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Zusammenfassung
1 Zusammenfassung
Die Tumorimmuntherapie mit onkolytischen Viren stellt eine innovative und vielversprechende
Behandlungsmethode dar. Onkolytische Viren induzieren jedoch starke humorale Immunantworten
gegen das eingesetzte Virus, die die Therapiewirkung beeintrachtigen. Im Rahmen der Dissertation
wurde untersucht, ob sich humorale Immunantworten gegen das haufig als onkolytischen Vektor
eingesetzte humane Adenovirus Serotyp 5 durch molekulares ,Retargeting’ fir eine gezielte
Tumortherapie umlenken lassen. Ein Retargeting anti-viraler Antikdrper gegen Tumorzellen wurde durch
den Einsatz eines bispezifischen Adapterproteins, bestehend aus der Antikérper-bindenden Domane DE1
des adenoviralen Kapsidproteins Hexon und einem Tumor-spezifischen Liganden realisiert. Es konnte in
vitro gezeigt werden, dass sich mit Hilfe der Hexon DE1-Domane ein substantieller Teil anti-adenoviraler
IgGs binden und fiir ein molekulares Retargeting im Kontext eines bispezifischen Adapters nutzen lasst.
Die therapeutische Aktivitdt des Adapter-vermittelten Antikérper-Retargetings konnte in verschiedenen
subkutanen Tumormodellen in immunkompetenten Mausen mit Polysialinsdure als exemplarisches
Tumor-spezifisches Ziel bestatigt werden. Antikdrper-Retargeting nach systemischer Gabe des Adapters
resultierte in einer spezifischen Tumorwachstumsinhibition und einem signifikant verlangerten
Uberleben von Adenovirus-immunisierten Mausen. Untersuchungen mit orthotopen Lebertumoren
bestatigten zudem die therapeutische Wirksamkeit in einem klinisch relevanten Mausmodell. Mit
humanem Karzinoembryonalem Antigen als alternativem Ziel des Retargetings konnte eine
Ubertragbarkeit der Therapiestrategie auf weitere Zielstrukturen und damit die Belastbarkeit des
Konzepts bestatigt werden. Mechanistisch wurden NK-Zellen und CD8 T-Zellen als wesentliche
Mediatoren der therapeutischen Wirkung identifiziert. Hierbei ilbernehmen NK-Zellen eine zentrale Rolle
bei der systemischen Triggerung von Tumorantigen-spezifischen CD8 T-Zellen. Im Weiteren konnte
gezeigt werden, dass ein Antikorper-Retargeting die therapeutische Wirkung einer onkolytischen
Virotherapie effektiv amplifiziert und maRgeblich die lokale Immunzellinfiltration in das Tumorgewebe
sowie die Induktion Tumorantigen-spezifischer CD8 T-Zellen fordert. Darlber hinaus bildet ein
Antikorper-Retargeting eine Basis fir eine effektive PD-1-Immuncheckpointblockade und ermdglicht die
Uberwindung bestehender Resistenzen gegen diese Form der Immuntherapie. Letztendlich konnte durch
ein integriertes Therapieschema, bestehend aus Virotherapie mit nachfolgendem Antikdrper-Retargeting
und PD-1 Blockade ein tumorfreies Langzeitiiberleben in einem GrofRteil der therapierten Mause erzielt
werden. Diese Daten zeigen, dass sich durch den Einsatz bispezifischer Adapterproteine anti-adenovirale
Antikorper erfolgreich gegen Tumorzellen lenken lassen und dieses Retargeting, nicht nur als
Monotherapie sondern auch in Kombination mit anderen Immuntherapien, eine hochwirksame und

innovative Strategie fiir die Therapie solider Tumore darstellt.



Abstract

Abstract

Oncolytic viruses are promising tools for the immunotherapy of solid tumors. They yet induce strong
humoral immune responses directed against the viral vector, thus limiting viral spread and therapeutic
efficacy. The aim of this study was to investigate whether humoral immune responses raised by the
human adenovirus serotype 5, a common vector with high immunogenicity, can be used for cancer
therapy by molecular retargeting to malignant cells. Effective retargeting of anti-adenoviral antibodies
was achieved using bispecific adapter molecules, consisting of the adenovirus hexon DE1 domain and a
tumor-specific ligand. In vitro studies confirmed the DE1 domain as a major target of anti-adenoviral 1gGs
and as a suitable antibody-binding domain fused to a tumor-ligand to generate a bispecific adapter. The
therapeutic efficacy of adapter-based antibody retargeting was verified using different
immunocompetent murine subcutaneous tumor models with polysialic acid as a tumor-specific target.
After systemic administration of the adapter, antibody-retargeting led to tumor growth inhibition and
significantly prolonged survival of adenovirus-immunized mice. Moreover, investigations in a polysialic
acid-expressing orthotopic liver tumor model showed that therapeutic efficacy can be translated into a
clinically relevant mouse model. To show the transferability of this therapeutic strategy to alternative
target structures we successfully demonstrated the antibody retargeting capacity of a corresponding
adapter protein with carcinoembryonic antigen as a tumor-specific target. To unravel mechanistic
aspects of antibody retargeting, depletion experiments were carried out. The results demonstrated that
NK cells and CD8 T cells are the main mediators of therapeutic activity in vivo. More specifically, it could
be shown that NK cells play a critical role in triggering systemic anti-tumor CD8 T cell responses during
adapter treatment. In addition, antibody-retargeting following oncolytic virotherapy is an effective
strategy which amplifies lymphocyte tumor infiltration, stimulates tumor antigen specific CD8 T cells and
benefits overall therapeutic efficacy. Furthermore, antibody retargeting proved to be a suitable
approach to prime tumors for immune checkpoint inhibition of PD-1 and to overcome resistance against
this kind of immunotherapy. Finally, integration of PD-1 blockade into an adapter-supported virotherapy
resulted in tumor-free long-term survival in the vast majority of treated mice. These results show that
bispecific adapters are feasible tools for successful tumor-directed retargeting of viral antibodies and
represent an innovative new therapeutic strategy. Even more, antibody retargeting may also be a

promising integrative element of multimodal immunotherapies for the treatment of solid cancers.
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Einleitung

2 Einleitung

2.1 Tumorimmuntherapie

Die Immuntherapie von Tumoren reicht bis ins 19. Jahrhundert zurilick. Als einer der Pioniere und
Mitbegriinder der Immuntherapie gilt Dr. William B. Coley. Ende der 1880er Jahre berichtete er von
Patienten mit verschiedenen inoperablen Sarkomen, die eine Reduktion der Tumormasse in Folge einer
Streptokokkeninfektion (,Erysipel’ durch Streptococcus erysipelatis) aufwiesen. Dies konnte durch
natlirliche Infektion oder intratumoraler Inokulation von Bakterienkulturen erreicht werden (Coley,
1891, 1893). In den folgenden Jahren begann Coley nicht infektiose, Toxin-haltige Extrakte aus
bakteriellen Kokulturen von Streptococcus erysipelatis und Bacillus prodigiosus fir die Tumortherapie
einzusetzen. Der Einsatz dieser heute als Coley’s Toxine bekannten Extrakte resultierte in teilweise
vollstdndigen Tumorremissionen, auch in Patienten mit fortgeschrittenen metastasierten Tumoren
(Coley, 1910). In Folge dieser Ergebnisse postulierte Coley, dass die systemischen Aktivierung des
Immunsystems fiir die Tumorremission verantwortlich ist (Coley, 1910). Innerhalb des letzten
Jahrhunderts wurden auf dieser Pionierarbeit aufbauend verschiedene Immuntherapien zur Aktivierung
des Immunsystems gegen Tumore entwickelt. Dazu gehodren unter anderem Behandlungen mit
verschiedenen immunmodulierenden Molekiilen wie Interferonen (IFN) (Wiesenfeld et al., 1995;
Windbichler et al.,, 2000), Interleukinen (ILs) (Rosenberg et al., 1998; Sosman et al., 1994)oder
Tumornekrosefaktor (TNF) (Lenk et al., 1989; Skillings et al., 1992). Von diesen Molekilen weif man
heutzutage, dass sie auch in Folge der Applikation bakterieller Toxine ausgeschiittet werden und zu einer
unspezifischen Aktivierung des Immunsystems fiihren (Dranoff 2004). Innerhalb der letzten Jahrzehnte
wurden immer effizientere und gezieltere Strategien zur Tumorimmuntherapie entwickelt. Ein solcher
Ansatz stellt unter anderem die Behandlung mittels onkolytischer Viren dar. Sie ermdglichen eine
effiziente Zerstérung von Tumorzellen durch eine tumorselektive Infektion bzw. Replikation und
unterstitzen die Induktion anti-tumoraler Immunantworten (Li et al., 2009; Nemunaitis et al., 2000; Tuve
et al, 2009). Ein weiteres Beispiel mit hohem anti-tumoralem Potenzial bilden therapeutische
monoklonale Antikorper. Hierzu gehoéren therapeutische Antikorper, die in der Lage sind, durch eine
hochspezifische Erkennung Tumor-assoziierter Strukturen und anschlieRende Aktivierung von
Immunmechanismen die gezielte Zerstérung von Tumorzellen zu induzieren (Hsu et al., 2010; Pahl et al.,
2012). Dariber hinaus konnte ein wesentlicher Fortschritt durch die Entwicklung einer neuen Klasse an
Antikérpern gemacht werden. Diese sind in der Lage, durch die Inhibition von Immuncheckpoints
innerhalb der T-Zellaktivierung eine Uberwindung der Tumor-induzierten Immunsuppression zu erzielen

(Pardoll, 2012; SchloRer et al., 2014).



Einleitung
2.2 Onkolytische Virotherapie
Onkolytische Viren zeichnen sich durch eine tumorselektive Infektion bzw. Replikation aus, die zu einer
Zerstorung von Tumorzellen fihrt, wahrend gesundes Gewebe Uberwiegend nicht geschadigt wird. Eine
Reihe an Virustypen weist bereits neben ihrem natlrlichen Tropismus eine deutliche Praferenz fir
Tumorzellen auf (Coffey et al., 1998; Stojdl et al., 2000). Entsprechende Félle in denen Krebspatienten im
Verlauf einer Virusinfektion eine Tumorremission zeigten, wurden bereits Anfang des letzten
Jahrhunderts beschrieben (Dock, 1904; Moore and O’Connor, 1950; Taylor, 1953). Die Regressionen
hielten dabei teilweise iber Wochen und Monate an, bevor erneutes Tumorwachstum eintrat (Mota,
1973; Taqi et al., 1981). Im Falle eines Jungen mit Burkitt’s Lymphom fiihrte die Infektion mit Masern
sogar zu einer vollstandigen Tumorremission (Bluming und Ziegler 1971). Diese ersten Studien zeigten
das immense Potenzial einer viralen Tumortherapie auf und begriindeten erste therapeutischen
Versuche mit natirlich onkolytischen Viren (Asada, 1974; Smith et al., 1956; Taylor, 1953). Im Verlauf der
letzten Jahrzehnte rickte die Entwicklung rekombinanter onkolytischer Viren zunehmend in den
Vordergrund. Diese bieten wesentliche Vorteile gegeniber natirlichen Viren, insbesondere im Hinblick
auf die sichere Anwendbarkeit. Durch gezielte genetische Manipulation kann hierbei die
Tumorselektivitat deutlich verbessert und die unerwiinschte Transmission verhindert werden (Russell
and Peng, 2007). Studien mit unterschiedlichen rekombinanten onkolytischen Viren, darunter Herpes
simplex Virus (HSV), Masern Virus (MV), Vaccinia Virus (VV) und Adenovirus (Ad), konnten inzwischen die
klinische Effizienz und sichere Anwendung dieser Viren bestétigen (Brief, 2016; Galanis et al., 2010;
Nemunaitis et al., 2001; Park et al., 2008; Senzer et al., 2009). 2015 erfolgte die erste klinische Zulassung
eines onkolytischen Virus zur Krebstherapie in den USA und Europa in Form des onkolytische Herpes-
Virus Talimogene laherparepvec (T-Vec) zur Behandlung des inoperablen metastasierten Melanoms. Die
Phase Il Studie konnte zeigen, dass lokale intratumorale Injektion von T-Vec zu einer systemischen
Triggerung anti-tumoraler Immunantworten fiihren kann und das Gesamtiiberleben signifikant anhebt

(Andtbacka et al., 2015).

2.2.1 Onkolytische Adenoviren

Die Verwendung von Adenoviren als onkolytische Vektoren bietet einige wesentliche Vorteile. Durch
intensive Forschung innerhalb der letzten Jahrzehnte sind die Mechanismen zur Replikations- und
Zellzykluskontrolle sehr gut verstanden und das adenovirale Genom ermoglicht eine vergleichsweise
einfache genetische Manipulation. Darlber hinaus verfligen Adenoviren (iber einen Iytischen
Replikationszyklus, sie lassen sich vergleichsweise schnell in hohen Titern herstellen, sind in der Lage,
teilende sowie ruhende Zellen zu infizieren und integrieren in der Regel nicht in das Genom der

infizierten Zellen (Rein et al., 2006).
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Allgemein gehéren humane Adenoviren (Ad) zur Familie der Adenoviridae und kénnen beim Menschen
verschiedene Erkrankungen, vorwiegen Atemwegsinfekte, hervorrufen. Adenoviren verfligen tber ein
doppelstrangiges lineares DNA-Genom und ein ikosaedrisches Kapsid. Das Kapsid besteht vorwiegend
aus den drei Hillproteinen Fiber, Penton und Hexon. Das Hexon stellt mit einem Anteil von tGber 80 %
das Hauptprotein des Viruskapsids dar und hat vorwiegend eine strukturgebende Funktion. In vivo
scheint es jedoch auch maRgeblich an der Infektion von Hepatozyten (ber die Bindung des Serum
Faktors X beteiligt zu sein und somit zum Leber-Tropismus von Adenoviren beizutragen (Kalyuzhniy et al.,
2008; Waddington et al., 2008). Wie aus in vitro Studien hervorgeht, erfolgt der klassische Weg der
Zellinfektion jedoch liber das Fiber- und Pentonprotein. Die Fiber Knob Domane vermittelt hierbei den
Kontakt zur Zielzelle, indem sie an den entsprechenden Rezeptor auf der Zelloberfliche bindet
(Shayakhmetov et al., 2003). Dieser Rezeptor variiert zwischen den einzelnen Ad-Serotypen, bei den am
haufigsten genutzten Vektoren, darunter Ad2 und Ad5, erfolgt die Interaktion jedoch mit dem Coxsackie-
und Adenovirusrezeptor (CAR) (Bergelson et al., 1997). Nach dem Fiber-vermittelten Zellkontakt, erfolgt
durch die Interaktion der Penton-Basis mit zelluldren Integrinen die Internalisierung des Viruspartikels
Uber Endozytose (Wickham et al.,, 1993). Im Anschluss erfolgen die Freisetzung der viralen DNA,
Transport in den Nukleus und die Transkription der Virusgene. In der Transkriptionshierarchie
unterscheidet man zwischen den frilhen Genen (,early genes’), die essentiell fur die virale Replikation,
die Regulierung zelluldrer Prozesse und die Modulierung der Immunreaktion sind, und den spaten Genen
(,/ate genes’). Diese sind fir die strukturgebenden viralen Proteine und die Verpackung der Virus-DNA in
virale Partikel verantwortlich (Shenk, 1996). Die virale Replikation fiihrt letztendlich zur Lyse der Zelle
und Freisetzung der viralen Partikel. Durch gezielte Modifikationen, die den natirlichen Mechanismus
des Zelleintritts von Adenoviren oder die anschliefende Transkription und Replikation der viralen DNA

an Tumor-spezifische Merkmale knlipfen, lasst sich eine hohe Tumorselektivitat dieser Viren erzielen.

2.2.2 Transkriptionelles und transduktionelles Targeting onkolytischer Adenoviren

In vivo weisen die meisten Adenoviren eine geringe Affinitdit zu Tumoren auf. Eine systemische
Applikation resultiert hingegen in einer starken Transduktion des Lebergewebes durch Aufnahme der
viralen Partikel in Kupfferzellen und Hepatozyten, resultierend in einer akuten Lebertoxizitdt nach
systemischer Applikation (Lieber et al., 1997; Muruve et al., 1999). Um fiir die onkolytische Virotherapie
eine bessere bzw. gezielte Infektion und Lyse maligner Zellen zu erreichen, wurden innerhalb der letzten
Jahrzehnte verschiedene Strategien zum Retargeting von Adenoviren verfolgt. Ein Ansatz basiert hierbei
auf dem transkriptionellen Targeting zur konditionalen Replikation des Virus. Konditional-
replikationskompetente Adenoviren (CrAds) zeichnen sich durch eine sehr hohe Tumorselektivitdt aus.

Diese kann beispielsweise durch die Deletion von Pathogenitdtsfaktoren erreicht werden, die zur
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Modellierung der Virus-gerichteten Immunantwort und Regulation zelluldrer Prozesse dienen. Eines der
ersten entwickelten Beispiele hierfir ist das CrAd ONYX-015, welches eine Deletion im E1B55k Gen
aufweist (Heise et al., 1997). E1B55k ist ein essentielles virales Gen. Es hat die Funktion, p53 in der
Zielzelle zu inaktivieren und somit zu verhindern, dass die aktive Apoptose der Zelle eingeleitet wird. Der
Verlust des Gens verhindert somit eine effiziente Virusreplikation und anschlieBende Verbreitung viraler
Partikel in gesunden Zellen, wahrend die in malignen Zellen haufige Dysfunktion von p53 eine
Replikation des Virus gestattet (Bischoff et al. 1996; Harada et al. 2005). Die Tumorselektivitdt und
sichere Anwendbarkeit von ONYX-015 konnte in klinischen Studien belegt werden (Au et al., 2007;
Nemunaitis et al., 2000). Die therapeutische Effizienz konnte die hohen Erwartungen jedoch nur
eingeschrankt erfullen (Makower et al., 2003; Mulvihill et al., 2001; Nemunaitis et al., 2001). Ein weiteres
Beispiel, in dem eine haufige Dysfunktion zelluldrer Signalwege in malignen Zellen fiir das Targeting von
Viren genutzt wurde, reprasentieren onkolytische Adenoviren mit Deletionen im E1A-Gen (Fueyo et al.,
2000; Heise et al., 2000). E1A interagiert mit dem Retinoblastom-Protein (pRB) der Zelle, das den
Ubergang zwischen der G1 und der S-Phase wihrend des Zellzyklus reguliert. Die Bindung von E1A an
pRB fordert den Eintritt ruhender Zellen in die S-Phase (Bandara and La Thangue, 1991). Der Eintritt der
Zelle in die S-Phase ermoglicht im Anschluss die Replikation der viralen DNA. Durch eine Deletion in der
pRB Bindungsstelle des E1A-Gens, kann die Virusreplikation in gesunden ruhenden Zellen deutlich
reduziert werden. Im Gegensatz dazu ist das Virus in der Lage, effizient in verschieden Tumorzellen mit
Defekten im G1 zu S Zellzykluscheckpoint zu replizieren (Fueyo et al., 2000; Heise et al., 2000). Eine
andere intensiv verfolgte Strategie zur Einschrankung der Virusreplikation in gesunden Zellen ist die
Kontrolle replikationsessentieller Gene unter Tumor-spezifischen Promotoren. Zu diesen Tumor-
selektiven Promotoren gehoren unter anderen Promotoren fiir das Alpha-Fetoprotein (AFP), das
prostataspezifische Antigen (PSA), den humanen Telomerase reverse Transkriptase (hTert) Promotor und
den Transkriptionsfaktor E2F. Ein Beispiel ist AvE1la04i, ein CrAd dessen E1A-Expression unter der
Kontrolle des AFP Promotors liegt (Hallenbeck et al., 1999). Eine hohe AFP Expression tritt haufig beim
Leberzellkarzinom (HCC) auf. Es konnte in diesem Zusammenhang bestéatigt werden, dass AvE1a04i gut in
AFP-positiven humanen HCC-Zelllinien repliziert, wahrend dessen die Replikation in gesunden AFP-
negativen Zellen deutlich vermindert ist (Hallenbeck et al., 1999). Verschiedene CrAds wurden zudem
durch die Kontrolle Replikations-essentieller Gene unter dem hTert Promotor entwickelt. Eine
Aktivierung dieses Promotors liegt in der Mehrheit aller Tumorzellen vor, wahrend er in gesunden
somatischen Zellen inaktiv ist. Dies resultiert in einer guten Tumorselektivitdt dieser Viren (Kim et al.,
2003; Wirth et al., 2003). Erste klinische Studien mit Telomerase-abhédngigen onkolytischen Adenoviren
konnten die Tumor-Selektivitat und sichere Applikation bestatigen (Hemminki et al., 2012; Nemunaitis et

al., 2010).



Einleitung

Im Zusammenhang mit einer gezielten lokalen (intratumoralen) Applikation stellen CrAds sehr wirksame
anti-tumorale Agenzien mit ausgezeichnetem Sicherheitsprofil dar. Ein angestrebter Applikationsweg zur
Behandlung schwer zuganglicher Tumore oder fortgeschrittener disseminierter Erkrankungen stellt
jedoch die intraventse Therapieform dar. Bei einer solchen systemischen Behandlung fihrt ein rein
transkriptionelles Targeting zwar zu einer verminderten Lebertoxizitat (Au et al., 2007), jedoch wird ein
GroRteil der Viren im Lebergewebe absorbiert und gelangt nicht zum Tumor. Um die initiale
Tumorzellinfektion zu verbessern, wurden verschiedene Strategien zum transduktionellen Targeting
durch Modifikationen des Viruskapsids entwickelt. Eine besteht in der Pseudotypisierung des Rezeptor-
bindenden Fiber bzw. Fiber-Knob Proteins. Hierbei erfolgt der Austausch gegen Fiber-Proteine anderer
Serotypen mit CAR-unabhangigem Infektionsweg oder die Bildung chiméarer Fiber-Proteine mit
verminderter CAR-Affinitat. Es konnte gezeigt werden, dass durch die Konstruktion eines chimaren Fiber-
Proteins, durch den Austausch der Fiber-Knob Domédne des Ad5 durch die Knob Domane des CAR-
unabhangigen infizierenden Ad3, der CAR-vermittelte Zelleintritt deutlich reduziert werden kann
(Krasnykh et al., 1996). Ein weiterer Ansatz zur gezielten Infektion von malignen Zellen bzw. zum
Detargeting der Leber besteht in der Nutzung von Adaptermolekilen. Diese fiihren durch die
gleichzeitige Bindung der Fiber-Knob-Domane des Virus und einer Tumor-spezifischen Zellstruktur zu
einem modifizierten Zelleintritt. Beispiele hierfiir sind bi-spezifische Adaptermolekiile mit einer anti-
Knob Bindedomidne und einer Domédne spezifisch flr einen Tumor-selektiven Rezeptor. Ein
entsprechendes Molekiil, bestehend aus einem anti-Knob Antikérperfragment und dem Fibroblasten
Wachstumsfaktor FGF2, fiihrte zu einer selektiven Infektion von FGF2-positiven Tumorzellen in vitro und
einer verringerten Lebertoxizitdt in vivo (Goldman et al.,, 1997, Gu et al.,, 1999). In anderen
Retargetingansdtzen mit bispezifischen Molekilen wurde anstatt eines Knob-bindenden
Antikorperfragments eine |6sliche Variante der CAR-Ektodomane (des natiirlichen Ad-Rezeptors CAR)
verwendet (Dmitriev et al.,, 2000). Durch Fusion der Domane an eine Tumor-spezifische Zielstruktur
konnte in vitro und in vivo ein spezifisches Targeting von Tumorzellen und ein gleichzeitiges Detargeting

der Leber nach intravendser Virusapplikation erzielt werden (Kloos et al., 2015; Li et al., 2009).

