pl
BV711- CD4 5ul/108 Zellen 93 ul
PerCP-Cy™5.5 -CD8 5ul/108 Zellen 93 ul
PE-CF594- CD25 5ul/108 Zellen 93 pl
PE-Cy™7- CD69 5ul/108 Zellen o3 ul

FVS 780- APC Cy™ 7 1pl/108 Zellen 18,6 pl
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Der Farbstoff FVS (Fixable Viability Stain) 780 diente der Unterscheidung zwischen
lebenden und toten Zellen. Er bindet sowohl an zelloberflachliche sowie
intrazellulare Amine. Bei nekrotischen Zellen, dessen Zellwand fir den Farbstoff
permeabel geworden ist, fuhrt die Farbung zu einer 10-20-fach erhéhten Intensitat
der Fluoreszenz, was sie von lebenden Zellen unterscheidbar macht (BD

Biosciences 2017)

2.12.5 Auswertung der Ergebnisse und Gating-Strategie

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte im Datenanalyseprogramm FlowJo 7. Die
Populationengates wurden anhand der FMO-Kontrollen gesetzt und fur alle Proben
identisch angewendet. Fur das Gating der Aktivierungsmarker wurden zusatzlich

die Negativkontrollen verwendet.

Zu Beginn der Auswertung erfolgte das Gating der Lymphozytenpopulation aus
freier Hand im Forward Scatter (FSC) / Side Scatter (SSC) Dot-Plot. In einem neuen
Dot-Plot wurden in dieser Population mittels des Fixable Viability Stains die avitalen
von vitalen Zellen getrennt und diese wiederum auf ihr Vorliegen in Einzelzellen im
Gegensatz zu Zellaggregaten untersucht. In einem neuen Histogramm konnten die
vitalen Einzelzellen nun auf die Expression des Markers CD3* charakterisiert
werden. Nur bei den CD3* -Zellen folgte anschlief3end die Differenzierung in CD4"-
und CD8* - Zellen. Jede einzelne daraus ermittelte Population wurde schlussendlich
auf die Aktivierungsmarker CD25* und CD69* untersucht. In Abbildung 4 und
Abbildung 5 ist die Gatingstrategie exemplarisch dargestellt. Diese Auswertung

erfolgte primar fur den Zeitpunkt nach 48 Stunden.
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Abbildung 4: Exemplarische Gatingstrategie

Zunachst wurden PBMCs von Zellschrott, lebende von den nekrotischen Zellen und Einzelzellen von
Zellaggregaten getrennt (obere Reihe). AnschlieRend erfolgte die Selektion nach CD3* - Zellen und aus dieser
Population die Unterscheidung nach CD4*- und CD8*-Positivitat (untere Reihe).
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Abbildung 5: Gating Strategie: Differenzierung der Populationen je nach CD4 und CD8

Es erfolgte die Untersuchung der verschiedenen CD4/CD8 Populationen (Q1-Q4) auf die Aktivierungsmarker
CD25* und CD69".

Die Auswertung der Proliferation wurde mit den Ergebnissen der 96-Stunden

Messung durchgefihrt. Nach Ermittlung der vitalen, einzelnen Zellen
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(Gatingstrategie wie in Abbildung 4) konnte ein Histogramm angefertigt werden, auf
dessen X-Achse die Signalintensitat und auf der Y-Achse die Zellzahl aufgetragen

ist, beispielhaft in Abbildung 6 dargestellt.

CD3*- Zellen CD8* - Zellen CD4* - Zellen

gp - Celltrace- Cell trace+ 50 7] Celltrace- Cell trace+ Cell trace- Celltrace+
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Abbildung 6: Gatingstrategie der Proliferation

Nach Einteilung der Effektorzellen wie in Abbildung 5 gezeigtem Schema erfolgte die Untersuchung der
Proliferationsneigung je nach Zellpopulation. Das Gate wurde streng nach der Negativkontrolle gesetzt, wobei
die Population ,Cell trace-“ die proliferierten Zellen wiedergibt.

Mit Hilfe der Negativkontrolle wurde ein vertikales Gate gesetzt und der prozentuale
Anteil der proliferierten Zellen ermittelt. Dabei stellen die in der Abbildung als

Celltrace negativ markierten Zellen die proliferierten Effektorzellen dar.

2.13 Analyse der Zytokinausschittung der Effektorzellen

Eine weitere Saule des in vitro Vergleichs beider Therapieansatze stellt die

Untersuchung der Zytokinausschittung nach Aktivierung der Effektorzellen dar.

Als Untersuchungsmethode wurde erneut die Durchflusszytometrie genutzt. Mit
Hilfe von sogenannten MACSPlex Capture Beads kénnen in einer Probe gleichzeitig
die Konzentrationen unterschiedlicher Zytokine gemessen werden. Die Basis bilden
dabei an der Oberflache der Capture Beads gebundene Antikorper. Diese kdnnen
spezifisch ein Zytokin binden, anschlieRend wird durch Zugabe von wiederum
spezifischen, APC-konjugierten und damit fluoreszierenden Antikoérpern (Detection
Reagent genannt) ein Zusammenschluss aus Capture Bead, Zytokin und Detection

Reagent gebildet. Mit Hilfe einer Standardkurve, bei der bekannte Konzentrationen
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gemessen werden, lasst sich bei der Auswertung die fragliche Zytokinkonzentration
bestimmen. Insgesamt wurde die Ausschuttung der Zytokine IL-2, IFN-y und

TNF-a untersucht.

2.13.1 Versuchsaufbau

Fir den Einsatz der bispezifischen Antikbrper wurden dieselben Konzentrationen
wie schon zuvor im Aktivierungs- und Proliferationsassay verwendet (5 ng/ml pro
mMAK). Aus den Vorversuchen wurde fir die Tumorzellkonzentration ein Wert von
0,5 x10° Zellen/Well ermittelt sowie die E/T-Ratio auf 1:1 festgelegt.

Die folgende Tabelle 6 zeigt, welche Ansétze in Triplets in eine 96-Well Platte
pipettiert wurden.

Tabelle 6: Inhalt der Ansatze fur den Zytokinassay vor Inkubation

Ansétze Inhalt
Nur Effektorzellen* 50 pl Effektorzellen* + 150 pl Komplettmedium
Nur Tumorzellen 50 pl Tumorzellen + 150 pl Komplettmedium
Mit mAK 50 pl Tumorzellen + 50 pl aTc + 50 pl mAK + 50 pl Komplettmedium
Ohne mAK 50 pl Tumorzellen + 50 pl Effektorzellen* + 100 pl Komplettmedium

*Erganzung: Effektorzellen = CAR-T Zellen oder aTc

Nach Inkubation von 16 Stunden im Brutschrank wurde die 96-Well Platte bei
zentrifugiert (10.000 G, 10 Min, 4°C). Nachfolgend konnten die Uberstande mit den
Zytokinen mit einer Pipette in eine neue 96-Well Filterplatte Gberfuhrt werden. Fir
die nachsten Schritte wurde auf nicht-absorbierenden Oberflachen gearbeitet, da
die Filterplatte einen fur FlUssigkeiten durchgéngigem Boden aufwies. Zur
Vorbereitung wurde die Filterplatte mit 200 pl Buffer geftllt, auf einer normale 96-

Well Platte platziert und beide zusammen zentrifugiert (300 G, 3 Min, RT).

Zwischenzeitig erfolgte die Vorbereitung der Standardreihe. Zu diesem Zweck
wurde lyophilisiertes PMx Cytokin 12 Standard aufgetaut und mit 200 pl MACSPIlex
Buffer vermischt, dies ergab die vorgegebene Konzentration von 10.000 pg/ml.
Anschlie3end wurden 5 Eppendorf Reaktionsgefal3e mit je 200 pl MACSPIex Buffer
beflllt. Schlussendlich konnten 50 pl des aufgetauten Standards in das erste Gefal3
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gefullt, vorsichtig vermischt und erneute 50 pl aus diesem Gefald in das Zweite
gefullt werden. Diese serielle Verdinnung wurde durchgefuhrt, bis jedes
Reaktionsgefald mit Zytokinen beflllt worden war. Abschliel3end wurden je 50ul aller

Ansétze in die Filterplatte pipettiert.

Es folgte die Vorbereitung der Capture-Beads und Detection Reagents, wie in
Abbildung 7 dargestellt.

20ul/Well
Capture Beads
00000 2ul L2
00000 2ul TNF-a  + 14pl Zytokin - Buffer
2ul IFN-y
2h
Orbital Shaker 450rpm
lichtgeschitzt
Zentrifugation (300G, 3Min, RT)
2x Waschen (je 200ul Buffer/Well)
100ul/Well
Detection Reagent
Q0000
OO0 2ul 112
2ul TNF-a  + 94l Zytokin - Buffer
1h 2ul IFN-y
Orbital Shaker 450rpm
lichtgeschiitzt

+200ul Buffer
Zentrifugation (300G, 3Min, RT)

2x Waschen (je 200pl Buffer/Well)

200yl FACS-Buffer je Well ——————»  Umpipettieren in FACS-Réhrchen

Abbildung 7: Vorbereitung der Capture Beads und des Detection Reagents

Pro Well und pro Zytokin wurden 2 pl der Zytokin-Capture Beads in ein Falcon-Gefal3 gegeben und mit 14 pl
Zytokin-Buffer auf ein Gesamtvolumen von 20 pl pro Well aufgefiillt. Nach Pipettieren dieses Volumens in jedes
Well folgte eine zweistiindige Inkubation lichtgeschiitzt auf einem Orbital Shaker bei 450 rpm und anschlieRend
die Zentrifugation der Filterplatte mit zweimaligem Waschen mit 200 pl Zytokin-Buffer. Fir den Mastermix
wurden 2 pl des jeweiligen Detection-Reagents pro Zytokin und pro Well in ein neues Falcon R6hrchen gegeben
und mit 94 pl Zytokin-Buffer auf ein Gesamtvolumen von 100 pl pro Well aufgefiillt und in jedes Well pipettiert.
Nach erneuter Inkubation, Zentrifugation und Waschen erfolgte das Umpipettieren in FACS-Réhrchen.
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Nach Umpipettieren der Proben in FACS-Rohrchen erfolgte fur die Zeit bis zur

Messung die Lagerung auf Eis und lichtgeschutzt.

2.13.2 Messung der Proben im Durchflusszytometer

Fur die Messung der Zytokinkonzentrationen wurde keine Kompensation benétigt,
da drei Fluorochrome (FITC, PE und APC) genutzt wurden, dessen Wellenlangen
sich nicht Gberlappen. Die Messung erfolgte am BD LSRFortessa™. Mit Hilfe von

Setup Beads erfolgte die Einstellung der Spannungen im Messpanel.

Die Messung wurde beendet, sobald pro Réhrchen eine Gesamtzahl von 900
Events verzeichnet wurde. Die Messreihenfolge begann mit der Standardreihe,
dabei zunachst mit der Negativkontrolle (nur Medium), darauffolgend die grofite
Verdinnung, und endete mit der héchsten Konzentration an Zytokinen. Nach
Messung beider Standardreihen nach diesem Prinzip wurde mit der Messung der

Ansatze fortgefahren.

2.13.3 Auswertung der Zytokinprofile

Die Auswertung der Zytokinkonzentration erfolgte zun&chst in FlowJo 7,
insbesondere wurde hier der APC-Median fur jedes Zytokin in jeder Probe bestimmt.
Nach dem Exportieren dieser Werte nach Excel konnte mit den APC-Werten der
Standardreihe eine separate Standardkurve samt linearer Funktionsformel fir jedes
Zytokin erstellt werden. Mit Hilfe dieser Formel gelang die Bestimmung der

Zytokinkonzentrationen in den Proben.

2.14 Bestimmung der Tumorviabilitat mittels Luciferaseassay

Ziel des Assays war es, die zytotoxischen Effekte von CAR-T Zellen, aktivierten T-
Zellen sowie der bispezifischen Antikdrper CD3-GD2, CD28-GD2 und beide
Antikorper zusammen zu vergleichen. Der CD3-CD19 Antikorper diente dabei zur

Kontrolle als unspezifischer CD3-Stimulator.

Um die verschiedenen Behandlungsanséatze bezlglich der Lysefahigkeit zu
untersuchen, wurde ein Luciferaseassay gewahlt und die Tumorviabilitdt nach
Behandlung mit unterschiedlichen Ansétzen gemessen. Vorausgesetzt die
verwendeten Tumorzellen enthalten das Luciferase-Gen in ihrem Genom, kbnnen

diese nach Expression der Luciferase das zum Medium zugegebene Luciferin
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spalten. Dabei wird freiwerdende Energie als messbare Lumineszenz emittiert, die
Quantifizierung erfolgt im Mikroplattenreader. Die gemessene Lumineszenz ist
dabei proportional zu den emittierten Photonen (Lomakina, Modestova, & Ugarova
2015). Je mehr Tumorzellen vorhanden sind, desto groR3er sind die Messwerte.
Abgetotete Tumorzellen sind dagegen nicht mehr in der Lage, Luciferin
umzusetzen, somit ist die gemessene Biolumineszenz in Wells mit abgestorbenen

Tumorzellen geringer.

2.14.1 Versuchsaufbau

Wie bereits in Tabelle 3 wurden auch hier die bispezifischen Antikdrper auf eine
Endkonzentration von 5 ng/ml im Well eingestellt. Das Luciferin wurde auf eine
Konzentration von 4 ug/ml eingestellt, sodass die Endkonzentration im Well 1/ml

betrug.

Aus den Vorversuchen wurde fiir die Tumorzellkonzentration ein Wert von 0,5 x10°
Zellen/Well ermittelt. Im weiteren Schritt erfolgte die serielle Verdinnung der
CAR-T Zellen und aktivierten T-Zellen in insgesamt acht Stufen, je nach

gewilnschter E-/T-Ratio. Diese lagen im Bereich zwischen 1:1 und 0,005:1.

Zum Abschluss der Vorbereitung wurde eine Titrationsreihe erstellt, diese diente bei
der Auswertung der Berechnung der Viabilitat der Tumorzellen. Zu diesem Zweck
wurden 15 ml Falcons mit Konzentrationen von 0.5 x10° bis 0.05 x10°

Tumorzellen/Well angesetzt.

Nach erfolgter Vorbereitung konnten die Ansatze in eine 96-Well-Mikrotiterplatte
jeweils in Triplets pipettiert werden. Die Zusammensetzung ist in Tabelle 7
aufgefuhrt. Fur die anschlieBende Messung war es wichtig, dass jedes Well das
gleiche Volumen von 200 ul enthielt, somit mussten Wells mit weniger Volumen

mittels Komplettmediums auf das Endvolumen aufgefullt werden.
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Tabelle 7: Inhalt der Ansatze in 96-Well Platten im Luciferaseassay

Ansétze Inhalt
Medium 150 pl Komplettmedium + 50 ul Luciferin
Tumorzellen 50 pl Tumorzellen + 100 pl Komplettmedium + 50 pl Luciferin
Mit mAK 50 pl Tumorzellen + 50 pl aTc + 50 pl mAK + 50 pl Luciferin
Ohne mAK 50 pl Tumorzellen + 50 pl EffektoLrS(e:zilflgrr;:l + 50 pl Komplettmedium + 50 pl

*Erganzung: Effektorzellen = CAR-T Zellen und aTc

Es wurde stets Komplettmedium bei der Versuchsdurchfilhrung verwendet. Nach
Abschluss des Pipettierens wurden die Platten in den Brutschrank bei 37°C fir
zunéchst 12 Stunden inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit erfolgte die Messung im
Mikroplattenreader, so auch nach 24, 36 und 48 Stunden.

2.14.2 Messung der Mikrotiterplatten im Mikroplattenreader

Die Messung der Mikrotiterplatten erfolgte im Flex Station 3 Multi-Mode
Mikroplatten-Reader. Rechtzeitig vor der geplanten Messung wurde das Gerat
hochgefahren und auf 37°C vorgewarmt. Sofort nach Entnahme einer Platte aus
dem Brutschrank erfolgte die Messung, da es anderenfalls zu
temperaturabhangigen Schwankungen im pH kommen konnte. Nach Messung der
gesamten Platte wurde diese ohne Verzoégerung zur weiteren Inkubation zurick in

den Brutschrank gestellt.

2.14.3 Auswertung der Tumorviabilitat

Die gemessenen Daten wurden aus dem Mikroplattenreader exportiert und mit Hilfe

von Excel ausgewertet.

Das Messgerat war so konfiguriert, dass es die Platte vertikal maf3. Somit begann
die Messung mit A1 und wurde mit B1, C1 etc. fortgefuhrt. H12 war somit das zuletzt

gemessene Well.

Trotz aller VorsichtsmaBnahmen, korrektem Pipettieren und optimalen
Messbedingungen kam es geratebedingt zu einer Abnahme der gemessenen
Lumineszenz bei spateren Messzeitpunkten. Aus diesem Grund ist das

Pipettierschema so gewéhlt worden, dass in den Wells A1-H1 sowie A5-H5 und
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A12-H12 nur Tumorzellen der Konzentration von 0.5 x10°/Well ausgesat worden
sind. Mit Hilfe einer linearen Funktion, der Korrekturformel, konnte die Abnahme in
Abhéangigkeit des Messzeitpunktes ermittelt werden (siehe Abbildung 8) und somit

die korrekte Lumineszenz berechnet werden.
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Abbildung 8: Darstellung der Lumineszenzabnahme und daraus resultierende Korrekturformel im
Zytotoxizitatsassay

Dargestellt ist ein Beispiel fur eine lineare Funktion, welche die Abnahme der Lumineszenz, gemessen in
relativer Lichteinheit (RLU), je nach Messzeitpunkt bei gleichem Wellinhalt von 0.5 x10° Tumorzellen/Well zeigt.

Zur Berechnung der unverfalschten Lumineszenz wurde zunachst mit Hilfe der
Korrekturformel der Wert fir das letzte, also 96. Well berechnet (B3 in Abbildung 9)
und mit diesem Wert die prozentuale Abnahme vom ersten zum letzten Well
ermittelt (D4 in Abbildung 9). Durch Division dieses Wertes durch 96 (fur die 96
Wells) konnte die prozentuale Abnahme der Lumineszenz pro Well berechnet

werden (= Korrekturfaktor der Lumineszenz).

1 2 3 4
A Y-Achsen Schnittpunkt 100% 932
B Well 96 ?% 711
C Y-Achsen Schnittpunkt/Well 96 0.76350365 76.35%
D Prozentuale Abweichung=1- C3 0.23649635 23.65%
E lineare %-Anderung pro Well 0.0024635 0.25%

Abbildung 9: Berechnung des Korrekturfaktors der Lumineszenz

Anschliel3end erfolgte mit Hilfe dieser Werte die Berechnung der tatsachlichen

Lumineszenz durch die Formel:

y =x * (1 + (Korrekturfaktor * t))
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Dabei steht x fir die gemessene Lumineszenz und t fUr das Zeitintervall, nach

welchem das Well gemessen wurde.

Im nachsten Schritt konnte mit den Werten der Verdiinnungsreihe eine Lyseformel
aufgestellt werden, welche den linearen Zusammenhang zwischen

Zellkonzentration und korrigierter Lumineszenz zeigt (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Lyseformel auf Grundlage der Verdiinnungsreihe

Mit Hilfe der Lyseformel und der korrigierten Lumineszenz konnte schlussendlich
die Tumorviabilitat durch Auflésen der Lyseformel nach x berechnet werden:

y—36.547
00178

Dividiert man diesen Wert durch 50.000, wird die Viabilitat in Prozent berechnet.

2.15 Statistik

Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte mit Microsoft Excel
und GraphPad Prism 6. Zur deskriptiven Statistik wurden Mittelwerte von je 4
unabhéngigen Experimenten bei den Versuchen im Rahmen der
Tumorviabilitdtsassays errechnet und die Standardabweichung bestimmt. Sowohl
fur den Aktivierungs- und Proliferationsassay als auch fiir den Zytokinassay war die
Durchfihrung und Analyse eines einzigen Experiments aufgrund der hohen
Genauigkeit der Durchflusszytometrie ausreichend. Hier erfolgte die Testung von
Triplets und anschlieRend die Berechnung des Mittelwerts und der

Standardabweichung.
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Die einfaktorielle Varianzanalyse wurde zur Ermittlung der statistischen Signifikanz
fur Unterschiede zwischen Behandlungsgruppen genutzt. Das Signifikanzniveau
wurde auf p = 0.05 festgelegt. Je nach Versuchsaufbau wurden unterschiedliche

post-hoc Tests verwendet (Sidak, Tukey, Dunnett).
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3 Ergebnisse

3.1 Verteilung der GD2-Oberflachenmolekile je nach Tumorzelllinie

Um im Vorwege die Neuroblastomzelllinien bezuglich der Expression von GD2 auf
der Zelloberflache unterscheiden zu kénnen, erfolgte eine durchflusszytometrische
Analyse, deren Ergebnisse in Abbildung 11 aufgezeigt werden:

*kkk

*kk* *kk*k

100 A

501

GD2-positive Zellen [%]

0 I

LS LAN-1 SHSYS5Y

Abbildung 11: Prozentuale Verteilung der GD2-Expression auf NB-Zelllinien

Die NB-Zellen wurden mit einer Isotyp-Kontrolle sowie mit einem Anti-GD2-Antikorper gefarbt und
durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen jeweils eines
technischen Triplets von einem Experiment (n=1) sowie die statistische Auswertung mit Hilfe einer
einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Tukey post-hoc Test. **** p<0.0001.