2.2.3 Immunogenitdt onkolytischer Adenoviren

Adenoviren sowie die meisten anderen onkolytischen Viren zeichnen sich durch eine sehr hohe
Immunogenitdt aus. Diese Eigenschaft birgt einige Nachteile, da sowohl starke zelluldre als auch
humorale Immunantworten gegen den viralen Vektor induziert werden. Diese Induktion flhrt zu einer
schnellen Einddmmung der Virusinfektion und steht somit einer effizienten Verbreitung des Virus und
vollstandigen Tumorzelllyse entgegen. Durch eine sehr schnelle Neutralisierung der Partikel durch anti-

virale (neutralisierende) Antikorper reduzieren diese Immunantworten in hohem MaRe die Effektivitat
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einer wiederholten Applikation des gleichen Vektors (Yang et al., 1995). In diesem Zusammenhang stellt
auch die hohe Seropravalenz gegen gangige Vektoren des Serotyps 2 und 5 eine entscheidende Hirde
dar, da viele Patienten bereits durch frilheren Kontakt mit den Wildtyp-Viren immunisiert sind (Chirmule
et al.,, 1999; Schmitz et al., 1983). Ein wesentliches Ziel insbesondere der humoralen Immunantwort
gegen Adenovirus stellt das Haupthillprotein Hexon dar (Sumida et al., 2005). Dieses kann von anti-
viralen IgM sowie allen 4 Subklassen an IgGs erkannt werden (Gahéry-Ségard et al., 1997). Das Ad5-
Hexonmonomer beinhaltet verschiedene Strukturmotive, die Basis des Molekils ist hoch konserviert
zwischen den einzelnen Adenovirusserotypen und zeichnet sich durch eine hohe Stabilitat aus (Rux et al.,
2003). Der exponierte Teil des Molekiils, der die Virusoberflache bildet, hingegen besteht aus flexiblen,
kaum konservierten Regionen mit hoher Diversitdt zwischen den Serotypen. Hier finden sich die drei
Loop-Domanen DE1, FG1 und FG2, die insgesamt Uber 9 hypervariable Regionen (HVRs) mit Serotyp-
spezifischen Aminosaureresten verfligen (Crawford-Miksza und Schnurr 1996; Rux et al. 2003). Aufgrund
ihrer Lokalisation an der Virusoberfliche und der hohen Individualitdit werden insbesondere diese
Regionen mit der serotypischen Immunreaktion assoziiert. Studien belegen, dass durch den Austausch
der HVRs der Einfluss vorherrschender Immunantworten und die Erkennung durch neutralisierende
Antikorper deutlich gemindert werden kann (Bruder et al., 2012; Roberts et al., 2006). Abgesehen von
der humoralen Antwort konnte gezeigt werden, dass die konservierten Strukturen des Hexons sowohl
CD4" als auch CD8* T-Zellepitope enthalten und somit Ziel zelluldarer Immunantworten sind (McKelvey et
al., 2004; Onion et al., 2007).

Die Immunogenitdat von onkolytischen Viren ist ein kontrovers diskutiertes Thema (Prestwich et al.,
2009). Offensichtlich steht sie einer effektiven und vor allem vollstdndigen Infektion und Zerstérung des
Tumors durch den Virus entgegen. Inzwischen ist jedoch bekannt, dass eine hohe Immunogenitat der
viralen Vektoren mafRgeblich zur Induktion anti-tumoraler Inmunantworten beitrégt (Li et al., 2017; Tuve
et al., 2009). In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass ein entscheidender therapeutischer
Aspekt neben der direkten Infektion und Lyse von Tumorzellen, die starke Aktivierung des
Immunsystems ist. Diese fiihrt neben der Induktion anti-viraler Immunantworten gleichzeitig zur
Entstehung einer langanhaltenden Anti-Tumor-Immunitat (Kanerva et al.,, 2013; Tuve et al., 2009).
Eindeutige Belege hierfir lieferten Versuche in immundefizienten Mausmodellen, in denen onkolytische
Virotherapie eine wesentlich geringere Effizienz zeigten, als in immunkompetenten Mausen. Die
verminderte Wirksamkeit der Therapie korrelierte dabei mit einer deutlichen Reduktion an
Immunzellinfiltraten in dem behandelten Tumorgewebe (Endo et al., 2002; Toda et al., 2002). Ahnliche
Ergebnisse zeigten Versuche mit immunsuppressiven Mitteln, die zwar die Virusreplikation forderten,
jedoch insgesamt die Zerstorung maligner Zellen und die Aktivitat Tumor-gerichteter zytotoxischer T-

Lymphozyten reduzierten (Breitbach et al., 2007; Todo et al., 1999). Mittlerweile ist bekannt, dass die
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starke Immunreaktion auf die virale Infektion zu einer Infiltration verschiedener Immunzellen in das
sonst immunsuppressive Tumorgewebe fiihrt und diese Infiltration maRgeblich an der Induktion einer
anti-tumoralen Antwort beteiligt ist. So bewirkt die lokale Entziindungsreaktion in Folge der
onkolytischen Virotherapie u.a. eine Triggerung Tumor-spezifischer Immunzellen (Boozari et al., 2010;
Woller et al., 2011). Die Infiltration von dendritischen Zellen in das Tumorgewebe ermoglicht hierbei die
effektive Kreuzprasentation von Tumor-Antigenen, wodurch eine Induktion von sowohl Virus-gerichteten
als auch Tumor-spezifischen T-Zellantworten erfolgt (Ramakrishna et al., 2009; Tuve et al., 2009; Woller
etal.,, 2011).

Um die therapeutische Effizienz onkolytischer Viren weiter zu verbessern, erfolgte die Entwicklung einer
neuen Generation onkolytischer Viren. Diese sollten durch eine zusatzliche Expression
immunmodulierender Molekiil, die Virus-vermittelte Induktion Tumor-gerichteter Immunantworten
verstdrken. Ein Beispiel stellt das Ad5/3-D24-GMCSF dar, ein onkolytisches Adenovirus 5 mit Serotyp 3/5-
chimérem Kapsid codierend fiir den Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierende Faktor (GMCSF).
Ad5/3-D24-GMCSF zeigte in vorklinischen Studien in Patienten mit soliden Tumoren im fortgeschrittenen
Stadium eine sehr gute therapeutische Wirkung und war in der Lage, anti-tumorale CD8 T-Zellantworten
zu induzieren (Koski et al., 2010). Weitere Beispiele bilden onkolytische Adenoviren codierend fiir CD40L,
Mipla (macrophage-inflammatory protein alpha), FIt3L (FMS-like tyrosine kinase-3 ligand) oder
verschiedene Interferone (Benedict et al., 2004; Diaconu et al., 2012; Ramakrishna et al., 2009). Die
Expression von CD40L sowie MIP1la und FLT3L flhrten hierbei zu einer Rekrutierung Antigen-
prasentierender Zellen in das Tumorgewebe und zu einer Induktion von CD8 T-Zellantworten (Diaconu et
al., 2012; Ramakrishna et al., 2009). Diese Studien zeigen, dass die Interaktion zwischen dem
onkolytischen Virus und dem Immunsystem entscheidend fiir die effektive Entstehung von anti-

tumoraler Immunitat ist und somit essentiell zum Erfolg der Virotherapie beitragt.

2.3 Antikorper-vermittelte anti-tumorale Immunreaktionen

Die effektive und Tumor-spezifische Aktivierung des Immunsystems zur Uberwindung von
Tumortoleranzmechanismen und zur Induktion lang anhaltender anti-tumoraler Immunantworten ist das
Ubergeordnete Ziel in der Immuntherapie von Tumorerkrankungen. Eine effiziente Methode zur direkten
Zerstorung maligner Zellen und zur Unterstitzung der Tumorzellerkennung durch Immunzellen bieten
Tumor-spezifische Antikérper. Tumorassoziierte Antigene konnen eine natirliche Induktion spezifischer
Antikorperantworten hervorrufen, die unter anderem als diagnostische Marker genutzt werden (Frietze
et al., 2016; Reuschenbach et al., 2009). Humorale Immunantworten sind zudem in der Lage direkt, Gber
Komplement-abhadngige Zytotoxizitdt (CDC) oder indirekt Uber Antikorper-abhdngige zellvermittelte

Zytotoxizitat (ADCC) Tumorzellen zu zerstoren. Um diese Mechanismen effektiv fir die Tumortherapie
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nutzbar zu machen, wurden verschiedene rekombinante Antikorper etabliert, die Tumor-spezifische
Strukturen erkennen und dariiber eine anti-tumorale Funktion ausiben (Hsu et al.,, 2010; Pahl et al.,
2012; Srivastava et al., 2013). Solche therapeutischen, monoklonalen Antikorper (mAbs) stellen ein
vielversprechendes Agens zur Bekampfung von Tumorzellen dar. Dies belegen Studien mit einer Vielzahl
verschiedener Antikérper, die mittlerweile fir die humane Tumortherapie zugelassen wurden.
Bekannte Beispiele reprasentieren der anti-CD20 Antikdrper Rituximab zur Therapie maligner Lymphome
und der anti-EGFR Antikérper Alemtuzumab fiir die Therapie chronischer lymphatischer Leukdmie (CLL).
Beide mAbs sind in der Lage, durch Induktion von Effektormechanismen, wie Komplement-abhangiger
Zytotoxizitat (CDC) oder die Aktivierung Antikérper-abhangiger zellvermittelter Zytotoxizitat (ADCC), die
Lyse von Zielzellen zu induzieren (Beum et al., 2008; Dall’Ozzo et al., 2004; Di Gaetano et al., 2003; Golay

et al., 2004).

2.3.1 Induktion Komplement-abhangiger Zytotoxizitit

Durch die Bindung von Faktoren des Komplementsystems an den Fc-Teil von Antikorpern kénnen
verschiedener Effektormechanismen aktiviert werden, hierzu gehort unter anderem die Aktivierung des
Komplementsystems. Der klassische Weg der Komplementaktivierung wird dabei vorwiegend durch
Immunglobulin M (IgM) und zu einem kleinen Teil durch IgG vermittelt. Hierbei erfolgt zunachst die
Opsonisierung von Antigenen durch diese Antikorper, die im Anschluss in der Lage sind, tGber ihren Fc-
Teil Faktoren des Komplementsystems zu binden und dadurch die Komplementkaskade zu aktivieren.
Diese Aktivierung resultiert letztendlich in der Bildung des Membranangriffskomplexes (MAC), der durch
die Perforierung der Zellmembran zur Lyse der Zelle fiihrt (Morgan, 1999; Nesargikar et al., 2012).
Verschiedene Spaltungsprodukte einzelner Komplementfaktoren, die wahrend der Komplementkaskade
entstehen, Gben zudem chemotaktische Funktionen aus. Diese sind unter anderem in die Aktivierung

von B- und T-Zellen involviert (Morgan et al., 1982, 1985).

2.3.2 Induktion Antikorper-abhédngiger zellvermittelter Zytotoxizitdt (ADCC)

Eine weitere durch Antikorper-vermittelte Effektorfunktion, die in der Lyse von Zielzellen resultiert, stellt
die ADCC (Antikorper-abhdngiger zellvermittelte Zytotoxizitat) dar. ADCC beschreibt den Vorgang der
aktiven Zelllyse von Antikérper-markierten Zellen durch die Rekrutierung von Effektorzellen des
Immunsystems. Die Induktion von ADCC wird hauptsachlich durch IgG-Antikorper vermittelt. Diese
erkennen und binden spezifische Antigene auf der Zielzelle und kénnen anschlielend tber ihren Fc-Teil
Effektorzellen aktivieren, die (iber Fcy-Rezeptoren (FcyRs) verfligen. Hierzu gehdéren unter anderem
neutrophile Granulozyten und Makrophagen, die durch die Expression des FcyRl humane IgG1 und IgG3

binden (im murinen System IgG1 und IgG2a). Diese Bindung resultiert anschlieBend in Phagozytose der
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Zielzelle (Nimmerjahn und Ravetch 2008). Vorrangig erfolgt ADCC jedoch Uber die Aktivierung von
Natirlichen Killerzellen (NK-Zellen). Dies wird vorwiegend Uber die Interaktion des Fc-Teils des humanen
IgG1 und IgG3 (murinen 1gG1 und IgG2a) mit dem NK-Zellrezeptor FcyRllla und/oder FcyRllc vermittelt
(Lanier et al.,, 1988; Morel et al., 1999). Diese Interaktion induziert die Aktivierung von NK-Zell-
vermittelter Zytotoxizitat und Zytokinausschiittung, resultierend in der Lyse der Zielzelle (Smyth et al.,

2005).

2.3.3 Induktion von CDC und ADCC durch therapeutische Antikérper

Die gezielte Induktion von CDC sowie ADCC durch therapeutische Antikoérper stellt eine effektive
Methode zur Therapie maligner Tumorerkrankungen mit hohem Potenzial dar (Hubert et al., 2011; Seidel
et al., 2013). Eine Beispiel fiir eine effiziente Induktion beider Effektormechanismen in vivo stellt der
bereits erwdhnte mAb Retuximab dar. Studien konnten belegen, dass ein Teil der in vivo Aktivitdt von
Retuximab auf der Induktion von CDC beruht (Di Gaetano et al., 2003). Andererseits konnte gezeigt
werden, dass Retuximab effizient dazu in der Lage ist, durch NK-Zellen-abhangige Induktion von ADCC
opsonisierte Tumorzellen zu zerstoren (Beum et al., 2008; Dall'Ozzo et al., 2004). Ein weiteres Beispiel
fir eine gleichzeitige Induktion von CDC sowie ADCC Mechanismen stellt der anti-EGFR (epidermal
growth factor receptor) mAb Cetuximab dar. Cetuximab wird erfolgreich zur Therapie des kolorektalen
Karzinoms eingesetzt und kann einerseits effizient ADCC durch NK-Zellaktivierung induzieren (Amaro et
al., 2013; Pahl et al., 2012). Zudem ist Cetuximab nachweislich in der Lage, in vivo durch Aktivierung von
Komplementfaktoren die Lyse von Zielzellen hervorzurufen (Hsu et al., 2010).

Diese und weitere Studien belegen die Effizienz sowohl mAb-vermittelter Induktion von CDC als auch
ADCC Mechanismen fir die Therapie maligner Tumorerkrankungen (Gennari et al., 2004; Imai et al.,

2005; Nakano et al., 2009).

2.3.4 Immunstimulation und indirekte Induktion anti-tumoraler Immunantworten durch
Immuncheckpointblockade

Eine vergleichsweise neue Klasse therapeutischer Antikérper fiir die Tumorimmuntherapie bilden mAbs
zur Modulierung der T-Zell sowie NK-Zellaktivitat durch Inhibition sogenannter Immune checkpoints.
AuRerst vielversprechende Resultate in klinischen Studien lieferten dabei Antikérper zur Aktivierung von
T-Zellen durch Blockierung der inhibitorischen T-Zellrezeptoren CTLA 4 (cytotoxic T-lymphocyte—
associated antigen 4) und PD-1 (programmed cell death protein-1) (Garon et al., 2015; Hodi et al., 2010).
Diese Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle in der Kontrolle der T-Zellaktivierung und Inhibition von
Autoimmunreaktionen. Tumorzellen kdnnen sich diese Toleranzmechanismen jedoch zu Nutzen machen,

um einer effektiven T-Zellantwort zu entgehen. Dies erfolgt beispielsweise durch die Hochregulierung
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der PD-L1 Expression auf der Tumorzelle. Durch die Interaktion von PDL-1 mit PD-1 auf der T-Zelle
werden deren Effektorfunktionen entscheidend geschwéacht (Freeman et al., 2000). Die Blockierung
dieser inhibitorischen Signale durch entsprechende Antikdrper kann somit die Selbsttoleranz gegentiiber
Tumorzellen reduzieren und wesentlich zur Induktion von Tumor-spezifischen T-Zellantworten beitragen
(Sharma and Allison; Topalian et al., 2012). Studien mit anti-CTLA-4 sowie anti-PD-1 und anti-PD-L1
Antikorpern erzielten sehr gute klinische Erfolge (Eggermont et al., 2014; Garon et al., 2015; Postow et
al., 2015; Schadendorf et al., 2015). Die Behandlung sowohl mit dem anti-CTLA-4 mAb Ipilimumab als
auch den anti-PD-1 mAbs Pembrolizumab und Nivolumab resultierten teilweise in vollstdndigen
Tumorremissionen (Addeo and Rinaldi, 2013; Ladwa and Atkinson, 2017). Mittlerweile sind verschiedene
Antikorper fiir die Tumortherapie zugelassen. Ipilimumab ist bisher nur fir die Therapie des inoperablen
bzw. metastasierten Melanoms zugelassen, wahrend die anti-PD-1 mAbs Pembrolizumab und Nivolumab
auch fir andere Tumorentititen eingesetzt werden diirfen. Dazu gehdren beispielsweise das
metastasierte nichtkleinzellige Lungenkarzinom (NSCLC) und das fortgeschrittene bzw. wiederkehrende
Hodgkin Lymphom. Ein besonderer Erfolg konnte durch die generelle Zulassung von Pembrolizumab fir
Therapie solider Tumore mit einer hohen Mikrosatelliteninstabilitdt-Rate (MSI-H Tumore) oder Mismatch
Reparatur Defizienz (dAMMR) erzielt werden. MSI-H und dMMR Tumore zeichnen sich durch eine hohe
Rate an somatischen Mutationen, resultierend in einer erhéhten Frequenz immunogener Neoantigene,
aus und sind groRtenteils sensitiv gegenliber Immuncheckpointblockade (Czink et al., 2017; Lau, 2015).
Neben der Monotherapie mit Immuncheckpoint Inhibitoren werden vermehrt Studien durchgefihrt, die
die Wirkung von Kombinationstherapien untersuchen. Dazu gehéren sowohl klassische Tumortherapien
wie Chemo- oder Radiotherapie als auch andere Immuntherapien, wie beispielsweise onkolytischer
Virotherapie (Hersh et al., 2011; Pfirschke et al., 2016; Takamori et al., 2017). Initiale Studien konnten
beispielsweise eine synergistische Wirkung von Radiotherapie und PD-1 Blockade beim nichtkleinzelligen
Lungenkarzinom (NSCLC) zeigen (Takamori et al., 2017). Die Radiotherapie-induzierten Hochregulation
von PD-L1 auf den Tumorzellen ist hierbei mit einer verbesserten Wirkung der PD-1/PD-L1
Checkpointinhibition assoziiert (Takamori et al., 2017). Erste Daten zur Kombination des onkolytischen
Virus T-Vec mit Ipilimumab deuten ebenfalls auf eine synergistische Wirkung mit erhéhter Effizienz im
Vergleich zu den entsprechenden Monotherapien hin (Puzanov et al., 2016). Die Behandlung mit
onkolytischen Viren trdgt zur Induktion einer systemischen T-Zell-basierten Anti-Tumorimmunitat bei
(Kanerva et al., 2013; Tuve et al.,, 2009). Diese Induktion Tumor-gerichteter T-Zellantworten kdnnte
durch gleichzeitige Immuncheckpointblockade deutlich unterstiitzt werden und in einem synergistischen
Effekt beider Immuntherapien resultieren (Woller et al., 2015; Zamarin et al., 2014).

Diese Studien zeigen das enorme Potenzial der Tumorimmuntherapie und geben insbesondere fiir die

Behandlung fortgeschrittener Tumorerkrankungen neue Hoffnung.
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2.4 Der Rolle einzelner Immunzellpopulationen in Tumorsurveillance, Tumorprogression
und Tumortherapie

Das Immunsystem spielt eine essentielle Rolle bei der Tumorentstehung, fiir die Tumorprogression sowie
fir den Erfolg anti-tumoraler Therapien. Die Fahigkeit des Immunsystems im Rahmen der
Tumorsurveillance das Tumorwachstum zu verhindern bzw. zu limitieren wurde bereits vor einigen
Jahrzehnten postuliert (Burnet, 1970; Thomas, 1982). Mittlerweile konnte bestatigt werden, dass Zellen
des Immunsystems in der Lage sind, Tumorvorlauferzellen zu erkennen und diese Zellen zu eliminieren
bevor sie klinisch evident werden. In Versuchen mit immundefizienten im Vergleich zu
immunkompetenten Tumormausmodellen, konnte gezeigt werden, dass Lymphozyten und die
Ausschiittung von Interferon gamma (IFN,) die Entwicklung von Tumoren unterbinden kdnnen
(Shankaran et al., 2001). Im Rahmen dieser Versuche wurde deutlich, dass maligne Zellen, die in
immunkompetenten Tieren dieser Immunkontrolle entgingen, weniger immunogene Tumore als maligne
Zellen immundefizienter Tiere bildeten. Die natlirliche Kontrolle des Immunsystems fihrt somit zu einer
Selektion ,immun-resistenter’ Zellen (Shankaran et al., 2001). Ein weiterer Mechanismus, durch den eine
effiziente Eliminierung von Zellen bereits im pramaligen Stadium erfolgen kann, bildet die Senescence-
Surveillance (Kang et al., 2011). Infolge einer unnatirlichen Aktivierung von Onkogenen kdnnen Zellen
den Zellzyklusarrest induzieren und seneszent werden. In einem murinen Modell des Leberzellkarzinoms
(HCC) konnte gezeigt werden, dass pramaligne Hepatozyten seneszent werden und Chemo- und Zytokine
sekretieren. Diese Ausschittung fihrt zu einer CD4 T-Zell-abhadngigen adaptiven Immunreaktion die zur
Eliminierung der Zellen fihrt (Kang et al., 2011). Mittlerweile ist bekannt, dass auch andere Zellen des
Immunsystems an der Tumorsurveillance beteiligt sind, darunter Natiirliche Killer (NK) Zellen sowie NKT-
Zellen (Smyth et al., 2000). Durch den Selektionsdruck des Immunsystems werden Zellen mit geringer
Immunogenitat selektiert (Shankaran et al., 2001; Svane et al., 1996), die einer Erkennung durch das
Immunsystem entgehen. Die wahrend dieser Equilibrium Phase selektierten Zellen kénnen im Anschluss
im Rahmen der Escape Phase progressiv wachsende Tumor bilden (Dunn et al., 2002; Kim, 2007).
Wahrend der Escape Phase entwickeln Tumore effiziente Mechanismen um einer Immunkontrolle weiter
zu entgehen (cancer immunoediting) (Kim et al., 2006). Hierbei fiihrt unter anderem die Ausschittung
von loslichen Faktoren durch den Tumor zu einer Rekrutierung von Immunzellen mit
immunmodulierenden Eigenschaften, die die Entstehung eines immunsuppressiven Tumormikromillieus
fordern. Hierzu gehoren eine Reihe an unreifen myeloiden Zellen, darunter Tumorassoziierte
Makrophagen (TAMs), Myeloide Suppressor Zellen (myeloid-derived suppressor cells - MDSCs) und
unreife dendritische Zellen (DCs). Es konnte gezeigt werden, dass TAMs unter anderem die

Vaskularisierung des Tumors und ein invasives Tumorwachstum férdern (Lin and Pollard, 2007; Pollard,
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2004; Ye et al., 2012). Zudem sind sie nachweislich an der Inhibition anti-tumoraler Immunantworten
beteiligt und férdern dadurch die Tumorprogression (Chen et al., 2012; Daurkin et al., 2011). Neben den
TAMs stellen insbesondere die MDSCs tumorinfiltrierende Zellen mit potenten Tumor-férdernden
Eigenschaften dar. MDSCs reprasentieren eine Population unreifer, heterogener Zellen (Gabrilovich and
Nagaraj, 2009; Peranzoni et al., 2010), die unter anderem mit der Ausschittung von Molekiilen in
Verbindung gebracht werden, die essentiell zum Tumorwachstum und zur Tumorvaskularisierung
beitragen (Murdoch et al., 2008; Serafini et al., 2006). Des Weiteren inhibieren MDSCs die Triggerung
Tumorantigen-spezifischer zytotoxischer CD8 T-Zellantworten (Gabrilovich et al., 2001; Kusmartsev et al.,
2004; Nagaraj and Gabrilovich, 2008). Allgemein korreliert ein hoher Anteil an MDSCs bei malignen
Tumorerkrankungen mit einer schlechten Prognose (Gabitass et al., 2011; Weide et al., 2014). Sie sind
zudem in der Lage, die Proliferation von regulatorischen T-Zellen (Tregs) zu induzieren und damit zur
immunologischen Tumortoleranz weiter beizutragen (Serafini et al., 2008). Eine entsprechende Funktion
wird auch unreifen/plastischen Dcs zugeordnet, die durch eine verminderte F3higkeit zur
Interferonausschiittung mit einer Expansion von Tregs in Verbindung gebracht werden konnten (Sisirak
et al., 2012). Tregs gehoren zu den CD4 T-Lymphozyten und lben wichtige Funktionen bei der
Immunregulation sowie der damit zusammenhangenden Pravention vor Autoimmunerkrankungen aus,
zudem spielen sie eine wichtige Rolle bei der Kontrolle von Entziindungsreaktionen (Fehérvari and
Sakaguchi, 2004; Sakaguchi, 2004). Im Kontext einer Tumorerkrankung kénnen sie jedoch die Induktion
einer anti-tumoralen Immunreaktion entscheidend beeintrachtigen, indem sie die Aktivierung von
Effektorzellen inhibieren. Entsprechende Studien in Tumorpatienten konnten belegen, dass Tumor-
spezifische Tregs die Induktion einer effektiven Tumor-Immunitdt verhindern und somit die
Tumortoleranz beglinstigen (Antony et al., 2005). Parallel dazu besteht eine Korrelation zwischen der
Frequenz von regulatorischen T-Zellen im Tumorgewebe und einer negative Prognose bzw. einem
Fortschreiten der Erkrankung (Kono et al., 2006). Eine weitere T-Zellpopulation mit Tumor-forderndem
Potenzial stellen CD4* Th2 (T-Helfer) Zellen dar. Sie sind in der Lage, durch die Ausschiittung von
Zytokinen die Entstehung von Metastasen zu fordern (Kobayashi et al.,, 1998) oder chronische
Entziindungsreaktionen hervorzurufen, die mit der initialen Karzinogenese assoziiert sind (Osawa et al.,
2006).

Wahrend diese immunsuppressiven Zellpopulationen das Tumorwachstum beglinstigen und eine
effektive Erkennung und Eliminierung von Tumorzellen durch das Immunsystem behindern, gibt es auch
Immunzelltypen, die mit einer guten Prognose assoziiert sind und deren Zunahme im Verlaufe einer
Tumortherapie mit einem guten Ansprechen korrelieren. Hierzu gehéren insbesondere zytotoxische
CD8 T-Zellen, die unter anderem in Lage sind, entartete Zellen zu identifizieren und direkt zu eliminieren.

Entscheidend hierfiir ist die Expression von MHC | (Haupthistokompatibilitaitskomplex 1) auf der

15



Einleitung

Zelloberflache, die mit dem T-Zellrezeptor der CD8 T-Zelle interagieren. Auf MHC | Molekilen werden
Antigene aus dem Proteom der Zelle prasentiert, die im Anschluss vom Immunsystem als ,eigen’ oder
,fremd’ eingestuft werden. Neben Antigenen, die beispielsweise wahrend einer Infektion der Zelle
prasentiert werden, kdnnen auch veranderte Proteine im Rahmen einer malignen Erkrankung als fremd
erkannt werden und eine T-Zellantwort hervorrufen, die zur Eliminierung der infizierten bzw. entarteten
Zelle fuhrt (Ostrand-Rosenberg et al., 1990; Tanaka et al., 1986; Topalian et al., 1989). Eine Korrelation
zwischen einer hohen Frequenz tumorinfiltrierender CD8 T-Zellen und einer guten Prognose bzw. einem
deutlich verlingerten Uberleben konnte in Patienten mit verschiedensten malignen Tumoren
unterschiedlichster Entitat nachgewiesen werden (Clemente et al., 1996; Galon et al., 2006; Nakano et
al., 2001). Hierzu zahlen Tumore wie das Nierenkarzinom (Nakano et al., 2001), Kolonkarzinom
(Guidoboni et al., 2001), maligne Melanom (Piras et al., 2005) sowie das Mammakarzinom (Ali et al.,
2014). Weitere Studien konnten belegen, dass insbesondere die Verschiebung des Verhaltnisse von CD8
zu CD4 T-Zellen zu Gunsten von CD8 T-Lymphozyten mit einer positiven Prognose und therapeutischem
Ansprechen korreliert (Diederichsen et al., 2003; Huang et al., 2015; Sato et al., 2005). Der prognostische
Faktor ist hierbei insbesondere mit einer relativen Reduktion von CD4*-Tregs im Verhaltnis zu CD8 T-
Zellen assoziiert (Gao et al., 2007; Preston et al., 2013; Sato et al., 2005).

Eine weitere Immunzellpopulation mit besonderem anti-tumoralem Potenzial reprdsentieren
tumorinfiltrierende Naturliche Killer (NK) Zellen. Sie sind in der Lage, maligne Zellen zu erkennen und
direkt zu zerstoren (Kim et al., 2000; Smyth et al., 2000). Im gesunden Zustand fungiert MHC | Expression
auf der Oberflache von Zellen als inhibitorisches Signal an die NK-Zelle, die Abwesenheit bzw. deutliche
Reduktion von MHC | auf der Zelloberflache von Tumorzellen (um der Erkennung durch CD8 T-Zellen zu
entgehen (Seliger et al., 2001)) ermoglicht die Aktivierung von NK-Zellen (Karre et al., 1986; Ljunggren
and Kérre, 1990) und die Freisetzung zytotoxischer Molekiile. Der Zusammenhang zwischen einer hohen
NK-Zellinfiltration im Tumorgewebe und einem verlingerten Uberleben von Tumorpatienten konnte
unter anderem fiir das Magenkarzinom (Ishigami et al., 2000), Nierenzellkarzinom (Remark et al., 2013)
sowie das Lungenkarzinom (squamous cell lung cancer) (Villegas et al., 2002) gezeigt werden. Weitere
Studien belegten die signifikante Inhibition des Tumorwachstums und insbesondere der Progression von
Metastasen durch NK-Zell-vermittelte Perforin-Ausschiittung und dadurch induzierte Eliminierung von
Tumorzellen (Brodbeck et al., 2014; Kim et al., 2000; Sodeur et al., 2009). Diese Daten zeigen, dass
verschiedene Immunzelltypen das Tumormikromillieu entscheidend pragen und an der Malignitat der

Erkrankung sowie der Induktion bzw. Inhibition anti-tumoraler Inmunantworten beteiligt sind.
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2.5 Polysialinsaure als Tumor-assoziiertes Antigen
Polysialinsdure (PolySia) stellt ein Homopolymer aus a-2,8-verknipften Sialinsdure Monomeren mit stark
negativer Ladung dar und ist eine evolutionar hoch konservierte Zelloberflachenstruktur. Die Synthese
erfolgt durch die Polysialyltransferasen ST8Siall (alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase
2) und ST8SialV (alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 4) (Nakayama et al., 1998).
Haupttragermolekiil von PolySia in Sdugetieren stellt das oberflaichenstindige neuronale
Adhdsionsmolekil NCAM dar. NCAM-Interaktionen vermitteln im unmodifizierten Zustand Zell-
Zelladhasion und ermoglichen Zelldifferenzierung. Polysialylierung von NCAM, als posttranslationale
Modifikation, fihrt durch die zunehmend negative Ladung des Molekiils zu einer vermehrten Repulsion
der Zellen und blockiert damit die Differenzierung der Zellen (Johnson et al., 2005; Yang et al., 1992). Im
Rahmen der embryonalen Entwicklung, insbesondere wahrend der Entwicklung des Gehirns, wird PolySia
in hohem MaRe exprimiert, da es durch seine Adhasions-reduzierende Eigenschaft zu einer hohen
Plastizitat beitragt. Diese Plastizitat ist unter anderem essentiell fiir die neuronale Zellmigration und
spielt eine wichtige Rolle bei der Bildung von Synapsen und beim gerichteten Wachstum von Axonen
(Gascon et al., 2007; Hildebrandt et al., 2007). Im adulten Stadium findet sich polysialyliertes NCAM in
nennenswerten Mengen nur noch in begrenzten Regionen des Gehirns, die mit hoher Plastizitat in
Verbindung gebracht werden oder in Bereichen in denen Regeneration oder eine Umstrukturierung
neuronaler Verbindungen stattfindet (Gascon et al., 2007). Hingegen wird PolySia auf der Zelloberflache
verschiedener maligner Tumore in hohem Malle reexprimiert. Hierzu gehdren beispielsweise das
Rhabdomyosarkom (Gluer et al., 1998), das Medulloblastom (Durbec et al., 1990), das Neuroblastom
(Glick et al., 1991; Livingston et al., 1988), das nichtkleinzellige sowie das kleinzellige Lungenkarzinom
(NSCLC/SCLC) (Miyahara et al., 2001; Tanaka et al., 2000, 2001), das maligne Astrozytom (Petridis et al.,
2009) und der Wilms-Tumor (Roth et al., 1988). In etlichen Studien konnte in diesem Zusammenhang
eine direkte Korrelation von PolySia-Expression und Malignitdt der Tumore gezeigt werden (Cheung et
al., 2006; Tanaka et al., 2001; Wang et al., 2016). Starke PolySia-Expression und die dadurch verminderte
Zelladhasion ist hierbei assoziiert mit einem aggressiven und stark invasiven Tumorwachstum mit
gesteigerter Metastasierung (Gong et al., 2016; Schreiber et al., 2008; Trouillas et al., 2003). Die
Exklusivitat der PolySia-Expression im adulten Stadium macht PolySia jedoch zu einem hervorragenden
Ziel in der Tumortherapie (Falconer et al., 2012; Livingston et al., 2005). Durch die Begrenzung der
Expression auf wenige Teilbereiche des Gehirns und die starke Reexpression auf malignem Gewebe, ist

eine gezielte Therapie von Tumorzellen mit minimaler Schadigung gesunder Zellen moglich.
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2.6 Zielsetzung der Arbeit
Der Einsatz onkolytischer Viren flr die Therapie solider Tumore stellt eine vielversprechende
Behandlungsmethode dar. Es entstehen jedoch starke zelluldre sowie humorale Immunantworten gegen
das therapeutische Virus, die eine vollstandige Infektion und Zerstérung des Tumors verhindern.
Im Rahmen des Dissertationsprojekts sollten virus-gerichtete humorale Immunantworten erstmalig
durch molekulares Retargeting fir die Tumortherapie nutzbar gemacht werden. Hierfiir sollten
bispezifische Adapterproteine, bestehend aus einer Antikorper-bindenden Domdne und einem Tumor-
spezifischen Liganden, eingesetzt werden, die das Retargeting anti-viraler Antikdrper gegen Tumor-
spezifische Zielstrukturen ermoglichen, um eine therapeutische Wirkung zu erzielen.
In dieser Dissertation sollte zunachst ein im Rahmen meiner Masterarbeit kloniertes, rekombinantes
Adapterprotein untersucht werden, das ein Antikorperfragment (scFv) gegen PolySia fir das Retargeting
von PolySia-exprimierenden Tumoren sowie die DE1-Domane des adenoviralen Hexonproteins fiir die
Bindung anti-adenoviraler Antikorper enthalt. Zunachst sollte die Funktionalitdt des Adapterproteins in
vitro bestdtigt und genauer charakterisiert werden, u.a. durch Quantifizierung der Bindung anti-
adenoviraler Antikorper. Der therapeutische Effekt sollte in verschiedenen, immunkompetenten
Tumormodellen der Maus anhand der Inhibition des Tumorwachstums und des Uberlebens ermittelt
werden. Neben einem bereits existierenden Tumormodell, sollten auch weitere, in der Immuntherapie
gut etablierte Tumorzelllinien herangezogen werden, um PolySia-exprimierende Varianten zu generieren
und als Modell zu nutzen. Die Belastbarkeit dieses Therapiekonzepts sollte weiter bestatigt werden,
unter anderem durch Untersuchungen der Wirkung des Antikérper-Retargetings in einem Tumormodell
mit einem transgenen Lebertumor in situ und durch Untersuchungen in Mausen nach langer
zuriickliegender Antikérperstimulation. Zudem sollte die allgemeine Ubertragbarkeit des Ansatzes auf
eine alternative Zielstruktur validiert werden, beispielsweise gegen das Karzinoembryonales Antigen, das
auf verschiedenen gastrointestinalen Tumoren hochreguliert ist. Anschliefend sollten die dem
therapeutischen Effekt zugrundeliegenden Wirkmechanismen ermittelt werden. Zunachst sollten
durchflusszytometrische Untersuchung tumorinfiltrierender Immunzellen zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Therapie dazu dienen, Kandidaten fiir relevante Immunzellpopulationen identifizieren zu kénnen,
deren funktionelle Relevanz durch Depletionsversuche in vivo bestatigt werden sollte. Letztendlich sollte
das Potenzial des Antikorper-Retargetings im Kontext weiterer Immuntherapien untersucht werden.
Hierbei sollte sowohl die Wirksamkeit einer Sequenztherapie aus initialer onkolytischer Virotherapie
gefolgt vom Antikdrper-Retargeting als auch eine synergistische Wirkung dieses Ansatzes mit einer PD-1
Immuncheckpointblockade ermittelt werden, um das Potential dieses Therapiekonzepts zur Induktion

und Amplifikation anti-tumoraler T-Zellantworten zu belegen.
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3 Ergebnisse
3.1 Invitro Untersuchung des Adapterproteins DE1scFvpSia zum molekularen

Retargeting anti-adenoviraler Antikorper gegen solide Tumore
Die Therapie von Tumorerkrankungen mit onkolytischen Adenoviren ist eine innovative und
vielversprechende Behandlungsmethode. In Folge der Virotherapie entstehen jedoch starke
Immunreaktionen gegen die viralen Vektoren. Diese stehen einer vollstandigen Infektion und viralen
Eliminierung des Tumors in vivo entgegen. Insbesondere die Induktion starker humoraler
Immunantworten limitiert die therapeutische Effizienz wiederholter Applikation und die hohe
Seropravalenz haufig die Wirksamkeit der initialen Virotherapie (Chirmule et al., 1999; Yang et al., 1995).
Im Rahmen dieser Arbeit sollte anhand verschiedener therapeutischer Ansatze Uberprift werden, ob
anti-virale humorale Immunantworten effektiv gegen Tumorzellen gerichtet werden kdnnen und ob
dieses ,Retargeting’ einen therapeutischen Nutzen gegen solide Tumore erzielen kann. Hierzu sollte
zunachst ein bispezifisches Adapterprotein zum Retargeting anti-adenoviraler Antikorpern genutzt
werden, das im Rahmen eigener Vorarbeiten kloniert wurde (Masterarbeit: Etablierung eines
molekularen Adapters zum Retargeting humoraler, virusspezifischer Immunreaktionen gegen solide
Tumore. Niemann J., 2013, Technische Universitdt Braunschweig). Als Tumorligand enthielt dieses
Adapterprotein die etablierte scFv-Domane des murinen Antikorpers mAb735, der hochaffin an PolySia
binden kann (Frosch et al., 1985). Eine hohe Expression von PolySia findet sich beim Menschen auf
verschiedenen malignen Tumoren wie beispielsweise dem kleinzelligen Lungenkarzinom (Tanaka et al.,
2001). Ansonsten wird PolySia im adulten Stadium nur noch in vereinzelten Regionen des Gehirns
exprimiert, die eine erhohte Plastizitat aufweisen (Gascon et al., 2007). Eine wesentliche Anforderung an
ein Adapterprotein fir ein Antikorper-Retargeting war neben der effektiven Bindung an das
tumorspezifische Target die Fahigkeit, eine substantielle Menge an anti-viralen Antikérpern binden zu
kdénnen, die im Rahmen von Infektionen mit dem humanen Adenovirus Serotyp 5 oder einer Virotherapie

mit onkolytischen Adenoviren des gleichen Serotyps entstehen.

3.1.1 Quantifizierung der Bindung anti-adenoviraler Antikdrper an die DE1-Domaéne des
Adenovirus-Hexon bzw. das Adapterprotein DE1scFvpSia

Es ist bekannt, dass das Adenovirus 5 (Ad5) Kapsid das wesentliche Ziel humoraler Immunreaktionen

gegen das Virus darstellt (Gahery-Segard et al., 1998). Der Hauptteil der anti-adenoviralen Antikorper ist,

neben dem Fiberprotein, insbesondere gegen das Haupthillprotein Hexon gerichtet (Sumida et al.,

2005). Innerhalb der komplexen Struktur des Ad5-Hexons werden als Hauptziele die drei Loop-Doménen

des Proteins erkannt (DE1, FG1, FG2), die an der Kapsidoberflache des Virus lokalisiert sind (Abbildung
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3.1 (A)) (Crawford-Miksza and Schnurr, 1996). Alle drei Domdnen weisen zudem im Gegensatz zum
vollstdndigen Ad5 Hexon eine relativ kleine ProteingréoRe von jeweils unter 30 kDa im Vergleich zum Ad5-
Hexonmonomer mit ca. 110 kDa auf (Rux et al., 2003). Aufgrund dieser Eigenschaften sind diese Hexon-
Loop-Domanen als Antikorper-bindender Teil eines bispezifischen Adapters geeignet. Vorarbeiten haben
gezeigt, dass sich von den untersuchten Kandidaten DE1, FG1 und FG2 nur die DE1-Domane in
ausreichender Menge darstellen und mittels His-Tag-Affinitatschromatographie aufzureinigen liels.
Dementsprechend wurden alle nachfolgenden Versuche nur mit dem DE1-Protein als Antikorper-
bindende Doméne durchgefiihrt (Aufbau siehe Abbildung 3.1 (B)). Die durchgefiihrten Vorversuche
zeigten zudem, dass die l6sliche DE1-Démane in der Lage ist, anti-adenovirale Antikdrper aus dem Serum
Ad5-immunisierter Mause zu binden. In einem weiteren Versuch sollte nun die Vorbehandlung des
Serums mit loslichem DE1 ermdglichen, den Anteil der anti-adenoviralen Antikorper, die fur ein

Retargeting mit DE1 genutzt werden kénnen, zu quantifizieren (Abbildung 3.1(C)).
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Abbildung 3.1: Die Ad5 Hexon Domaéne DE1 ist ein Hauptziel anti-adenoviraler 1gGs
(A) Struktur des adenoviralen Hexons mit den Loop-Doménen DE1, FG1 und FG2 (Abb. erstellt unter swissmodel.expasy.org, SIB

Swiss Institute of Bioinformatics, Artimo et al.,, 2012); (B) Schematische Darstellung des DE1-Expressionskonstrukts mit
Leaderpeptid aus dem Coxsackie- und Adenovirus-Rezeptor (CAR-L), der DE1-Doméane und Myc/His-Tag unter Kontrolle des
EFla-Promotors; (C) ELISA-Analyse zur Bindung des aufgereinigten DE1-Proteins durch anti-adenovirale 1gGs. ELISA-Platten
wurden mit inaktivierten Ad5-Partikeln bzw. DE1-Protein beschichtet. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit Serum naiver
(Ad5-, n=2), Ad5-immunisierter Mause (Ad5*, n=5) oder Serum immunisierter Mause vorbehandelt (in vitro) mit DE1-Protein
(Ad* + DE1, n=5) zur Depletion DE1-spezifischer IgGs. Die Bindung von Maus-lgGs wurde durch einen sekundaren anti-Maus-1gG
quantifiziert. *p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001

Die ELISA-Daten zeigen, dass die DE1-Domane spezifisch durch Antikdrper im Serum immunisierter
Mause erkannt wird, wahrend keine Antikdrperbindung beim Einsatz von Serum naiver Tiere zu
beobachten ist. Die Signalstarke entsprach dabei ca. 1/5 des Signals der gesamten Virushille
(inaktiviertes Ad5), bei der vorausgesetzt werden kann, dass nahezu samtliche anti-viralen IgGs
gebunden werden. Im Einklang damit konnte durch Vorinkubation des Serums Adenovirus-immunisierter

Mause mit dem DE1-Protein (Ad5* + DE1) der Anteil an Virus-bindenden Antikérpern signifikant reduziert

20



Ergebnisse
werden. Dies zeigte sich durch die Zugabe dieses vorbehandelten Serums zu Ad5 beschichteten Platten
im Vergleich zu Serum, das nicht mit DE1 vorbehandelt wurde (Ad5*). Das Signal minderte sich hierbei
um ca.1/4 des Vergleichswertes. Wurde dieses vorinkubierte Serum auf DE1l-beschichtete Wells
gegeben, war keine Bindung von IgGs mehr messbar, wodurch davon auszugehen ist, dass die
zugegebene Menge ausreichend ist, um samtliche DE1-spezifischen IgGs im Serum zu depletieren. Diese
Daten zeigen zusammenfassend, dass die DE1-Domane ein wichtiges Antikorperziel der Virushiille
darstellt und im Zusammenhang mit der guten Darstellbarkeit dieser Domadne ein gut geeignetes Ziel
anti-viraler Antikoérper innerhalb eines Adapterproteins bilden kann.

Im Folgenden sollte mittels ELISA Uberpriift werden, ob diese Ergebnisse auch im Kontext eines
vollstandigen bispezifischen Adapters reproduziert werden kénnen. (Abbildung 3.2).

EFla
> Abbildung 3.2: DE1-Domadne bindet effizient

(A) IR — DE1 L  scFvpSia IR anti-adenovirale IgGs im Kontext eines

bispezifischen Adapters
(A) Schematische Darstellung des

(B) 0.10 IgG Adapterproteins. Es enthélt ein Leaderpeptid

e I O ads’ (CAR-L), tags zur Detektion und Aufreinigung

0.084 = Wl Ads und die DE1-Domaéne verkniipft mit dem scFv-

£ 0,064 Bl Ads* + DE1scFypsia Antikorperfragment gegen PolySia (scFvpSia)

§ aus dem mAb 735 Ulber einen Serin/Glycin-

< 0.04 i . Linker (L) (B) Die Bindung anti-adenoviraler

— IgGs an das aufgereinigte Adapterprotein

0.027 DE1scFvpSia: ELISA-Platten wurden mit Ad5

0.00- bzw. DElscFvpSia-Protein gecoatet und im
Ad5 DE1scFvpSia

Anschluss mit Blutserum aus naiven (Ad5-,
n=2), Ad5-immunisierten Mausen (Ad5*, n=5)
oder Serum Ad5-immunisierter Mause vorinkubiert (in vitro) mit DE1scFvpSia (Ad5* + DE1lscFvpSia, n=5) versetzt. Die Bindung
von Maus-IgGs wurde wie zuvor in Abbildung 3.1 beschrieben detektiert und quantifiziert. *** p<0,001

Die ELISA-Daten zeigen eine deutliche Bindung des Adapterproteins durch murine IgGs im Serum Ad5-
immunisierter Mause. Zudem konnte durch Vorinkubation des Serums mit dem Adapterprotein eine
signifikante Abnahme freier Ad5-bindender Antikorper erzielt werden, erkennbar durch die
Signalabnahme im Vergleich zum Einsatz unbehandelten Serums. Die Daten bestadtigen, dass die DE1-
Domaéne ohne Funktionsverlust in ein bispezifisches Adaptermolekiil integriert werden kann.

Studien konnten belegen, dass die Loop-Domanen des Ad5-Hexons von allen 4 Subklassen an IgGs
erkannt werden (Gahéry-Ségard et al.,, 1997). Diese IgG-Subtypen unterscheiden sich untereinander
jedoch deutlich in ihrem Potenzial verschiedene Effektormechanismen zu induzieren (zur Ubersicht
siehe: Lux et al.,, 2010; Nimmerjahn and Ravetch, 2005). Hierbei sind im murinen System IgG2a und
IgG2b in der Lage, sowohl Faktoren des Komplementsystems als auch verschiedene Effektorzellen liber
ihren Fc-Teil zu rekrutieren und gegen opsonisierte Zellen zu aktivieren, wahrend IgG1l und IgG3

vorwiegend Aktivatoren der Komplementkaskade darstellen, daher wurde exemplarisch die Bindung der
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IgG-Subklassen 1gG1 und IgG2a an das Adapterprotein ndher untersucht. Hierzu wurde, entsprechend
den bisherigen Analysen, die Bindung von Antikérpern an das Adapterprotein (DE1scFvpSia) vergleichend

zur Virushiille (inaktivierter Ad5) in ELISA-Analysen quantifiziert.

IgG1 IgG2a Abbildung 3.3: Der Adapter DElscFvpSia
i wird von anti-adenoviralen IgG1 und IgG2a

0.8- | 0.25- *k A.ntikéirpern erkannt . .
— *k [ Ads Die Bindung der anti-adenoviralen IgG-
0.64 — 0.204 Bl DElscFvpSia  Subklassen IgGl und IgG2a an das
£ £ 0154 aufgereinigte Adapterprotein DE1lscFvpSia:
$ 0.4- S ELISA-Platten wurden mit Ad5 bzw.
< < 0.101 DE1scFvpSia-Protein gecoatet und im
0.2- Anschluss mit Blutserum naiver (Ad5-; n=2)
0.054 oder Ad5-immunisierter Mause (Ad5+; n=5)
0.0- 0.00- inkubiert. Die Bindung von Maus-IgG1s bzw.
S"" S"x S”' g)x IgG2a wurde durch den Einsatz sekundarer

Ao LS hs % anti-Maus 1gG1l bzw. 1gG2a detektiert und
quantifiziert.** p<0,01, *p<0.05

Das Ergebnis der ELISA-Analyse zeigt, dass die DE1-Domane des Adapters von beiden IgG-Subklassen in
hohem MaRe erkannt wird. Der Vergleich mit der Bindung des Gesamtvirus (Ad5) macht zudem deutlich,
dass ein substantieller Teil der gesamten IgG1- und IgG2a-Antwort gegen das Virus DE1-spezifisch ist. Die
IgG-Subgruppen-Analyse verdeutlicht, dass die DE1-Domane ein Hauptziel Adenovirus-spezifischer IgG1
und 1gG2a ist. Diese 1gG-Subklassen kdnnten in vivo sowohl Faktoren des Komplementsystems als auch

Effektorzellen aktivieren und damit in der Lage sein, die Eliminierung von Tumorzellen zu induzieren.