Die einfaktorielle Varianzanalyse ergab signifikante Unterschiede der GD2-
Expression zwischen den Zelllinien, F (2, 6) = 11722, p<0.0001. Die Zelllinie LAN-1
wies mit einem Anteil von 99,9 % (SD 0,1) GD2-positiv gefarbter Tumorzellen den
hochsten Wert auf, wahrend die Zelllinie LS mit 88,7 % (SD 1,3) etwas weniger
GD2-Oberflachenmolekile prasentierte. Bei der Zelllinie SHSY5Y konnten 6,8%
(SD 0,6) der Tumorzellen positiv auf GD2 gefarbt werden.

In einem weiteren Schritt erfolgte die Untersuchung des MFI-R, gezeigt in Abbildung
12.
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Abbildung 12: Overlay-Darstellung des Bindungsvermdgens von Anti-GD2 Antikdrpern bei NB-
Zelllinien im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle.

Diese ergab einen Wert von 340,8 bei der Zelllinie LAN-1, 19,6 bei der Zelllinie LS
sowie 1,7 bei der der Zelllinie SHSY5Y.
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3.2 Titration der bispezifischen Antikorper

Fir eine optimale Konzentration der bispezifischen Antikdrper wurden diese
zunachst titriert. Zu diesem Zweck erfolgte die Messung in den zwei
Konzentrationen 50 ng/ml und 5 ng/ml mit PBMCs eines Spenders gegen
Tumorzellen der NB-Zelllinie LS. Anschliel3end wurde deren Wirkung analysiert und

anhand der Tumorviabilitat verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 13

dargestellt.
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Abbildung 13: Viabilitdit der NB-Zelllinie LS in Abhéangigkeit von bispezifischen Antikérpern in
verschiedenen Konzentrationen

Die Tumorzellen wurden mit PBMCs der E/T-Ratios 2:1 und 1:1 und den angegebenen bispezifischen
Antikdrpern in den Konzentrationen 50 ng/ml und 5 ng/ml inkubiert. Nach 48 Stunden erfolgte die
lumenometrische Bestimmung der Tumorviabilitat. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen
von einem Experiment (n=1) mit je einem technischen Triplet pro Kondition sowie die statistische Auswertung
mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Dunnett post-hoc Tests. Als Kontrolle
diente die Behandlung mit PBMCs, signifikante Unterschiede sind im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle
angegeben. ** p<0.01, **** p<0.0001.

Die statistische Analyse ergab signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen, sowohl fur die E/T-Ratio 2:1 (F (6, 14) = 71.98, p<0.0001) als
auch 1:1 (F (6, 14) = 73.97, p<0.0001). Sowohl die Konzentration von 50 ng/ml, als
auch 5 ng/ml fihrten bei den bispezifischen Antikorpern CD3-GD2 sowie
CD3-GD2 + CD28-GD2 zu signifikant niedrigeren Tumorviabilitaten als bei der
Kontrolle mit PBMCs. Beim Antikorper CD28-GD2 war unabhangig von der
Konzentration keine signifikant niedrigere Tumorviabilitat im Vergleich zu PBMCs

zu verzeichnen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Anwendungskonzentration
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der bispezifischen Antikérper auf 5 ng/ml festgelegt, da auch bei dieser

Konzentration eine ausreichende Reduktion der Tumorviabilitdt zu erzielen war.

3.3 Aktivierung der Effektorzellen nach Stimulation durch Antikdrper

und/oder NB-Zelllinien

Fir eine erfolgreiche Tumorbekampfung durch die ausgewéhlten Therapieansatze
Ist primér eine adaquate Aktivierung der genutzten Effektorzellen notwendig. Um
diese zu untersuchen, wurde eine Messmethode mit Hilfe von
Fluoreszenzantikorpern und der Analyse am FACS-Gerat gewahlt. Es wurden die
Aktivierungsmarker CD25, CD69 sowie die doppelte Positivitdt (CD25*/CD69")
untersucht. Die statistische Analyse erfolgte fur alle genannten und nun folgenden
Aktivierungsmarker nur fur die CD3* T-Zellpopulation.

Zu Beginn wurde in einem Pilotexperiment der optimale Messzeitpunkt fir die

Aktivierungsparameter evaluiert.
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Abbildung 14: Pilotexperiment zur Untersuchung der zeitlichen Expression von CD25*, CD69* und
CD25*/CD69" bei unterschiedlichen Behandlungsansatzen im Zeitverlauf fur die Zelllinie LAN-1

Der Vergleich erfolgte fur unterschiedliche Konditionen: NB-Zelllinie LAN-1 mit PBMCs und verschiedenen,
bispezifischen Antikérpern (Konzentration jeweils 5ng/ml) sowie die Positivkontrolle mit 2,5 pg/ml PHA
(Phytohdmagglutinin), E/T-Ratio jeweils 1:1. Die Tumorzellen wurden mit den angegebenen Behandlungen
maximal 96 Stunden lang inkubiert. Zu den Zeitpunkten 24, 48, 72 und 96 Stunden wurde der Uberstand mit
den entsprechenden Fluoreszenz-Antikérpern geféarbt und durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt sind
die Mittelwerte und Standardabweichungen von einem Experiment (n=1) mit einem technischen Triplet pro
Kondition.
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Die Abbildung 14 zeigt, dass der Aktivierungsmarker CD25 zu spateren Zeitpunkten
(72-96 Stunden) eine maximale Positivitat aufweist, wéahrend die Expression von
CD25/CD69 eher bei friheren Zeitpunkten (24-48 Stunden) ausgepragt ist. CD69
ist dagegen nach einer Inkubation von 72 Stunden am starksten exprimiert.

Um einen Mittelweg zu finden, wurde fir die Messung der Aktivierungsmarker der

Zeitpunkt nach 48 Stunden festgelegt.

3.3.1 Expression von CD25*

Zunachst erfolgte die Analyse der CD25*-Expression fur die NB-Zelllinie LS, die
Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung gezeigt.
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Abbildung 15: Expression von CD25* bei unterschiedlichen T-Zell-Populationen fur die NB-Zelllinie
LS

Der Vergleich erfolgte fur verschiedene Konditionen: NB-Zelllinie LS und/oder Effektorzellen (activated T cell
oder CAR-T (chimére Antigenrezeptor T-Zellen) und/oder verschiedene bispezifische Antikbrper (Konzentration
jeweils 5ng/ml) sowie die Positivkontrolle mit 2,5 pg/ml PHA (Phytohamagglutinin), E/T-Ratio jeweils 1:1. Die
Tumorzellen wurden mit den angegebenen Behandlungen 48 Stunden lang inkubiert, anschlielend der
Uberstand mit den entsprechenden Fluoreszenz-Antikérpern gefarbt und durchflusszytometrisch gemessen.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von einem Experiment (n=1) mit einem technischen
Triplet pro Kondition sowie die statistische Auswertung fir die T-Zell-Population CD3* mit Hilfe einer
einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Sidak post-hoc Tests. Als Kontrolle diente fur die
activated T cells (linke Seite) die Kondition LS + aTc, wahrend die Kontrolle fir CAR-T (rechte Seite) nur aus
CAR-T bestand. ** p<0.01, **** p<0.0001.

Die statistische Analyse der in Abbildung 15 dargestellten Ergebnisse weist
signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen in Bezug auf die Starke der
CD25*-Expression auf, F (9, 20) = 84.19, p<0.0001. Der Sidak post-hoc Test zeigte
die Effektorzellen auf der linken Seite der Grafik durch die Therapien mit CD3-GD2
sowie CD3-GD2 + CD28-GD2 signifikant starker aktiviert als bei der Kontrolle
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aTc + LS (p=<0.0001), wahrend auf der rechten Seite bei den CAR-T Zellen kein
Unterschied zur Kontrolle festgemacht werden konnte. Im direkten Vergleich
vermochte die Behandlung mit CD3-GD2 eine signifikant starkere Aktivierung der
aTc hervorzurufen als die Behandlung durch CD3-GD2 + CD28-GD2 (p=0.0028).
Beide Behandlungen fiihrten zu einer signifikant starkeren Aktivierung der
Effektorzellen, als dies bei der Behandlung der Tumorzellen durch CAR-T der Fall
war (p<0.0001). Die Behandlung mit CD28-GD2 zeigte weder im Vergleich zur
Kontrolle noch zu anderen Behandlungen eine signifikant starkere Aktivierung. Es
wurden hauptsachlich CD8*- CAR-T Zellen und aTc durch die bispezifischen
Antikdrper CD3-GD2 und CD3-GD2 + CD28-GD2 aktiviert (hier nicht statistisch
untersucht).

Fiur die NB-Zelllinie LAN-1 ergaben sich folgende, in Abbildung 16 dargestellte

Ergebnisse.
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Abbildung 16: Expression von CD25* bei unterschiedlichen T-Zell-Populationen fur die NB-Zelllinie
LAN-1

Der Vergleich erfolgte fur verschiedene Konditionen: NB-Zelllinie LAN-1 und/oder Effektorzellen (activated T
cell oder CAR-T (chimére Antigenrezeptor T-Zellen) und/oder verschiedene bispezifische Antikdrper
(Konzentration jeweils 5ng/ml) sowie die Positivkontrolle mit 2,5 ug/ml PHA (Phytohamagglutinin), E/T-Ratio
jeweils 1:1. Die Tumorzellen wurden mit den angegebenen Behandlungen 48 Stunden lang inkubiert,
anschlieRend der Uberstand mit den entsprechenden Fluoreszenz-Antikérpern gefarbt und
durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von einem
Experiment (n=1) mit einem technischen Triplet pro Kondition sowie die statistische Auswertung fiir die T-Zell-
Population CD3 mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Sidak post-hoc Tests.
Als Kontrolle diente fiir die activated T cells (linke Seite) die Kondition LAN-1 + aTc, wahrend die Kontrolle fur
CAR-T (rechte Seite) nur aus CAR-T bestand. *** p<0.001, **** p<0,0001.

In der statistischen Untersuchung zeigten sich signifikante Unterschiede der CD25"-
Expression zwischen den Behandlungen, F (9, 20) = 75.13, p<0.0001. Der Sidak
post-hoc Test zeigte die Effektorzellen auf der linken Seite der Grafik durch die
Therapien mit CD3-GD2 sowie CD3-GD2 + CD28-GD2 signifikant starker aktiviert
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als bei der Kontrolle aTc + LAN-1 (p<0.0001), wahrend auf der rechten Seite die
Kondition CAR-T + LAN-1 zu einer signifikant starkeren Aktivierung flihrt als bei der
Kontrolle CAR-T ohne LAN-1 (p=0.0003). Im direkten Vergleich zeigten sich die
Effektorzellen zwischen den Konditionen CD3-GD2, CD28-GD2 und CAR-T
signifikant unterschiedlich aktiviert, wobei CD3-GD2 zur starksten Aktivierung und
CD28-GD2 zur schwachsten fiihrten. Die Kondition CD3-GD2 + CD28-GD2
aktivierte die aTc signifikant starker als CD28-GD2 (p<0.0001), im Vergleich zur
Behandlung mit CAR-T lag kein Unterschied vor und im Vergleich mit CD3-GD2
ergab sich eine signifikant schwachere CD25*-Expression (p<0.0001). Es wurden
hauptsachlich CD8*- CAR-T Zellen und aTc durch die bispezifischen Antikérper
CD3-GD2 und CD3-GD2 + CD28-GD2 aktiviert (hier nicht statistisch untersucht).

Abschlie3end sind in Abbildung 17 die Ergebnisse fur die NB-Zelllinie SHSY5Y

dargestellt.
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Abbildung 17: Expression von CD25* bei unterschiedlichen T-Zell-Populationen fur die NB-Zelllinie
SHSY5Y

Der Vergleich erfolgte fur verschiedene Konditionen: NB-Zelllinie SHSY5Y und/oder Effektorzellen (activated T
cell oder CAR-T (chimére Antigenrezeptor T-Zellen) und/oder verschiedene bispezifische Antikdrper
(Konzentration jeweils 5ng/ml) sowie die Positivkontrolle mit 2,5 pg/ml PHA (Phytohamagglutinin), E/T-Ratio
jeweils 1:1. Die Tumorzellen wurden mit den angegebenen Behandlungen 48 Stunden lang inkubiert,
anschlieRend der Uberstand mit den entsprechenden Fluoreszenz-Antikérpern gefarbt und
durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von einem
Experiment (n=1) mit einem technischen Triplet pro Kondition sowie die statistische Auswertung fiir die T-Zell-
Population CD3 mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Sidak post-hoc Tests.
Als Kontrolle diente fiir die activated T cells (linke Seite) die Kondition SHSY5Y + aTc, wahrend die Kontrolle
fur CAR-T (rechte Seite) nur aus CAR-T bestand. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Die statistische Analyse ergab signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungen in Bezug auf die Starke der CD25*-Expression, F (9, 20) = 11.90,
p<0.0001. Der Sidak post-hoc Test zeigte keine Unterschiede zwischen

Behandlungen und der jeweiligen Kontrolle, weder auf der linken Seite fir die aTc
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noch auf der rechten Seite fir die CAR-T Zellen. Im direkten Vergleich fuhrten die
CAR-T Zellen nach Stimulation mit SHSY5Y zu einer héheren CD25*-Expression
als die Konditionen CD3-GD2 (p=0.0005), CD28-GD2 (p=0.034) und
CD3-GD2 + CD28-GD2 (p=0.0026).

3.3.2 Expression von CD69*

Zunachst erfolgte die Analyse der CD69*-Expression fur die NB-Zelllinie LS,
graphisch dargestellt in der Abbildung 18.
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Abbildung 18: Expression von CD69* bei unterschiedlichen T-Zell-Populationen fur die NB-Zelllinie
LS

Der Vergleich erfolgte fur verschiedene Konditionen: NB-Zelllinie LS und/oder Effektorzellen (activated T cell
oder CAR-T (chimére Antigenrezeptor T-Zellen) und/oder verschiedene bispezifische Antikdrper (Konzentration
jeweils 5ng/ml) sowie die Positivkontrolle mit 2,5 pg/ml PHA (Phytoh&dmagglutinin), E/T-Ratio jeweils 1:1. Die
Tumorzellen wurden mit den angegebenen Behandlungen 48 Stunden lang inkubiert, der Uberstand
anschliel3end mit den entsprechenden Fluoreszenz-Antikérpern geférbt und durchflusszytometrisch gemessen.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von einem Experiment (n=1) mit einem technischen
Triplet pro Kondition sowie die statistische Auswertung fur die T-Zell-Population CD3 mit Hilfe einer
einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Sidak post-hoc Tests. Als Kontrolle diente fur die
activated T cells (linke Seite) die Kondition LS + aTc, wahrend die Kontrolle fir CAR-T (rechte Seite) nur aus
CAR-T bestand. * p<0.05, ** p<0.01, **** p<0.0001.

In der statistischen Untersuchung wurden signifikante Unterschiede der CD69*-
Expression zwischen den Behandlungen berechnet, F (9, 20) = 65.02, p<0.0001.
Der Sidak post-hoc Test zeigte, dass die Effektorzellen auf der linken Seite der
Grafik durch die Therapien mit CD3-GD2 (p<0.0001), CD28-GD2 (p=0.0121),
CD3-GD2 + CD28-GD2 (p<0.0001) sowie PHA (p=0.0011) signifikant mehr CD69*
exprimierten als bei der Kontrolle aTc + LS; wahrend auf der rechten Seite die
Kondition CAR-T + LS (p<0.0001) und CAR-T + PHA (p=0.0027) zu einer signifikant
starkeren Expression fuhrten als bei der Kontrolle CAR-T ohne LS. Im direkten
Vergleich exprimierten die Effektorzellen bei der Therapie sowohl mit CD3-GD2 als
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auch mit CD3-GD2 + CD28-GD2 signifikant mehr CD69* auf ihrer Zelloberflache,
als dies bei der Therapie mit CD28-GD?2 allein der Fall war (p<0.0001). Im Vergleich
zur Behandlung mit CAR-T Zellen fuhrte die Kondition CD3-GD2 zu signifikant mehr
(p=0.0058), die Kondition CD28-GD2 zu signifikant weniger (p<0.0001)
CD69*-Expression. Zwischen den Konditionen CD3-GD2 + CD28-GD2 und CAR-T
zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Es wurden hauptsachlich CD4*- CAR-T
Zellen und aTc durch die bispezifischen Antikorper CD3-GD2, CD28-GD2 und
CD3-GD2 + CD28-GD2 aktiviert (hier nicht statistisch untersucht).

Fur die NB-Zelllinie LAN-1 ergaben sich folgende, in Abbildung 19 dargestellten
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Abbildung 19: Expression von CD69* bei unterschiedlichen T-Zell-Populationen fir die NB-Zelllinie
LAN-1

Der Vergleich erfolgte fur verschiedene Konditionen: NB-Zelllinie LAN-1 und/oder Effektorzellen (activated T
cell oder CAR-T (chimére Antigenrezeptor T-Zellen)) und/oder verschiedene bispezifische Antikdrper
(Konzentration jeweils 5ng/ml) sowie die Positivkontrolle mit 2,5 pg/ml PHA (Phytohdmagglutinin), E/T-Ratio
jeweils 1:1. Die Tumorzellen wurden mit den angegebenen Behandlungen 48 Stunden lang inkubiert, der
Uberstand anschlieRend mit den entsprechenden Fluoreszenz-Antikérpern gefarbt und durchflusszytometrisch
gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von einem Experiment (n=1) mit einem
technischen Triplet pro Kondition sowie die statistische Auswertung fur die T-Zell-Population CD3 mit Hilfe einer
einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Sidak post-hoc Tests. Als Kontrolle diente fur die
activated T cells (linke Seite) die Kondition LAN-1 + aTc, wahrend die Kontrolle fir CAR-T (rechte Seite) nur
aus CAR-T bestand. ** p<0.01 *** p<0.001, **** p<0,0001.

Die statistische Analyse ergab signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungen in Bezug auf die Starke der CD69*-Expression, F (9, 20) = 110.10,
p<0.0001. Der Sidak post-hoc Test zeigte, dass die Effektorzellen auf der linken
Seite der Grafik durch die Therapien mit CD3-GD2 (p<0.0001), CD28-GD2
(p=0.0033), CD3-GD2 + CD28-GD2 (p<0.0001) sowie PHA (p<0.0001) signifikant
mehr CD69* exprimierten als bei der Kontrolle aTc + LAN-1; wahrend auf der
rechten Seite die Kondition CAR-T + LAN-1 (p<0.0001) und CAR-T + PHA
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(p=0.0007) zu einer signifikant starkeren Expression fuhrten als bei der Kontrolle
CAR-T ohne LAN-1. Im direkten Vergleich exprimierten die Effektorzellen der
Konditionen CD3-GD2 (p<0.0001), CD3-GD2 + CD28-GD2 (p<0.0001) und
CAR-T + LAN-1 (p<0.0001) signifikant mehr CD69* auf ihrer Oberflache, als dies
durch die Kondition CD28-GD2 allein der Fall war. Zwischen den Konditionen
CD3-GD2, CD3-GD2 + CD28-GD2 und CAR-T bestanden keine signifikanten
Unterschiede. Es wurden sowohl CD4*- und CD8*- CAR-T Zellen und aTc durch die
die bispezifischen Antikbrper CD3-GD2 und CD3-GD2 + CD28-GD2 aktiviert (hier

nicht statistisch untersucht).

Abschlie3end sind in Abbildung 20 die Ergebnisse fir die NB-Zelllinie SHSY5Y

dargestellt.
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Abbildung 20: Expression von CD69* bei unterschiedlichen T-Zell-Populationen fir die NB-Zelllinie
SHSY5Y

Der Vergleich erfolgte fur verschiedene Konditionen: NB-Zelllinie SHSY5Y und/oder Effektorzellen (activated T
cell oder CAR-T (chimére Antigenrezeptor T-Zellen) und/oder verschiedene bispezifische Antikdrper
(Konzentration jeweils 5ng/ml) sowie die Positivkontrolle mit 2,5 pg/ml PHA (Phytohdmagglutinin), E/T-Ratio
jeweils 1:1. Die Tumorzellen wurden mit den angegebenen Behandlungen 48 Stunden lang inkubiert, der
Uberstand anschlieRend mit den entsprechenden Fluoreszenz-Antikorpern gefarbt und durchflusszytometrisch
gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von einem Experiment (n=1) mit einem
technischen Triplet pro Kondition sowie die statistische Auswertung fur die T-Zell-Population CD3 mit Hilfe einer
einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Sidak post-hoc Tests. Als Kontrolle diente fur die
activated T cells (linke Seite) die Kondition SHSY5Y + aTc, wahrend die Kontrolle fur CAR-T (rechte Seite) nur
aus CAR-T bestand. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001.

In der statistischen Untersuchung wurden signifikante Unterschiede der CD69*-
Expression zwischen den Behandlungen berechnet, F (9, 20) = 14.74, p<0.0001.
Der Sidak post-hoc Test zeigte, dass die Effektorzellen auf der linken Seite der
Grafik durch die Therapien mit CD3-GD2 (p=0.0063) und CD3-GD2 + CD28-GD2
(p=0.0168) signifikant mehr CD69* exprimierten als bei der Kontrolle
aTc + SHSY5Y; wahrend auf der rechten Seite die Kondition CAR-T + SHSY5Y
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(p=0.0001) zu einer signifikant starkeren Expression fuhrten als bei der Kontrolle
CAR-T ohne SHSY5Y. Im direkten Vergleich exprimierten die Effektorzellen der
Konditionen CD3-GD2 (p=0.0165), CD3-GD2 + CD28-GD2 (p=0.0431) und
CAR-T + SHSY5Y (p<0.0001) signifikant mehr CD69* auf ihrer Oberflache, als dies
durch die Kondition CD28-GD2 allein der Fall war. Zwischen den Konditionen
CD3-GD2, CD3-GD2 + CD28-GD2 und CAR-T bestanden keine signifikanten
Unterschiede. Es wurden sowohl CD4*- als auch CD8*- CAR-T Zellen und aTc
durch die die bispezifischen Antikbrper CD3-GD2 und CD3-GD2 + CD28-GD2

aktiviert (hier nicht statistisch untersucht).

3.3.3 Expression von CD25*/CD69*

Zunachst erfolgte die Analyse der CD25*/CD69* -Expression fir die NB-Zelllinie LS,
die Ergebnisse sind in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21: Expression von CD25*/CD69* bei unterschiedlichen T-Zell-Populationen fir die NB-
Zelllinie LS

Der Vergleich erfolgte fur verschiedene Konditionen: NB-Zelllinie LS und/oder Effektorzellen (activated T cell
oder CAR-T (chimére Antigenrezeptor T-Zellen) und/oder verschiedene bispezifische Antikérper (Konzentration
jeweils 5ng/ml) sowie die Positivkontrolle mit 2.5 pg/ml PHA (Phytohdmagglutinin), E/T-Ratio jeweils 1:1. Die
Tumorzellen wurden mit den angegebenen Behandlungen 48 Stunden lang inkubiert, der Uberstand
anschlieRend mit den entsprechenden Fluoreszenz-Antikoérpern geféarbt und durchflusszytometrisch gemessen.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von einem Experiment (n=1) mit einem technischen
Triplet pro Kondition sowie die statistische Auswertung fir die T-Zell-Population CD3 mit Hilfe einer
einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Sidak post-hoc Tests. Als Kontrolle diente fur die
activated T cells (linke Seite) die Kondition LS + aTc, wahrend die Kontrolle fir CAR-T (rechte Seite) nur aus
CAR-T bestand. **** p<0,0001.

Die statistische Analyse ergab signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungen in Bezug auf die Starke der CD25*/CD69*-Expression,
F (9, 20) = 235.0, p<0.0001. Der Sidak post-hoc Test zeigte, dass die Effektorzellen
auf der linken Seite der Grafik durch die Therapien mit CD3-GD2 (p<0.0001) und
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CD3-GD2 + CD28-GD2 (p<0.0001) signifikant mehr CD25*/CD69* exprimierten als
bei der Kontrolle aTc + LS; wahrend auf der rechten Seite die Kondition CAR-T +
LS (p<0.0001) und CAR-T + PHA (p<0.0001) zu einer signifikant starkeren
Expression fuhrten als bei der Kontrolle CAR-T ohne LS. Im direkten Vergleich
exprimierten die Effektorzellen der Konditionen CD3-GD2 (p<0.0001) und
CD3-GD2 + CD28-GD2 (p<0.0001) signifikant mehr CD25*/CD69* auf ihrer
Oberflache, als dies durch die Kondition CAR-T + LS der Fall war. Die Konditionen
CD3-GD2 (p<0.0001), CD3-GD2 + CD28-GD2 (p<0.0001) und CAR-T + LS
(p<0.0001) fuhrten zu einer signifikant starkeren CD25*/CD69*-Expression, als dies
durch eine Behandlung mit CD28-GD2 allein der Fall war. Es wurden hauptséchlich
CD8*- CAR-T Zellen und aTc durch die bispezifischen Antikérper CD3-GD2 und
CD3-GD2 + CD28-GD2 aktiviert (hier nicht statistisch untersucht).

Fur die NB-Zelllinie LAN-1 ergaben sich folgende, in Abbildung 22 dargestellten
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Abbildung 22: Expression von CD25*/CD69* bei unterschiedlichen T-Zell-Populationen fir die NB-
Zelllinie LAN-1

Der Vergleich erfolgte fur verschiedene Konditionen: NB-Zelllinie LAN-1 und/oder Effektorzellen (activated T
cell oder CAR-T (chimére Antigenrezeptor T-Zellen) und/oder verschiedene bispezifische Antikdrper
(Konzentration jeweils 5ng/ml) sowie die Positivkontrolle mit 2.5 pg/ml PHA (Phytohamagglutinin), E/T-Ratio
jeweils 1:1. Die Tumorzellen wurden mit den angegebenen Behandlungen 48 Stunden lang inkubiert, der
Uberstand anschlieRend mit den entsprechenden Fluoreszenz-Antikoérpern gefarbt und durchflusszytometrisch
gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von einem Experiment (n=1) mit einem
technischen Triplet pro Kondition sowie die statistische Auswertung fur die T-Zell-Population CD3 mit Hilfe einer
einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Sidak post-hoc Tests. Als Kontrolle diente fur die
activated T cells (linke Seite) die Kondition LAN-1 + aTc, wahrend die Kontrolle fir CAR-T (rechte Seite) nur
aus CAR-T bestand. ****, p<0,0001.

In der statistischen Untersuchung wurden signifikante Unterschiede der
CD25*/CD69*-Expression zwischen den Behandlungen berechnet,
F (9, 20) = 229.5, p<0.0001. Der Sidak post-hoc Test zeigte, dass die Effektorzellen
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auf der linken Seite der Grafik durch die Therapien mit CD3-GD2 (p<0.0001) und
CD3-GD2 + CD28-GD2 (p<0.0001) signifikant mehr CD25*/CD69* exprimierten als
bei der Kontrolle aTc + LAN-1; wahrend auf der rechten Seite die Kondition
CAR-T + LAN-1 (p<0.0001) und CAR-T + PHA (p<0.0001) zu einer signifikant
starkeren Expression fuhrten als bei der Kontrolle CAR-T ohne LAN-1. Im direkten
Vergleich exprimierten die Effektorzellen der Kondition CD3-GD2 + CD28-GD2
signifikant mehr CD25*/CD69* auf ihrer Oberflache als bei der Kondition CD3-GD2
(p<0.0001). Die Konditionen CD3-GD2 (p<0.0001), CD3-GD2 + CD28-GD2
(p<0.0001) und CAR-T + LAN-1 (p<0.0001) fuhrten zu einer signifikant starkeren
CD25*/CD69*-Expression, als dies durch eine Behandlung mit CD28-GD?2 allein der
Fall war. Sowohl zwischen CD3-GD2 und CAR-T + LAN-1, als auch zwischen
CD3-GD2 + CD28-GD2 und CAR-T + LAN-1 konnten keine signifikanten
Unterschiede bezlglich der CD25*/CD69* Expression verzeichnet werden. Es
wurden sowohl CD4*- als auch CD8*- CAR-T Zellen und aTc durch die
bispezifischen Antikérper CD3-GD2 und CD3-GD2 + CD28-GD2 aktiviert (hier nicht
statistisch untersucht).
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Abschlie3end sind in Abbildung 23 die Ergebnisse flir die NB-Zelllinie SHSY5Y

dargestellt.
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Abbildung 23: Expression von CD25*/CD69* bei unterschiedlichen T-Zell-Populationen fir die NB-
Zelllinie SHSY5Y

Der Vergleich erfolgte fiir verschiedene Konditionen: NB-Zelllinie SHSY5Y und/oder Effektorzellen (activated T
cell oder CAR-T (chimére Antigenrezeptor T-Zellen) und/oder verschiedene bispezifische Antikdrper
(Konzentration jeweils 5ng/ml) sowie die Positivkontrolle mit 2.5 pg/ml PHA (Phytohdmagglutinin), E/T-Ratio
jeweils 1:1. Die Tumorzellen wurden mit den angegebenen Behandlungen 48 Stunden lang inkubiert, der
Uberstand anschlieRend mit den entsprechenden Fluoreszenz-Antikérpern gefarbt und durchflusszytometrisch
gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von einem Experiment (n=1) mit einem
technischen Triplet pro Kondition sowie die statistische Auswertung fur die T-Zell-Population CD3 mit Hilfe einer
einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Sidak post-hoc Tests. Als Kontrolle diente fur die
activated T cells (linke Seite) die Kondition SHSY5Y + aTc, wahrend die Kontrolle fiir CAR-T (rechte Seite) nur
aus CAR-T bestand. ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001

Die statistische Analyse ergab signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungen in Bezug auf die Starke der CD25*/CD69*-Expression, F (9, 20) =
200.1, p=<0.0001. Der Sidak post-hoc Test zeigte, dass die Effektorzellen auf der
linken Seite der Grafik durch die Therapien mit CD3-GD2 (p=0.0018) und CD3-GD2
+ CD28-GD2 (p=0.0005) signifikant mehr CD25*/CD69* exprimierten als bei der
Kontrolle aTc + SHSY5Y; wahrend auf der rechten Seite die Kondition CAR-T +
SHSY5Y (p<0.0001) und CAR-T + PHA (p<0.0001) zu einer signifikant starkeren
Expression fuhrten als bei der Kontrolle CAR-T ohne SHSY5Y. Im direkten
Vergleich exprimierten die Effektorzellen der Kondition CAR-T + SHSY5Y signifikant
mehr CD25*/CD69* auf ihrer Oberflache, als dies bei den Konditionen CD3-GD2,
CD28-GD2 und CD3-GD2 + CD28-GD2 der Fall war (p<0.0001). Daruber hinaus
wird durch eine Behandlung sowohl mit CD3-GD2 (p=0.0048) als auch CD3-GD2 +
CD28-GD2 (p=0.0013) signifikant mehr CD25*/CD69* exprimiert als durch die
Behandlung mit CD28-GD2 allein. Es wurden hauptséchlich CD8*-CAR-T Zellen
aktiviert (hier nicht statistisch untersucht).



Ergebnisse 56

3.4 Zytokinausschuttung der Effektorzellen nach Stimulation durch

Antikdrper und/oder NB-Zelllinien

Im bisherigen Experiment konnte erfolgreich gezeigt werden, dass sowohl die
bispezifischen Antikorper als auch die CAR-T Zellen eine Aktivierung der
Effektorzellen induzieren kdnnen. Um die Effektorfunktion jedoch voll ausfiihren zu
konnen, ist eine Zytokinausschittung essenziell. In den folgenden Untersuchungen
sollte exemplarisch an den NB-Zelllinien LS und LAN-1 gezeigt werden, dass die

Aktivierung zu einer Zytokinausschuttung von IFN-y, IL-2 und TNF-a fuhrt.

3.4.1 Stimulation mit LS

Zunachst wurde die NB-Zelllinie LS auf die Ausschittung von IFN-y untersucht,
dargestellt in Abbildung 24:
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Abbildung 24: Ausschittung von IFN-y bei unterschiedlichen Konditionen fiir die NB-Zelllinie LS

Der Vergleich erfolgte fur unterschiedliche Konditionen: NB-Zelllinie LS und/oder Effektorzellen und/oder
verschiedene bispezifische Antikdrpern (Konzentration jeweils 5ng/ml), E/T-Ratio jeweils 1:1. Die Tumorzellen
wurden mit den verschiedenen Konditionen 16 Stunden lang inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
durchflusszytometrische Bestimmung der Zytokinkonzentration im Uberstand. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen von einem Experiment (n=1) mit einem technischen Triplet pro Kondition sowie die
statistische Auswertung mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Tukey post-hoc
Tests. **** p<0.0001.
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Die einfaktorielle Varianzanalyse ergab signifikante Unterschiede der
Zytokinausschattung von  IFN-y  zwischen den  Behandlungsgruppen,
F (8, 18) = 1402, p<0.0001. Der Tukey post-hoc Test zeigte eine signifikant hohere
Ausschuttung bei Inkubation der aTc mit LS und den bispezifischen Antikdrpern
CD3-GD2, CD28-GD2 und den Antikérpern im Mix im Vergleich zu aTc allein, LS
allein, aTc und LS zusammen oder aTc mit LS und CD3-CD19 (p<0.0001).
CAR-T Zellen schitteten nachweislich mehr IFN-y aus, wenn sie durch LS stimuliert
wurden, als ohne Stimulation (p<0.001). Im direkten Vergleich konnte bei den
CAR-T Zellen zusammen mit LS eine deutlich hohere IFN-y-Konzentration
nachgewiesen werden als bei den aTc mit LS durch jeden der bispezifischen
Antikérper (CD3-GD2, CD28-GD2, CD3-GD2 + CD28-GD2 und CD3-CD19)
(p=0.0001).
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Es folgte die Bestimmung von IL-2 nach Stimulation mit LS, dargestellt in Abbildung
25:
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Abbildung 25: Ausschittung von IL-2 bei unterschiedlichen Konditionen fir die NB-Zelllinie LS

Der Vergleich erfolgte fur unterschiedliche Konditionen: NB-Zelllinie LS und/oder Effektorzellen und/oder
verschiedene bispezifische Antikdrpern (Konzentration jeweils 5ng/ml), E/T-Ratio jeweils 1:1. Die Tumorzellen
wurden mit den verschiedenen Konditionen 16 Stunden lang inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
durchflusszytometrische Bestimmung der Zytokinkonzentration im Uberstand. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen von einem Experiment (n=1) mit einem technischen Triplet pro Kondition sowie die
statistische Auswertung mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Tukey post-hoc
Tests. **** p<0.0001.

Die Ausschittung von IL-2 unterschied sich in der einfaktoriellen Varianzanalyse
signifikant zwischen den Behandlungsgruppen, F (8, 18) = 53045, p<0.0001. Der
Tukey post-hoc Test zeigte eine hohere Ausschittung von IL-2 bei Inkubation der
aTc mit LS und CD3-GD2 sowie den Antikorpern CD3-GD2 + CD28-GD2 im
Vergleich zu nur LS, nur aTc, aTc zusammen mit LS sowie der Kombination aus
aTc, LS und CD3-CD19 und der Kombination aTc, LS und CD28-GD2 (p<0.0001).
Darlber hinaus schitteten die CAR-T- Zellen signifikant mehr IL-2 aus, nachdem
sie mit LS stimuliert worden sind als ohne Stimulation durch Tumorzellen
(p<0.0001). Im direkten Vergleich konnte bei den CAR-T Zellen eine deutlich hohere
IL-2-Konzentration als bei den aTc mit LS durch jeden der bispezifischen Antikorper
(CD3-GD2, CD28-GD2, CD3-GD2 + CD28-GD2 und CD3-CD19) (p<0.0001).
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Zuletzt wurde die Ausschuttung von TNF-a untersucht, dargestellt in Abbildung 26.
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Abbildung 26: Ausschiittung von TNF-a bei unterschiedlichen Konditionen fiir die NB-Zelllinie LS

Der Vergleich erfolgte fur unterschiedliche Konditionen: NB-Zelllinie LS und/oder Effektorzellen und/oder
verschiedene bispezifische Antikdrpern (Konzentration jeweils 5ng/ml), E/T-Ratio jeweils 1:1. Die Tumorzellen
wurden mit den verschiedenen Konditionen 16 Stunden lang inkubiert. Anschlielend erfolgte die
durchflusszytometrische Bestimmung der Zytokinkonzentration im Uberstand. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen von einem Experiment (n=1) mit einem technischen Triplet pro Kondition sowie die
statistische Auswertung mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Tukey post-hoc
Tests. ** p<0.01, **** p<0.0001.

In der einfaktoriellen Varianzanalyse konnten in Bezug auf das Zytokin TNF-a
ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen festgestellt
werden, F (8, 18) = 669.0, p<0.0001. Der Tukey post-hoc Test zeigte eine hohere
Ausschittung von TNF- a bei Inkubation der aTc mit LS und CD3-GD2, CD28-GD2
oder CD3-GD2 + CD28-GD2 im Vergleich zu nur LS, nur aTc, aTc zusammen mit
LS sowie der Kombination aTc, LS und CD3-CD19 (p<0.0001). Von den CAR-T
Zellen wurde deutlich mehr TNF-a ausgeschuttet, wenn sie mit LS stimuliert worden
sind im Gegensatz zu fehlender Stimulation (p< 0.0001). Im direkten Vergleich
konnte bei der Inkubation von CAR-T Zellen mit LS eine signifikant hohere
Zytokinkonzentration gemessen werden als mit aTc, LS und CD3-GD2 oder CD28-
GD2 (p<0.0001); die Konzentration war ebenfalls héher als bei der Inkubation von
aTc, LS und CD3-GD2 + CD28-GD2 (p= 0.003).
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3.4.2 Stimulation mit LAN-1

Im zweiten Teil wurde die Zelllinie LAN-1 auf die Induktion einer
Zytokinausschittung, angefangen bei IFN-y, untersucht. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 27 dargestellit.
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Abbildung 27: Ausschittung von IFN-y bei unterschiedlichen Konditionen fir die NB-Zelllinie
LAN-1

Der Vergleich erfolgte fur unterschiedliche Konditionen: NB-Zelllinie LAN-1 und/oder Effektorzellen und/oder
verschiedene bispezifische Antikbrpern (Konzentration jeweils 5ng/ml), E/T-Ratio jeweils 1:1. Die Tumorzellen
wurden mit den verschiedenen Konditionen 16 Stunden lang inkubiert. Anschlieend erfolgte die
durchflusszytometrische Bestimmung der Zytokinkonzentration im Uberstand. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen von einem Experiment (n=1) mit einem technischen Triplet pro Kondition sowie die
statistische Auswertung mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Tukey post-hoc
Tests. **** p<0.0001.

Die statistische Testung mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse ergab
signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen, bezogen auf die
Ausschittung von IFN-y, F (8, 18) = 878.6, p<0.0001. Der Tukey post-hoc Test
zeigte dabei eine héhere Ausschittung von IFN-y bei der Inkubation von aTc mit
LAN-1 und den Antikdrpern CD3-GD2, CD28-GD2 sowie CD3-GD2 + CD28-GD2
im Vergleich zu nur LAN-1, nur aTc, aTc zusammen mit LAN-1 und aTc mit LAN-1
und CD3-CD19 (p<0,0001). Zwischen den Behandlungsgruppen CD3-GD2 und
CD28-GD2 gab es keinen signifikanten Unterschied, beide Behandlungen fuhrten
aber zu signifikant weniger IFN-y Ausschuttung als die Behandlung durch CD3-GD2
+ CD28-GD2 (p<0,0001). Die CAR-T Zellen schiutteten signifikant mehr Zytokine

aus, wenn sie mit LAN-1-Zellen inkubiert worden sind, als ohne Stimulation
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(p<0,0001). Im direkten Vergleich fuhrten die CAR-T Zellen zu einer hdheren
IFN-y-Ausschuttung nach Stimulation mit LAN-1 als es bei den aTc zusammen mit
LAN-1 und den bispezifischen Antikdrpern CD3-GD2, CD28-GD2 sowie
CD3-GD2 + CD28-GD2 der Fall war (p<0,0001).