Nachdem die Antikérperbindung des Adapterproteins genauer charakterisiert werden konnte, sollte die
Bindung des Adapters an verschiedene natirlich PolySia-positive humane Tumorzellen Gberprift
werden. Zudem sollte eine Bindung an murine PolySia exprimierende Tumorzellen validiert werden, die
im weiteren Verlauf fur therapeutische Studien in syngenen Transplantmodellen genutzt werden sollten.
Es wurden zunachst die drei PolySia-positiven humanen Tumorzelllinien H146 (Lungenkarzinom), IMR32
(Neuroblastom) und TE671 (Rhabdomyosarkom) auf die Bindung durch den aufgereinigten Adapter
mittels Durchflusszytometrie (FACS) untersucht. Die Zellen wurden mit aufgereinigtem Adapter inkubiert
und im Anschluss wurde ein a-c-myc Antikorper zur Detektion von gebundenem Adapter auf der

Zelloberflache verwendet (Abbildung 3.4 oben).
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Abbildung 3.4: Spezifische Bindung des Adapters an PolySia-positive Tumorzellen
Die Bindung des Adapterproteins an die PolySia-positiven humanen Zelllinien H146, IMR32 und TE671 und die stabil

transduzierten PolySia-exprimierenden murinen Zelllinien CMTpSia, MC38pSia und B16F10pSia wurde mittels FACS-Analyse
untersucht. Die Zellen wurden mit aufgereinigtem Adapterprotein DE1scFvpSia und anschlieRend einem a-c-myc Antikorper zur
Detektion des Adapters auf der Zelloberflache oder mit einem Kontrollantikorper gegen PolySia und jeweils einem sekundéaren
PE-gekoppelten Antikorper inkubiert. Als Negativkontrollen dienten die PolySia-negativen humanen Panc01-Zellen und
untransduzierte murine (PolySia-negative) CMT-Zellen.

Die FACS-Analyse konnte eine spezifische Bindung des Adapters an alle drei PolySia-positiven humanen
Zelllinien bestatigen, wahrend die PolySia-negativen PancO1-Zellen nicht erkannt wurden. Die
Signalstarke entsprach dabei nahezu der des entsprechenden Kontrollantikérpers gegen PolySia
(735(Frosch et al., 1985)), aus dem die scFv-Doméane des Adapters stammt. Um im Folgenden zur
Bestatigung der therapeutischen Wirksamkeit des Adapters und der anschlieRenden Analyse und
Verdeutlichung komplexer immunologischer Zusammenhéange in verschiedenen Mausmodellen arbeiten
zu kénnen, wurde die Adapter-Bindung an PolySia-exprimierende murine Zellen validiert. Hierfiir wurde
zunachst die PolySia-positive Zelllinie CMTpSia (Kloos et al., 2015) zur Analyse herangezogen. CMTpSia
basiert auf der Lungenkarzinomzelllinie CMT64 und verfiigt liber eine stabile PolySia-Expression, erlangt
durch retrovirale Transduktion mit der murinen Polysialyltransferase IV (PST 1V). Die spezifische Bindung
an CMTpSia konnte bereits im Kontext eigner Vorarbeiten gezeigt werden. Im Rahmen dieser
Dissertation wurden zusatzlich die zwei etablierten murinen Tumorzelllinien MC38 (Kolonkarzinom) und
B16F10 (Melanom) stabil mit der murinen PST IV transduziert. MC38 und B16F10 wurden als zuséatzliche
Zellen herangezogen, da sie gdngige Modelle in der Immuntherapie reprasentieren und in
Folgeversuchen zur Bestdtigung der therapeutischen Effizienz einer Adapter-basierten Behandlung von
Tumoren genutzt werden sollten. Die PolySia-Expression sowie vergleichend die Erkennung der Zellen
durch das Adapterprotein DE1scFvpSia wurde wie zuvor beschrieben mittels FACS liberprift (Abbildung
3.4 unten). Die FACS-Daten zeigen, dass die transduzierten murinen Zellen eine starke PolySia-Expression

aufweisen, die vergleichbar mit denen der humanen PolySia-exprimierenden Zellen ist. Zudem konnte
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bestatigt werden, dass eine zuverldssige und spezifische Bindung aller drei PolySia-positiven murinen
Zelllinien durch das Adapterprotein erfolgt. Die PolySia-Bindung war dabei im Vergleich zum
Kontrollantikorper nur geringfligig schwacher, wahrenddessen PolySia-negative, untransduzierte CMT-
Zellen nicht erkannt wurden. Zusammen mit der starken Bindung durch anti-adenovirale Antikdrper
bildet das generierte Adapterprotein ein geeignetes Werkzeug, um das Retargeting viraler Antikdrper
gegen die Zelloberflache von Tumorzellen untersuchen zu kénnen.

In einem Vorversuch wurde die Komplementaktivierung gegen PolySia-positive Tumorzellen in vitro
untersucht. Hierbei erfolgte die Verwendung Luciferase-exprimierender MC38pSia-Zellen
(MC38pSiaLUC), um die Lyse der Zellen durch Freisetzung von Luciferase in den Uberstand quantifizieren
zu koénnen. Zur Analyse wurden die Zellen mit aufgereinigtem Adapterprotein in Anwesenheit von
unbehandeltem sowie Hitze-inaktiviertem Serum (zur Deaktivierung der Komplementfaktoren) Ad5-
immunisierter Mause inkubiert und im Anschluss die Luciferaseaktivitit im Uberstandes bestimmt. Es
konnten in diesen Vorversuchen jedoch keine Einflisse von Komplement beobachtet werden (Daten

nicht gezeigt).

3.2 Untersuchungen zum therapeutischen Potenzial eines Adapter-vermittelten
Antikorper-Retargetings

Die Funktionalitdt des entwickelten Adapters (DE1scFvpSia) konnte beziglich einer effektiven Bindung
anti-adenoviraler Antikérper sowie der spezifischen Erkennung PolySia-positiver Zellen in vitro bestatigt
werden. Um das prinzipielle Potenzial des Adapter-vermittelten Antikorper-Retargetings fir eine anti-
tumorale Wirkung zu untersuchen, wurde in Vorarbeiten ein Pilotversuch mit Adapter (DE1lscFvpSia)-
exprimierenden Tumorzellen im subkutanen Tumormodell der Maus durchgefiihrt (Abbildung 3.5). Die
Adapter-exprimierenden bzw. Kontrollprotein (DE1)-exprimierenden Zellen fiir diesen Proof of principle
Versuch wurden durch stabile Transfektion, mittels des Sleeping Beauty(SB)-Transposonsystems (Carlson
et al., 2005) etabliert (CMTpSiaDE1scFvpSia/ CMTpSiaDE1). Weiterfilhrend wurden diese Zellen zur
Etablierung subkutaner Tumore in naiven sowie zuvor mit Ad5-immunisierten Mausen (zur Induktion
anti-adenoviraler Antikdrper) eingesetzt und das Tumorwachstum und Uberleben dokumentiert

(Abbildung 3.5 (A) und (B)).
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Abbildung 3.5: Intrinsische Expression des Adapters durch PolySia-positive Tumore resultiert in einem verzogerten
Tumorwachstum in Ad5-immunisierten Mdusen
6 Wochen alte C57BL/6 M&use (n=4) wurden durch zweimalige intravendse Injektion mit 1x10° infektiosen Partikeln Ad5 im

Abstand von 7 Tagen immunisiert oder naiv belassen. Sieben Tage nach der zweiten Virusinjektion wurden subkutane Tumore
durch die Injektion von 1x107 CMTpSia-Zellen etabliert. Zur Etablierung wurden Adapter (DE1scFvpSia)- bzw. Kontrollprotein
(DE1)-exprimierende Zellen verwendet. (A) Das Tumorwachstum (Abb. entnommen aus der Masterarbeit: Etablierung eines
molekularen Adapters zum Retargeting humoraler, virusspezifischer Immunreaktionen gegen solide Tumoren, Julia Niemann,
2013) und (B) das in der Dissertation ermittelte Uberleben wurde dokumentiert (Abbruchkriterien siehe 5.7.11). Mittleres
Uberleben in Tagen: naiv DE1: 18,5; naiv DE1scFvpSia: 18; immunisiert DE1: 18; immunisiert DE1scFvpSia: 30. ** p<0,01

Beide Zelllinien bildeten in naiven Mausen innerhalb von 5 Tagen sichtbare subkutane Tumore und
wuchsen mit einer vergleichbaren Rate progressiv weiter. Das mittlere Uberleben beider Gruppen war
mit 18,5 Tagen in der DE1l-exprimierenden und 18 Tagen in der Adapter-exprimierenden Gruppe nahezu
vollstéindig kongruent. Mit einer vergleichbaren Wachstumsrate wuchsen zudem die Tumore der
immunisierten Gruppe mit DE1-exprimierenden Zellen, hier betrug das mittlere Uberleben ebenfalls 18
Tage. Diese Beobachtung zeigt, dass die Expression der Antikérper-bindenden Domadne allein in
unmittelbarer Tumornahe nicht fir eine anti-tumorale Wirkung ausreicht. Ein deutlich verdndertes
Tumorwachstum zeigte sich nur in der Ad5-immunisierten Gruppe mit Adapter-exprimierenden Zellen.
Hier war ein deutlich verzdgertes Tumorwachstum zu beobachten, welches das mittlere Uberleben auf
30 Tage anheben konnte und somit im Vergleich zu den anderen 3 Gruppen zu einem signifikant
verldngerten Uberleben fiihrte. Diese Ergebnisse zeigen, dass ein Adapter-vermitteltes Retargeting Virus-
spezifischer Antikérper in vivo in der Lage ist, das Tumorwachstum zu inhibieren und das Uberleben
signifikant zu verlangern. Zudem konnte durch diese Daten bestatigt werden, dass die Lokalisierung der
Antikorper auf der Zelloberfliche, mittels einer entsprechenden Zell-bindenden Domane essentiell fir
die Wirksamkeit ist. Dieser Proof of Principle Versuch mit Adapter-exprimierenden Tumorzellen konnte
einen inhibitorischen Effekt des Antikérper-Retargetings auf das Tumorwachstum in vivo zeigen. Um das
Antikorper-Retargeting als therapeutische MalRnahme einsetzen zu kdnnen, muss jedoch Uberpriift
werden, ob eine sichere und gleichzeitig wirksame Applikation im Rahmen einer Tumorbehandlung
moglich ist. Diese Fragestellung sollte durch die Administration des aufgereinigten Adapters in Tumor-
tragende Ad5-immunisierte Mause in Form einer lokalen oder vergleichend einer systemischen

Applikation adressiert werden.
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3.2.1 Ermittlung des optimalen Applikationswegs des Adapters
Um das Adapter-vermittelte Retargeting Virus-spezifischer Antikorper als therapeutische Intervention
zur Tumorbehandlung einsetzen zu kdnnen, sollte im nachsten Schritt gepriift werden, wie effizient eine
intratumorale (lokale) bzw. intravendse (systemische) Applikation des Adapters zur Behandlung
subkutaner Tumore ist. Neben der Evaluation der therapeutischen Wirkung sollte bei diesem Versuch
zudem auf mogliche Nebenwirkung der Behandlung geachtet werden. Bei der Applikation des Adapters
wird durch die integrierte DE1-Domaéane ein virales Protein verabreicht. Dieses konnte in Ad5-
immunisierten Individuen starke Immunreaktionen ausldsen.
Um diese Fragestellungen zu adressieren, wurden erneut zur Generierung Virus-spezifischer Antikorper
Mause mit Adenovirus (Ad5) immunisiert, subkutane CMTpSia-Tumore etabliert und an Tag 7 nach
Tumorinokulation mit 50 pg aufgereinigtem Adapterprotein intratumoral (i.t.) oder intravends (i.v.)
behandelt (Abbildung 3.6 (A)). Die behandelten Tiere wurden unmittelbar nach der Adapterapplikation
lber die folgenden Stunden stetig kontrolliert und beobachtet. Hierbei wurde auf Anzeichen einer
akuten Toxizitat geachtet, dazu zahlt vor allem ein verdndertes Allgemeinbefinden. Es waren jedoch
unabhangig von der Applikationsart keine entsprechenden Anzeichen einer Unvertraglichkeit erkennbar.
Alle Mause verhielten sich zu jedem Zeitpunkt der Nachkontrolle unauffallig. Dies ldasst vermuten, dass

sowohl i.t. als auch i.v. eine sichere Applikation des Adapters erfolgen kann.

Abbildung 3.6: Intravendse
(A) Virus i.v. CMTpsia s.c. Adapteri.v.fi.t Adapterapplikation inhibiert das
l Wachstum subkutaner Tumore
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it 1; ; ‘IJ ; g Applikation
eit [Tage] - : (A) C57BL/6 Miuse (n=6) wurden
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c L} L} L) L] G . . .
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Tage nach Tumorinokulation Tage nach Tumorinokulation

Therapie mit 50 ug Adapterprotein
(DE1scFvpSia) oder Kontrollprotein (DE1) i.t. bzw. i.v. (B) Verlauf des Tumorwachstums nach i.t. Injektion. (C) Verlauf des

Tumorwachstums nach i.v. Injektion.

Hinsichtlich der therapeutischen Effizienz konnte keine veranderte Tumorprogression nach i.t.
Adapterbehandlung im Vergleich zu Kontrolltieren, die das funktionslose Protein DE1 erhielten,
festgestellt werden (Abbildung 3.6(B)). Im Gegensatz dazu war bei den intravends behandelten Tieren
ein verzogertes Tumorwachstum nach Adapterbehandlung zu beobachten (Abbildung 3.6 (C)). Dieser
Effekt zeigte sich jedoch nur in einem Teil der therapierten Tiere, sodass keine statistische Signifikanz

erreicht wurde. Um zu Uberpriifen, ob die Tumorlast zu Therapiebeginn einen Einfluss auf den
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therapeutischen Erfolg im Rahmen der hier durchgefiihrten i.v. Behandlung hat, wurde das
Tumorwachstum nach Adaptertherapie bzw. Injektion des Kontrollproteins DE1 detaillierter in
Abhangigkeit der TumorgrofRe analysiert. Zu Beginn des Versuchs wurden die TumorgroRen zwischen
den Gruppen randomisiert, sodass ein vergleichbares Verhéltnis kleinerer und gréBerer Tumore bei
Therapiestart vorlag. Im Folgenden wurden die Daten hinsichtlich des Tumorvolumens neu analysiert
und spezifisch Tumore beider Gruppen mit gleicher Grofle zum Zeitpunkt der i.v. Injektion vergleichend
dargestellt (Abbildung 3.7). Hierbei zeichnet sich eine Korrelation zwischen therapeutischem Erfolg nach

Adapterapplikation und der TumorgroRe zum Behandlungszeitpunkt ab.
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Abbildung 3.7: Eine individuelle Gegeniiberstellung von Tumoren gleicher Gr6Re zum Therapiezeitpunkt suggeriert eine
Korrelation zwischen dem Therapieerfolg und der Tumorgrée zum Zeitpunkt der intraven6sen Adapterapplikation
Dargestellt sind einzelne Tumorwachstumskurven beider Gruppen aus dem in Abbildung 3.6 (C) beschriebenen Versuch. Es

wurden jeweils M3use mit vergleichbarer TumorgréRe (+/-5mm?3) mit Adapterprotein oder Kontrollprotein (DE1) i.v. behandelt.

Die Wachstumskurven der Tumore beider Gruppen sind vergleichend fir jede GroRBe zum Therapiezeitpunkt dargestellt (40mm?3
- 160mm3).
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Wird die TumorgréBe zum Therapiezeitpunkt bericksichtigt, zeigt sich, dass Tumore mit einer GréRe
<80 mm?3 ein sehr gutes Ansprechen auf die Adaptertherapie aufwiesen, wahrenddessen groRere
Tumore kaum bzw. gar keine Inhibition des Wachstums zeigten. Die TumorgréRe scheint daher einen
entscheidenden Einfluss auf die Wirksamkeit der Therapie zu haben. Zusammenfassend zeigen diese
Daten jedoch, dass sich das Antikorper-Retargeting als therapeutische Behandlung von PolySia-positiven
Tumoren eignet und eine intravenodse Applikation des Adapters bereits nach einmaliger Gabe zu einer
signifikanten Wachstumsinhibition fiihren kann. Aufgrund dieser Ergebnisse erfolgte in allen

Folgeversuchen eine intravendse Applikation des Adapters.

3.2.2 Therapeutische Wirksamkeit in weiteren subkutanen Tumormodellen

Um die in Versuchen mit der Lungenkarzinomzelllinie CMTpSia erhaltenen Daten in weiteren Modellen
zu validieren, wurde die therapeutische Wirksamkeit des Adapters in subkutanen Tumormodellen mit
zwei weiteren murinen Tumorzelllinien Uberprift. Auf ein Ansprechen nach Adaptertherapie wurden
dazu die bereits erwdhnte Melanomzelllinie B16F10pSia und die Kolonkarzinomzelllinie MC38pSia im
Vergleich zu CMTpSia untersucht. In diesem Zusammenhang sollte auch das Uberleben mit und ohne
Adaptertherapie verglichen werden. Hierzu wurden subkutane Tumore in immunisierten Mausen
etabliert. Adaptertherapie erfolgte an Tag 7 und 14 nach Tumorinokulation. Je Injektion wurden 50 pg
Adapter appliziert. Das Tumorwachstum sowie das Uberleben (genaue Abbruchkriterien siehe 5.7.11)
wurde dokumentiert (Abbildung 3.8). Der letzte definierte Messpunkt der entsprechenden
Tumorwachstumskurven spiegelt dabei den letzten Messzeitpunkt wider, an dem alle Tiere des Versuchs

noch lebten.
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Abbildung 3.8: Intravendse Adaptertherapie resultiert in einem signifikant verlingerten Uberleben in unterschiedlichen
subkutanen Tumormodellen
Mé&use wurden wie zuvor beschrieben immunisiert und subkutane Tumore durch Injektion von je 1*107 Tumorzellen

(CMTpSia(n=8)/MC38pSia (n=5)/B16F10pSia (n=5)) etabliert. An Tag 7 und 14 nach Tumorinokulation erfolgte Adaptertherapie
mit je 50 pug aufgereinigtem Adapter (DE1lscFvpSia) i.v.. Das Tumorwachstum wurde dokumentiert und Tiere nach Erreichen
eines der Abbruchkriterien (Details siehe: 5.7.11) getdtet. Mittleres Uberleben: CMTpSia unbehandelt: 21.5 Tage, Adapter
therapiert: 29 Tage; MC38pSia unbehandelt: 22 Tage, Adapter therapiert: 40 Tage; B16F10pSia unbehandelt: 17 Tage, Adapter
therapiert: 24 Tage. CMTpSia: n=8; MC38pSia: n=5; B16F10pSia: n=5; *p<0.05; **p<0.01

Alle drei Tumorzelllinien zeigten im subkutanen Tumormodell eine Wachstumsinhibition nach
intravenoser Behandlung mit dem Adapterprotein DE1scFvpSia (Abbildung 3.8 links). Dies filihrte zu
einem statistisch signifikant verlangerten Uberleben in allen drei Modellen (Abbildung 3.8 rechts). In den
CMTpSia- und B16F10pSia-tumortragenden Mausen resultierte die Adaptertherapie in einer klar
erkennbaren Wachstumsverzogerung, diese erreichte jedoch keine statistische Signifikanz. Das
Uberleben in beiden Modellen wurde in Folge der Therapie allerdings deutlich verldngert. Das mittlere
Uberleben bei CMT64pSia-tragenden Tieren konnte von unbehandelt 21.5 Tagen auf 29 Tage mit
Adapterbehandlung angehoben werden, bei B16F10pSia konnte eine Steigerung von 17 auf 24 Tage
erzielt werden. Ein besonders deutliches Ansprechen auf die Adaptertherapie zeigte sich in MC38pSia
Tumor-tragenden Mausen. Die Adaptertherapie resultierte in einer sehr deutlichen und statistisch

signifikanten Inhibition des Tumorwachstums (p<0.01 an Tag 10 und p<0.05 an Tag 13). Ein betrachtlich
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verlangsamtes Wachstum hielt hierbei deutlich Gber den Behandlungszeitraum hinaus an. Das mittlere
Uberleben konnte in Folge dessen eindrucksvoll von unbehandelt 22 Tagen auf 40 Tage mit
Adaptertherapie nahezu verdoppelt werden.

Diese Daten zeigen, dass das Adapter-vermittelte Retargeting pravalenter humoraler Immunantworten

zur Tumortherapie nach intravendser Adapterinjektion moglich und effektiv ist.

3.2.3 Therapeutische Wirksamkeit des Antikdrper-Retargetings in groBerem Abstand zur
Immunisierung

Die bisherigen Daten konnten ein effektives Adapter-vermitteltes Antikorper-Retargeting im Rahmen
einer wirksamen Tumortherapie in einem geringen Abstand zur Immunisierung bestatigen. Im Folgenden
sollte exemplarisch untersucht werden, ob sich auch humorale Immunantworten lange nach Infektion
noch flr ein Antikdrper-Retargeting mit therapeutischer Effizienz eignen. Um dies zu adressieren wurden
Tiere immunisiert und erst acht Wochen nach der Virusinfektion subkutane Tumore durch Injektion von
MC38pSia Zellen etabliert. Diese wurden im Anschluss wie zuvor durch i.v. Gabe des Adapters
(DE1scFvpSia) therapiert und das Tumorwachstum sowie das Uberleben dokumentiert (Abbildung 3.9).
Der letzte definierte Messpunkt der entsprechenden Wachstumskurven je Gruppe reprasentiert wie

zuvor den letzten Messzeitpunkt, an dem alle Tiere der entsprechenden Gruppe noch lebten.
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Abbildung 3.9: Bestatigung der therapeutischen Wirksamkeit des Antikorper-Retargetings in deutlichem Abstand zur
Immunisierung

Die Mause wurden gegen Adenovirus immunisiert und acht Wochen nach der zweiten Virusinjektion subkutane MC38pSia-
Tumore etabliert. An Tag 7 und 14 nach Tumorinokulation wurden die Tiere jeweils mit Adapter i.v. therapiert (je 50 ug
DE1scFvpSia) oder unbehandelt belassen (n=5). Das Tumorwachstum und das Uberleben wurde dokumentiert (Abbruchkriterien
siehe 5.7.11). Mittleres Uberleben in Tagen: unbehandelt: 27; Adapter therapiert: 34 *p<0.01

Adapter-behandelte Tiere zeigten in diesem Versuch wie zuvor ein verlangsamtes Tumorwachstum. Dies
resultierte in einem signifikant verldngerten Uberleben im Vergleich zu Kontrolltieren. Im Vergleich zu
der therapeutischen Effizienz der Adapterbehandlung in kurzem Abstand zur Immunisierung (vgl.

Abbildung 3.8) ist eine Verringerung der therapeutischen Wirkung zu erkennen, dennoch bestatigen
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diese Daten, dass die Adapterbehandlung auch in deutlichem Abstand zur Immunisierung noch anti-

tumoral wirksam ist.

3.2.4 Antikorper-Retargeting im orthotopen Tumormodell der Leber

Das hier etablierte Antikorper-Retargeting konnte die therapeutische Wirksamkeit dieser Strategie in
verschiedenen subkutanen Tumormodellen bestatigen. Diese Strategie sollte zuséatzlich in einem
Tumormodell mit groRerer Nahe zur klinischen Situation validiert werden. Hierfiir wurden orthotope
Tumore in der Leber von Ad5-immunisierten p53 fl/fl Mausen (ermdoglicht in vivo ein p53 Knock out
mittels der Cre-Rekombinase) durch in situ Elektroporation tumorinduzierender Plasmide etabliert (siehe
Material und Methoden 5.7.10; (Giirlevik et al., 2013)). Durch Integration von onkogenem Kras®'!?
gekoppelt an die Expression der murinen Polysialyltransferase IV (PST 1V), konstitutiv aktivem Aktl sowie
Induktion eines p53 knock outs in dem elektroporierten Gewebe erfolgt zunachst die Bildung eines lokal
begrenzten PolySia-positiven Primartumors (siehe Abbildung 3.10), der sich durch ein aggressives und
invasives Wachstum auszeichnet. Die Daten zeigen, dass sich durch Elektroporation der oben genannten
Plasmide (vgl. DNA-Setup aus Abbildung 3.10 (A) bzw. siehe Details zur Methode unter 5.7.10) in das
Lebergewebe ein lokal begrenzter Lebertumor induzieren lasst (Abbildung 3.10 (B)). Nach Etablierung
einer Primarzellkultur eines entsprechend induzierten Lebertumors, konnte bestatigt werden, dass die
Tumorzellen PolySia-positiv sind und effizient durch das Adapterprotein DE1scFvpSia erkannt werden

(Abbildung 3.10 (C)).