Die Untersuchung der IL-2-Ausschittung nach Stimulation mit der NB-Zelllinie

LAN-1 ergab folgende, in Abbildung 28 dargestellten Ergebnisse.
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Abbildung 28: Ausschittung von IL-2 bei unterschiedlichen Konditionen fir die NB-Zelllinie LAN-1

Der Vergleich erfolgte fur unterschiedliche Konditionen: NB-Zelllinie LAN-1 und/oder Effektorzellen und/oder
verschiedene bispezifische Antikdrpern (Konzentration jeweils 5ng/ml), E/T-Ratio jeweils 1:1. Die Tumorzellen
wurden mit den verschiedenen Konditionen 16 Stunden lang inkubiert. Anschlieend erfolgte die
durchflusszytometrische Bestimmung der Zytokinkonzentration im Uberstand. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen von einem Experiment (n=1) mit einem technischen Triplet pro Kondition sowie die
statistische Auswertung mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Tukey post-hoc
Tests. **** p<0.0001, ns= nicht signifikant

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen, F (8, 18) = 5639, p<0.0001. Der Tukey post-hoc Test legte
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen nur LAN-1, nur aTc,
aTc und LAN-1, aTc mit LAN-1 und CD3-CD19 sowie aTc mit LAN-1 und CD3-GD2
oder CD28-GD2 dar. Die Inkubation wvon aTc mit LAN-1 und
CD3-GD2 + CD28-GD2 zeigte eine signifikant erhdhte Zytokinausschuttung im
Vergleich mit den zuerst genannten Behandlungsgruppen. CAR-T Zellen schiitteten
nachweislich mehr IL-2 aus, wenn sie durch LAN-1 stimuliert wurden, als ohne

Stimulation (p<0.0001); die nachgewiesene Konzentration war ebenfalls hdher als
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die der Tumorzellen allein und der aTc mit LAN-1 und CD3-GD2, CD28-GD2,
CD3-GD2 + CD28-GD2 sowie bei der Behandlung mit CD3-CD19 (p<0.0001).

Zuletzt erfolgte die Untersuchung der Ausschittung von TNF-a durch die
Effektorzellen bei Stimulation durch LAN-1. Die Ergebnisse sind in Abbildung 29

dargestellt.
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Abbildung 29: Ausschittung von TNF-a bei unterschiedlichen Konditionen fur die NB-Zelllinie
LAN-1

Der Vergleich erfolgte fur unterschiedliche Konditionen: NB-Zelllinie LAN-1 und/oder Effektorzellen und/oder
verschiedene bispezifische Antikdrpern (Konzentration jeweils 5ng/ml), E/T-Ratio jeweils 1:1. Die Tumorzellen
wurden mit den verschiedenen Konditionen 16 Stunden lang inkubiert. Anschlieend erfolgte die
durchflusszytometrische Bestimmung der Zytokinkonzentration im Uberstand. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen von einem Experiment (n=1) mit einem technischen Triplet pro Kondition sowie die
statistische Auswertung mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Tukey post-hoc
Tests. **** p<0.0001, ns= nicht signifikant

Die statistische Testung mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse ergab
signifikante Unterschiede der  TNF-a-Ausschittung zwischen den
Behandlungsgruppen, F (8, 18) = 753.0, p<0.0001. Der Tukey post-hoc Test zeigte
eine signifikant hohere Ausschuittung bei Inkubation von aTc mit LAN-1 und den
bispezifischen Antikbrpern CD3-GD2, CD28-GD2 und CD3-GD2 + CD28-GD2 im
Vergleich zu aTc allein, LAN-1 allein, aTc und LAN-1 zusammen oder aTc mit
LAN-1 und CD3-CD19 (p<0.0001). Zwischen den Antikorpern CD3-GD2,
CD28-GD2 und CD3-GD2 + CD28-GD2 zeigte die Behandlung durch die zuletzt
genannte Kondition (mAK im Mix) eine signifikant héhere Ausschittung als die
Behandlung durch die Antikdrper einzeln (p<0.0001). Die CAR-T Zellen schiitteten

signifikant mehr TNF-a aus, wenn sie mit LAN-1 stimuliert worden sind, als ohne
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Stimulation (p<0.0001). Im direkten Vergleich flihrten die CAR-T Zellen zu einer
hoéheren TNF-a-Ausschittung nach Stimulation mit LAN-1 als es durch die aTc
zusammen den bispezifischen Antikdrpern CD3-GD2, CD28-GD2 sowie
CD3-GD2 + CD28-GD2 nach Stimulation mit LAN-1 der Fall war (p<0.0001).



Ergebnisse 64

3.5 Proliferation der Effektorzellen nach Stimulation durch Antikdrper

und/oder NB-Zelllinien

Nach erfolgreicher Aktivierung der Effektorzellen und Ausschiittung von Zytokinen
musste es zusétzlich zu einer ausreichenden Proliferation der Effektorzellen
kommen, um eine adaquate und langanhaltende Tumorbekampfung sicherstellen
zu koénnen. Die Untersuchung dieses Aspektes erfolgte im nachsten Schritt
zunéchst fur die Zelllinie LS, dargestellt in Abbildung 30:
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Abbildung 30: Proliferation der unterschiedlichen T-Zell-Populationen fur die NB-Zelllinie LS

Der Vergleich erfolgte fur verschiedene Konditionen: NB-Zelllinie LS und/oder Effektorzellen (activated T cell
oder CAR-T (chimére Antigenrezeptor T-Zellen) und/oder verschiedene bispezifische Antikérper (Konzentration
jeweils 5ng/ml) sowie die Positivkontrolle mit 2.5 pg/ml PHA (Phytoh&magglutinin), E/T-Ratio jeweils 1:1. Vor
der Inkubation erfolgte die Farbung der Effektorzellen mit CellTrace™ Violet Dye. Die Tumorzellen wurden mit
den angegebenen Behandlungen 96 Stunden lang inkubiert und anschlieRend der Uberstand
durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von einem
Experiment (n=1) mit einem technischen Triplet pro Kondition sowie die statistische Auswertung fur die T-Zell-
Population CD3 mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Sidak post-hoc Tests.
Als Kontrolle diente fur die activated T cells (linke Seite) die Kondition LS + aTc, wahrend die Kontrolle fur
CAR-T (rechte Seite) nur aus CAR-T bestand. ** p<0.01, **** p<0.0001.

Die statistische Analyse ergab signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungen in Bezug auf die Starke der Proliferation, F (9, 20) = 35.53, p<0.0001.
Der Sidak post-hoc Test zeigte, dass die Effektorzellen auf der linken Seite der
Grafik durch die Therapien mit CD3-GD2 (p=<0.0001) und
CD3-GD2 + CD28-GD2 (p<0.0001) sowie PHA (p=0.0022) signifikant starker
proliferiert sind als bei der Kontrolle aTc + LS; wahrend auf der rechten Seite die
Konditionen CAR-T + LS (p<0.0001) und CAR-T + PHA (p<0.0001) zu einer
signifikant starkeren Proliferation fuhrten als bei der Kontrolle CAR-T ohne LS. Im
direkten Vergleich proliferierten die Effektorzellen der Konditionen CD3-GD2
(p<0.0001), CD3-GD2 + CD28-GD2 (p<0.0001) und CAR-T + LS (p<0.0001)
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signifikant starker, als dies durch die Kondition CD28-GD2 der Fall war. Zwischen
den Konditionen CD3-GD2, CD3-GD2 + CD28-GD2 und CAR-T + LS konnte kein

signifikanter Unterschied in Bezug auf die Proliferationsneigung festgestellt werden.

Fir die NB-Zelllinie LAN-1 ergaben sich folgende, in Abbildung 31 dargestellten
Ergebnisse:
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Abbildung 31: Proliferation der unterschiedlichen T-Zell-Populationen fir die NB-Zelllinie LAN-1

Der Vergleich erfolgte fir verschiedene Konditionen: NB-Zelllinie LAN-1 und/oder Effektorzellen (activated T
cell oder CAR-T (chimére Antigenrezeptor T-Zellen) und/oder verschiedene bispezifische Antikdrper
(Konzentration jeweils 5ng/ml) sowie die Positivkontrolle mit 2.5 pg/ml PHA (Phytohdmagglutinin), E/T-Ratio
jeweils 1:1. Vor der Inkubation erfolgte die Farbung der Effektorzellen mit CellTrace™ Violet Dye. Die
Tumorzellen wurden mit den angegebenen Behandlungen 96 Stunden lang inkubiert und der Uberstand
anschlieRend durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen
von einem Experiment (n=1) mit einem technischen Triplet pro Kondition sowie die statistische Auswertung fur
die T-Zell-Population CD3 mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Sidak post-
hoc Tests. Als Kontrolle diente fiir die activated T cells (linke Seite) die Kondition LAN-1 + aTc, wahrend die
Kontrolle fir CAR-T (rechte Seite) nur aus CAR-T bestand. ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001.

In der statistischen Untersuchung wurden signifikante Unterschiede der
Proliferationsneigung zwischen den Behandlungen berechnet,
F (9, 20) = 45.10, p<0.0001. Der Sidak post-hoc Test zeigte, dass die Effektorzellen
auf der linken Seite der Grafik durch die Therapien mit CD3-GD2 (p<0.0001) und
CD3-GD2 + CD28-GD2 (p<0.0001) sowie PHA (p=0.0003) signifikant starker
proliferiert sind als bei der Kontrolle aTc + LAN-1; wahrend auf der rechten Seite die
Konditionen CAR-T + LS (p<0.0001) und CAR-T + PHA (p<0.0001) zu einer
signifikant starkeren Proliferation fiihrten als bei der Kontrolle CAR-T ohne LAN-1.
Im direkten Vergleich proliferierten die Effektorzellen der Konditionen CD3-GD2
(p<0.0001), CD3-GD2 + CD28-GD2 (p<0.0001) und CAR-T + LS (p<0.0001)
signifikant starker, als dies durch die Kondition CD28-GD2 der Fall war. W&hrend
zwischen den Konditionen CD3-GD2 + CD28-GD2 und CAR-T + LAN-1 kein
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signifikanter Unterschied in Bezug auf die Proliferationsneigung berechnet werden
konnte, fuhrte sowohl die Tumorbehandlung mit CD3-GD2 + CD28-GD2 (p=0.0003)
als auch mit CAR-T (p=0.002) zu signifikant mehr proliferierten Effektorzellen als
die Behandlung mit CD3-GD2.

Abschliel3end sind die Ergebnisse fur die NB-Zelllinie SHSY5Y in Abbildung 32
dargestellt:
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Abbildung 32: Proliferation der unterschiedlichen T-Zell-Populationen fir die NB-Zelllinie SHSY5Y

Der Vergleich erfolgte fir verschiedene Konditionen: NB-Zelllinie SHSY5Y und/oder Effektorzellen (activated T
cell oder CAR-T (chimére Antigenrezeptor T-Zellen) und/oder verschiedene bispezifische Antikdrper
(Konzentration jeweils 5ng/ml) sowie die Positivkontrolle mit 2.5 pg/ml PHA (Phytohdmagglutinin), E/T-Ratio
jeweils 1:1. Vor der Inkubation erfolgte die Farbung der Effektorzellen mit CellTrace™ Violet Dye. Die
Tumorzellen wurden mit den angegebenen Behandlungen 96 Stunden lang inkubiert und der Uberstand
anschlieRend durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen
von einem Experiment (n=1) mit einem technischen Triplet pro Kondition sowie die statistische Auswertung fur
die T-Zell-Population CD3 mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse und den Ergebnissen des Sidak post-
hoc Tests. Als Kontrolle diente fiir die activated T cells (linke Seite) die Kondition SHSY5Y + aTc, wahrend die
Kontrolle fur CAR-T (rechte Seite) nur aus CAR-T bestand. *** p<0.001, **** p<0.0001.

Die statistische Analyse ergab signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungen in Bezug auf die Starke der Proliferation, F (9, 20) = 12.60, p<0.0001.
Der Sidak post-hoc Test zeigte eine signifikant stérkere Proliferation der jeweiligen
Effektorzellen durch PHA auf beiden Seiten der Grafik (aTc: p=0.0022,
CAR-T: p<0.0001). Zwischen den ubrigen Konditionen konnten keine signifikanten

Unterschiede in Bezug auf die Proliferationsneigung verzeichnet werden.
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3.6 Vergleich der lytischen Wirkung der Behandlungsansatze auf
NB-Zelllinien

Nach erfolgter Aktivierung, Zytokinausschittung und Proliferation der Effektorzellen
musste abschlie@Rend das Lysevermégen und damit die Effektivitat der
Behandlungsansatze beurteilt werden. Zu diesem Zweck wurde ein Assay unter
Zuhilfenahme von Luciferin im Medium und mit einem Luciferase-Gen modifizierten

Tumorzellen durchgefiihrt und die Tumorviabilitat verglichen.

3.6.1 Viabilitat der Tumorzellen nach 48 Stunden bei unterschiedlichen E/T-

Ratios und Behandlungsansatzen

Zunachst erfolgte die Untersuchung der Viabilitat fur alle getesteten E/T-Ratios und
Behandlungsansatze nach 48 Stunden fur jede der drei NB-Zelllinien, angefangen
mit der Zelllinie LS, dargestellt in Abbildung 33:
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Abbildung 33: Viabilitdt der NB-Zelllinie LS nach 48 Stunden in Abhangigkeit unterschiedlicher
Behandlungsgruppen

Der Vergleich erfolgte fiir verschiedene Konditionen: NB-Zelllinie LS und Effektorzellen (aTc= activated T cell
oder CAR-T (chimére Antigenrezeptor T-Zellen) und verschiedene bispezifische Antikdrper (jeweils mit aTc
appliziert, Konzentration je 5ng/ml). Die Tumorzellen wurden mit den verschiedenen Konditionen 48 Stunden
lang inkubiert und die Viabilitat anschlieRend luminometrisch bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von vier Experimenten (n=4) mit je einem technischen Triplet pro Kondition sowie die
statistische Auswertung mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholung und den
Ergebnissen des Tukey post-hoc Tests. **** p<0.0001, ns = nicht signifikant.

Die statistische Auswertung ergab signifikante Unterschiede der Tumorviabilitdten
zwischen den Behandlungsanséatzen, F (5.000, 155) = 63.12, p<0.0001. Der Tukey
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post-hoc Test zeigte keine Unterschiede zwischen den Behandlungen CAR-T,
CD3-GD2 und CD3-GD2 + CD28-GD2 auf, genauso konnte zwischen aTc,
CD3-CD19 und CD28-GD2 kein signifikanter Unterschied ausgemacht werden.
Durch die Behandlung von sowohl CAR-T, CD3-GD2 als auch
CD3-GD2 + CD28-GD2 wurde eine signifikant niedrigere Viabilitat nachgewiesen
als durch die Behandlung durch aTc, CD3-CD19 oder CD28-GD2 (p<0.0001).

Die Ergebnisse fir die NB-Zelllinie LAN-1 sind in der folgenden Abbildung 34 zu
sehen:
LAN-1

150

]
[N
o
o

1

aTc

CD3-CD19

CD3-GD2

CD28-GD2

CD3-GD2 + CDh28-GD2
CAR-T

Viabilitat [%

50 A

P ttod

01 —nsl:

t

Effektorzell-/Tumorzell-Ratio

Abbildung 34: Viabilitat der NB-Zelllinie LAN-1 nach 48 Stunden in Abhangigkeit unterschiedlicher
Behandlungsgruppen

Der Vergleich erfolgte fur verschiedene Konditionen: NB-Zelllinie LAN-1 und Effektorzellen (aTc= activated T
cell oder CAR-T (chimére Antigenrezeptor T-Zellen) und verschiedene bispezifische Antikorper (jeweils mit aTc
appliziert, Konzentration je 5ng/ml). Die Tumorzellen wurden mit den verschiedenen Konditionen 48 Stunden
lang inkubiert und die Viabilitat anschlieend luminometrisch bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von vier Experimenten (n=4) mit je einem technischen Triplet pro Kondition sowie die
statistische Auswertung mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholung und den
Ergebnissen des Tukey post-hoc Tests. **** p<0.0001, ns = nicht signifikant.

In der statistischen Untersuchung ergaben sich signifikante Unterschiede der
Tumorviabilitaten der Zelllinie LAN-1 zwischen den Behandlungsansatzen,
F (5.000, 155) = 90.38, p<0.0001. Im Tukey post-hoc Test konnte dabei kein
signifikanter Unterschied der Viabilitdt zwischen den Konditionen CAR-T, CD3-GD2
und CD3-GD2 + CD28-GD2 ausgemacht werden; ebenso wenig zwischen den
Konditionen aTc, CD3-CD19 und CD28-GD2. Zwischen diesen zwei Gruppen
konnte jedoch gezeigt werden, dass eine Behandlung durch CAR-T, CD3-GD2
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sowie CD3-GD2 + CD28-GD2 zu einer signifikant geringeren Tumorviabilitat flhrt
als die Behandlung durch aTc, CD3-CD19 oder CD28-GD2 (p<0.0001).

Im letzten Schritt wurde auch die Zelllinie SHSYS5Y untersucht, dargestellt in
Abbildung 35:
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Abbildung 35: Viabilitdt der NB-Zelllinie SHSY5Y nach 48 Stunden in Abhéangigkeit
unterschiedlicher Behandlungsgruppen

Der Vergleich erfolgte fiir verschiedene Konditionen: NB-Zelllinie SHSY5Y und Effektorzellen (aTc= activated
T cell oder CAR-T (chimére Antigenrezeptor T-Zellen) und verschiedene bispezifische Antikdrper (jeweils mit
aTc appliziert, Konzentration je 5ng/ml). Die Tumorzellen wurden mit den verschiedenen Konditionen 48
Stunden lang inkubiert und die Viabilitat anschlieRend luminometrisch bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen von vier Experimenten (n=4) mit je einem technischen Triplet pro Kondition sowie
die statistische Auswertung mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholung und den
Ergebnissen des Tukey post-hoc Tests. **** p < 0.0001, ns = nicht signifikant.

Die statistische Analyse der Viabilitat der Tumorzellen der NB-Zelllinie SHSY5Y
ergab signifikante  Unterschiede zwischen den Behandlungsansatzen,
F (5.000, 155) = 53.69, p<0.0001. Der Tukey post-hoc Test wies eine signifikant
niedrigere Viabilitat der SHSYS5Y-Tumorzellen bei Behandlung mit CAR-T im
Vergleich zu allen anderen Behandlungsansatzen auf (p<0.0001).

3.6.2 Tumorviabilitdt im Zeitverlauf: Vergleich unterschiedlicher E/T-Ratios

je nach Behandlung

Um die Rolle der verschiedenen E/T-Ratios herauszuarbeiten, wurden bei
festgelegter Behandlung die drei Ratios 1:1, 0.1:1 und 0.01:1 im Zeitverlauf

statistisch miteinander verglichen.



Ergebnisse 70

3.6.21 LS

Zu Beginn erfolgte der Vergleich der E/T-Ratios je nach Behandlung fiir die Zelllinie
LS wie in Abbildung 36 gezeigt:
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Abbildung 36: Viabilitat der NB-Zelllinie LS im Zeitverlauf nach unterschiedlicher Behandlung,
dargestellt fur die drei E/T-Ratios 1:1, 0.1:1 und 0.01:1

Die Tumorzellen wurden mit den angegebenen Effektorzellen und Antikdrpern inkubiert und nach 12, 24, 36
sowie 48 Stunden luminometrisch gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen (n=4)
sowie die statistische Auswertung mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholung und den
Ergebnissen des Tukey post-hoc Tests. **** p<0.0001, ns = nicht signifikant.

Wahrend bei der Behandlungsgruppe aTc + LS kein signifikanter Unterschied
zwischen den E/T-Ratios in der einfaktoriellen Varianzanalyse mit
Messwiederholung nachgewiesen werden konnte (F (2.000, 30.00) = 2.118,
p=0.1379), war dies jedoch bei allen anderen Behandlungen der Fall, wie in Tabelle
8 gezeigt. Vor allem bei den Behandlungen CD3-GD2, CD3-GD2 + CD28-GD2
sowie CAR-T zeigten sich deutliche Unterschiede im Tukey post-hoc Test zwischen
allen E/T-Ratios. Die E/T-Ratios 1:1 und 0.1:1 fuhrten bei diesen Behandlungen zu
einer nachweislich geringeren Viabilitat der NB-Zellen LS als die E/T-Ratio 0.01:1.
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Tabelle 8: Auflistung der Ergebnisse der einfaktoriellen Varianzanalyse fur die NB-Zelllinie LS

Behandlung F (DFn, DFd) Statistische Signifikanz
CD3-CD19 F (2.000, 30.00) = 4.553 p=0.0188
CD3-GD2 F (2.000, 30.00) = 104.8 p<0.0001
CD28-GD2 F (2.000, 30.00) = 30.84 p<0.0001
CD3-GD2 + CD28-GD2 F (2.000, 30.00) = 89.58 p<0.0001
CAR-T F (2.000, 30.00) = 140.7 p<0.0001

3.6.2.2 LAN-1

In Abbildung 37 sind die Ergebnisse fir die Zelllinie LAN-1 dargestellt:
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Abbildung 37: Viabilitat der NB-Zelllinie LAN-1 im Zeitverlauf nach unterschiedlicher Behandlung,
dargestellt fir die drei E/T-Ratios 1:1, 0.1:1 und 0.01:1

Die Tumorzellen wurden mit den angegebenen Effektorzellen und Antikérpern inkubiert und nach 12, 24, 36
sowie 48 Stunden die Viabilitst luminometrisch gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen (N=4) sowie die statistische Auswertung mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse
mit Messwiederholung und den Ergebnissen des Tukey post-hoc Tests.
* p<0.05, **** p<0.0001, ns = nicht signifikant.

Die statistische Auswertung ergab signifikante Unterschiede in der Tumorviabilitat
zwischen den E/T-Ratios bei allen sechs Behandlungen (siehe Tabelle 9). Wahrend

die Unterschiede bei den Behandlungen aTc sowie aTc + CD3-CD19 schwach
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signifikant waren und die Behandlung zu nahezu keiner Senkung der Viabilitat unter
100% gefuhrt hat, zeigte sowohl die statistische Analyse als auch die Darstellung
bei den Behandlungen CD3-GD2, CD3-GD2 + CD28-GD2 und
CAR-T signifikante Unterschiede zwischen den drei untersuchten E/T-Ratios.

Tabelle 9: Auflistung der Ergebnisse der einfaktoriellen Varianzanalyse fir die NB-Zelllinie LAN-1.

Behandlung F (DFn, DFd) Statistische Signifikanz
Sl F (2.000, 30.00) = 21.99 p<0.0001
CD3-CD19 F (2.000, 30.00) = 3.735 p=0.0356
CD3-GD2 F (2.000, 30.00) = 90.20 p<0.0001
CD28-GD2 F (2.000, 30.00) = 22.79 p<0.0001
CD3-GD2 + CD28-GD2 F (2.000, 30.00) =117.1 p<0.0001
CAR-T F (2.000, 30.00) = 128.7 p<0.0001

3.6.2.3 SHSY5Y

Zuletzt wurde die Untersuchung auch auf die Kontroll-Zelllinie SHSY5Y angewandt,
dargestellt in Abbildung 38.

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte auch fur diese Zelllinie signifikante
Unterschiede der Viabilitdt zwischen den E/T-Ratios nahezu aller Behandlungen,
ausschlief3lich aTc (siehe Tabelle 10). Allerdings konnten die Behandlungen, selbst
in der hochsten E/T-Ratio von 1:1, keine Senkung der Viabilitat unter 100%
hervorrufen. Einzige Ausnahme bildet die Behandlung mit CAR-T in der E/T-Ratio
von 1:1, welche zu allen gemessenen Zeitpunkten sowohl zu einer signifikant
niedrigeren Viabilitat als die E/T-Ratios 0.1:1 und 0.01:1 fuhrte, als auch zu einer
Lyse von 47 % (SD 17).
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Abbildung 38: Viabilitat der NB-Zelllinie SHSY5Y im Zeitverlauf nach unterschiedlicher Behandlung
in Abhangigkeit, dargestellt fur die drei E/T-Ratios 1:1, 0.1:1 und 0.01:1.

Die Tumorzellen wurden mit den angegebenen Effektorzellen und Antikérpern inkubiert und nach 12, 24, 36

sowie 48 Stunden die Viabilitat

luminometrisch gemessen.

Dargestellt sind die Mittelwerte und

Standardabweichungen (n=4) sowie die statistische Auswertung mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse
mit Messwiederholung und den Ergebnissen des Tukey post-hoc Tests. * p<0.05, *** p<0.001, **** p<0.0001,

ns = nicht signifikant.

Tabelle 10: Auflistung der Ergebnisse der einfaktoriellen Varianzanalyse fir die NB-Zelllinie

SHSY5Y.

Behandlung F (DFn, DFd) Statistische Signifikanz
aTc F (2.000, 30.00) = 1.256 p=0.2994
CD3-CD19 F (2.000, 30.00) = 10.49 p=0.0004
CD3-GD2 F (2.000, 30.00) = 36.25 p<0.0001
CD28-GD2 F (2.000, 30.00) = 3.889 p=0.0315
CD3-GD2 + CD28-GD2 F (2.000, 30.00) = 30.25 p<0.0001
CAR-T F (2.000, 30.00) = 43.40 p<0.0001
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3.6.3 Tumorviabilitat im Zeitverlauf: Vergleich unterschiedlicher

Behandlungen je nach E/T-Ratio

Um die Rolle der Behandlungen in Abhangigkeit der E/T-Ratios herauszuarbeiten,
wurden diese fur die E/T-Ratios 1:1, 0.1:1 und 0.01:1 im Zeitverlauf statistisch
miteinander verglichen.

3.6.3.1 LS

Zunachst sind die Behandlungen fir die NB-Zelllinie LS in Abbildung 39 dargestellt:

LS E/T-Ratio 1:1 LS E/T-Ratio 0.1:1
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Abbildung 39: Viabilitat der NB-Zelllinie LS im Zeitverlauf je nach Behandlung, dargestellt fir die
E/T-Ratios 1:1, 0.1:1 und 0.01.1

Die Tumorzellen wurden mit den angegebenen Effektorzellen (aTc = aktivierte T-Zellen, CAR-T = chiméare
Antigenrezeptor T-Zellen) und Antikdrpern (jeweils mit aTc appliziert, Konzentration je 5ng/ml) inkubiert und
nach 12, 24, 36 sowie 48 Stunden luminometrisch gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen (n=4) eines technischen Triplets sowie die statistische Auswertung mit Hilfe einer
einfaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholung und den Ergebnissen des Tukey post-hoc Tests.
*** n<0.001, **** p<0.0001, ns = nicht signifikant.

Die statistische Untersuchung ergab fir die E/T-Ratio signifikante Unterschiede der
Tumorviabilitat zwischen den Behandlungen, F (5.000, 75.00) = 132.3, p<0.0001.
Im Tukey post-hoc Test zeigte sich weder zwischen CD3-GD2, CD3-GD2 +
CD28-GD2 und CAR-T, noch zwischen aTc und CD3-CD19 ein signifikanter

Unterschied in der Tumorviabilitét, jedoch konnte zwischen diesen zwei Gruppen
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ein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt werden (p<0.0001). Der
bispezifische Antikérper CD28-GD2 flihrte ebenfalls zu einer niedrigeren
Tumorviabilitat als aTc und CD3-CD19 (p=0.0004), seine Lysefahigkeit war
signifikant schwacher als die von CD3-GD2, CD3-GD2 + CD28-GD2 und CAR-T
(p<0.0001).

Fur die E/T-Ratio 0.1:1 konnte die statistische Analyse ebenfalls signifikante
Unterschiede der Tumorviabilitat zwischen den Behandlungen feststellen,
F (5.000, 75.00) = 45.25, p<0.0001. Der Tukey post-hoc Test ergab weder zwischen
CD3-GD2, CD3-GD2 + CD28-GD2 und CAR-T, noch zwischen aTc, CD3-CD19 und
CD28-GD2 signifikant unterschiedliche Tumorviabilititen, wohl aber konnte
zwischen diesen zwei Gruppen ein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt
werden (p<0.0001).

Die Testung der E/T-Ratio 0.01:1 ergab ebenfalls signifikanten Unterschied in
Bezug auf die Tumorviabilitat zwischen den Behandlungen, F (5.000, 75.00) =
10.14, p<0.0001. Im Tukey post-hoc Test zeigte sich kein signifikanter Unterschied
der Viabilitat zwischen aTc, CD3-GD2, CD3-GD2 + CD28-GD2 und CAR-T, noch
zwischen CD3-CD19 und CD28-GD2. Die Tumorviabilitat zeigte sich zwar
signifikant niedriger in der ersten Gruppe, jedoch waren beide Gruppen nicht in der

Lage, eine Lyse und damit eine Viabilitdt unter 100% hervorzurufen.
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3.6.3.2 LAN-1

Es folgte die Untersuchung fur die Zelllinie LAN-1, dargestellt in Abbildung 40:
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Abbildung 40: Viabilitdt der NB-Zelllinie LAN-1 im Zeitverlauf je nach Behandlung, dargestellt fur
die E/T-Ratios 1:1, 0.1:1 und 0.01:1

Die Tumorzellen wurden mit den angegebenen Effektorzellen (aTc = aktivierte T-Zellen, CAR-T = chiméare
Antigenrezeptor T-Zellen) und Antikdrpern (jeweils mit aTc appliziert, Konzentration je 5ng/ml) inkubiert und
nach 12, 24, 36 sowie 48 Stunden luminometrisch gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen (n=4) eines technischen Triplets sowie die statistische Auswertung mit Hilfe einer
einfaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholung und den Ergebnissen des Tukey post-hoc Tests.
***x n<0.0001, ns = nicht signifikant.

Die Testung ermittelte fir die E/T-Ratio 1:1 signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungen, F (5.000, 75.00) = 112.3, p<0.0001. Der Tukey post-hoc Test ergab,
dass die Behandlung durch CD28-GD2 zu einer signifikant niedrigeren
Tumorviabilitat fihrte als die Behandlung durch CD3-CD19 (p<0.0001). Zwischen
den Behandlungen CD3-GD2, CD3-GD2 + CD28-GD2 und CAR-T gab es keine
signifikanten Unterschiede, alle drei Behandlungen fiihrten jedoch zu signifikant
niedrigeren Tumorviabilitdt als die Behandlungen aTc, CD3-CD19 und CD28-GD2
(p<0.0001). Wahrend CD3-GD2, CD3-GD2 + CD28-GD2 und CAR-T zu einer
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vollstdndigen Lyse fihrten, vermochte CD28-GD2 eine Lyse von 36%
hervorzurufen (Viabilitat 64%, SD 23).

Die statistische Untersuchung fir die E/T-Ratio 0.1:1 zeigte signifikante
Unterschiede zwischen den Behandlungen, F (5.000, 75.00) = 31.61, p<0.0001.
Wahrend die Behandlungen aTc, CD3-CD19 und CD28-GD2 untereinander, wie
auch CD3-GD2, CD3-GD2 + CD28-GD2 und CAR-T untereinander keine
signifikanten Unterschiede aufwiesen, fuhrten die Behandlungen CD3-GD2,
CD3-GD2 + CD28-GD2 und CAR-T zu signifikant niedrigeren Tumorviabilitaten als

die Gbrigen Behandlungen.

Die Testung fur die E/T-Ratio 0.01:1 ergab einen signifikanten Unterschied in Bezug
auf die Tumorviabilitat zwischen den Behandlungen, F (5.000, 75.00) = 12.84,
p<0.0001. Im Tukey post-hoc Test zeigte sich kein signifikanter Unterschied der
Viabilitdt zwischen aTc, CD3-CD19, CD3-GD2 und CD28-GD2, noch zwischen
CD3-GD2 + CD28-GD2 und CAR-T. Die Tumorviabilitat zeigte sich zwar signifikant
niedriger in der zweiten Gruppe, jedoch waren beide Gruppen nicht in der Lage,
eine Lyse und damit eine Viabilitat unter 100% hervorzurufen.
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3.6.3.3 SHSY5Y

Erganzend wurde auch die Zelllinie SHSYS5Y untersucht, dargestellt in Abbildung
41.
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Abbildung 41: Viabilitdt der NB-Zelllinie SHSY5Y im Zeitverlauf je nach Behandlung, dargestellt fir
die E/T-Ratios 1:1, 0.1:1 und 0.01:1

Die Tumorzellen wurden mit den angegebenen Effektorzellen (aTc = aktivierte T-Zellen, CAR-T = chiméare
Antigenrezeptor T-Zellen) und Antikorpern (jeweils mit aTc appliziert, Konzentration je 5ng/ml) inkubiert und
nach 12, 24, 36 sowie 48 Stunden luminometrisch gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen (n=4) eines technischen Triplets sowie die statistische Auswertung mit Hilfe einer
einfaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholung und den Ergebnissen des Tukey post-hoc Tests.
* p<0.05, **** p<0.0001, ns = nicht signifikant.

Die statistische Auswertung zeigt fur die E/T-Ratio 1:1, dass signifikante
Unterschiede zwischen den Behandlungen nachgewiesen werden konnen,
F (5.000, 75.00) = 24.07, p<0.0001. Der Tukey post-hoc Test ergab, dass die
CAR-T Behandlung zu einer Lyse von 47% (Viabilitdt 53%, SD 17) und damit zu
einer signifikant niedrigeren Viabilitat der SHSY5Y-Zellen fuhrte im Vergleich zu
allen anderen Behandlungen (p<0.0001), welche allesamt keine Lyse
(Viabilitat<100%) hervorrufen konnten.

Fur die E/T-Ratio 0.1:1 ergaben sich statistisch ebenfalls Unterschiede zwischen
den Behandlungen, F (5.000, 75.00) = 17.67, p<0.0001. Der Tukey post-hoc Test
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ermittelte eine signifikant niedrigere Tumorviabilitat bei einer Behandlung durch
CAR-T Zellen im Vergleich zu aTc (p<0.05) und allen anderen Behandlungen
(p<0.0001). Die maximale Lyse durch die CAR-T Zellen belief sich auf 20%
(Viabilitat 80%, SD 14). Zwischen den Behandlungen CD3-GD2, CD28-GD2, CD3-
GD2 + CD28-GD2 und CD3-CD19 konnten keine Unterschiede verzeichnet werden.

Auch beziglich der E/T-Ratio 0.01:1 zeigten sich signifikante Unterschiede
zwischen den Behandlungen, F (5.000, 75.00) = 9.008, p<0.0001. Der Tukey post-
hoc Test ergab eine signifikant niedrigere Tumorviabilitat durch CAR-T und aTc,
jedoch vermochte weder die eine noch die andere Behandlung eine Lyse

hervorzurufen.
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4 Diskussion

Trotz intensiver Forschung in den letzten Jahrzehnten besserte sich die
Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir Neuroblastompatienten nur geringfiigig. Das
5-Jahres ereignisfreie Uberleben im Hochrisikostadium betragt auch mit extensiver
Therapie nur ca. 50%, mit weitreichenden Nebenwirkungen (Richards et al. 2018;
T. Simon et al. 2017). Ins Zentrum der Forschung sind neue Immuntherapien wie
CAR-T Zellen und bispezifische Antikdrper geriickt, welche jedoch bei Erprobung
gegen solide Tumoren wie dem Neuroblastom insbesondere am
immunsuppressiven Mikroenvironment scheitern; haufig fehlt es den Effektorzellen
an der notwendigen Persistenz und Potenz in der unmittelbaren Tumorumgebung
(Richards et al. 2018).

Als Target fur zahlreiche immuntherapeutische Strategien dient das
Oberflachenantigen GD2 auf Neuroblastomzellen, welches eine vielversprechende
Grundlage bildet.

4.1 GD2 als potentes Target fur immuntherapeutische Strategien

Seit der Entdeckung des GD2 wird das Antigen fur die Entwicklung neuer
immuntherapeutischer Ansétze gegen das Neuroblastom genutzt. Es stellt ein
hervorragendes Ziel dar, da es zu einer Vielzahl auf Neuroblastomzellen, aber kaum
auf normalem, menschlichen Gewebe exprimiert ist (Z. L. Wu et al. 1986). Aus
diesem Grund als tumorassoziiertes Antigen bezeichnet (Navid, Santana, & Barfield
2010; Yoshida et al. 2001), ermdglicht es eine selektive Wirkung der Therapie auf
Tumorzellen. Auch die Untersuchung der GD2-Expression auf den hier genutzten
NB-Zelllinien LS, LAN-1 und SHSY5Y ergab Uberwiegend eine hohe Dichte an
GD2-Molekulen: die Zelllinie LAN-1 exprimiert mit 99% positiven Zellen sowie einer
MFI-R von 340,8 am meisten GD2 auf der Zelloberflache, gefolgt von der Zelllinie
LS (88,7%, MFI-R= 19,6). Seitz et al. kommen in Bezug auf die Zelllinien LS und
LAN-1 auf vergleichbare Ergebnisse (Seitz et al. 2020).

Die Zelllinie SHSY5Y dagegen exprimiert nahezu kein GD2 (6,8%, MFI-R =1,7) und
wurde aus diesem Grund als Kontrolle genutzt. Sie gilt damit als quasi GD2-
negative Zelllinie. Optimalerweise hatte eine vollstdndig GD2-negative Zelllinie als
Negativkontrolle genutzt werden konnen, weil anderenfalls die Effektivitdt des GD2

als Target nicht vollstdndig bestatigt werden kann. Da dies in vollem Umfang nur
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durch NB-Zelllinien mit GD2-knock-out zu erreichen ware, hatte dies den Rahmen

der Forschungsarbeit Uberschritten.

Der Vorteil, der durch GD2 gegeben ist, besteht allerdings nicht nur aus der
selektiven Expression auf NB-Zellen. Ein weiterer Pluspunkt ist, dass GD2 bei
nahezu jedem Patienten, der am Neuroblastom erkrankt ist, in einer Vielzahl auf der
Tumorzelloberflache exprimiert ist (Cheung, Lazarus, et al. 1987; Z. L. Wu et al.
1986) und weder durch eine Chemotherapie, noch durch eine Anti-GD2-Therapie
herunterreguliert wird (Kramer et al. 1998). Neben dem Neuroblastom exprimieren
noch weitere Tumorentitaten wie das Retinoblastom, das Ewing-Sarkom und das
Melanom in unterschiedlichem MalRe GD2 (Nazha, Inal, & Owonikoko 2020),
sodass eine neu entwickelte Therapiemethode auch bei diesen Entitaten zum
Einsatz kommen konnte. Terzic et al. konnten beweisen, dass auch das Mal3 der
Expression einen Einfluss auf die Effektivitat einer Anti-GD2-Therapie hat und
Neuroblastomzellen eine grol3e Heterogenitat in Bezug auf die Expressionsmenge
von GD2 aufweisen kdnnen (Terzic et al. 2018). In diesem Aspekt liegt gleichzeig
die Kehrseite: nicht jedes Neuroblastom exprimiert gentigend GD2. So existieren
Tumorzelllinien wie die hier verwendete SHSY5Y, die nahezu kein GD2 auf ihrer
Zelloberflache tragen.

Terzic et al. wiesen weiterhin nach, dass eine geringe GD2-Expression mit einem
hoheren Risiko fur einen Tumorruckfall nach Anti-GD2 Therapie mit ch14.18
assoziiert ist (Terzic et al. 2018). Schumacher-Kuckelkorn et al. konnten bereits
2017 nachweisen, dass die Zahl der NB-Patienten ohne oder nur mit sehr wenig
GD2-Expression mit 12% hoher liegt als bisher angenommen (Schumacher-
Kuckelkorn et al. 2017). Dabei liegt das Problem nicht nur im fehlenden Ansprechen
auf eine Anti-GD2-Therapie. Diese Patienten erfahren Nebenwirkungen wie
Schmerzen, Fieber und hypersensitive Reaktionen (Armideo, Callahan, & Madonia
2017; Yu et al. 2010), ohne jedoch von der Therapie zu profitieren.

Um nutzlose, aber zugleich schadliche Therapieanwendungen in Zukunft zu
vermeiden, konnte eine pratherapeutische Testung der GD2-Expression hilfreich
sein. Allerdings liegen noch keine Ergebnisse in der Literatur vor, ab welcher
Molekulanzahl eine Anti-GD2-Therapie wirksam ist; weitere Studien zur Evaluation
dieser Schwelle sollten durchgefihrt werden. Darliber hinaus muissen
Nachforschungen zu weiteren, potenziell nutzbaren Antigenen wie beispielsweise
B7-H3 (CD276) oder HSANL.2 intensiviert werden, um auch GD2-negativen
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Patienten eine optimale Therapie bieten zu kdénnen und deren
Uberlebenswahrscheinlichkeit zu erhbhen (Keyel & Reynolds 2019). Die zusétzliche
Suche nach tumorspezifischen Antigenen, die nur auf Tumorzellen und nicht auf
gesundem menschlichen Gewebe exprimiert sind, konnte sich als hilfreich erweisen
(Jo, Ali, Shim, Lee, & Hong 2020).

Ein weiterer Ansatz, um unerwinschte Nebenwirkungen durch eine Anti-GD2-
Therapie zu vermeiden, wére die Nutzung von O-acetyliertem GD2. Alvarez-Rueda
et al. konnten bereits zeigen, dass O-acetyliertes GD2 nicht auf peripheren Nerven
nachweisbar ist und ein gegen dieses besondere Antigen gerichteter Antikdrper
vergleichbare Ergebnisse beziiglich der Zytotoxizitéat liefert wie ein herkdmmlicher
GD2-Antikorper, ohne jedoch Nebenwirkungen wie Schmerzen hervorzurufen. Dies
erlaubt gleichzeitig eine Dosiseskalation und mogliche Verbesserung der
Wirkintensitat (Alvarez-Rueda et al. 2011).

Im Rahmen dieser Forschungsarbeit sollten jedoch nur immuntherapeutische
Strategien gegen GD2 genauer betrachtet werden, unter anderem bispezifische

Antikorper.