Abbildung 3.10: Orthotopes Tumormodell zur
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Zur Untersuchung der therapeutischen Effizienz der Adaptertherapie in diesem Tumormodell wurden
Lebertumore in Ad5-immunisierten Mausen etabliert. Die Mause wurden wochentlich palpatorisch auf
Tumorformation untersucht und sobald ein positiver Befund (in der Regel bei einer Tumorgréfie von 1-
3 mm Durchmesser) vorlag mit Adapter (DE1scFvpSia) i.v. therapiert oder unbehandelt belassen. Das
Uberleben wurde dokumentiert (Abbildung 3.11).

Abbildung 3.11: Adaptertherapie resultiert

100 in einem signifikant verlangerten
. ! Kontrolle] Uberleben in einem aggressiv wachsenden

— 804 —— Adapter orthotopen Tumormodell der Leber
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ﬁ Lebergewebes mit Tumor-induzierenden
E 401 Plasmiden (siehe fiir Details 5.7.10,
= 20- Elektroporierte Plasmide siehe Abbildung
3.10 (A)) in Ad5-immunisierten Mausen
0 . etabliert. Nach Entwicklung eines
0 20 Tumorknotens wurden die Tiere zweimalig

Tage nach positivem Tumorbefund im Abstand von einer Woche mit Adapter

(50 ug DE1scFvpSia) i.v. behandelt oder

unbehandelt belassen. Das Uberleben wurde anhand der definierten Abbruchkriterien bestimmt (siehe 5.7.11). Mittleres
Uberleben in Tagen: unbehandelt: 34, Adaptertherapiert: 48. n=7; *p<0.01

Die Daten zeigen, dass die Adaptertherapie auch in diesem orthotopen Modell mit aggressivem

Tumorwachstum wirksam ist und das Uberleben der Individuen signifikant verlangert.

3.2.5 Untersuchungen zur Ubertragbarkeit der Antikérper-Retargeting-Strategie auf die
alternative Zielstruktur humanes Karzinoembryonales Antigen (hCEA)

Zur Bestatigung des allgemeinen Therapiekonzeptes des Antikdrper-Retargetings sollte untersucht
werden, ob sich der Ansatz auf eine alternative Tumor-selektive Zielstruktur Ubertragen ldsst. Als
alternative Zielstruktur wurde das humane Karzinoembryonale Antigen (hCEA) ausgewahlt. hCEA ist ein
Zelloberflachen-lokalisiertes Glykoprotein mit Zelladhasions-vermittelnden Eigenschaften (Benchimol et
al.,, 1989). Es wird &hnlich zu PolySia vorwiegend wahrend der embryonalen Entwicklung gebildet,
wahrend es im adulten Stadium nur in sehr geringen Mengen vorkommt. Erneute CEA-Reexpression
erfolgt jedoch auf verschiedenen malignen Tumoren mit besonders hoher Inzidenz bei Tumoren
gastrointestinalen Ursprungs (Blumenthal et al., 2007). Es bildet somit eine weitere Tumor-selektive
Zielstruktur, die gezielte Tumortherapien ermoglicht. Zunachst erfolgte die Konstruktion eines
bispezifischen Adaptermolekiils analog zu dem etablierten Adapter DE1scFvpSia. Als Tumor-spezifischer
Ligand wurde hierbei ein scFv-Fragment gegen humanes CEA aus dem mAb BW431/26
(freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Hinrich Abken) gerichtet verwendet (siehe Abbildung 3.12
(A)). Die Bindung der DE1-Doméne im Kontext des neuen Adapters DE1scFvhCEA durch anti-adenovirale

Antikdrper wurde wie zuvor beschrieben (vgl. Abbildung 3.1 und Abbildung 3.2) in vitro mittels ELISA-
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Analyse verifiziert (Abbildung 3.12 (B)). Um auch hier im Anschluss die Wirksamkeit des Adapters im
murinen Tumormodell untersuchen zu kénnen, wurde die Expression von hCEA durch retrovirale
Transduktion der murinen Kolonkarzinomzellen MC38 realisiert. Die Verwendung von murinem CEA war
hier aufgrund der humanen Spezifitat des anti-CEA scFvs nicht mdglich. Der hCEA-Status der generierten
MC38hCEA Zellen und die Erkennung der Zellen durch das Adaptermolekiil DE1scFvhCEA wurde mittels
FACS Analyse lberpriift (Abbildung 3.12 (C)).
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Abbildung 3.12: Bestatigung des Adapterkonzepts durch Generierung eines Adapters gegen eine alternative Zielstruktur
(A) Die Konstruktion eines Adapterproteins zum Retargeting DE1-gebundener Antikdrper auf die Tumor-assoziierte Zielstruktur

humanes Karzinoembryonales Antigen (hCEA) erfolgte analog zu dem Adapter DE1scFvpSia unter Verwendung eines scFv gegen
hCEA als Tumor-spezifischer Ligand des Adapters (vgl. Abbildung 2.2) (B) ELISA-Analyse zur Bindung des aufgereinigten Adapters
DE1scFvhCEA durch anti-adenovirale 1gGs. ELISA-Platten wurden mit Ad5 bzw. Adapter (DElscFvhCEA) beschichtet und im
Anschluss mit Serum naiver (Ad5-, n=2) oder Ad5-immunisierter Mause (Ad5+, n=5) inkubiert. Die Bindung von Maus-IgGs
wurde durch einen sekundadren anti-Maus-1gG quantifiziert. (C) FACS-Analyse zur Bindung des Adapterproteins an die stabil
hCEA-exprimierenden Zellen MC38hCEA bzw. die hCEA-negativen MC38. Die Zellen wurden mit aufgereinigtem Adapterprotein
und anschlieBend einem a-c-myc Antikorper zur Detektion des Adapters auf der Zelloberfliche (DE1scFvhCEA/a-myc) oder mit
einem Kontrollantikérper gegen hCEA (a-hCEA (CEACAM5/CD66e)) und jeweils einem sekunddrem PE-gekoppelten Antikorper
inkubiert.

Die ELISA-Daten (Abbildung 3.12 (B)) zeigen, dass die DE1 Domane auch im Rahmen des Adapterproteins
DE1scFvhCEA mit der alternativen Tumor-selektiven Domadne gegen hCEA verldsslich von einer
substanziellen Menge anti-adenoviraler 1gG-Antikdper im Serum Ad5-immunisierter Maduse gebunden
wird (vgl. Abbildung 3.1 und Abbildung 3.2). Es erfolgte auch hier keine Erkennung durch IgGs im Serum
naiver Tiere. Mittels FACS-Analyse konnte darliber hinaus bestdtigt werden, dass die generierten
MC38hCEA-Zellen eine Expression des humanen CEA aufweisen (Abbildung 3.12 (C)). Zudem zeigte sich,
dass die Zellen spezifisch von dem Adapterprotein gebunden werden, wahrenddessen hCEA-negative
(nicht transduzierte) Zellen (MC38) nicht erkannt werden. Die Affinitdt der Bindung erwies sich jedoch im
Vergleich zum Kontrollantikorper schwéacher ausgepragt.

Nachdem in vitro die Funktionalitdt beider Domadnen des Adapters DElscFvhCEA bestatigt werden

konnten, sollte die therapeutische Wirkung auf hCEA-positive Tumoren in vivo im murinen Tumormodell
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validiert werden. Hierzu wurden MC38hCEA-Zellen zur Etablierung subkutaner Tumore in immunisierten
Mausen verwendet und die Tiere im Anschluss mit dem Adapter DE1scFvhCEA i.v. therapiert oder

unbehandelt belassen (siehe Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: Adaptertherapie im Kontext der alternativen Zielstruktur hCEA inhibiert wirksam das Tumorwachstum
hCEA-positive Tumore wurden durch s.c. Injektion von MC38hCEA-Zellen in Ad5-immunisierten Mausen etabliert. Die Tiere

wurden im Anschluss zweimal i.v. mit jeweils 50 ug Adapter (DE1scFvhCEA) therapiert (Tag 7 & 14) oder unbehandelt belassen.
Das Tumorwachstum wurde dokumentiert und Tiere nach Erreichen eines der Abbruchkriterien (siehe 5.7.11) getotet. n=5;
*p<0.05; **p<0.01

Die Dokumentation des Tumorwachstums offenbarte eine leichte, nach Therapiestart zunachst auch
signifikante, Wachstumsinhibition in den therapierten Madusen verglichen zu unbehandelten Kontrollen.
Dies fiihrte zu einer signifikanten Steigerung des mittleren Uberlebens um 5 Tage (26 Tage im Vergleich
zu 21 Tagen in der Kontrollgruppe).

Diese Ergebnisse zeigen, dass das in der Arbeit entwickelte Therapiekonzept zur Nutzung anti-viraler
Antikorper fir die Therapie solider Tumore effektiv und auf verschiedene Zielstrukturen libertragbar ist.
In allen weiteren Versuchen wurde jedoch stellvertretend das Adapter-vermittelte Antikoérper-

Retargeting auf PolySia als Zielstruktur unter Einsatz des Adapters DE1scFvpSia untersucht.

3.3 Untersuchungen zu den zugrundeliegenden Wirkmechanismen der
Adaptertherapie

Die Wirksamkeit des Adapter-vermittelten Retargetings viraler Antikorper in der Tumortherapie konnte
durch die bisherigen Versuche eindeutig gezeigt werden. Um erste Aufschllsse Gber die Wirkungsweise
der Adaptertherapie bzw. die zugrundeliegenden immunologischen Mechanismen zu erhalten, wurden

im Folgenden die tumorinfiltrierenden Immunzellen nach Adapterapplikation untersucht.

3.3.1 Charakterisierung der tumorinfiltrierenden Immunzellen in Folge der Adaptertherapie

Um diejenigen Immunzellen identifizieren zu kdnnen, die verantwortlich fiir den Adapter-basierten

Therapieeffekt sind, wurden die tumorinfiltrierenden Immunzellen nach Adaptergabe untersucht. Um

ein gut geeignetes Modell fiir die Immunzellanalysen zu bestimmen, wurden zunachst unbehandelte

subkutane Tumore der drei Zelllinien MC38pSia, CMT64pSia und B16F10pSia 10 Tage nach
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Tumorzellinjektion entnommen und immunhistochemisch auf CD45-positive Leukozyten gefarbt

(Abbildung 3.14).
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Die immunhistochemische Analyse zeigt, dass MC38pSia-Tumore am starksten leukozytar infiltriert sind.
Zur Analyse verschiedener Immunzellpopulationen mit ausreichender statistischer Relevanz,
insbesondere auch in kleinen Tumorknoten, ist ein hoher Infiltrationsgrad von Vorteil. Aus diesem Grund
und um die noétigen Tierzahlen gering zu halten, wurden die weiteren Untersuchungen folglich in den
stark infiltrierten MC38pSia-Tumoren durchgefihrt. Subkutane Tumore wurden wie zuvor beschrieben
durch Injektion von MC38pSia Zellen in Ad5-immunisierten Individuen etabliert und nachfolgend
zweimalig mit Adapter therapiert oder unbehandelt belassen (vgl. Abbildung 3.8). Um die Infiltration von
Immunzellen an verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf der Adaptertherapie zu untersuchen, wurde ein
Teil der Tumore zu einem frithen Zeitpunkt und ein anderer Teil zu einem spateren Zeitpunkt wahrend
der Therapie zur Analyse entnommen. Entnommenes Tumorgewebe wurde im Anschluss zu
Einzelzellsuspensionen aufgearbeitet und die tumorinfiltrierenden Immunzellen im Vergleich zu Proben
aus unbehandelten Kontrollen mittels Durchflusszytometrie identifiziert und quantifiziert

(Versuchsschema und Analysezeitpunkte siehe Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15: Schematischer Versuchsablauf zur Untersuchung tumorinfiltrierender Immunzellen nach Adaptertherapie
Mause wurden gegen Ad5 immunisiert und sieben Tage nach der zweiten Virusinjektion subkutane MC38pSia-Tumore etabliert.

Adaptertherapie erfolgte 7 und 14 Tage nach Zellinjektion i.v. mit je 50 ug DE1lscFvpSia. Drei Tage nach der ersten (frihe
Analyse) bzw. zweiten (spate Analyse) Adaptergabe wurden Tumore entnommen und auf tumorinfiltrierende Immunzellen
untersucht.
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Tumorinfiltrierende Leukozyten wurden mittels eines a-CD45.2 Antikorpers und Lymphozyten mittels
eines a-CD90.2 Antikorpers identifiziert und vorsortiert. Innerhalb der Leukozyten wurden zur
Bestimmung verschiedener NK-Zell-Populationen die Expression der Oberflaichenmarker NK1.1, CD49a
und CD49b auf den Zellen durch entsprechende Antikérper quantifiziert (Abbildung 3.16/Abbildung
3.19). NK-Zellen sind in der Lage, direkt Tumorzellen zu zerstéren und kénnen unter anderem durch
Antikérper gegen Tumorzellen aktiviert werden (Lanier et al., 1988; Morel et al., 1999). Uber eine
Koexpression von NK1.1 und CD49b(DX5) lassen sich gereifte, zirkulierende bzw. migrierende NK-Zellen,
sogenannte konventionale NK-Zellen identifizieren. Im Gegensatz dazu spiegeln NK1.1CD49a-doppelt
positive Zellen residente bzw. gewebsspezifische NK-Zellen wider (Erick and Brossay, 2016). Zur
Charakterisierung von myeloiden Suppressorzellen und Makrophagen wurde innerhalb der Leukozyten
die Expression der Oberflachenmarker CD11b, Grl und F4/80 untersucht (Abbildung 3.17/Abbildung
3.20). CD11b ist ein allgemeiner Marker fiir myeloide Zellen. Myeloide Suppressorzellen (MDSCs) kénnen
eine Aktivierung von anti-tumoralen Immunreaktion inhibieren und werden mit einer Tumor-férdernden
Funktion assoziiert (Nagaraj and Gabrilovich, 2008). MDSCs kdnnen (iber eine hohe Expression von
CD11b und eine in ihrer Stirke variierende Expression des Granulozytenmarkers Grl (Gr1'°% — Gr1hieh)
identifiziert werden (Gabrilovich and Nagaraj, 2009). Reife Makrophagen hingegen zeichnen sich durch
eine intermedidre Expression von Grl und eine starke Expression von F4/80 aus (Gr1"F4/80Me"). Zudem
sind sie als Zellen des myeloiden Kompartiments allgemein CD11b positiv. Aktivierte Makrophagen sind
in der Lage, Antikorper-opsonisierte Tumorzellen (iber Phagozytose zu eliminieren (Gil et al., 2014).
Neben den Leukozyten wurden innerhalb der Lymphozytenpopulation im Tumor die Anteile an CD4 und
CD8 T-Zellen bestimmt (Abbildung 3.18/Abbildung 3.21). CD8-positive zytotoxische T-Zellen sind in der
Lage, effizient maligne Zellen zu erkennen und zu zerstoren. Eine hohe CD8-Frequenz im Tumorgewebe
korreliert daher oft mit einer positiven Prognose (Fridman et al.,, 2012). Parallel dazu gilt auch eine
Verschiebung des CD8/CD4 Verhiltnisses als positiver prognostischer Faktor und als Anzeichen fir

therapeutisches Ansprechen (Hernberg et al., 1996; Huang et al., 2015).
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Die FACS-Analyse der tumorinfiltrierenden NK-Zellen zu einem frihen Zeitpunkt wahrend der
Adaptertherapie (drei Tage nach der ersten Adapterapplikation) zeigt eine deutlich erhéhte Anzahl an
NK1.1-positiven Zellen mit einem Anteil von ca. 16 % der Leukozyten (CD45.2*) in den Proben aus
therapierten Mausen verglichen mit nur 7 % in den Proben unbehandelter Tiere (Abbildung 3.16 oben).
Bei einer genaueren Analyse dieser Zellpopulation durch Auftrennung in konventionelle (NK1.1*CD49b")
und residente NK-Zellen (NK1.1*CD49a*) wird ein starker Anstieg der konventionellen NK-Zellen in Folge
der Therapie apparent. Der starke Anstieg der NK1.1-positiven Zellen scheint daher durch eine
Einwanderung bzw. Expansion an konventionellen NK-Zellen zu entstehen (Abbildung 3.16 Mitte). Im
Vergleich dazu war zum gleichen Zeitpunkt nur eine tendenziell erhohte Menge an gewebsspezifischen
NK-Zellen zu beobachten. Der Anstieg erreichte jedoch keine statistische Signifikanz (Abbildung 3.16
unten).

Die Analyse der myeloiden Zellen zeigte hingegen wenig Unterschiede zwischen unbehandelten

Kontrolltumoren und Adapter therapierten Tumoren (Abbildung 3.17).

37



Ergebnisse

CD45.2+
unbehandelt Adapter - P1 15 P2
Wb 17,89% 14,47 % = _ [] unbehandelt
ey o £ B Adepter
n z £ 10
O 3 3 — 15 o
w 1w 10 G u
g P2 P2| 19 *ﬁ
. = a°
0,66 % 9% 8 S o
- ) [=]
=
@ 0 0
w0 ) 1w ot e
CD11b CD45.2+
unbehandelt Adapter
3 2.0
% [ unbehandelt
= [ Adapter
b
9,
%
c ® 05
8 o 3
@ = -
g o 0.0
e
X
g 10 "1R
1wt i 10!
10* w?
04
£
d
=) ~
U L] Hl‘3 |Il<1 LD‘S 0. |U:‘1 'IU‘ 1'15
F4/80

Abbildung 3.17: Die Frequenzen an tumorinfiltrierenden MDSCs und Makrophagen sind zum friihen Zeitpunkt der
Adaptertherapie unverandert
Der Versuch wurde wie in Abbildung 3.15 beschrieben durchgefiihrt. Zum frithen Analyse Zeitpunkt (drei Tage nach der ersten

Adaptergabe) wurden die tumorinfiltrierenden myeloiden Zellen quantifiziert. Nach Selektion der CD45.2* Leukozyten wurden
die Anteile an MDSCs (oben) in Form der Subpopulationen P1 (CD11b"ehGr1hieh) und P2 (CD11b"e"Grlint) und die Anteile an
gereiften Makrophagen (Grl1i"tF4/80heh) (Mitte) bestimmt. Die Expression von CD11b durch die identifizierten Makrophagen
wurde anschlieBend Gberprift (unten). n=5

Die Daten zeigen keine wesentlichen Verdanderungen der Anteile an tumorinfiltrierenden MDSCs drei
Tage nach initialer Adaptertherapie. Bei der Analyse der Makrophagen wurde die Population auf die
CD11b-positiven Zellen eingegrenzt. Die Expression von CD11b durch die identifizierten Makrophagen ist
an dieser Stelle exemplarisch darunter dargestellt und wurde auch bei allen weiteren Untersuchungen
bei der Identifikation der Makrophagenpopulation Uberpriift. Die Quantifizierung zeigt eine leicht
erhohte Frequenz an Makrophagen innerhalb der Tumorproben Adapter-therapierter Individuen im
Vergleich zur Kontrolle. Dieser Zuwachs war jedoch statistisch nicht signifikant.

Die  Quantifizierung der CD4-positiven sowie  CD8-positiven T-Zellen innerhalb  der
Lymphozytenpopulationen der Tumore zeigt zu diesem friihen Zeitpunkt wahrend der Therapie ebenfalls

keine nennenswerten Unterschiede zwischen den Gruppen (Abbildung 3.18).
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Abbildung 3.18: Das Verhaltnis tumorinfiltrierender CD4 und CD8 T-Zellen ist in der initialen Therapiephase unverandert
Der Versuch wurde wie in Abbildung 3.15 beschrieben durchgefiihrt. Drei Tage nach der ersten Adaptergabe (Analyse |) wurden

die tumorinfiltrierenden T-Zellen innerhalb der CD90.2 positiven T-Lymphozyten mittels Durchflusszytometrie bestimmt.
Quantifiziert wurden die Anteile an CD4* und CD8* T-Zellen innerhalb der CD90.2*, daraus wurde danach das individuelle
Verhaltnis (je Tumor) von CD8 zu CD4 T-Zellen bestimmt. n=5

Auch die Bildung des individuellen CD8*/CD4*-Verhiltnisses (CD8*/CD4* Ratio) konnte keine
offensichtlichen Veranderungen zu diesem Zeitpunkt wahrend der Therapie aufzeigen.
Zusammenfassend konnte innerhalb der untersuchten tumorinfiltrierenden Leukozyten und
Lymphozyten ein sehr deutlicher Anstieg der konventionellen NK-Zellen im Tumorgewebe zu diesem
frihen Zeitpunkt nach Therapieinitialisierung (drei Tage nach der ersten Adaptergabe) gezeigt werden.
Dies lasst vermuten, dass NK-Zellen moglicherweise an der initialen Wirkung des Adapters beteiligt sind.
Da die Anteile weiterer untersuchter Immunzellen zum gleichen Zeitpunkt unverandert blieben, ldsst sich
keine Aussage liber die Beteiligung anderer Immunzelltypen wahrend dieser initialen Phase der Therapie
treffen.

Um Ansatzpunkte zu finden, welche Immunzellen wahrend der weiterflihrenden Adaptertherapie eine
Rolle spielen, erfolgte eine zweite Analyse der tumorinfiltrierenden Zellen zu einem spéateren Zeitpunkt
(siehe Abbildung 3.15). Hier wurden erneut die infiltrierenden NK-Zellen, MDSCs, Makrophagen und CD4
bzw. CD8 T-Zellen untersucht. Die Quantifizierung der NK-Zellen zu diesem fortgeschrittenen Zeitpunkt
wahrend der Therapie zeigt im Vergleich zum frihen Zeitpunkt keine signifikanten Unterschiede
zwischen der therapierten Gruppe und unbehandelten Kontrollen (Abbildung 3.19). Dies ist sowohl
hinsichtlich des Gesamtanteils NK1.1-positiver Zellen als auch im Hinblick auf die Anteile an
konventionellen (NK1.1*CD49b*) und residenten (NK1.1*CD49a*) NK-Zellen innerhalb der

tumorinfiltrierenden Leukozyten zu beobachten.
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Abbildung 3.19:
Tumorinfiltrierende NK-
Zellpopulationen sind zum spaten
Zeitpunkt nach Therapiebeginn
nicht verdndert

Der Versuch wurde wie in Abbildung
3.15 beschrieben durchgeflhrt. Drei
Tage nach der zweiten Adaptergabe
wurden die tumorinfiltrierenden
Leukozyten Uber die Expression von
CD45.2 identifiziert und innerhalb
dieser Population die Anteile an
NK1.1* Zellen, sowie NK1.1*CD49b*
(konventionelle  NK-Zellen) und
NK1.1*CD49a* (residente NK-Zellen)

Zellen bestimmt. n=6

Bei der Analyse der MDSCs und Makrophagen hingegen konnten zum gleichen Zeitpunkt deutlich

verdnderte Anteile innerhalb der tumorinfiltrierenden Leukozyten festgestellt werden (Abbildung 3.20).