4.2 Funktionalitat und Effektivitat der bispezifischen GD2-Antikérper

Die erste Beschreibung von bispezifischen Antikérpern erfolgte bereits in den
1960er Jahren. Die Zahl der Veroffentlichungen zu diesem Thema stieg in den
letzten Jahrzehnten rasant an (Sedykh, Prinz, Buneva, & Nevinsky 2018).
Besondere Beachtung geniel3t in diesem Kontext der bispezifische Antikdrper
Blinatumomab, welcher auf der einen Seite gegen CD19 auf B-Lymphozyten, auf
der anderen Seite gegen den CD3-Rezeptor auf zytotoxischen T-Lymphozyten
gerichtet ist. Seit 2014 ist er in den USA zur Therapie der Akuten lymphatischen B-
Zell Leukamie als second-line Medikament zugelassen (Sedykh et al. 2018). Die
Potenz dieses Antikorpers liegt darin, dass bereits geringe Konzentrationen von 10-
100 pg/ml in vitro ausreichend sind, um einen zytotoxischen Effekt hervorzurufen
(J. Wu, Fu, Zhang, & Liu 2015). Auch in vivo ist er fur seine geringe
Wirkkonzentration bekannt. Er wird Patienten bis zu einer maximalen Dosis von
0,6 mg/m?/Tag verabreicht, wahrend monoklonale Antikdrper wie Rituximab
(Anti-CD20) auf Konzentrationen von bis zu 375 mg/m?/Tag angewiesen sind (Smits
& Sentman 2016).
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Eine &hnliche Effektivitdt erhofft man sich fur bispezifische Antikorper bei der
Therapie des Neuroblastoms. Die in dieser Forschungsarbeit anfanglich
durchgefuhrte Antikorpertitration konnte belegen, dass bei den fir das
Neuroblastom konstruierten bispezifischen Antikorper, vor allem CD3-GD2 und
CD3-GD2 + CD28-GD2, geringe Antikdrperkonzentrationen von 5 ng/ml in vitro
ausreichend sind, um zusammen mit PBMCs in den E/T-Ratios 2:1 und 1:1 eine
signifikante Tumorlyse hervorzurufen. Diese Anwendungskonzentration erwies sich
fur die hier durchgefiihrten Versuche als optimal, da sie auch bei der niedrigen
E/T-Ratio von 1:1 zu einer signifikanten, aber zunéchst nicht UberméaRigen
Tumorlyse fihrte. Vermutlich werden sich bei in vivo Experimenten ahnliche
Wirkkonzentrationen wie bei Blinatumomab ergeben, bestatigende Studien sollten
durchgefuhrt werden.

Wahrend sich nun die hier genutzte Antikdrperkonzentration ahnlich zu der von
Blinatumomab zeigt, ist sie langst nicht zu vergleichen mit der
Anwendungskonzentration von Dinutuximab (ch14.18). Dieser monoklonale
Anti-GD2-Antikorper, welcher seit 2017 auch in Europa zugelassen ist (Voeller &
Sondel 2019), wirkt in in vitro Experimenten erst im Bereich von 1 pg/ml, mit einer
E/T-Ratio von 20:1 (Siebert, Seidel, Eger, Juttner, & Lode 2014). Bispezifische
Antikorper sind bereits bei 200-fach niedrigeren Konzentrationen wirksam, was fur
ihre starke Effektivitat spricht.

Trotz dieser Tatsache ist das optimale Ergebnis einer neuen Therapie nicht nur von
der Effektivitdt der Antikdrper, sondern auch von der daraus resultierenden

Effektorzellfunktion abhangig.

4.3 Die Effektorzellfunktion: Vergleich der Aktivierung und

Proliferation

Bei der Verwendung von Immuntherapeutika zur Bekdmpfung eines Tumors
entfalten Antikdrper ihre Wirkung Uber antikbrperabhangige, zellvermittelte
Zytotoxizitat, Uber komplementvermittelte Zytotoxizitdt oder durch direkte
Zytotoxizitat (Voeller & Sondel 2019). Mit Hilfe des GD2-Antikérpers chl14.18
konnten bereits Verbesserungen der Uberlebenswahrscheinlichkeit und des
ereignisfreien  Uberlebens fiir  Neuroblastompatienten  erreicht  werden.

Nichtsdestotrotz hat auch diese Therapie ihre Limitationen, das Gesamtiiberleben
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konnte nur geringfligig gesteigert werden (McGinty & Kolesar 2017). Die Grtinde fur
die beschrankte Wirksamkeit liegen vermutlich in einer unzureichenden Exposition
der Tumorzellen gegentber den Antikdrpern, der Unfahigkeit des Immunsystems
des Patienten die Antikdrper zu erkennen und Tumorzellen zu téten oder in der
Resistenz der Tumorzellen gegentber einer solchen Antikdrpertherapie (Keyel &
Reynolds 2019). Umso wichtiger ist es, bei neuartigen Therapieanséatzen eben
diese Effektorzellfunktion, fokussiert auf die Aktivierung und Proliferation, zu
untersuchen und sicherzustellen. Das grof3te Hindernis, das sich einer adaquaten
Effektorzellfunktion in den Weg stellt, ist das immunsuppressive Tumor-
Mikroenvironment. Es hindert vor allem T-Zellen durch Mechanismen wie die
Ausschittung von immunsuppressiven Zytokinen (TGFB1 oder IL-10), Rekrutierung
immunsuppressiver Zellen oder Dysregulation von Immun-Checkpoint Molekilen in
die unmittelbare Umgebung von soliden Tumoren zu gelangen (Pistoia et al. 2013).
Da Antikorper auf die Funktion von T-Zellen angewiesen sind, kénnte dadurch die

begrenzte Wirksamkeit der bisher verwendeten Antikorper erklart werden.

Immuntherapeutische Ansatze, die bereits bei der Behandlung von Leukamien und
Lymphomen erfolgreich sind, mussten sich einem solchen Gegenspieler nicht
stellen (Jo et al. 2020). Umso wichtiger ist es nun, neue Generationen von CAR-T
Zellen und bispezifischen Antikbrpern zu entwickeln, welche in der Lage sind, die
Barrieren solider Tumore zu Uberwinden und im Rahmen des Tumor-

Mikroenvironments zur Aktivierung und Proliferation der Effektorzellen zu fiihren.

4.3.1 CD3-GD2

Im Zuge dieser Forschungsarbeit konnte explizit gezeigt werden, dass durch den
bispezifischen  Antikbrper CD3-GD2  Effektorzellen in  unmittelbarer
Tumorumgebung aktiviert werden, insbesondere verdeutlicht durch die Co-
Expression von CD25*/CD69*. Diese Aktivierung ist ferner ausreichend, um zu einer
Proliferation der Effektorzellen zu fuhren und ist spezifisch auf die GD2-positiven

Zelllinien LS und LAN-1 zuriickzufthren.

Dass diese Beobachtungen kein Einzelfall sind, zeigt auch die Literatur. Ahnliche
Ergebnisse liefern beispielsweise Yankelevich et al.: sie konnten nachweisen, dass
aktivierte T-Zellen, welche zuvor mit einem CD3-GD2-bispezifischen Antikdrper
armiert wurden, zu einer spezifischen Lyse von GD2-positiven Tumorzellen fuhrten

sowie zu einer signifikanten Zytokinausschuttung (Yankelevich et al. 2012). Und
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auch Cheng et al. prasentierten einen bispezifischen Antikérper (gerichtet gegen
GD2 und CD3), welcher zu einer GD2-spezifischen Tumorzelllyse und T-Zell-
Aktivierung, gemessen am Ca?*-Einstrom in die Zelle sowie Zytokinausschuttung,
fuhrt (Cheng et al. 2016).

Dass bispezifische Antikorper mit CD3 als Effektorzelltarget effektiv sind, zeigen
Studien auch bei anderen Tumorentitdten wie der Leukamie (J. Wu et al. 2015).
Robinson et al. konnten zeigen, dass der bispezifische Antikbrper CD3-CD19 zu
einer signifikanten T-Zell-Aktivierung sowohl von CD4*- als auch CD8*-T-Zellen
fuhrte, gemessen an der Expression von CD25*/CD69*. Nach erfolgter Aktivierung
fuhrte der Kontakt mit Tumorzellen zu einer nachweisbaren Proliferation (Robinson
et al. 2018)

Und auch bei anderen soliden Tumorentitéaten zeigen sich bispezifische Antikdrper
mit CD3 als T-Zell-Target effektiv. Hipp et al. untersuchten beispielsweise den
BCMA (B-Zell Maturation Antigen) - CD3-Antikorper gegen das Multiple Myelom und
konnten mit den gleichen Untersuchungsmethoden wie in dieser Forschungsarbeit
sowohl eine Aktivierung (gemessen an der Expression von CD25* und CD69%) und
Proliferation der Effektorzellen, als auch die Zytokinausschuittung und Tumorzelllyse

nachweisen (Hipp et al. 2017).

Interessanterweise kann durch den CD3-GD2-Antikorper eine spezifische Lyse von
Tumorzellen sowie Aktivierung und Proliferation von Effektorzellen erreicht werden,
ohne dass eine Co-Stimulation oder MHC-Klasse-I-Prasentation notwendig ist. Dies
ist zwar bereits bekannt (Brischwein et al. 2007), spricht allerdings deutlich fur die

besondere Potenz des hier konstruierten Antikorpers.

Zusammenfassend beweist sich der CD3-GD2 bispezifische Antikorper als effektive
Therapiemethode gegen das Neuroblastom. Wie auch ahnliche Untersuchungen
bei unterschiedlichen Tumorentitdten zeigen, ist ein bispezifischer Antikdrper mit
CD3 als T-Zell-Target in der Lage, das immunsuppressive Mikroenvironment zu
Uberwinden und T-Zellen in unmittelbarer Tumorumgebung ausreichend zu
aktivieren, sodass diese anschlie3end proliferieren. Gleichzeitig darf man auch von
einer ausreichenden Effektivitat in vivo ausgehen, wenn man die Ergebnisse mit
dem bereits in der Therapie von Leukamie zugelassenem Antikdrper CD3-CD19

vergleicht. Dahingehend sollten weitere Studien erfolgen.
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Enorm wichtig ist in diesem Zusammenhang, dass die erprobten bispezifischen
Antikdrper nicht wahllos alle T-Zellen aktivieren, wie dies beispielsweise mit einem
monoklonalen Anti-CD3 Antikorper der Fall ware (Chatenoud, Ferran, & Bach
1991), sondern dass die T-Zell-Aktivierung spezifisch in Anwesenheit von
Tumorzellen stattfindet. Der HER2-CD3-bispezifische Antikdrper fihrte
beispielsweise durch seinen Fcy-Rezeptor zu einer ausgepragten immunologischen
Reaktion mit vielen unerwinschten Nebenwirkungen (Kiewe et al. 2006). Die
Beflirchtung, CD3-GD2 konnte durch eine ungerichtete T-Zell-Aktivierung ohne
Tumorzellkontakt zu einer ahnlichen Symptomatik flhren, kann mit den hier
gezeigten Ergebnissen minimiert werden, bei der Behandlung der nahezu GD2-
negativen Zelllinie SHSY5Y kam es zu kaum einer Aktivierung, proliferierte T-Zellen

konnten gar nicht nachgewiesen werden.

Ob eine Co-Stimulation, beispielsweise durch einen bispezifischen Antikorper mit
CD28 als Target auf T-Zellen, effektiv oder gar unverzichtbar ist, wird in den

folgenden Kapiteln diskutiert.

4.3.2 CD28-GD2

Die Anwendung des Antikorpers CD28-GD2 allein fuhrte zelllinienunabhangig zu
nahezu keinem Aktivierungszuwachs der Effektorzellen, noch zu einer Proliferation.

Seine Wirkung liegt damit weit unter der des CD3-GD2-Antikorpers.

Wahrend monoklonale Anti-CD28-Antikorper in der Lage sind lebensbedrohliche
Zytokinstirme auszulésen (Eastwood et al. 2013), kann dies bei bispezifischen
Antikorpern gegen CD28 und tumorspezifische Antigene (TSA) glucklicherweise
nicht beobachtet werden: Skokos et al. zeigen ebenfalls, dass die Nutzung eines
einzelnen CD28-TSA-Antikdrpers nur zu einer sehr begrenzten Aktivierung fiuhrt,
eine  Antikorper-abhéngige zellulare Toxizitdt wurde nachweislich nicht
hervorgerufen (Skokos et al. 2020). Dies stimmt auch mit den Ergebnissen von
Waite et. al Uberein, welche fir zwei bispezifische Antikbrper (CD28 als T-Zell-
Target und ein Prostatakarzinom sowie einen epithelialen Tumor als TSA) keine

nennenswerte Toxizitat zur Folge hatte (Waite et al. 2020).

Ob allerdings die Co-Stimulation mit einem CD28-GD2 Antikdrper bei gleichzeitiger
Nutzung eines CD3-GD2-Antikdrpers gegen Tumorzellen sinnvoll ist, wird im

folgenden Kapitel abgehandelt.
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4.3.3 Kombinationstherapie CD3-GD2 + CD28-GD2

Im Rahmen dieser Forschungsarbeit konnte zweifelsfrei nachgewiesen werden,
dass auch die Kombination der zwei bispezifischen Antikérpern CD3-GD2 und
CD28-GD2 zu einem deutlichen Aktivierungszuwachs sowie Proliferationszuwachs
von T-Zellen fuhrte, hochspezifisch fur die GD2-positiven Zelllinien LS und LAN.
Wahrend die zu erwartende Wirksteigerung durch den CD28-GD2-Antikorper in
Bezug auf die Aktivierung ausblieb, ist dieser bei Betrachtung der Proliferation

deutlich nachweisbar.

Die Entwicklung einer solchen Therapiemethode gestaltete sich allerdings
abwechslungsreich. Nachdem die Erprobung eines monoklonalen Anti-CD28-
Antikdrpers in einer Tragtdie mit lebensbedrohlichen Komplikationen endete,
hervorgerufen durch die ungerichtete Aktivierung von T-Zellen und resultierendem
Zytokinsturm (Suntharalingam et al. 2006), wurde die Forschung an CDZ28-
stimulierenden Antikdrpern zunéchst eingestellt. Die Hoffnung, dass zusatzlich zur
Stimulation des T-Zell-Rezeptors (Signal 1) eine Wirkverstarkung durch Co-
Stimulation von CD28 (Signal 2) zu erreichen sei, wurde zunichte gemacht. Der
Einsatz eines monoklonalen, superagonistischen Anti-CD28-Antikdrpers fihrte zu
einer ungerichteten und unspezifischen Aktivierung aller T-Zellen unabhéngig vom
T-Zell-Rezeptor (Luhder et al. 2003), was nicht im Interesse einer spezifischen,

antitumoralen Therapie steht.

Erfreulicherweise nahm die Forschung wieder Fahrt auf, nachdem deutlich wurde,
dass eine spezifische Co-Stimulation von CD28 durch bispezifische Antikdrper
mdoglich ist und unerwinschte Nebenwirkungen wie eine massive
Zytokinfreisetzung nicht zu erwarten sind. Zahlreiche Studien zeigen mittlerweile,
dass der Einsatz eines bispezifischen CD28-TSA-Antikorpers zusammen mit einem
CD3-TSA-Antikorper eine Wirkverstarkung gegeniber der alleinigen Nutzung eines
CD3-TSA-Antikorpers bewirkt. Waite et al. weisen nach, dass bispezifische CD28-
TSA-Antikérper allein keine Nebenwirkungen aufweisen, wahrend sie In
Kombination mit PD-1 Liganden eine Wirkverstarkung verursachen kénnen (Waite
et al. 2020). Auch Skokos, Waite et al. zeigen eine verstarkte Wirkung gegen
Tumorzellen und einen Aktivierungszuwachs der Effektorzellen bei Kombination
von bispezifischen CD3-TSA-Antikorpern zusammen mit CD28-TSA-Antikorpern
(Skokos et al. 2020).
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Neuste Untersuchungen durch Warwas et al. kénnen dartber hinaus eine
Wirkverstarkung durch einen CD28-TSA- bispezifischen Antikorper bei Behandlung
von EpCAM-positiven Karzinomzellen nachweisen. Wahrend der besagte
Antikorper allein keine zytotoxischen Effekte zeigt, fihrt er in Kombination mit einem
CD3-TSA Antikérper zu einer starkeren Aktivierung, Proliferation und
Zytokinausschittung. Durch diese Wirkverstarkung konnte dartber hinaus eine
Reduktion der CD3-TSA-Dosis in vitro erreicht werden, auf3erdem erhofft man sich
eine Reduktion von unerwiinschten Nebenwirkungen in vivo. Gleichzeitig konnte die
Arbeitsgruppe nachweisen, dass die Effektorzellen sich als weniger anfallig fur das
immunsuppressive Mikroenvironment prasentierten, wenn eine Co-Stimulation
durch CD28-TSA bispezifische Antikorper erfolgte (Warwas et al. 2021).

Insgesamt zeigen die in dieser Dissertation dargestellten Ergebnisse, im Einklang
mit der Literatur, dass eine Co-Stimulation durch einen CD28-TSA-bispezifischen
Antikorper eine vielversprechende Mdoglichkeit zur Verstarkung der antitumoralen
Immunantwort durch einen CD3-TSA-bispezifischen Antikorper darstellt. In weiteren
Studien sollte zudem untersucht werden, ob durch die Hinzunahme
costimulatorischer, bispezifischer Antikorper die Dosis von CD3-TSA-bispezifischen
Antikdrpern bei der Behandlung des Neuroblastoms verringert werden kann und ob
durch bispezifische Antikdrper gegen andere costimulatorische Domane wie OX40L
oder 4-1BBL eine ahnliche oder sogar groRere Wirkverstarkung erreicht werden

kann.

Ob die Nutzung von CAR-T Zellen ahnlich Erfolge liefern kann, wird im folgenden

Kapitel behandelt.

4.3.4 CAR-T Zellen

Die Entwicklung von T-Zellen mit einem chimaren Antigenrezeptor fir die
Behandlung von hamatologischen Erkrankungen nahm in den letzten Jahrzehnten
rasant Fahrt auf. Nachdem klinische Studien erfolgsversprechende
Remissionsraten bei refraktdren oder riuckfélligen B-Zell Lymphomen zeigten,
wurden bereits 2018 zwei Praparate in Europa zugelassen: Tisagenlecleucel zur
Behandlung der Vorlaufer-ALL und dem grof3zelligen B-Zell Lymphom sowie
Axicabtagene ciloleucel zur Behandlung des B-Zell Lymphoms (Schwerdtfeger et
al. 2021). Doch wahrend diese gegen CD19 gerichteten CAR-T Zellen ihr Target

bereits in der Blutbahn auffinden und bekampfen kdnnen, ergeben sich bei der
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Behandlung von soliden Tumoren einige Hindernisse: zum einen mussen die
CAR-T Zellen zunachst den Tumor lokalisieren und trotz dichter extrazellularer
Matrix infiltrieren kdnnen. Gleichzeitig werden von soliden Tumoren Signalmolekule
wie  beispielsweise = Chemokine  sezerniert, welche zusammen  mit
immunsuppressiven Zellen wie regulatorischen T-Zellen ein CAR-T Zell Homing
verhindern und somit die zytotoxischen Effekte abschwachen kénnen (Zhao et al.
2020). Diese Mechanismen, zusammenfassend als immunsuppressives
Mikroenvironment bezeichnet, gilt es mit neuen und verbesserten CAR-T Zellen zu

Uberwinden.

In der hier vorliegenden Arbeit kann deutlich gezeigt werden, dass CAR-T Zellen
eben dazu in der Lage sind: bei Behandlung der stark GD2-positiven Tumorzelllinien
LS und LAN-1 kommt es zu einem bedeutenden Aktivierungszuwachs und zu einer
ersichtlichen Proliferation. In der Literatur sind ahnliche Ergebnisse zu finden:
Gargett, Yu et al. zeigen, dass CAR-T Zellen durch eine Stimulation mit
Neuroblastomzellen der Linie LAN-1 aktiviert werden, ausgedrtckt durch die Marker
CD25* und CD69*. Interessanterweise kann diese Arbeitsgruppe nachweisen, dass
die CAR-T Zellviabilitdt in diesem Setting gleichzeitig sinkt, vermutlich durch
Aktivierungs-induzierten Zelltod (Gargett et al. 2016). Dieses Problem ist nicht neu:
als Strategie des Immunsystems gegen mdgliche Autoimmunitat sollen so
vermutlich zu ungerichtete und stark aktivierte Immunzellen gehemmt werden
(Hoseini, Dobrenkov, Pankov, Xu, & Cheung 2017). Hoseini, Dobrenkov et al.
zeigen: wahrend vor allem CAR-T Zellen vom aktivierungsinduzierten Zelltod
betroffen sind, kdnnen bei durch bispezifische Antikdrper aktivierte T-Zellen solche
Effekte nicht nachgewiesen werden (Hoseini et al. 2017). Diverse Strategien gegen
diesen Mechanismus werden bereits entwickelt: die Nutzung von Immun-
Checkpoint-Inhibitoren (Gargett et al. 2016), Veranderung der CAR-T Zell Struktur
(Long et al. 2015) und die zusatzliche Aktivierung von Uberlebens-Signalwegen in
CAR-T Zellen (J. Sun et al. 2010). Die Datenlage in Bezug auf GD2-CAR-T Zellen
bleibt allerdings uneindeutig. Dahingehend sollten weitere Untersuchungen zur
Evaluierung einer bestmdglichen Vermeidungsstrategie von Aktivierungs-

induziertem Zelltod durchgefiihrt werden.

Einen interessanten Ansatz liefert auch die Arbeitsgruppe von Rodgers et al.: diese
haben eine neuartige switch-CAR-T Technik entwickelt, mit welcher die

CAR-T-Zell-Aktivierung und damit Funktion steuerbarer gemacht werden soll. Die



Diskussion 90

Forschenden entwickelten ein System, in welchem CAR-T Zellen erst nach Zugabe
eines speziell entwickelten und titrierbaren Antikorpers an die Tumorzellen binden.
Sie kdnnen nachweisen, dass eine Aktivierung der CAR-T Zellen mit Expression
der Marker CD25" und CD69* spezifisch in Anwesenheit von Tumorzellen und
switch-Antikérpern auftritt (Rodgers et al. 2016). Mit Hilfe eines solchen Systems ist
es denkbar, den aktivierungsinduzierten Zelltod und eine (bermaRige
Zytokinausschattung von CAR-T Zellen und damit die bedrohlichen
Nebenwirkungen fiir Patienten zu kontrollieren. Ahnliche Systeme sollten ebenfalls

fur das Neuroblastom untersucht werden.

Die Nutzung von CAR-T Zellen birgt weitere Vorteile: sogar die Exposition
gegenuber der nur sehr schwach GD2-positiven Zelllinie SHSY5Y fihrt zu einer
Aktivierung, jedoch nicht zu einer Proliferation. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
genutzten CAR-T Zellen der 2. Generation schon durch geringe Antigenmengen
aktiviert werden konnen. Sie bieten den Vorteil, alle drei Signale der T-
Zellaktivierung zu vereinen: nachdem bereits vor der Behandlung eine
Konditionierung der CAR-T Zellen mit den Zytokinen IL-7 und IL-15 durchgefuhrt
worden ist, folgt bei Tumorkontakt das Signal 1 Uber den CD3(-T-Zell-Rezeptor,
gleichzeitig wird durch die costimulatorische Domane (hier 4-1BB) das Signal 2
vermittelt, es kommt zur Zytokinausschuttung (Signal 3). Wéahrend bei Nutzung von
bispezifischen Antikdrpern eine T-Zell Aktivierung nur Uber das Signal 1 und nur bei
Nutzung von costimulatorischen bispezifischen Antikdrpern (hier beispielsweise
CD28-GD2) auch Uber das Signal 2 erfolgt, fehlt bei in vivo Nutzung die
pratherapeutische Konditionierung mit Zytokinen. Zusatzlich lauft die Bindung an
GD2 und die Co-Stimulation Uber zwei unterschiedliche Signalwege ab (die
Unterschiede sind in Abbildung 42 graphisch veranschaulicht). Dies kdnnte ein
Nachteil gegeniber der Nutzung von CAR-T Zellen sein, insbesondere bei
Tumorzelllinien mit geringen Antigenmengen. Weitere Studien sollten dahingehend

allerdings durchgefuhrt werden, um die mdglichen Auswirkungen zu untersuchen.
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CAR-T Zelle

Tumorzelle

Abbildung 42: Schematische Darstellung der Aktivierung in drei Schritten von CAR-T Zellen durch
GD2 auf Tumorzellen sowie von T-Zellen durch die bispezifischen Antikdrper CD3-GD2 und CD28-
GD2 sowie GD2 auf Tumorzellen.

Links im Bild wird die CAR-T Zelle Gber drei Schritte aktiviert: 1.: Uber an GD2 bindendes Anti-GD2, welches
mit dem CD3( -T-Zell-Rezeptor verbunden ist, 2.: Uber das costimulatorische Molekil 4-1BB, und 3.: Gber die
Ausschiittung von Zytokinen. Rechts im Bild wird die T-Zelle ebenfalls Giber drei Schritte aktiviert: 1.: durch einen
bispezifischen CD3-GD2 Antikdrper, welcher an GD2 auf Tumorzellen bindet, 2.: durch den bispezifischen
Antikérper CD28-GD2, welcher als Co-Stimulation dienen kann und ebenfalls an GD2 auf Tumorzellen bindet,
und 3.: Uber Zytokinausschuttung.

Zur vollstandigen Tumorbek&mpfung durch einen neuen Therapieansatz reicht der
alleinige Nachweis der Effektorzellaktivierung und spateren Tumorlyse allerdings
nicht aus. Vielmehr muss die ausreichende Effektorfunktion sichergestellt werden.
Dazu sollten die Effektorzellen zunachst adaquat aktiviert werden, um anschlieRend
zu proliferieren und die langfristige Tumorkontrolle sicherzustellen. Erst bei
Nachweis der Proliferation kann von einem potenziellen Therapieansatz

gesprochen werden.

4.3.5 AuRerordentliche Proliferation der Effektorzellen

Die durchgeflihrten in vitro Experimente legen nahe, dass eine Proliferation der
Effektorzellen durch die hier genutzten Therapien erfolgt. Insbesondere durch die
Behandlung mit CD3-GD2 + CD28-GD2 bei der stark GD2-positiven Zelllinie
LAN-1 kdnnen signifikant mehr proliferierte Effektorzellen nachgewiesen werden als
durch eine Alleintherapie mit CD3-GD2. Dieser Effekt riihrt héchstwahrscheinlich
von der erfolgreichen Co-Stimulation durch den CD28-GD2-Antikorper her, wie

bereits vermutet. Auch die Behandlung mit CAR-T Zellen fiuhrt zu zahlreich
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proliferierten T-Zellen, die Ergebnisse unterscheiden sich diesbeztiglich nicht
signifikant von denen der bispezifischen Antikérpern CD3-GD2 + CD28-GD2.
Nichtsdestotrotz lasst sich ein messbarer Unterschied zur Alleinbehandlung mit
CD28-GD2 feststellen: diese Therapie fuhrt zu nahezu keiner Proliferation der
Effektorzellen. Die alleinige Co-Stimulation einer Effektorzelle reicht
dementsprechend nicht zur Proliferation aus, es wird eine Stimulation des
T-Zell-Rezeptors benétigt. Trotz mafig aktivierter Effektorzellen durch die Zelllinie
SHSYS5Y ist dies nicht ausreichend, um eine Proliferation hervorzurufen. Dies
beweist wiederum die GD2-Abhangigkeit der Ergebnisse.

Es lasst sich somit schlussfolgern, dass sowohl die genutzten CAR-T Zellen als
auch durch bispezifische Antikdrper aktivierte Effektorzellen in der Lage sind, das
immunsuppressive Mikroenvironment in vitro zu tiberwinden und die Aktivierung zur
Proliferation der Effektorzellen ausreicht. Beachtenswerte Ergebnisse erzielen
insbesondere die Therapieansatze CD3-GD2 + CD28-GD2 wie auch die CAR-T

Zellen.

Dass CAR-T Zellen ebenfalls in der Lage sind, nach Infusion im menschlichen
Korper zu proliferieren, ist durch zahlreiche Studien bei Leukdmiepatienten bekannt.
Grupp, Kalaos et al. konnten nachweisen, dass sich CAR-T Zellen im Kdrper von
Leukdmie-Patienten bis zu 1.000-fach vermehren kdonnen (Grupp et al. 2013),
Mamonkin, Rouce et al. zeigen, dass in vitro sogar eine 100.000-fache Expansion
mdglich ist (Mamonkin, Rouce, Tashiro, & Brenner 2015). Auch bispezifische
Antikdrper sind generell in der Lage, T-Zellen zu aktivieren und zu einer Proliferation
zu fuhren, wie Bargou et al. bei der Untersuchung von Patienten mit Non-Hodgkin-
Lymphom und dem Antikérper Blinatumomab zeigen konnten (Bargou et al. 2008).
Neuste Studien, welche die Expansion von CAR-T Zellen bei
Neuroblastompatienten in vivo untersuchten, kommen zu &hnlichen Ergebnissen.
Straathof, Flutter et. al beweisen, dass auch in diesem Setting eine Expansion der
CAR-T Zellen zustande kommt (Straathof et al. 2020). Vergleichende in vitro
Studien, welche die Proliferationstendenzen von CAR-T Zellen sowie aktivierten
T-Zellen nach Anwendung von verschiedenen bispezifischen Antikérpern beim
Neuroblastom in &hnlicher Art und Weise wie in dieser Dissertation untersuchen,
sind allerdings nicht vorhanden. Wéhrend sich die meisten Veroffentlichungen auf
die Tumorzelllyse und Zytokinausschuttung konzentrieren, konnte hier durch

zuséatzliche Betrachtung der Aktivierung und Proliferation eine vollstdndige und
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umfassende Evaluation der Effektorzellfunktion durchgefuhrt werden. Denn bevor
nicht sichergestellt ist, dass die Effektorzellen in vitro im immunsuppressiven
Tumor-Mikroenvironment Uberleben, aktiviert werden und proliferieren kdnnen,
sollte keine praklinische in vivo Evaluation durchgefiihrt werden. Welchen Einfluss
dabei CD4*- und CD8*-Effektorzellen spielen, wird im folgenden Kapitel

besprochen.

4.3.6 Stellenwert der Unterscheidung zwischen CD4*- und CD8*-T-Zellen

Ein Teilergebnis dieser Dissertation ist, dass durch CAR-T Zellen und die
bispezifischen Antikdrper CD3-GD2 sowie CD3-GD2 + CD28-GD2 sowohl CD4*-
als auch CD8*-T-Zellen aktiviert werden. Wahrend die CD8*-T-Zellen ihre
Aktivierung durch  CD25*-Positivitat und CD25*/CD69*-Doppeltpositivitat

ausdrucken, exprimieren die CD4*-T-Zellen vorwiegend CD69*.

Verschiedene Studien belegen, dass die Aktivierung von sowohl CD4*- als auch
CD8*-T-Zellen fur eine effektive und langfristige Tumorbekdmpfung notwendig sind.
Bei der Nutzung von CAR-T Zellen werden meist beide T-Zell-Subpopulationen mit
dem chimaren Antigenrezeptor ausgestattet. Yang et al. haben nachgewiesen, dass
CD8*-T-Zellen zwar den Hauptbeitrag zur Zytolyse leisten, sie allerdings kirzer
in vivo persistieren als CD4*- T-Zellen. Diese tragen ebenfalls zur Tumorlyse bei,
sind gleichzeitig aber weniger anfallig fur T-Zell-Erschépfung und kénnen langer
in vivo nachgewiesen werden (Yang et al. 2015). Daneben liegen klinische Studien
vor, welche verschiedene Verhéaltnisse von CD4*- und CD8*-CAR-T Zellen bei der
Behandlung von Leukadmien untersuchten. Turtle et al. beispielsweise zeigen, dass
bei einem Verhaltnis von 1:1 bei 27 von 29 Patienten mit refraktéarer, akuter B-ALL
eine Knochenmarksremission erreicht werden kann (Turtle, Hanafi, Berger, Gooley,
et al. 2016). Die gleiche Arbeitsgruppe konnte bei der Behandlung von refraktaren
B-Zell Non-Hodgkin Lymphomen eine komplette Remission bei 64% der Patienten
erreichen, indem ebenfalls eine Ratio von 1:1 angewendet wurde (Turtle, Hanafi,
Berger, Hudecek, et al. 2016). Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Aktivierung
beider T-Zell-Subtypen notwendig ist, um bei Patienten eine komplette Remission
zu erreichen. Welches Verhéltnis allerdings das Optimum darstellt, sollte in weiteren
Studien geklart werden. Insbesondere sollten Versuche dieser Art auch beim

Neuroblastom durchgefiuihrt werden.
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Doch auch bispezifische Antikdrper sind in der Lage, sowohl an CD4*- als auch
CD8*-T-Zellen zu binden und diese zu aktivieren, wie beispielsweise Mack et al. bei
der Untersuchung von bispezifische Antikdrpern, gerichtet gegen EpCAM und CD3,
bereits 1997 nachweisen konnten. Dabei zeigen CD8*-T-Zellen, ahnlich zu den
CAR-T Zellen, bereits nach 4 Stunden zytotoxische Effekte, wahrend CD4*-T-Zellen
erst nach 20 Stunden zu vergleichbaren Ergebnissen fuhren. Des Weiteren wird
eine erhohte Expression von CD25* auf den Effektorzellen als Zeichen der
Aktivierung nachgewiesen (Mack, Gruber, Schmidt, Riethmuller, & Kufer 1997).
Auch neuere Studien beweisen, dass bispezifische Antikdrper sowohl an CD4*- als
auch CD8*-T-Zellen binden kénnen und Targetzellen durch Ausschittung von

Perforinen und Granzym B lysieren kdnnen (Haas et al. 2009).

Die dadurch ebenfalls ausgeloste Zytokinausschittung birgt allerdings einige

Nachteile.

4.4 Das Problem des Zytokinsturmes

Die durchgefuhrten Experimente zeigen, dass insbesondere die Therapieansatze
CD3-GD2, CD3-GD2 + CD28-GD2 und CAR-T Zellen bei den Zelllinien LS und
LAN-1 zu einer starkeren Ausschittung von TNF-a , IL-2 und IFN-y flihren als die
Kontrollen. Dabei kann bei nahezu allen untersuchten Konstellationen
(Tumorzellen und Zytokinen) beobachtet werden, dass die CAR-T Zellen zur
starksten Zytokinausschuttung fuhren, in absteigender Reihenfolge gefolgt von den
Antikdrpern CD3-GD2 + CD28-GD2 und CD3-GD2 allein. Der bispezifische
Antikérper CD28-GD2 ist ebenfalls in der Lage, signifikant hohere
Zytokinkonzentrationen als die Kontrollen hervorzurufen, auch wenn die
Ausschuttung nur gering ausfallt. Gleichzeitig bestatigen die Ergebnisse die
Vermutung, dass die Zytokinausschuttung spezifisch nur in Gegenwart von GD2-

positiven Zellen erfolgt, wie auch Seitz et al. bereits postulierten (Seitz et al. 2020).

Mit Hilfe dieser Ergebnisse kann exemplarisch fur die zwei GD2-exprimierenden
NB-Zelllinien gezeigt werden, dass durch die genannten Therapieansatze eine
ausreichende Zytokinausschuttung sichergestellt ist. Dies ist bedeutend, da die
Zytokine als Boten- und Signalstoffe flir andere Effektorzellen wie Makrophagen und
T-Zellen dienen und dadurch die Immunantwort verstarken (Xu et al. 2015). Textor

et al. konnten zeigen, dass INF-y und angelockte Makrophagen entscheidend sind



Diskussion 95

bei der Tumorbekéampfung auf zellularer Ebene (Textor et al. 2014). Auch IL-2
kommt als T-Zell-Wachstumsfaktor und essenzieller Bestandteil der autokrinen
Aktivierung einer T-Zelle eine hohe Bedeutung zu (Horn 2020). Doch hangt von
diesem Zytokin gleichzeitig die Auspragung eines Zytokinsturmes ab, wie Eastwood
et al. durch die Testung von Anti-CD28- und Anti-CD3-Antikorpern darlegten
(Eastwood et al. 2013). Insbesondere CAR-T Zellen sind in der Literatur mit der
Entwicklung eines fulminanten Zytokinsturmes assoziiert, welcher durch eine
systemische Entziindungsantwort mit Symptomen wie Fieber, Tachykardie und
Hypotonie charakterisiert ist (Brudno & Kochenderfer 2019). Auch die in dieser
Dissertation gesammelten Ergebnisse stimmen darin Uberein, dass die
Zytokinausschuttung durch CAR-T Zellen, unabhéngig von der Zelllinie, signifikant
starker ausgepragt ist als durch die bispezifischen Antikorper. Die gleichzeitige
Notwendigkeit einer ausreichenden Zytokinausschittung zur

Effektorzellrekrutierung stellt ein Problem dieser Immuntherapeutika dar.

Wahrend in der Literatur fir das Auftreten eines Zytokinsturmes durch Therapie mit
bispezifischen Antikorpern bei Leukdmien eine Wahrscheinlichkeit von 7-15%
angegeben ist, liegt das Auftreten bei Studien zur Verwendung von CAR-T Zellen
um einiges hoher bei 13-26% (Strohl & Naso 2019). Dies beruht vermutlich auf der
starkeren Aktivierung und Expansion von CAR-T Zellen (Brudno & Kochenderfer
2016). Doch sind CAR-T Zellen aus diesem Grund nicht zu vernachlassigen.
Verschiedene Verfahren zur Bewaltigung oder Vermeidung eines Zytokinsturmes
werden aktuell getestet: zum einen IL-6-Rezeptor blockierende Antikorper (Brudno
& Kochenderfer 2016), IL-18 blockierende Antikorper (Giavridis et al. 2018) sowie
die Deletion des Gens fur GM-CSF, welches bereits Erfolg im Sinne einer Reduktion

des Auftretens eines Zytokinsturmes gezeigt hat (Sterner et al. 2019).

4.5 Die Tumorlyse als Mal} der Therapieeffektivitat

Zum Abschluss der Untersuchungen lag der Fokus auf der effektiven Tumorlyse,
welche zwischen den genutzten Therapieansatzen durch Messung der
Tumorviabilitdt verglichen wurde. Es konnte verdeutlich werden, dass zum einen
zwischen den Therapieansatzen CD3-GD2, CD3-GD2 + CD28-GD2 sowie CAR-T
Zellen bei Behandlung der GD2-starkpositiven NB-Zelllinien LS und LAN-1 kein
Unterschied besteht. Beziglich der schwachpositiven bzw. nahezu negativen NB-
Zelllinie SHSYS5Y zeigte allerdings nur die Therapie mit CAR-T Zellen eine
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signifikante Lyse. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit Untersuchungen von Stone
et al., welche ebenfalls eine starkere Zytolyse durch CAR-T Zellen bei niedrigen
Antigenkonzentrationen im Vergleich zu bispezifischen Antikdrpern festgestellt
haben (Stone, Aggen, Schietinger, Schreiber, & Kranz 2012). Des Weiteren belegen
die durchgefuhrten Experimente, dass die Zytolyse dosisabhéangig ist: je hdher die
E/T-Ratio, desto starker die Lyse; dies gilt insbesondere bei den drei oben
genannten Therapieansatzen fur die Zelllinien LS und LAN-1. Erstaunlicherweise
zeigt auch die Therapie mit CD28-GD2, zumindest in der E/T-Ratio 1:1, eine
effektive Lyse trotz nicht nachweisbarer Aktivierung oder Proliferation. Gleichzeitig
kann allerdings davon ausgegangen werden, dass der Antikérper allein in vivo keine
adaquate Alternative darstellt, da er nur zur einmaligen Lyse fihrt und nicht zu einer
langanhaltenden Aktivierung des Immunsystems beitragen kann.

Die Literatur bestétigt die Beobachtungen: auch bei Brischwein et al. ist eine Lyse
bei geringeren Antikorperkonzentrationen nachweisbar, wahrend zum Nachweis
der Aktivierung in vitro entweder hohere Antikorperkonzentrationen oder E/T-Ratios
bendtigt werden (Brischwein et al. 2007). Man vermutet, dass zur Lyse von

Targetzellen nur einige wenige T-Zellen aktiviert werden mussen.