Ein interessanter Aspekt zeigte sich bei der Quantifizierung der MDSCs. Es konnte bereits nachgewiesen

werden, dass sich verschiedene MDSC-Subpopulationen in ihrer immunsuppressiven Potenz deutlich

unterscheiden. So weisen insbesondere Subpopulationen mit geringer und intermediarer Grl-Expression

einen immunsuppressiven Phanotyp auf, wdhrend Zellen mit einer hohen Grl-Expression diese

Eigenschaft nur sehr bedingt aufweisen (Dolcetti et al., 2010). Bei der hier durchgefiihrten Analyse der

MDSCs konnte eine klare Reduktion der als besonders immunsuppressiv beschriebenen MDSC-Anteile P2

(CD11b*Gr1™™) in Folge der Adaptertherapie nachgewiesen werden (Abbildung 3.20 oben). Zum anderen

zeigte die Analyse eine sehr markante Abnahme der Makrophagen (Gr1™F4/80"&") innerhalb der

tumorinfiltrierenden Leukozyten zum gleichen Zeitpunkt (Abbildung 3.20 unten).
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Abbildung 3.20: Anteile an tumorinfiltrierenden Makrophagen und immunsuppressive MSCDs sind zum spaten Zeitpunkt
nach Adaptertherapie erniedrigt
Der Versuch wurde wie in Abbildung 3.15 beschrieben durchgefiihrt. Drei Tage nach der zweiten Adaptergabe wurden die

MDSCs (Gr1*CD11b*) mit den einzelnen Subpopulationen P1 (CD11bhehGrihigh) und P2 (CD11bhiehGrlint) und die Anteile an
gereiften Makrophagen (Gr1"tF4/80Meh) innerhalb der tumorinfiltrierenden Leukozyten (CD45.2*) mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. n=6; * p<0.05

Des Weiteren zeigten sich zu diesem spaten Zeitpunkt wahrend der Therapie signifikante Veranderungen
innerhalb der tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten (Abbildung 3.21).
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Abbildung 3.21: Zum spéten Zeitpunkt wihrend der Adaptertherapie verschiebt sich das Verhiltnis von CD8+/CD4* T-
Lymphozyten zu Gunsten von CD8*T-Zellen

Der Versuch wurde wie in Abbildung 3.15 beschrieben durchgefiihrt. Drei Tage nach der zweiten Adaptergabe wurden die
tumorinfiltrierenden Lymphozyten (CD90.2+*) mittels Durchflusszytometrie untersucht. Es wurden die Anteile an CD8* und CD4*
T-Zellen innerhalb der Lymphozytenpopulation quantifiziert und ihr individuelles Verhiltnis (CD8*/CD4*) bestimmt. n=6; *p<0.05

Bei der Quantifizierung der Anteile an CD4-positiven sowie CD8-positiven Zellen innerhalb der
tumorinfiltrierenden Lymphozyten konnte eine eindeutige Verschiebung zu Gunsten der CD8 T-Zellen
beobachtet werden. Es lieRen sich wesentlich héhere Anteile an CD8 T-Zellen und ein verringerter Anteil
an CD4 T-Zellen im Tumorgewebe therapierter Individuen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen
nachweisen. Dabei lag der Anteil an CD8-positiven Zellen nach Therapie bei durchschnittlich 51,7 % im

Gegensatz zu 39,7 % im Tumorgewebe unbehandelter Tiere. Die Menge an CD4-positiven Zellen sank
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dabei von unbehandelt 36,8 % auf 26,1 % nach Therapie ab. Dies resultierte in einer deutlich erhéhten
CD8*/CD4*-Ratio in Tumoren therapierter Individuen im Vergleich zur Kontrollgruppe (CD8*/CD4*-Ratio
behandelt: 2,2; unbehandelt: 1,1).

Zusammenfassend tritt somit in Folge der Adaptertherapie zu einem spaten Zeitpunkt eine deutliche
Verschiebung des CD8*/CD4*-Verhiltnisses zu Gunsten von CD8 T-Zellen ein. Zudem kommt es zum
gleichen Zeitpunkt zu einer Reduktion an immunsuppressiven MDSCs im Tumorgewebe sowie zu einer

Abnahme an gereiften Makrophagen.

3.3.2 Induktion Tumorantigen-spezifischer CD8 T-Zellantworten nach Adaptertherapie

Die Induktion robuster T-Zell-Antworten gegen Tumor-assoziierte Antigene ist essentiell fir eine
effektive anti-tumorale Immunantwort. In diesem Zusammenhang sollte untersucht werden, ob und in
welchem MaRe die Adaptertherapie in der Lage ist, systemische Tumorantigen-spezifische CD8 T-
Zellantworten zu induzieren. Zur Adressierung dieser Fragestellung wurde zum spéaten Zeitpunkt der
Therapie (vgl. Abbildung 3.15) neben dem Tumorgewebe auch die Milz der Tiere entnommen und die
Splenozyten isoliert. Diese wurden im Anschluss auf die Stimulierbarkeit mit einem Tumor-spezifischen
Peptid untersucht. Exemplarisch wurde hierfiir das MC38-Neoantigen Adpgk verwendet. Adpgk ist ein
mutiertes Tumorantigen das einen Aminosaureaustausch (ASMTNMELM, Wildtyppeptid: ASMTNRELM)
im Vergleich zum Wildtyppeptid aufweist (Yadav et al.,, 2014). Zur Analyse Adpgk-spezifischer CD8 T-
Zellen innerhalb der isolierten Splenozyten, wurden die Splenozyten tGber Nacht mit dem Adpgk-Peptid
oder einem irrelevanten Kontrollpeptid stimuliert und im Anschluss mittels Durchflusszytometrie die

Menge Interferon gamma (IFNy) produzierender CD8 T-Zellen quantifiziert (Abbildung 3.22).

CD90.2* Abbildung 3.22:
Adaptertherapie

0.151 unterstiitzt die Induktion
* [ unbehandelt ey Tumorantigen-

| p—— |
—~ [l Adapter spezifischen CD8 T-

0.101 Zellantwort
Der Versuch wurde wie

unbehandelt

beschrieben durchgefihrt
(Abbildung 3.15). Zum
b spaten Zeitpunkt wahrend
i g 0.00- der Adaptertherapie

0.054

IFNY* von CD8" [%]

& wurden die Splenozyten
X isoliert und Uber Nacht
mit dem mutierten MC38-

© Antigen Adpgk oder einem

IFNy

T LENNC AT irrelevanten
cD8 . . .
Kontrollpeptid  inkubiert
(Als Positivkontrolle diente die Stimulation mit dem viralen Peptid DBP43, hier nicht dargestellt). Die Sekretion von IFNy aus den
Zellen wurde durch Zugabe von Brefeldin A unterbunden und im Anschluss mittels Durchflusszytometrie die CD90.2+CD8* Zellen

identifiziert und innerhalb dieser Population die Anteile IFNy-positiven Zellen bestimmt. n=8; *p<0.01
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Die Quantifizierung ergab einen signifikant erhdhten Anteil an IFNy-positiven CD8 T-Zellen nach
Stimulation mit Adpgk in den Splenozyten von Adapter-therapierten Individuen im Vergleich zur
Stimulation mit dem Kontrollpeptid. In unbehandelten Tieren war kein Unterschied in der Menge an
IFNy-produzierenden CDS8 Zellen nach Inkubation mit dem Kontrollpeptid im Vergleich zu Adpgk zu
erkennen. Dies zeigt eindeutig, hier exemplarisch anhand der Adpgk-spezifische T-Zellantwort
dargestellt, dass das Adapter-vermittelte Antikorper-Retargeting eine systemische Induktion von

Tumorantigen-spezifischen CD8 T-Zellen fordert.

3.3.3 Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Immunzelltypen in vivo

Die Untersuchungen der tumorinfiltrierenden Immunzellen aus isoliertem Tumorgewebe wahrend der
Adaptertherapie lassen die Beteiligung von NK-Zellen und CD8 T-Zellen an der Adapter-vermittelten anti-
tumoralen Wirkung vermuten. Um einen eindeutigen mechanistischen Nachweis fiir die Beteiligung
dieser Immunzellpopulation in vivo zu erbringen, wurden Depletionsversuche wahrend der
Adaptertherapie durchgefiihrt. Hierzu wurden analog zu den bisherigen Experimenten Mause gegen Ad5
immunisiert, subkutane MC38pSia-Tumore etabliert und zweimalig mit Adapter therapiert (Tag 7 und 14
nach Tumorinokulation). Beginnend zwei Tage vor Therapiestart (Tag fiinf nach Tumorinokulation),
wurden verschiedenen Immunzellpopulationen einzeln oder in Kombination durch Applikation von
depletierenden Antikorpern bzw. Liposomen depletiert. Es erfolgte im Rahmen dieser Versuche eine
Depletion von NK-Zellen (Abbildung 3.23 (A)), CD8-Zellen (Abbildung 3.23 (B)), NK- und CD8-Zellen
(Abbildung 3.23 (C)) und Makrophagen (Abbildung 3.23 (D)). Das Tumorwachstum sowie das Uberleben
wurde im Anschluss vergleichend zu Adapter-therapierten Individuen ohne Depletion und

unbehandelten Kontrollen dokumentiert (Abbildung 3.23; Abbruchkriterien siehe 5.7.11).
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Abbildung 3.23: Depletionsversuche in vivo bestatigen die Beteiligung von NK- und CD8-Zellen am anti-tumoralen Effekt der
Adaptertherapie
Mause wurden immunisiert und subkutane Tumore durch Injektion von MC38pSia Zellen wie zuvor beschrieben etabliert.

Adaptertherapie erfolgte an Tag 7 und 14 nach Tumorinokulation (i.v. mit jeweils 50 pg DE1lscFvpSia). Immunzelldepletion
erfolgte beginnend zwei Tage vor Therapiebeginn durch i.p. Injektionen depletierender Antikérper oder Liposomen. Dargestellt
sind Tumorwachstum und Uberleben Adapter behandelter Tiere (n=5) sowie unbehandelter Kontrollen (n=5) im Vergleich zu
Tieren mit Adaptertherapie unter (A) Depletion von NK-Zellen (n=5) durch einen depletierenden aNK1.1. Antikérper, (B)
Depletion von CD8 T-Zellen (n=5) durch den Einsatz eines depletierenden Antikérpers gegen CD8, (C) Ko-Depletion von CD8- und
NK-Zellen (n=5) durch den Einsatz depletierender Antikorper gegen NK1.1 und CD8, (D) Depletion von Makrophagen (n=4) durch
Injektion von Clodronat-Liposomen. Jeweils links: Entwicklung des Tumorwachstums, rechts: Uberleben; mittleres Uberleben in
Tagen: unbehandelt: 22; Adapter: 40; Adapter + aNK1.1: 25; Adapter + aCD8: 24; Adapter + aNK1.1 & aCD8: 18; Adapter +
Clodronat: 35.5. *p<0.05; **p<0.01

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Depletion von Makrophagen zu keinem nennenswerten Verlust des
therapeutischen Effekts der Adaptertherapie fiihrt (Abbildung 3.23 (D)). Es konnten weder
Verdnderungen hinsichtlich des Tumorwachstum noch des Uberlebens im Vergleich zur Therapie ohne
Depletion festgestellt werden. Eine Depletion von NK-Zellen wahrend der Adaptertherapie hingegen
resultierte in einem deutlich schnelleren Tumorwachstum verglichen mit Tieren ohne Depletion
(Abbildung 3.23 (A) links). Die Tumorwachstumsrate erreichte jedoch nicht die Geschwindigkeit der
Tumore der untherapierten Kontrolltiere. In Korrelation dazu lieB sich mittels Adaptertherapie in

Abwesenheit von NK-Zellen das mittlere Uberleben der Versuchstiere nur noch tendenziell auf 25 Tage
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verlangern, jedoch nicht signifikant im Vergleich zu 22 Tagen in der unbehandelten Kontrollgruppe. Dies
unterstltzt die Hypothese, dass NK-Zellen eine entscheidende Rolle beim therapeutischen Erfolg der
Adapterbehandlung spielen. Die Depletion von CD8-Zellen wahrend der Therapie zeigte ebenfalls
deutliche Auswirkungen auf die Effektivitat der Adapter-vermittelten anti-tumoralen Wirkung (Abbildung
3.23 (B)). Hier konnte durch die Depletion wahrend der Adaptertherapie kein Unterschied im
Tumorwachstum im Vergleich zu unbehandelten Tieren mehr festgestellt werden. Auch das Uberleben
war unter Depletion nur noch minimal verbessert (24 Tage) verglichen zu Kontrolltieren (22 Tage). Die
Kodepletion beider Immunzellpopulationen wahrend der Therapie flihrte sogar zu einem schnelleren
Wachstum der Tumore und einem verkiirzten mittleren Uberleben von 18 Tagen verglichen zu
untherapierten Tieren. Aufgrund dieser Ergebnisse ist zusatzlich zur Adapter-induzierten anti-tumoralen
Wirkung dieser Zelltypen eine geringe natirliche Kontrolle des Tumorwachstums durch NK-Zellen und
CD8-Zellen denkbar, die in Folge der Kodepletion aufgehoben wird. Die Ergebnisse zeigen jedoch
deutlich, dass sowohl CD8 als auch NK-Zellen entscheidend an der Adapter-vermittelten anti-tumoralen
Wirkung beteiligt sind. Da sowohl die Monodepletion von CD8-Zellen als auch NK-Zellen bereits zu einem
nahezu vollstindigen Verlust der Adapter-vermittelten Tumorwachstumsinhibition fihrt, ware es
denkbar, dass ein mechanistischer Zusammenhang besteht. Diesbeziglich ist bekannt, dass NK-Zellen
entscheidend an der Induktion einer Antigen-spezifischen Immunantwort beteiligt sein kénnen (Adam et
al., 2005; Kos and Engleman, 1996) und eine Depletion von NK-Zellen wahrend einer
Tumorimmuntherapie die Entstehung Tumorantigen-spezifischer CD8-Zellen malRgeblich hemmen kann
(Liu et al., 2008). Um eine entsprechende Rolle der NK-Zellen im Rahmen der Adaptertherapie zu
untersuchen, wurde die Auswirkung einer NK-Zelldepletion wahrend der Therapie auf die Entstehung
einer Tumorantigen-spezifischen CD8 T-Zellantwort analysiert. Hierzu wurden wie zuvor beschrieben die
Splenozyten zum spaten Zeitpunkt nach Therapieinitiation aufgereinigt und auf Adpgk-spezifische CD8 T-
Zellen untersucht. Vergleichend quantifiziert wurden hierbei die T-Zellantworten unbehandelter

Individuen, sowie Adapter-therapierter Tiere mit und ohne NK-Zelldepletion (Abbildung 3.24).
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Abbildung 3.24: Die Depletion von NK-Zellen wahrend der Adaptertherapie verhindert die Induktion Tumorantigen-
spezifischer CD8 T-Zellantworten
(A) Der Versuch erfolgte wie zuvor in Abbildung 3.23 beschrieben. Immunisierte MC38pSia Tumor-tragende Mause wurden mit

Adapter behandelt (50 ug DE1scFvpSia) oder unbehandelt belassen. Ein Teil der Adapter-therapierten Individuen erhielt eine
aNK1.1 Antikorper beginnend zwei Tage vor Therapiebeginn zur Depletion von NK-Zellen. (B) Zum spaten Zeitpunkt wahrend
der Therapie (vgl. Abbildung 3.15) wurden die Splenozyten der Mdause isoliert und liber Nacht mit dem mutierten MC38-Antigen
Adpgk oder einem irrelevanten Kontrollpeptid inkubiert (bzw. als positiv Kontrolle mit dem viralen Peptid DBP43, hier nicht
dargestellt). Die Sekretion von IFNy aus den Zellen wurde durch Zugabe von Brefeldin A verhindert und im Anschluss mittels
Durchflusszytometrie die CD90.2*CD8* Zellen identifiziert und innerhalb dieser Population die Anteile IFNy-positiver Zellen
bestimmt. *p<0.01; n=5

Die Daten zeigen eindeutig, dass eine Depletion von NK-Zellen wahrend der Adaptertherapie die
Entstehung Tumorantigen-spezifischer (Adpgk-spezifischer) CD8 T-Zellen maligeblich reduziert. Wird die
Frequenz IFNy-produzierender CD8-Zellen in Folge der Stimulation mit dem Tumor-spezifischen Antigen
Adpgk im Vergleich zur Stimulation mit einem irrelevanten Kontrollpeptid verglichen, zeigt sich kaum ein
Unterschied. Die Werte sind diesbeziiglich vergleichbar mit den Werten der unbehandelten
Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse weisen auf eine NK-Zell-abhangige Induktion Tumorantigen-
spezifischer CD8 T-Zellen nach Adaptertherapie hin und bestdtigen einen mechanistischen

Zusammenhang.

3.3.4 Bestitigung der tumorinfiltrierenden Zellen nach Adaptertherapie im CMTpSia-
Tumormodell

Zur Validierung der Beteiligung sowohl von NK-Zellen als auch CD8-Zellen an dem Adapter-vermittelten

anti-tumoralen Effekt in vivo in einem zweiten Tumormodell wurden die im MC38pSia-Modell

erhaltenen Daten zur Immunzellinfiltration mit Ergebnissen aus CMTpSia-tumortragenden Tieren
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verglichen. Hier erfolgte zur Bestdtigung erneut die Analyse der tumorinfiltrierenden NK-Zellen sowie
CD8 und CD4 T-Zellpopulationen zu einem frilhen sowie einem spaten Zeitpunkt wahrend
der Adaptertherapie mittels Durchflusszytometrie. Der Versuchsablauf erfolgte analog zu den Versuchen
im MC38pSia Modell, die Mause erhielten lediglich CMTpSia-Zellen zur Etablierung subkutaner Tumore
(Abbildung 3.25 (A)).
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Abbildung 3.25: Tumorinfiltrierende Immunzellen in subkutanen CMTpSia-Tumoren nach Adaptertherapie bestatigen die
Ergebnisse aus MC38pSia-Tumoren
(A) Mause wurden mit Ad5 gegen Adenovirus immunisiert und subkutane Tumore durch Injektion von 1x107 CMTpSia-Zellen

etabliert. Adaptertherapie erfolgte an Tag 7 und 14 nach Tumorzellinokulation. Jeweils drei Tage nach Adaptertherapie (Tag 10
und 17) wurden Tumore entnommen, die Zellen aufbereitet und infiltrierende Immunzellen mittels Durchflusszytometrie
identifiziert und quantifiziert. (B) frihe Analyse — drei Tage nach der ersten Adaptergabe wurden die NK1.1 positiven sowie
NK1.1*CD49b* und NK1.1*CD49a* positiven Zellen innerhalb der CD45.2 positiven Zellpopulation sowie die Anteile und
Verhaltnisse von CD8 und CD4 T-Zellen innerhalb der CD90.2 positiven Zellen bestimmt (C) spate Analyse — drei Tage nach der
zweiten Adaptergabe wurden erneut wie unter (B) beschrieben die NK- und T-Zellanteile quantifiziert. **p<0.01 n=6

Die Analyse der infiltrierenden NK- und CD8 bzw. CD4 T-Zellen in CMTpSia-Tumoren bestatigt die zuvor
in  MC38-Tumoren gemachten Beobachtungen. Zu einem frihen Zeitpunkt nach der
Therapieinitialisierung ist hierbei eine Einwanderung an konventionellen (NK1.1*CD49b*) NK-Zellen zu
sehen, wahrend die Anteile an CD8 und CD4 T-Zellen nicht signifikant verdndert sind. Es zeigt sich
lediglich eine Tendenz zu Gunsten der CD8 T-Zellpopulation. Diese Tendenz wird erst zu einem spateren

Zeitpunkt signifikant. Diese Daten unterstiitzen die Annahme, dass NK-Zellen und CD8 T-Zellen eine Rolle
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in der Vermittlung des tumorinhibitorischen Effekts des Adapter-basierten Antikérper-Retargetings

spielen.

3.4 Therapeutische Wirksamkeit im metastasierenden Modell

Die bisher erhaltenen Daten zur Wirkung des Adapter-vermittelten Antikorper Retargetings konnten
unter anderem zeigen, dass insbesondere die therapeutische Wirkung auf kleine Tumorknoten hoch
effektiv ist (vgl. Abbildung 3.7). Aufgrund dieser Beobachtung und der gezeigten Adapter-induzierten
Triggerung systemischer Tumor-gerichteter CD8 T-Zellantworten (vgl. Abbildung 3.22) nach intravendser
Applikation sollte die Wirksamkeit der Adaptertherapie auf Metastasen adressiert werden. Um dies zu
untersuchen, wurden in Ad5-immunisierten Mausen Lungenmetastasen durch intravendse Injektion von
CMTpSia-Zellen etabliert und diese im Anschluss mit Adapter i.v. zu einem friihen oder etwas spateren
Zeitpunkt behandelt. An Tag 11 nach Zellinjektion wurden das Lungengewebe prapariert und histologisch

auf Metastasen untersucht (Abbildung 3.26).
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Abbildung 3.26: Adaptertherapie fiihrt zu einer effektiven Reduktion von CMTpSia-Lungenmetastasen
(A) Mause wurden gegen Ad5 immunisiert und Lungenmetastasen durch i.v. Injektion von 3x10° CMTpSia Zellen etabliert, diese

wurden friih (Tag 3 & 5(n=4)) bzw. spat (Tag 5 & 7(n=4)) i.v. mit Adapter (je 50 ug DE1lscFvpSia) behandelt oder unbehandelt
(n=4) belassen. 11 Tage nach Zellinjektion wurden die Tiere getotet, Lungen entnommen und histologisch auf Metastasen
untersucht. (B) Reprdsentative Hdmalaun/Eosin (H/E)-gefarbte Paraffinschnitte der Lunge unbehandelter, sowie friih bzw. spat
Adapter-therapierter Tiere (VergroBerung: 20x).(C) Quantifizierung der Tumorlast in der Lunge als prozentualer Anteil am
Gesamtlungengewebe. (D) Vergleich der Tumorlast in den Lungen friih und spat therapierter Individuen. *p<0.05.

Die Quantifizierung der Tumorlast in der Lunge zeigt einen signifikant geringeren Anteil an Tumorgewebe
in den Adapter-behandelten Tieren mit durchschnittlich ca. 0,2 % im Vergleich zu den unbehandelten
Tieren, die einen Anteil von ca. 0,9 % aufwiesen. Zwischen den frith und spat therapierten Mausen war
hierbei kein Unterschied in der Tumorlast bei Versuchsende festzustellen (Abbildung 3.26(D)). Da alle

Versuchstiere, auch in der Kontrollgruppe, noch relativ geringe Tumoranteile in der Lunge aufwiesen,
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erfolgte in einem zweiten Versuch die Auswertung zu einem spateren Zeitpunkt. Hierbei sollten die
Ergebnisse bestatigt und anhand eines spateren Auswertungszeitpunktes verdeutlicht werden. Da zuvor
kein Unterschied im Therapierfolg bei friiher und spater Adaptergabe zu beobachten war und die
wiederholte Adaptergabe auch hier gut vertragen wurde, erhielten die Tiere in diesem Versuch 3
Adapterinjektionen (Tag drei, fiinf und sieben nach Tumorzellinjektion). Da 17 Tage nach
Tumorinokulation bei den ersten Individuen der Kontrollgruppe eine Beeintrachtigung des
Allgemeinbefindens festzustellen war (genaue Abbruchkriterien siehe 5.7.11), wurde der Versuch zu

diesem Zeitpunkt terminiert. Die Lungen wurden entnommen und histologisch auf Tumorgewebe in der

Lunge untersucht (Abbildung 3.27).
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Abbildung 3.27: Bestatigung der therapeutischen Wirkung des Adapters auf CMTpSia-Lungenmetastasen
(A) Mause wurden gegen Ad5 immunisiert und Lungenmetastasen durch i.v. Applikation von CMTpSia-Zellen etabliert. Tiere

wurden an Tag drei, fiinf und sieben i.v. mit Adapter therapiert (je 50 ug DE1scFvpSia) oder unbehandelt belassen (n=5). An Tag
17 nach Tumorzellinjektion wurde der Versuch terminiert, die Lungen entnommen und histologisch auf Tumorgewebe in der

Lunge untersucht. (B) Reprasentative H/E-gefdrbte Paraffinschnitte der Lunge beider Gruppen (VergroBerung 20x). (C)
Quantifizierung der Tumorlast in der Lunge.