Die dosisabhéangige Lyse gilt ebenfalls fiir die Behandlung der NB-Zelllinie SHSY5Y
mit CAR-T Zellen. Hier zeigt sich eine Lyse nur fur die hohe E/T-Ratio von 1:1,
wahrend die anderen Therapieanséatze, E/T-Ratio-unabhangig, keine Lyse
hervorrufen. Dieselbe E/T-Ratio fihrt zwar auch zu einer mafigen Aktivierung der
Effektorzellen, doch reicht diese nicht zur Proliferation aus. Diese Ergebnisse
stehen im Einklang mit den oben Genannten von Stone et al. (Stone et al. 2012).
Dass CAR-T Zellen eine grof3ere Potenz im Hinblick auf die Lyse von Targetzellen
aufweisen konnte damit zusammenh&ngen, dass sie zum einen vor der Nutzung
durch Inkubation mit Zytokinen aktiviert worden sind und dadurch die Uberwindung
des immunsuppressiven Tumor-Mikroenvironments leichter fallt, wahrend bei
Nutzung der bispezifischen Antikorper in vivo die T-Zellen erst in der unmittelbaren
Tumorumgebung  aktiviert werden missen. Zum anderen st bei
CAR-T Zellen die costimulatorische Domane direkt integriert, wahrend diese bei den
bispezifischen Antikorpern fehlt bzw. extra durch einen zweiten Antikoérper ersetzt

werden musste.
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Im Gegensatz zu den bisher herausgearbeiteten Ergebnissen konnte durch die
Kontrolltherapie mit aTc und CD3-CD19 sowie aTc allein wie erwartet keine Lyse
nachgewiesen werden, dies ist unabhangig von der E/T-Ratio oder der Zelllinie.
Schlussendlich wird hier dargelegt, dass bispezifische Antikorper in den genutzten
niedrigen Konzentrationen von 5 ng/ml ohne passendes Zielantigen weder eine
Aktivierung und Proliferation von T-Zellen noch eine Lyse bewirken kdnnen und die
therapeutischen Effekte auf eine spezifische T-Zell-Aktivierung durch das Antigen
GD2 zuruckzufuhren sind. Interessant ist, dass allerdings monoklonale anti-CD3-
Antikdrper wie zum Beispiel OKT-3 und Anti-CD28-Antikérper sehr wohl zu einer
Aktivierung und Zytokinausschittung fihren kénnen, im Falle von Anti-CD28
kénnen diese sogar lebensbedrohlich sein (Chatenoud 1993; Suntharalingam et al.
2006). Dass bispezifische Antikdrper zu einer solchen Reaktion ohne Anwesenheit
von Zielzellen nicht imstande sind, ist ein enormer Vorteil dieser Therapeutika. Der
Grund dafur liegt wahrscheinlich darin, dass bispezifische Antikdrper in sehr
niedrigen Konzentrationen an die T-Zellen binden sowie eine niedrige Affinitat
aufweisen, was bei fehlendem Antigen insgesamt zu einer unterschwelligen
T-Zell-Aktivierung fuhrt (Brischwein et al. 2007).

4.6 Allgemeiner Vergleich von CAR-T Zellen und bispezifischen

Antikorpern

Wahrend bisher bispezifische Antikorper und CAR-T Zellen im Rahmen der
Ergebnisse dieser Doktorarbeit verglichen worden sind, gibt es dartiber hinaus noch
weitere Aspekte zu bedenken.

Zunachst ist zu bemerken, dass bispezifische Antikdrper aufgrund ihrer geringen
GrolRRe eine sehr kurze Halbwertzeit aufweisen, bei Blinatumomab (CD3-CD19) zum
Beispiel nur ca. zwei Stunden (Nagorsen, Kufer, Baeuerle, & Bargou 2012). Dieser
Umstand fihrt einerseits dazu, dass bispezifische Antikdrper durch eine
kontinuierliche intravendse Infusion verabreicht werden missen und dies die
Flexibilitat der behandelten Patienten einschrankt. Gleichzeitig ist diese
charakteristische Eigenschaft ein nutzlicher Sicherheitsaspekt, da bei auftretenden
unerwinschten Nebenwirkungen die Infusion sofort gestoppt oder die Dosis
angepasst werden kann (Aldoss et al. 2017). Die Persistenz von CAR-T Zellen in
vivo allerdings variiert von mehreren Tagen bis zu einigen Jahren und ist von

mehreren Aspekten abhangig: zum einen von lymphodepletierenden Maflinahmen,
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zum anderen von der Herstellung der CAR-T Zellen sowie den
Krankheitseigenschaften des Empfangers (Aldoss et al. 2017). Dadurch lassen sich
Nebenwirkungen nahezu nicht regulieren. Gleichzeitig zeigen aber bereits Studien
aus den Jahren 2008 und 2011, dass die Zeit bis zum Tumorrezidiv verlangert ist
bei Patienten mit langerer CAR-T Zell Persistenz (Louis et al. 2011; Pule et al.
2008). Daraus lasst sich schlieRen, dass CAR-T Zellen durch ihre Persistenz im
menschlichen Korper einen wesentlichen Einfluss auf den Verlauf einer
Tumorerkrankung haben, auch lange Zeit nach Abschluss der Therapie.

Ein weiterer Aspekt ist, dass CAR-T Zellen in der Lage sind, die Blut-Hirn-Schranke
zu Uberwinden. Bei der Anwendung von CD19-CAR-T Zellen bei Patienten mit
Leukamie zeigten mehrere Patienten neurotoxische Symptome, gleichzeitig waren
erhohte Spiegel von CAR-T Zellen im Liquor nachweisbar (Aldoss et al. 2017).
Diese Eigenschaft von CAR-T Zellen kann sich bei einigen Tumorentitaten als
natzlich erweisen, da hierdurch zum Beispiel auch intrakranielle Tumore behandelt
werden konnen (Akhavan et al. 2019). Weiterhin wéare denkbar, dass durch CAR-T
Zellen auch Metastasen im zentralen Nervensystem mitbehandelt werden koénnen.
Bispezifische Antikérper dagegen kénnen nicht die Blut-Hirn-Schranke tberwinden
(Aldoss et al. 2017; Davis 2014). Somit sind sie zwar nicht in der Lage, direkt
neurotoxische Effekte hervor zu rufen (im Rahmen des Zytokinsturmes kénnen
trotzdem neurotoxische Schaden auftreten), doch kdnnen durch tblich konstruierte
bispezifische Antikorper auch keine Metastasen im ZNS behandelt werden (Davis
2014).

Ein Problem von bispezifischen Antikdrpern stellen die unterschiedlichen Affinitaten
der beiden Arme dar. Aufgrund der hoheren Affinitdt zur Tumorseite verteilen sie
sich nach der Infusion zunachst auf den Tumorantigenen. Zytotoxische T-Zellen
missen zunachst den Weg durch das immunsuppressive Mikroenvironment finden
und durch die Bindung an die Antikorper aktiviert werden. Hinzu kommt, dass die
Aktivierung der T-Zellen abhangig ist vom CD3-Rezeptor, kein zweites
costimulatorisches Signal vorhanden ist (aul3er bei Verwendung eines zuséatzlichen
costimulatorischen bispezifischen Antikérpers) und der Gesamteffekt der
bispezifischen Antikérper durch das Tumor-Mikroenvironment beeintrachtigt
werden kann (Strohl & Naso 2019).

Im Gegensatz dazu sind CAR-T Zellen bereits bei Infusion mit dem richtigen

Antikorper ausgestattet und werden durch integrierte, costimulatorische Domane
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starker aktiviert (Strohl & Naso 2019). Daruber hinaus werden sie schon vor der
in vivo Nutzung durch Antikérper oder Zytokine aktiviert und sind so
widerstandsfahiger gegeniiber dem immunsuppressiven Mikroenvironment (Stone
et al. 2012). AulRerdem muss beachtet werden, dass die Therapieansatze an mit
diversen immunsuppressiven und zytostatischen Medikamenten vorbehandelten
Patienten angewendet werden. Bei den CAR-T Zellen kommt eine pratherapeutisch
obligatorische  Lymphodepletion hinzu. Somit koénnen die bei den
Immuntherapeutika so wichtigen Effektorzellen in ihrer Funktion eingeschrankt sein
und die Effekte langst nicht so stark ausfallen wie gewinscht und in vitro getestet.
Die CAR-T Zellen gleichen diese Einschrankung aus, indem sie durch den
Entstehungsprozess einerseits Zeit zur Regeneration haben, andererseits durch
Antikorper oder Zytokine bereits initial aktiviert werden kdnnen (Strohl & Naso
2019).

Als letzten Punkt sollte noch die Handhabung beider Therapiemethoden diskutiert
werden. Bispezifische Antikorper weisen den Vorteil der leichten Herstellung auf,
sie bestehen fir alle Patienten aus den gleichen Strukturen und sind somit sofort
verfugbar. Insbesondere die kurze Halbwertszeit ermdéglicht eine genaue
Dosiskontrolle und sofortige Dosisreduktion bei unerwiinschten Komplikationen.
CAR-T Zellen missen dagegen vor Anwendung in einem von mehreren Tagen bis
einigen Wochen dauernden Prozess hergestellt werden, dies geschieht bisher nur
in wenigen Zentren und ist sehr kostspielig. Weiterhin brauchen viele Patienten
sofort nach der Diagnosestellung eine Therapie, jede Zeitverzégerung kénnte die
Prognose verschlechtern (Stone et al. 2012; Strohl & Naso 2019).

4.7 Weiterfihrende Therapieoptionen

Bereits heute sind in der Literatur einige interessante Ideen zu finden, um die bisher

entwickelten Therapieansatze zu verbessern und Nebenwirkungen zu reduzieren.

Zur Vermeidung von Nebenwirkungen der Anti-GD2-Therapien wurden Antikorper
getestet, welche gegen O-acetyliertes GD2 gerichtete sind, anstatt gegen
herkdmmliches GD2. Solche Antikdrper zeigen in vivo und in vitro vergleichbare
tumorlytische Effekte, ohne jedoch Kreuzreaktionen mit peripheren Nervenfasern
und somit Schmerzen hervorzurufen (Alvarez-Rueda et al. 2011). Weitere Studien
mit CAR-T Zellen gegen O-acetyliertes GD2 werden aktuell durchgefuhrt, um diese

Ergebnisse zu bestdtigen und so mdoglicherweise in Zukunft ein neues,
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nebenwirkungsarmeres, tumorassoziiertes Antigen als Target nutzen zu kdnnen
(Fleurence et al. 2017).

Weiterhin hat eine Forschungsgruppe aus Tubingen ein System entwickelt, mit dem
CAR-T Zellen abschaltbar sein konnen, falls zu starke unerwinschte
Nebenwirkungen auftreten. Diese sogenannten Adapter CAR-T Zellen verfligen
Uber einen T-Zellrezeptor, welcher gegen eine Biotinbindungsstelle an
bispezifischen Adapterantikbrpern gerichtet ist. Dieses System ermdglicht die
Erkennung mehrerer Oberflachenantigene eines einzigen Tumors durch
Adaptermolekiile unterschiedlicher Spezifitaten mit denselben CAR-T Zellen und
verhindert ein Antigenescape durch Selektionsdruck des Tumors. Aul3erdem
konnen zum einen die Kosten, aber auch die Herstellungszeit von CAR-T Zellen
deutlich reduziert werden (Grote et al. 2020; Seitz et al. 2021).

4.8 Abschlie3ende Gegentberstellung beider Therapieansatze

Es kann festgehalten werden, dass bei beiden Therapieansatzen die Rekrutierung
der Effektorzellen erfolgreich war, indem eine messbare Aktivierung, Proliferation,
Zytokinausschuttung und Tumorlyse zu verzeichnen war. Im Speziellen gilt diese
Aussage den Antikdrpern CD3-GD2, den Antikérpern CD3-GD2 + CD28-GD2 im
Mix sowie den CAR-T Zellen. Ahnliche Studien zu CD3-CD19 zeigen, dass auch
dieser Antikoérper bereits in einer sehr geringen Konzentration in der Lage ist,
maligne Zellen mit dem Antigen CD19 zu CD3*-T-Zellen zu rekrutieren, den
eigentlichen spezifischen T-Zellrezeptor zu umgehen und MHC-unabhéngig eine
T-Zellaktivierung und Tumorlyse hervorzurufen (Leone et al. 2013; Loffler et al.
2003; Loffler et al. 2000). Man kann somit behaupten, dass die bispezifischen
Antikorper CD3-GD2 und die Antikdrper CD3-GD2 + CD28-GD2 im Mix bezuglich
der Funktion und Effektivitat mit dem bereits zugelassenen bispezifischen
Antikdrper CD3-CD19 vergleichbar sind. Auch die hier getesteten GD2-CAR-T
Zellen konnen ihre volle Funktionsfahigkeit unter Beweis stellen und &hneln
diesbeziglich den CD19-CAR-T Zellen. Die durchgefiihrten Studien haben ihren
besonderen Stellenwert in der aktuellen Krebsforschung, da erstmals eine
umfassende und vergleichende Untersuchung T-Zell-rekrutierender
Therapieoptionen, von der Aktivierung Uber die Proliferation und
Zytokinausschittung der  Effektorzellen bis hin zur Tumorlyse von

Neuroblastomzellen, durchgefiihrt worden ist.
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Nichtsdestotrotz darf nicht vergessen werden, dass Immuntherapeutika gegen
CD19 fur Leukéamien und Lymphome angewendet werden. Diese hamatologischen
Erkrankungen unterscheiden sich von soliden Tumoren wie dem Neuroblastom,
indem sie kein immunsuppressives Mikroenvironment aufbauen konnen. Die
Uberwindung dieser Barriere ist im Rahmen dieser Dissertation bereits in vitro
gelungen. Nun mussen in vivo Versuche an Mausmodellen zeigen, dass die

Ergebnisse auf Lebewesen tbertragbar sind.

Im direkten Vergleich der beiden Therapieanséatze zeigen CAR-T Zellen einen
klaren Vorteil bei geringen Antigenmengen, wahrend sie gleichzeitig mehr Zytokine
bei Aktivierung ausschitten und somit die Gefahr eines Zytokinsturmes im Kdorper
des Patienten grol3er ist. Bispezifische Antikbrper erzielen bei grol3en
Antigenmengen die gleichen Effekte, sind jedoch sowohl glnstiger und schneller in
der Produktion als auch durch eine kurze Halbwertzeit besser adaptierbar und
sicherer in der Anwendung. Beide Methoden haben ihre Vor- und Nachteile, stellen
denkbare Therapieoptionen der Zukunft dar und sollten weiter im Mittelpunkt
intensiver Forschung stehen. Um die Vorteile beider Ansatze nutzen zu kdnnen,
ware es denkbar, CAR-T Zellen vor allem bei Tumoren mit niedriger
Antigenkonzentration zu nutzen, wahrend bispezifische Antikdrper bei hohen
Antigenkonzentrationen Anwendung fanden. Um diese Differenzierung
durchzufihren, musste zunadchst ein Schwellenwert an Antigenkonzentration
evaluiert werden. Weiterhin ware eine intensivere, pratherapeutische Testung
notwendig, welche im Rahmen der sowieso erfolgenden histologischen

Tumoruntersuchung umgesetzt werden kénnte.

Insgesamt betrachtet haben immuntherapeutische Ansétze die Therapie
fortgeschrittener Tumorerkrankungen in der letzten Dekade revolutioniert.
Insbesondere die gegen GD2 gerichtete Immuntherapie in Kombination mit einer
allogenen Stammzelltransplantation konnte beim fortgeschrittenen
Neuroblastomrezidiv im Stadium IV ein hervorragendes langfristiges Uberleben
ermoglichen, wahrend GD2-CAR-T Zellen bei Patienten mit fortgeschrittenem
Neuroblastom ebenfalls vollstandige Remissionen induzieren konnten. Die
Weiterentwicklung dieser vielversprechenden immuntherapeutischen Ansatze und
insbesondere der frihe Einsatz konnte in der Zukunft das Gesamtuberleben von
Neuroblastompatienten verbessern und komplementar zu bereits etablierten

Therapieoptionen zur Anwendung kommen. Damit werden Komplikationen von
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hochtoxischen Therapieverfahren reduziert und insbesondere die autologe und
allogene Stammzelltransplantation im Laufe der Zeit verdréngt. Die bisherigen
Erfahrungen mit immuntherapeutischen Ansatzen haben gezeigt, dass ein
komplementarer Einsatz mit konventionellen Therapien zur Reduktion der
Tumormasse durch chirurgische Malinahmen, Chemotherapie, Bestrahlung und
nuklearmedizinische MalRhahmen zum besten Therapieerfolg fuhrt. Ziel ist es,
durch die genannten zielgerichteten Therapien das Gesamtuberleben und die
Lebensqualitat durch reduzierte Toxizitat maf3geblich zu verbessern.
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5 Zusammenfassung

Das Neuroblastom ist der haufigste, solide, extrakranielle Tumor im Kindesalter.
Trotz umfassender Forschung betragt die Uberlebensrate im Hochrisikostadium nur
ca. 50%. Neue Strategien sind auf dem Weg, so sollen CAR-T Zellen und
bispezifische Antikorper gegen GD2 auf Neuroblastomzellen eine ausreichende
Effektorzellantwort mit langfristiger Tumorkontrolle auslésen. Ziel der Arbeit ist es,
beide immuntherapeutische Ansétze unter den Gesichtspunkten I.) Aktivierung von
Effektorzellen, 1l.) Proliferation von Effektorzellen, 1ll.) Zytokinausschittung von
Effektorzellen sowie IV.) zytotoxische Wirkung auf GD2-positive NB-Tumorzellen zu
vergleichen. Zu diesem Zweck werden die bispezifischen Antikdrper CD3-GD2,
CD28-GD2, CD3-GD2 + CD28-GD2 sowie CD3-CD19 als Kontrolle zusammen mit
aktivierten T-Zellen sowie CAR-T Zellen gegen drei NB-Zelllinien (LS, LAN-1 und
SHSY5Y) untersucht.

Die Experimente ergeben, dass sowohl eine Therapie mit dem bispezifischen
Antikdrper CD3-GD2 als auch mit CAR-T Zellen zu einer ausreichenden Aktivierung
und Proliferation von Effektorzellen fuhrt. Durch Zugabe von CD28-GD2 zu dem
CD3-GD2-Antikorper kann eine Steigerung der Proliferation von Effektorzellen
erreicht werden, wahrend der Antikorper allein keine Aktivierung und Proliferation
hervorruft. CAR-T Zellen schitten signifikant mehr TNF-a, IL-2 und IFN-y aus im
Vergleich zu aktivierten T-Zellen, welche mit bispezifischen Antikdrpern inkubiert
werden. Die Untersuchung der Zytotoxizitat ergibt eine dosisabhéngige, zytolytische
Wirkung auf NB-Tumorzellen durch beide Therapieansatze. Je hoher die E/T-Ratio
ist, desto starker die Lyse. CAR-T Zellen fihren im Gegensatz zu bispezifischen
Antikdrpern auch bei der schwach positiven NB-Zelllinien SHSY5Y zu einer Lyse

und Effektorzellaktivierung bei fehlender Proliferationstendenz.

Wahrend CAR-T Zellen das Problem des Zytokinsturmes sowie einer komplexen
und teuren Herstellung bergen, weisen bispezifische Antikdrper eine geringere
Potenz auf. Neuste Studien, welche eine Kontrolle von CAR-T Zellen und somit ihrer
Nebenwirkungen erforschen, werden bereits durchgefiihrt. Doch es fehlt noch an
vielen weiteren Untersuchungen, bis die Therapie mit bispezifischen Antikérpern

und CAR-T Zellen den Einzug in die First-Line Therapie des Neuroblastoms schafft.
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6 Abstract

Neuroblastoma is the most common, solid, extracranial tumor in childhood. Despite
recent advances, the survival rate is just about 50% in high-risk patients. New
immunotherapeutical strategies are on the way. CAR-T cells and bispecific
antibodies against GD2 (diasialogangliosid 2) on Neuroblastoma cells may be
capable to induce robust and long-term immune effector cell response. The aim of
this work is the comparison of these two immunotherapy strategies with regards to
I.) activation of effector cells, Il.) proliferation of effector cells, Ill.) cytokine release
and 1V.) cytotoxic effects on GD2-positive NB-tumor cells. For this purpose, the
bispecific antibodies CD3-GD2, CD28-GD2, CD3-GD2 + CD28-GD2 and
CD3-CD19 were investigated in conjunction with activated T cells versus CAR-T
cells in three distinct neuroblastoma models utilizing the cell lines LS, LAN-1,
SHSY5Y.

The experiments demonstrate that therapy with bispecific CD3-GD2 antibody as
well as with CAR-T cells leads to sufficient activation and proliferation of effector
cells. By adding CD28-GD2 to the CD3-GD2 antibody, an increase of proliferation
of effector cells is detectable, while the antibody alone cannot cause any activation
or proliferation. CAR-T cells release significantly more TNF-a, IL-2 and IFN-y
compared to activated T cells incubated with bispecific antibodies. The investigation
of cytotoxicity reveals a dose-dependent, cytolytic effect on NB cells for both
approaches. At higher E/T-Ratios, NB cell lines were lysed more efficiently. In
contrast to bispecific antibodies, CAR-T cells can recognize the GD2-low expressing
cancer cell line SHSY5Y. However, no proliferation was induced indicating a limited

tumor control.

In summary, both immunotherapeutic approaches are potent treatment approaches
for neuroblastoma. While CAR-T cells mainly struggle with cytokine storm, complex
production procedures and high costs, bispecific antibodies show lower potency.
Recent studies investigating the controllability of CAR-T cells and their side effects
are under way, but there are still many more investigations necessary until the
therapy with bispecific antibodies and CAR-T cells may achieve standard treatment

consideration.
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