Die Quantifizierung der Tumorlast in der Lunge zeigte eine sehr deutliche Reduktion der Tumoranteile
am Lungengewebe der therapierten Tiere im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen. Die Tumorlast
konnte dabei von durchschnittlich 34 % in der Kontrolle auf unter 2 % nach Adaptertherapie reduziert
werden (Abbildung 3.27(C)). Diese Daten zeigen, dass das Adapter-vermittelte Retargeting anti-viraler

Antikorper nicht nur einen deutlichen wachstumsinhibitorischen Effekt auf den Primartumor hat,

sondern auch sehr effektiv auf Metastasen wirkt.
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3.5 Untersuchungen zur Sequenztherapie von onkolytischer Virotherapie und
Antikorper-Retargeting

In den bisherigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass das Retargeting pravalenter humoraler
Immunantworten gegen Adenovirus eine effektive Strategie zur Tumorimmuntherapie darstellt. Eine
andere effektive Variante der Immuntherapie von Tumoren stellt der Einsatz onkolytischer Viren dar. In
Folge der Virotherapie kommt es neben der Induktion von anti-tumoralen Immunreaktion auch zur
Triggerung starker anti-viraler Inmunantworten. Insbesondere in Folge der Therapie mit onkolytischen
Adenoviren werden starke humorale Immunantworten induziert. Aufgrund dieser Tatsache sollte die
Wirksamkeit einer Sequenztherapie aus initialer Virotherapie gefolgt von Adapter-vermitteltem
Retargeting induzierter anti-viraler Antikorper adressiert werden. Um dies zu untersuchen, wurden
subkutane MC38pSia-Tumore in naiven Mausen etabliert und im Anschluss mit dem onkolytischen
Adenovirus Serotyp 5 hTertAd (Wirth et al., 2003) i.t. behandelt (Tag sechs nach Tumorinokulation). Zum
Retargeting getriggerter anti-adenoviraler Antikorper gegen die Tumorzellen erfolgte an Tag funf nach
Virotherapie die Applikation des Adapters i.v. (Abbildung 3.28 (A)). Das Tumorwachstum sowie das
Uberleben wurden dokumentiert (Abbildung 3.28(B) & (C)).
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Abbildung 3.28: Die Sequenztherapie aus initialer Virotherapie und Adapter-vermitteltem Retargeting getriggerter anti-
viraler Antikorper ist eine hochwirksame anti-tumorale Therapieform
(A) Subkutane Tumore wurden in naiven Mausen durch die Injektion von 1x107 MC38pSia Zellen etabliert. Sechs Tage nach

Tumorinokulation erfolgte Virotherapie durch i.t Injektion von 1x10° infektiosen Partikeln (ifu) des onkolytischen Adenovirus
Serotyp 5 hTertAd. Die Kontrollgruppe erhielt eine i.t. Mock-Injektion von 0,9 % NaCl. Fiinf Tage nach Virotherapie wurde ein
Teil der virotherapierten Maduse mit 50 ug Adapterprotein (DElscFvpSia) i.v. behandelt. (B) Das Tumorwachstum wurde
beobachtet und das Uberleben gemaR den definierten Abbruchkriterien (siehe 5.7.11) ermittelt. Der letzte definierte Messpunkt
jeder Gruppe spiegelt dabei den letzten Messzeitpunkt wider, an dem alle Tiere der entsprechenden Gruppe noch lebten. (C)
Mittleres Uberleben in Tagen: Kontrollgruppe (0,9 % NaCl i.t.): 22 (n=4); Virus i.t: 26 (n=5); Virus i.t. + Adapter 36 (n=5).**p<0,01

Behandelte Tumore wiesen nach intratumoraler Virotherapie ein etwas verlangsamtes Tumorwachstum

auf. In den ersten 5 Tagen nach Virotherapie war ein leichter Regress erkennbar, nach dieser Zeit
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wuchsen die Tumore jedoch erneut, wenn auch mit einer geringeren Rate als die Tumore der
Kontrollgruppe. Dies resultierte in einem tendenziellen, aber nicht statistisch signifikanten, verlangerten
Uberleben virotherapierter Individuen von durchschnittlich 26 Tagen im Vergleich zu 22 Tagen in der
Kontrollgruppe. Im Rahmen der Sequenztherapie hingegen konnte die anschlieRende Adaptertherapie
die initiale Regressionsphase in Folge der Virotherapie deutlich verlangern und auch das
Tumorwachstum nachhaltig verlangsamen. Diese starke anti-tumorale Wirkung der Sequenztherapie
spiegelte sich ebenfalls in einem signifikant verlingerten mittleren Uberleben wider. Dies konnte
signifikant, sowohl im Vergleich zur Kontrollgruppe als auch zur onkolytischen Virotherapie als
Monotherapie, auf 36 Tage angehoben werden. Interessanterweise trat bei 2 von 5 Tieren sogar ein
vollstandiger Tumorregress ein. Diese Individuen blieben bis zum Ende des Versuchs an Tag 80 tumorfrei.
Die Sequenztherapie aus Virotherapie und anschlieBender Adaptertherapie scheint anhand dieser
Ergebnisse eine innovative und effektive neue Behandlungsstrategie fir die Tumorimmuntherapie mit

der Moglichkeit eines tumorfreien Langzeitiiberlebens darzustellen.

3.5.1 Charakterisierung der tumorinfiltrierende Immunzellen in Folge der Sequenztherapie
aus Viro-und Adaptertherapie

Um einen Eindruck Gber die zugrundeliegenden immunologischen Mechanismen hinter der Wirksamkeit
der Sequenztherapie aus initialer onkolytischer Virotherapie und anschlieBendem Antikorper-
Retargeting zu bekommen, wurden zu verschieden Zeitpunkten wahrend der Therapie Gewebeproben
entnommen und analysiert. Die genauen Analysezeitpunkte kdnnen der Abbildung 3.29 entnommen
werden. Tumorgewebe wurde auf Infiltration durch verschiedene Leukozyten- sowie
Lymphozytenpopulationen kurz nach initialer Virotherapie (Analysezeitpunkt I) sowie kurz nach der
darauffolgenden Adaptergabe (Analysezeitpunkt 1l) im Vergleich zu entsprechenden Kontrollen
untersucht (0,9 % NaCl i.t. bzw. 0,9 % NaCl i.t. und Virotherapie als Monotherapie). Quantifiziert wurden
hierbei wie zuvor beschrieben die NK-Zellen, MDSCs und Makrophagen innerhalb der CD45.2-positiven
Leukozytenpopulation sowie die Anteile an CD4-positiven und CD8-positiven T-Zellen innerhalb der

CD90.2-positiven Lymphozyten mittels Durchflusszytometrie (siehe 3.3.1).

Analyse |
Analyselll
MC38psia s.c. hTertAd i.t. Adapteri.v. l
M y v
} } | t i >
Zeit [Tage] 0 6 9 11 14

Abbildung 3.29: Analysezeitpunkte wahrend der Sequenztherapie aus Viro- und Adaptertherapie
Der Versuchsablauf erfolgte wie in Abbildung 3.28 (A) beschrieben. An Tag neun (drei Tage nach Virotherapie) und 14 (drei Tage

nach Adapter- bzw. acht Tage nach Virotherapie) wurden Tumore entnommen und auf infiltrierende Immunzellen untersucht.
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Zur Charakterisierung der unmittelbar in Folge der Virotherapie getriggerten Immunzellen wurden drei
Tage nach intratumoraler Virusinjektion Tumore entnommen und im Vergleich zu Kontrolltumoren
(0,9 %NaCl i.t.) die tumorinfiltrierenden Immunzellen identifiziert. Hierbei zeigte sich eine verstarkte
Infiltration von NK-Zellen im Tumorgewebe virotherapierter Individuen im Vergleich zu Kontrollen die die

Mock-Injektion (0,9 % NaCl) erhielten (Abbildung 3.30).
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Die Analysen zeigen eine signifikant erhohte Frequenz an NK1.1-positiven Zellen innerhalb der
tumorinfiltrierenden Leukozyten (CD45.2*) virotherapierter Tumore im Vergleich zu Mock-therapierten
drei Tage nach der i.t Injektion (26 % im Vergleich zu 18,1 %). Hierbei konnte die Analyse der
konventionellen (NK1.1*CD49b"*) und residenten (NK1.1*CD49a*) NK-Zellen sehr deutlich zeigen, dass die
VergrolRerung des NK-Zellpools durch einen Anstieg an konventionellen NK-Zellen zu erkldren ist. Diese
NK-Zellpopulation stieg nach Virotherapie auf durchschnittlich 20,4 % an, wahrend sie in der
Kontrollgruppe nur bei ca. 12,9% lag. Im Gegensatz dazu blieben die Anteile an residenten
(NK1.1*CD49a*) NK-Zellen nach Virusinjektion unverandert.

Die Quantifizierung der myeloiden Zellen (Makrophagen und MDSCs) innerhalb der tumorinfiltrierenden
Leukozyten zum gleichen Zeitpunkt zeigte nur geringe Unterschiede zwischen den Gruppen auf

(Abbildung 3.31).

52



Ergebnisse

CD45.2+ P1 P2
Kontrolle Virus i.t.
A9 30 20
W = —_ ] Kontrolle
\ = ® & virus i.t.
8 10 £ 5 = 15
7] o B o
Q O Y1
= 2 3
= 10 :
04 E a5
o o “
[C] 0 0
CD11b CD45.2+
Kontrolle
= , 15
o 10 T [ Kontrolle
1] " - [ Virus i.t.
1] 0 E
= o 10
[-% o G}
e »
= 0 8 5
1°] -
= ¢ 3
1=
o 0

Fa/80

Abbildung 3.31: Die Frequenz tumorinfiltrierender MDSCs und Makrophagen ist kurz nach intratumoraler Virotherapie nicht
signifikant verandert
Der Versuch wurde gemaR Abbildung 3.29 durchgefiihrt. Drei Tage nach i.t. Virotherapie mit dem onkolytischen Adenovirus

hTertAd wurden die tumorinfiltrierenden Leukozyten im Durchflusszytometer isoliert und die Anteile an MDSCs (oben) in Form
der Subpopulationen P1 (CD11b"ighGr1hieh) und P2 (CD11bh&"Gr1int) sowie die Anteile an gereiften Makrophagen (Gr1"tF4/80hish)
(unten) bestimmt. n=4

Bei der Analyse der MDSC Subpopulationen ist jedoch eine abnehmende Tendenz bei der Frequenz an
den besonders immunsuppressiven Zellen mit intermediirer Grl-Expression (P2 CD11bM&"Gr1™) zu
erkennen. Ein ebenfalls abnehmender Trend ist im Anteil Makrophagen zu diesem frithen Zeitpunkt nach
intratumoraler Virotherapie zu beobachten.

Im Gegensatz hierzu und insbesondere zum Einfluss der Virotherapie auf die tumorinfiltrierenden NK-
Zellen war keine Wirkung auf die T-Zellanteile innerhalb der Lymphozytenpopulation (CD90.2*) im Tumor

zum gleichen Zeitpunkt festzustellen (Abbildung 3.32)
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Abbildung 3.32: Kurz nach intratumoraler Virotherapie ist das Verhaltnis von CD8 zu CD4 T-Zellen nicht verandert
Der Versuchsablauf erfolgte wie in Abbildung 3.29 beschrieben. Drei Tage nach intratumoraler Virusinjektion (hTertAd) bzw.

Mock-Injektion (0,9 % NaCl (Kontrolle)) wurden die tumorinfiltrierenden Lymphozyten (CD90.2*) mittels Durchflusszytometrie
identifiziert. Innerhalb der Lymphozytenpopulation wurden die prozentualen Anteile an CD4- und CD8-Zellen quantifiziert und
das Verhéltnis CD8*/CD4* ermittelt. n=5
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Bei der Quantifizierung der T-Lymphozytenpopulationen lieBen sich weder signifikant veranderte Anteile
an CD4- noch CD8-Zellen nachweisen. Dementsprechend zeigte sich auch im individuellen Verhéltnis
beider Populationen zu einander (CD8*/CD4* Ratio) kein Unterschied zu Werten der Kontrollgruppe (i.t.
Injektion von 0,9% NaCl).
Kurz nach intratumoraler Virotherapie scheinen somit insbesondere NK-Zellen in das Tumorgewebe
rekrutiert zu werden, wahrend die anderen untersuchten Zellpopulationen keine deutlichen
Veranderungen in ihrer Frequenz aufweisen. Diese Daten ahneln den Ergebnissen der Analysen
tumorinfiltrierender Immunzellen zum friihen Zeitpunkt nach Adaptertherapie deutlich (vgl. Abbildung
3.16-Abbildung 3.18). Auch kurz nach der Adapterbehandlung war eine starke Infiltration von
(konventionellen) NK-Zellen zu beobachten, wahrend sich andere Immunzellpopulationen in ihrer
Quantitat unverdandert zeigten. Dies lasst vermuten, dass es in Folge der jeweiligen Monotherapien
zunachst zu einer ahnlichen Konversion des Tumormikromillieus kommt bzw. zur Rekrutierung der
gleichen Immunzelltypen in das Tumorgewebe.
Im nachsten Schritt sollte nun untersucht werden, welchen Einfluss die Sequenztherapie aus initialer
Virotherapie gefolgt von Adaptertherapie auf die infiltrierenden Immunzellen hat. Um dies zu
adressieren, wurden Tumore nach sequenzieller Therapie drei Tage nach Adapterapplikation
entnommen und analog zu den zuvor beschrieben Untersuchungen analysiert (vgl. Abbildung 3.29
Analysezeitpunkt 1l: drei Tage nach Adaptergabe bzw. 8 Tage nach Virotherapie). Die
tumorinfiltrierenden Zellen wurden vergleichend zu Kontrolltieren ohne Therapie (0,9 % NaCl i.t) und
virotherapierten Tieren ohne anschlieBende Adaptertherapie (entspricht einem Zeitpunkt 8 Tage nach
Virotherapie i.t.) untersucht. Die Analyse der tumorinfiltrierenden NK-Zellen drei Tage nach
Adaptertherapie bzw. acht Tage nach i.t Virotherapie (Versuchsablauf laut Abbildung 3.29,
Analysezeitpunkt 1) zeigte ausgepragte Verdnderung nach der Sequenztherapie als zu diesem Zeitpunkt
nach alleiniger Virotherapie und Proben aus untherapierten Kontrolltieren (0,9 % NaCl i.t.) (siehe

Abbildung 3.33).
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Abbildung 3.33: Sequenzielle Therapie aus Viro- und Adaptertherapie resultiert in einer starken Infiltration des
Tumorgewebes durch NK-Zellen

Der Versuchsablauf erfolgte entsprechend Abbildung 3.29. 14 Tage nach Tumorinokulation (£ Analysezeitpunkt Il bzw. acht
Tage nach Virotherapie und drei Tage nach Adaptertherapie) wurden die tumorinfiltrierende Leukozyten (CD45.2*) mittels
Durchflusszytometrie identifiziert und die NK-Zellanteile quantifiziert. Bestimmt wurden die Populationen an NK1.1*-Zellen,
sowie konventionellen (NK1.1*CD49b*) und residenten (NK1.1*CD49a*) NK-Zellen. n=4; ** p<0,01.

Acht Tage nach intratumoraler Virusinjektion allein sind nur tendenziell erhéhte Werte an NK-Zellen im
Vergleich zu den Werten der Kontrolle festzustellen. Diese Tendenz kann in allen drei analysierten
Zellpools einheitlich beobachtet werden. Pragnant wurde allerdings der Anstieg an NK1.1* bzw.
NK1.1*CD49b* Zellen nach zusatzlicher Adaptertherapie. Der Anteil an NK1.1* Zellen wuchs um mebhr als
100 % an im Vergleich zur Kontrolle (15 % der CD45.2* im Vergleich zu 7,4 %). Diese Verdnderung konnte
deutlich durch einen Anstieg der konventionellen NK-Zellen erklart werden, deren Anteil sich im
Vergleich zur Kontrolle ebenfalls mehr als verdoppelte (11,9 % verglichen mit 5,7 %). Dieser Anstieg war
ebenso deutlich gegeniiber der Monotherapie (alleinige Virotherapie: 7,1 %). Wahrenddessen zeigte sich
in den Anteilen residenter NK-Zellen lediglich ein Anstiegstrend von den geringsten Werten in
Kontrolltumoren, (ber leicht erhohte Werte nach Viro- und nochmals geringfligig erhohte Werte nach

der Sequenztherapie.
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Die Analyse der MDSCs zeigt zu diesem Analysezeitpunkt ebenfalls wesentliche Unterschiede zwischen

den untersuchten Gruppen (Abbildung 3.34 oben)
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Abbildung 3.34: Die Sequenztherapie aus Viro- und Adaptertherapie fiihrt zu einer Abnahme immunsuppressiver MDSCs
sowie zu einem deutlichen Anstieg einer nicht myeloiden Gr1* Zellpopulation im Tumorgewebe
Der Versuch wurde gemaR Abbildung 3.29 durchgefiihrt. 14 Tage nach Tumorinokulation (£ Analysezeitpunkt Il bzw. acht Tage

nach Virotherapie und drei nach Adaptertherapie) wurden die tumorinfiltrierende Leukozyten (CD45.2*) im Durchflusszytometer
isoliert und die Anteile an MDSCs (oben) in Form der Subpopulationen P1 (CD11b*Gr1high) und P2 (CD11b*Gr1i"t) sowie die
Anteile an gereiften Makrophagen (Grl1"tF4/80Mgh) (unten) bestimmt. Zudem wurde die Verdnderung einer auffalligen nicht
myeloiden (CD11b-negativen) Zellpopulation mit hoher Gri-Expression P3 (CD11b-Grl1*) quantifiziert. n=4 *p<0.05; **p<0.01

Acht Tage nach intratumoraler Virotherapie ist eine tendenzielle Abnahme der stark immunsuppressiven
P2-Population der MDCSs innerhalb der Leukozyten im Tumorgewebe gegeniiber der Kontrolle
festzustellen. Diese Abnahme wird durch eine nachfolgende Adapterbehandlung deutlich verstarkt und
flhrt gegeniliber der Kontrolle zu einer Halbierung der Frequenz dieser immunsupprimierenden Zellen im
Tumor. Nur in Folge der Sequenztherapie, aber nicht zu diesem Zeitpunkt nach alleiniger Virotherapie
kommt es gleichzeitig zu einer Reduktion der weniger immunsuppressiven MDSCs (P1). Sowohl in Folge
der Monotherapie (Virotherapie allein) als auch der Sequenztherapie ist eine deutliche, jedoch nicht
statistisch signifikante, Abnahme der Makrophagenpopulation im Tumorgewebe festzustellen. Dies ist
moglicherweise durch die Makrophagen-vermittelte Phagozytose apoptotischer Zellen und deren
Abtransport aus dem Gewebe zu erkldaren. Bei der Auswertung der Ergebnisse wurde eine weitere,
bisher in dieser Form noch nicht untersuchte Zellpopulation apparent, deren Anteil sich nach
Virotherapie und insbesondere nach der Kombinationstherapie innerhalb der tumorinfiltrierenden
Leukozyten erhoht. Hierbei handelt es sich um Grl-positive und gleichzeitig CD11b-negative Zellen (P3)
(siehe Abbildung 3.34 oben). lhr Anteil ist nach Virotherapie deutlich erhdht verglichen mit
Kontrollwerten (3,5 % vs. 5,8 %) und in Folge der der Sequenztherapie nochmals signifikant hoher
(9,6 %). Bei genauerer Betrachtung findet sich eine entsprechende Population auch in den FACS-Plots der

Makrophagen-Analyse (Abbildung 3.34 unten). Dort zeichnet sich eine Grl-positive F4/80-negative
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Zellpopulation ab, die ebenfalls nach Virotherapie aber insbesondere nach der Sequenztherapie
zunimmt. Es ist bekannt, dass es eine Grl-exprimierende Subpopulation an CD8 T-Zellen gibt, die sich
unter anderem durch eine besonders schnelle und hohe IFNy-Ausschiittung nach Antigenkontakt
auszeichnen (Atsumi et al.,, 2009). Um den Charakter der hier vorliegenden Grl-positiven Zellen in
diesem Zusammenhang ndher zu untersuchen, wurde zum gleichen Zeitpunkt die Existenz und die
Frequenz Grl-positiver CD8-Zellen sowohl innerhalb der Leukozyten als auch innerhalb der Lymphozyten

bestimmt (Abbildung 3.35).

CD45.2+
Kontrolle Virus i.t. Virus i.t. + Adapter
157 10 3,93 %| 5,11 %] ' 14,49 %
O Kontrolle ’ ; D Y ’
Virus i.t. I b

[y
o
1

CD45.2*
CD8'Gr1* [%]

W Virus i.t + Adapter

Grl

cb8 CD90.2*
50- Virus i.t. Virus i.t. + Adapter
I Kontrolle 10 W 9 ) 59%
< 401 B Virus i.t. . i .
+ X . . 10 0 10
N = W Virus i.t + Adapter
S = 301 —— J A 2
(2] S
oo
Q 8 201 o 0 0
(=}
10 o
u o
0- o w0t v w0 st w0 @ w' 10

Abbildung 3.35: Die Sequenztherapie aus Viro- und Adaptertherapie resultiert in der Zunahme Grl-positiver CD8 T-Zellen im
Tumorgewebe
Der Versuch wurde laut Abbildung 3.29 durchgefiihrt. Tumorgewebe wurde zum Analysezeitpunkt Il (Acht Tage nach

Virotherapie bzw. drei Tage nach Adaptertherapie) entnommen. Tumor-infiltrierende Leukozyten (CD45.2+) und Lymphozyten
(CD90.2*) wurden mittels Durchflusszytometrie identifiziert und die enthaltenen Anteile an CD8*Grl*-Zellen quantifiziert. n=3;
*

p<0.05

Bei der Analyse der Leukozyten (CD45.2*-Zellen) im Tumorgewebe liel sich in allen Gruppen eine
CD8GR1-koexprimierende Population nachweisen. Diese stieg im Vergleich zu Kontrollwerten nach
Virotherapie allein leicht und nach der Sequenztherapie deutlich an. Die Verhaltnisse zwischen den
Gruppen dhneln dabei klar den Werten der oben beschriebenen Gr1*CD11b" Populationen (Abbildung
3.34 oben). Deutlicher wird dies nochmals, wenn man den Anteil der Gr1*CD8*-Zellen an der Gesamt-
Lymphozytenpopulation quantifiziert. Hier wird die Korrelation sehr markant und es zeigt zudem, dass es
sich tatsdchlich um CD8 T-Zellen handelt.

Bei der weiteren Untersuchung der tumorinfiltrierenden Lymphozyten zeigten sich sowohl in Folge der
Virotherapie allein als auch im besonderen MalSe nach der Sequenztherapie weitere Veranderungen in

den T-Zellpopulationen zu diesem Zeitpunkt der Analyse (Abbildung 3.36).
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Abbildung 3.36: Sequenztherapie aus Viro- und Adaptertherapie resultiert in einem zu Gunsten von CD8 T-Zellen
verschobenen CD8/CD4 Verhiltnis im Tumor
Der Versuch wurde wie in Abbildung 3.29 ersichtlich durchgefiihrt und 14 Tage nach Tumorinokulation (Analysezeitpunkt Il &

acht Tage nach Virotherapie bzw. drei Tage nach Adaptertherapie) die tumorinfiltrierenden Lymphozyten (CD90.2*) identifiziert.
Innerhalb der CD90.2* Zellen wurden die Anteile an CD4- und CD8-Zellen bestimmt und das Verhaltnis (Ratio) dargestellt.
*p<0,05; ** p<0,01. n=4

Acht Tage nach Virotherapie fanden sich leicht erhohte Anteile an tumorinfiltierenden CD4 T-Zellen im
Vergleich zur Kontrolle (27,3 % vs. 23,5 %). Dieser Anstieg wurde durch den anschlieBenden Einsatz des
Adapters wieder signifikant verringert (auf 19,4 % nach Kombinationstherapie) und sank zum
Analysezeitpunkt (drei Tage nach der Adaptergabe) unter den Wert der Kontrollgruppe. Die
Quantifizierung der CD8-positiven T-Zellen zeigte eine deutliche Expansion dieser Population in Folge der
Virotherapie als auch nach der Sequenztherapie. Dabei konnte der CD8-Anteil von 19,6 % in der
Kontrollgruppe auf 27,7 % acht Tage nach i.t. Virusinjektion und nochmals sehr deutlich auf 38,5 % nach
Sequenztherapie angehoben werden. Damit konnte die Sequenztherapie im Vergleich zur Kontrolle
einen nahezu 100-prozentigen Zuwachs in der CD8-Population bewirken. Diese Verdanderungen
resultieren in einem deutlich zu Gunsten von CD8 T-Zellen verschobenen CD8*/CD4*-Verhaltnis im Tumor
nach adapterunterstitzter Virotherapie im Vergleich zur Kontrolle (CD8*/CD4*Ratio von 2,09 vs. 0,89).
Diese Verschiebung konnte im gleichen Ausmall durch Virotherapie allein nicht erzielt werden (Ratio
1,04). Diese Entwicklung deutet auf eine Polarisierung in Richtung eines eher zytotoxischen (CD8-
dominierten) Phéanotyps des Tumormikromillieus in Folge der Sequenztherapie hin. Dies ist
moglicherweise ausschlaggebend fir die teilweise vollstandigen Tumorremissionen, die nur in Folge der
Sequenztherapie aber nicht durch die Monotherapie erzielt werden konnten.

Zu einem spateren Zeitpunkt im Verlauf der Sequenztherapie waren leider keine aussagekraftigen
Analysen der tumorinfiltrierenden Immunzellen mehr moglich, da wenige Tage nach dem hier
analysierten Zeitpunkt (acht Tage nach Viro- bzw. drei Tage nach Adaptertherapie) einige Individuen der
Gruppe, die die Sequenztherapie erhielten eine vollstdndige Tumorremission aufwiesen. Diese
tumorfreien Tiere verhinderten eine reprasentative Analyse innerhalb der Gruppe. Es erfolgte jedoch zu
einem spateren Zeitpunkt vergleichend eine Untersuchung zur Induktion systemischer Tumorantigen-

spezifischer CD8 T-Zellantworten (siehe 3.5.2).
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3.5.2 Induktion von Tumorantigen-spezifischen CD8 T-Zellantworten durch die

Sequenztherapie
Es ist bekannt, dass wahrend der Tumortherapie mit onkolytischen Viren systemische anti-tumorale
CD8 T-Zellantworten induziert werden konnen (Ramakrishna et al.,, 2009; Tuve et al., 2009). Um zu
untersuchen, in wie fern die Sequenztherapie aus Viro- und Adaptertherapie in der Lage ist, systemische
Tumorantigen-spezifische CD8 T-Zellen zu triggern bzw. eine durch die Virotherapie induzierte Antwort
zu amplifizieren, wurden 13 Tage nach Viro- bzw. acht Tage nach Adaptertherapie die Splenozyten der
Mause isoliert (Abbildung 3.37 (A)). Diese wurden im Anschluss wie zuvor beschrieben exemplarisch mit
dem mutierten MC38-Antigen Adpgk oder einem irrelevanten Kontrollpeptid stimuliert (siehe Abbildung
3.22). Die daraufhin IFNy-produzierenden CD8-Zellen wurden im Durchflusszytometer identifiziert und

quantifiziert (Abbildung 3.37 (B)).
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Abbildung 3.37: Sequenztherapie aus Viro- und Adaptertherapie resultiert in einer Amplifikation der Virotherapie-induzierten

Tumorantigen-spezifischen CD8 T-Zellantwort
(A) Der Versuch wurde analog wie zuvor in Abbildung 3.28 beschrieben durchgefiihrt dargestellt durchgefiihrt. An Tag 19 (£ 13

Tage nach Viro- bzw. acht Tage nach Adaptertherapie) wurden die Splenozyten der Mause aufgereinigt, Uber Nacht mit dem
MC38-Peptid Adpgk oder einem irrelevanten Kontrollpeptid inkubiert und die Sekretion von IFNy aus den Zellen durch Zugabe
von Brefeldin A unterbunden (Als Positivkontrolle diente die Stimulation mit PMA/lonomycin, hier nicht dargestellt). (B) Im
Anschluss wurden im Durchflusszytometer erst die Lymphozyten (CD90.2+) identifiziert und anschlieBend die IFNy-positiven
CD8 T-Zellen quantifiziert. Virus i.t und Virus i.t + Adapter: n=7; Kontrolle: n=6; *p<0.05; **p<0.01

Die Quantifizierung der IFNy-produzierenden CD8 T-Zellen nach Stimulation zeigt zundchst, dass auch in
den Splenozyten der Kontrollgruppe eine geringe Frequenz Adpgk-spezifischer CD8 T-Zellen gemessen

werden konnte. Diese Frequenz war jedoch nur tendenziell und nicht statistisch signifikant hoher im
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Vergleich zur Frequenz an CD8-Zellen, die sich durch das irrelevante Kontrollpeptid stimulieren lieRen. In
Folge der alleinigen Virotherapie konnte ein leicht hoherer Anteil Tumorantigen-spezifische CD8 T-Zellen
im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden. Dieser Anteil erreichte auch gegenliber der Stimulation
mit dem Kontrollpeptid statistische Signifikanz. Klar zu erkennen ist jedoch ein starker Anstieg der
Adpgk-spezifischen CD8 T-Zellen nach der Sequenztherapie. Im Vergleich zur Kontrollgruppe und zu der
Gruppe, die nur Virotherapie erhalten hat, war ein sehr deutlicher Anstieg von iber 100 % festzustellen.
Dies bestatigt, dass sich die Triggerung Tumorantigen-spezifischer CD8 T-Zellen durch die sequenzielle
Therapie aus initialer Virotherapie gefolgt von Adapter-vermittelten Antikorper-Retargeting gegeniiber

der Virotherapie allein wesentlich verstarken lasst.

3.6 Untersuchungen zum Antikorper-Retargeting als Initiationstherapie fiir

Immuncheckpoint-Blockade
Die zuvor erhaltenen Daten zeigen, dass sich durch den Einsatz der Adaptertherapie die Menge
tumorinfiltrierender CD8 T-Zellen positiv beeinflussen lasst, sowie die Induktion von Tumor-spezifischen
CD8 T-Zellen unterstltzt wird. Der Grad der CD8 T-Zellinfiltration ist ein wichtiger Faktor fiir das
Ansprechen auf Immuncheckpointinhibitoren (Gajewski et al., 2013). Daher koénnte ein Adapter-
vermitteltes  Antikdrper-Retargeting  eine  geeignete Basis  fur  eine anschlielende
Immuncheckpointblockade bilden. Um die Wirksamkeit eines entsprechenden therapeutischen Konzepts
zu untersuchen, wurde die anti-tumorale Effektivitdt einer Immuncheckpointblockade gegen PD-1 allein
und im Kontext einer Adaptertherapie verglichen. Fir die Untersuchungen wurden subkutane MC38pSia-
Tumore in (Ad5-) immunisierten Mausen etabliert und die Tiere beginnend an Tag 7 nach
Tumorinokulation mit einem aPD-1 Antikérper bzw. Adapterprotein und aPD1- Antikdrper behandelt

(siehe Abbildung 3.38).
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Abbildung 3.38: Versuchsablauf zur Untersuchung einer synergistischen Wirkung von Adaptertherapie und aPD-1
Immuncheckpointblockade
Die Mause wurden gegen Adenovirus immunisiert und subkutane Tumore durch die Injektion von 1x107 MC38pSia-Zellen

etabliert. PD-1 Blockade erfolgte an Tag 7, 10, 13, 17 und 20 nach Tumorinokulation durch i.p Injektion eines aPD-1 Antikorpers.
Adaptertherapie wurde an Tag 7, 10 und 17 nach Zellinjektion i.v. mit jeweils 50 ug Adapterprotein appliziert.

Das Tumorwachstum sowie das Uberleben wurde im Folgenden vergleichend in Tieren mit PD-1

Blockade und Mausen mit PD-1 Blockade und Adaptertherapie dokumentiert. Die Werte wurden zudem
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zur Verdeutlichung der Wirkung der Monotherapie (PD-1 Blockade allein) mit zuvor erhaltenen Daten

von unbehandelten Kontrollmausen verglichen (Abbildung 3.39).
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Abbildung 3.39: Adaptertherapie als Basis einer PD-1 Immuncheckpointblockade ist einer aPD-1 Monotherapie deutlich
iiberlegen

Der Versuch wurde wie in Abbildung 3.38 beschrieben durchgefiihrt. (A) Dargestellt ist das Tumorwachstum unter PD-1
Blockade oder PD-1 Blockade und Adaptertherapie vergleichend zu Daten aus unbehandelten Individuen aus Vorversuchen (vgl.
Abbildung 3.8 Mitte). Der letzte definierte Messpunkt jeder Gruppe spiegelt dabei den letzten Messzeitpunkt wider, an dem alle
Tiere der entsprechenden Gruppe noch lebten. (B) Tiere wurden nach Erreichen eines der Abbruchkriterien (siehe 5.7.11)
getoétet und das mittlere Uberleben je Gruppe bestimmt. Mittleres Uberleben in Tagen: unbehandelt: 22; aPD-1: 28; Adapter +
aPD-1: 45; *p<0.05; **p<0.01; ****p<0.0001 (A) n=5 mit Ausnahme der aPD-1 Gruppe mit n=4, (B) unbehandelt: n=5; aPD-1 &
aPD-1 Adapter n=9 (aus 2 unabhangigen Versuchen)

PD-1 Immuncheckpointblockade als Monotherapie flihrte zu Beginn der Therapie zu einem
Tumorwachstumsarrest. Ca. zehn Tage nach Therapiestart zeigte sich jedoch erneutes Tumorwachstum
bei allen Mausen der Gruppe, das trotz anhaltender Therapie nach wenigen Tagen in einen deutlichen
Tumorprogress iberging. Das mittlere Uberleben betrug in dieser Gruppe 28 Tage. Im Vergleich zu Daten
unbehandelter Individuen aus vorherigen Versuchen konnte die PD-1 Blockade allein somit das
Uberleben bereits signifikant anheben (mittleres Uberleben unbehandelt: 22 Tage). Diese anti-tumorale
Wirkung lieB sich allerdings im Kontext einer Adapterbehandlung noch wesentlich steigern. Hierbei hielt
der Wachstumsarrest liber die gesamte Lange der PD-1 Therapie an und filihrte in drei von neun
Individuen zu einer vollstindigen Tumorremission. Das mittlere Uberleben konnte eindrucksvoll auf 45
Tage angehoben werden. Dies entspricht einer Verdopplung im Vergleich zu unbehandelten
Kontrolltieren aus vorherigen Versuchen. Zudem ist zu bemerken, dass alle drei Tiere, bei denen ein
vollstandiger Tumorregress zu beobachten war, bis zum Ende des Versuchs an Tag 100 tumorfrei
blieben.

Diese Daten zeigen, dass ein Antikérper-vermitteltes Retargeting anti-adenoviraler Antikérper gegen den
Tumor eine geeignete Basis fiir eine wirksame Immuncheckpointblockade ist. Die therapeutische
Effektivitat kann im Vergleich zur Immuncheckpointblockade als Monotherapie hierbei maRgeblich

angehoben werden.
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3.6.1 Induktion von Tumor-spezifischen CD8 T-Zellantworten durch Adapter-unterstiitzte
PD-1 Immuncheckpointblockade

Im Rahmen der Tumorimmuntherapie trdgt eine PD-1 Blockade wesentlich zur Induktion bzw.
Amplifikation Tumor-gerichteter T-Zellantworten bei. Im Hinblick darauf sollte untersucht werden, in wie
fern die Adapter-unterstiitzte PD-1 Blockade in der Lage ist, gegenliber der aPD-1 Monotherapie die
Frequenz Tumorantigen-spezifischer T-Zellantworten zu beeinflussen. Zur Analyse der nach PD-1
Immuncheckpointblockade bzw. der Adapter-unterstiitzten PD-1 Blockade induzierten systemischen T-
Zellantworten wurden zunachst die Splenozyten der Individuen jeweils nach Erreichen eines der
Abbruchkriterien (siehe 5.7.11) aufgereinigt. Im Anschluss erfolgte die Stimulation mit dem mutierten
MC38-Antigen Adpgk wie zuvor beschrieben (siehe 3.3.2) und die Quantifizierung IFNy-produzierender
CD8 T-Zellen im Durchflusszytometer (Abbildung 3.40 (A)). Da diese Probennahme aufgrund des
unterschiedlichen Uberlebens innerhalb der Gruppen zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Therapiebeginn erfolgte, wurde, um bessere Vergleiche zwischen den Gruppen ziehen zu kdnnen,
zusatzlich nach Ende der Therapiephase (Tag 24) einheitlich Blut entnommen. Analog zur Untersuchung
der Adpgk-spezifischen CD8 T-Zellantwort innerhalb der Splenozyten wurde diese im dem Blut der
Individuen bestimmt (Abbildung 3.40 (B)). Die Quantifizierung der Adpgk-spezifischen CD8-Antworten
innerhalb der Splenozyten zeigt, dass es bereits in Folge der PD-1 Immuncheckpointinhibition allein zu
einer deutlichen Population Tumorantigen-spezifischer CD8 T-Zellen in der Milz kommt. Erfolgt jedoch
eine PD-1 Blockade auf Basis der Adaptertherapie, so lasst sich die Frequenz dieser Zellen innerhalb der
Splenozyten deutlich um mehr als das zweifache steigern (0.16 % IFNy* CD8 Zellen im Vergleich zu
0.07 %). Die Interpretation dieser Daten ist jedoch hinsichtlich ihrer Aussagekraft schwierig, da die
analysierten Splenozyten nicht zum gleichen Zeitpunkt nach Therapiebeginn entnommen wurden. Um
eine reprasentative Aussage Uber die Wirkung der a-PD-1 Monotherapie im Vergleich zur Adapter-
unterstltzten Immuncheckpointinhibition auf die Tumor-spezifische CD8 T-Zellantwort treffen zu
kénnen, wurden Blutproben beider Gruppen zum gleichen Zeitpunkt entnommen (Tag 24 nach
Tumorinokulation). Die entsprechenden Adpgk-spezifischen CD8 T-Zellanteile im Blut finden sich in

Abbildung 3.40 (B).
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Abbildung 3.40: Adaptertherapie als Basis einer Immuncheckpointblockade resultiert in einer deutlich h6heren Frequenz
Tumorantigen-spezifischer CD8 T-Zellen in Milz und Blut verglichen zur PD-1 Blockade als Monotherapie
Der Versuch erfolgte gemaR Abbildung 3.38. Nach Erreichen eines der Abbruchkriterien (siehe 5.7.11) wurden die Tiere getotet

und einem Teil der Verswuchstiere die Milz entnommen (aPD-1 Gruppe: Tag 24, 25, 27, 30, 31, 32; aPD-1+ Adapter Gruppe: Tag
38, 39, 41, 60) An Tag 24 wurden zudem Blutproben genommen. Die Immunzellen aus (A) Milz und (B) Blut wurden mit dem
MC38-Antigen Adpgk oder einem irrelevanten Kontrollpeptid stimuliert und die IFNy Sekretion durch Zugabe von Brefeldin A
verhindert (Als Positivkontrolle erfolgte die Stimulation mit PMA/lonomycin, nicht gezeigt). Mittels Durchflusszytometrie
wurden die CD90.2* Lymphozyten identifiziert und im Anschluss die IFNy* Zellen innerhalb der CD8* Lymphozyten bestimmt.
aPD-1: Blut n=9 und Milz n=6; aPD-1 + Adapter Blut: n=9 (davon 3 tumorfrei) und Milz n=4. *p<0.05; **p<0.01; p<0.001

In beiden Gruppen (aPD-1 +/- Adapter) lieBen sich im Blut der Mause Adpgk-spezifische CD8 T-Zellen

nachweisen. Die kombiniert therapierten Tiere erreichten jedoch wesentlich héhere Anteile an Tumor-
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spezifischen T-Zellen im Vergleich zu monotherapierten (nur aPD-1) Individuen (0.09 % IFNy* CD8-Zellen
verglichen mit 0.04 %). Bei genauerer Auftrennung der Daten nach Adaptertherapie und PD-1 Blockade,
in tumorfreie (n=3) und tumortragende Tiere (n=6), ist deutlich zu erkennen, dass eine besonders hohe
Adpgk-spezifische CD8 T-Zellantwort mit einem vollstandigen Tumorregress korreliert. Tumorfreie
Mause wiesen weit ausgepragtere T-Zellantworten im Vergleich zu den tumortragenden der gleichen
Gruppe auf (0.16 % IFN* CD8-Zellen vs. 0.05 %), deren Antworten nicht signifikant héher lagen als unter
Immuncheckpointblockade allein.

Zusammenfassend konnte eine deutlich synergistische Wirkung von Adaptertherapie und
Immuncheckpointblockade gezeigt werden, einhergehend mit einem signifikanten Anstieg
Tumorantigen-spezifischer T-Zellantworten in Blut und Milz behandelter Tiere. Diese synergistische
Wirkung resultierte in einem deutlich verlingerten Uberleben mit tumorfreiem Langzeitiiberleben in

33 % der therapierten Mause.

3.6.2 Therapeutische Effizienz einer Imnmuncheckpointblockade wahrend der etablierten
Sequenztherapie aus initialer Virotherapie und anschlieBendem Antikorper-
Retargeting

Im Rahmen der unter 3.5 entwickelten Sequenztherapie aus initialer Virotherapie gefolgt von einem

Adapter-vermittelten AntikOrper-Retargeting konnte eine massive Infiltration von CD8 T-Zellen in das

Tumorgewebe beobachtet werden (vgl. Abbildung 3.36). Zudem kam es zu einer deutlichen Induktion

Tumorantigen-spezifischer CD8 T-Zellen in der Milz behandelter Individuen (vgl. Abbildung 3.37). Diese

Daten lassen vermuten, dass moglicherweise eine Immuncheckpointblockade im Kontext dieser

Sequenztherapie besonders wirkungsvoll ist. Im vorangegangen Kapitel konnte bereits eine

synergistische Wirkung aus Adaptertherapie und Immuncheckpointinhibition gezeigt werden.

Letztendlich sollte nun untersucht werden, in wie fern die Sequenztherapie als Basis einer PD-1 Blockade

die anti-tumorale Wirkung der Immuncheckpointblockade unterstiitzen kann. Im Folgenden wurden die

Therapiestrategien aus den bisherigen Versuchen in einem integrierten Behandlungsschema

zusammengefihrt (siehe Abbildung 3.41). Hierbei sollten die in Folge der Sequenztherapie aus initialer

onkolytischer Virotherapie und anschlieBender Adaptertherapie getriggerten CD8 T-Zellantworten durch
eine begleitende PD-1 Blockade amplifiziert werden. Es wurden hierzu subkutane MC38pSia-Tumore in
naiven Mausen etabliert und an Tag sechs nach Tumorinokulation mit dem onkolytischen Adenovirus
hTertAd i.t therapiert. Im Anschluss erhielten die Tiere einmalig Adaptertherapie und tber zwei Wochen
Immuncheckpointblockade (aPD-1), nur PD-1-Blockade oder blieben im Weiteren unbehandelt

(Abbildung 3.41).
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Abbildung 3.41: Integration der PD-1
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durch i.p Injektion eines aPD-1 Antikorpers. Adaptertherapie erfolgte an Tag 11 nach Zellinjektion durch i.v. Gabe von 50 g
Adapterprotein (DE1scFvpSia).

aPD-1i.p.

Das Tumorwachstum und das Uberleben wurden dokumentiert und mit zuvor erhaltenen Daten nach der
Sequenztherapie allein (Virotherapie gefolgt von Adaptertherapie) sowie ohne Therapie (0,9 % NaCl i.t.)
verglichen (Abbildung 3.42).
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Abbildung 3.42: PD-1 Immuncheckpointinhibition und Sequenztherapie aus initialer Virotherapie und anschlieBendem
Antikérper-Retargeting haben eine synergistische anti-tumorale Wirkung

Der Versuch wurde wie in Abbildung 3.41 beschrieben durchgefiihrt. Tiere erhielten Virus i.t (n=7), Virus i.t. + aPD-1 (n=5), Virus
i.t. + Adapter (n=5; Daten bereits unter Abbildung 3.28 gezeigt), Virus i.t. + Adapter + aPD-1 (n=5) oder wurden nicht behandelt
(0,9 % NaCl i.t.; n=4; Daten ebenfalls aus Abbildung 3.28). Das Wachstum der Tumore (A) sowie das Uberleben der Individuen
(B) (Abbruchkriterien siehe 5.7.11) wurde dokumentiert. (Der letzte definierte Messpunkt der einzelnen
Tumorwachstumskurven reprasentiert den letzten Messpunkt, an dem alle Tiere der jeweiligen Gruppe noch lebten). Mittleres
Uberleben in Tagen: Kontrolle: 22; Virus i.t.: 27; Virus i.t. + aPD-1: 36; Virus i.t. + Adapter: 36; Virus i.t. + Adapter + aPD-1: nicht
definiert. *p<0.05;**p<0.01
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Im Verlauf des Versuchs zeigte sich wie zuvor beobachtet eine Wachstumsverzégerung nach
intratumoraler Virusinjektion, die zu einem geringfiigig langeren Uberleben von 5 Tagen fiihrte (27 Tage
im Vergleich zu 22 Tagen in der Kontrollgruppe). Zusatzliche aPD-1 Therapie resultierte in keinem
signifikant verldngerten mittleren Uberleben, trotz einer Steigerung auf 36 Tage, gegeniiber alleiniger
Virotherapie. Es lief sich jedoch in zwei von finf der behandelten Tiere eine vollstandige
Tumorremission beobachten, ohne erneute Tumorprogression bis zum Versuchsende an Tag 80. Der
Therapieerfolg scheint daher vergleichbar mit dem nach der Sequenztherapie aus Adapter-unterstitzter
Virotherapie (siehe Abbildung 3.28), hier lag das mittlere Uberleben ebenfalls bei 36 Tagen und zwei von
fliinf der Tumore verschwanden vollstiandig. Im Gegensatz zur aPD-1-unterstlitzten Virotherapie fihrte
die adapter-unterstiitze Virotherapie jedoch anfanglich zu einer ausgepragteren Verzogerung des
Tumorwachstums, wodurch hier im Vergleich zu Virotherapie allein das Uberleben statistisch signifikant
verlangert wurde (vgl. Abbildung 3.28). Virotherapie gefolgt von Immuncheckpointblockade erzielte
allerdings ein signifikant verlangertes Uberleben im Vergleich zu unbehandelten Tieren, dies gelang
durch Virotherapie allein nicht. Eine bemerkenswerte anti-tumorale Wirkung konnte letztendlich durch
die gezielte Kombination der entwickelten Sequenztherapie aus Viro- und Adaptertherapie und
Immuncheckpointinhibition erzielt werden. Initiale Virotherapie gefolgt von Adapterbehandlung und
PD-1-Blockade fiihrte zu einer sehr starken Inhibition des Tumorwachstums und resultierte in einem
tumorfreien Langzeitliberleben bei vier von fiinf Mausen.
Diese Daten zeigen, dass durch eine gezieltes Retargeting virus-spezifischer Antikdrper nach
onkolytischer Virotherapie und der Amplifikation getriggerter anti-tumoraler T-Zellantworten durch

unterstltzende Immuncheckpointblockade eine duBert wirksame Tumorimmuntherapie moglich ist.
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4 Diskussion

Durch die Entwicklung verschiedener Tumorimmuntherapien innerhalb der letzten Jahrzehnte wurde die
Rolle des Immunsystems als wichtiger Faktor fir eine wirksame Tumortherapie deutlich. Wahrend
klassische Therapieansidtze wie Chemo- oder Radiotherapie hauptsachlich die direkte Zerstérung
malignen Gewebes als Ziel verfolgen, soll im Rahmen von neuen Tumorimmuntherapien eine effektive
Aktivierung des Immunsystems gegen den Tumor erfolgen. Entsprechende Therapiekonzepte beinhalten
unter anderem die Behandlung mit immunmodulierenden Molekiilen, wie zum Beispiel Interleukin 2, die
durch eine immunaktivierende Wirkung die Induktion anti-tumoraler Immunitat fordern (Rosenberg et
al., 1998). Andererseits kann durch den Einsatz monoklonaler Antikorper (mAbs) gegen spezifische
Strukturen auf der Tumorzelloberfliche eine effektive und gezielte Aktivierung von
Immuneffektormechanismen gegen Tumorzellen induziert werden. Hierbei kdnnen sowohl Faktoren des
Komplementsystems als auch Immunzellen, wie zum Beispiel NK-Zellen gegen Tumorzellen aktiviert
werden (Gennari et al., 2004; Hsu et al., 2010). Eine weitere Form monoklonaler Antikorper ermdoglicht
die Uberwindung Tumor-induzierter Immunsuppression durch Blockierung inhibitorischer Signale
wahrend der T-Zellaktivierung. Diese Immuncheckpointinhibitoren kdnnen effizient die Induktion Tumor-
gerichteter T-Zellantworten férdern bzw. anti-tumorale T-Zellantworten reaktivieren und selbst im
fortgeschrittenen Stadium maligner Erkrankungen noch substantielle Therapieerfolge erzielen,
einschlieBlich vollstandiger Ausheilung (Hodi et al., 2010; Schadendorf et al.,, 2015). Eine weitere
innovative Immuntherapie stellen Tumor-selektiv infizierende bzw. replizierende onkolytische Viren dar.
Im Verlauf der letzten Jahrzehnte wurden verschiedene rekombinante onkolytische Viren etabliert,
deren sichere Anwendbarkeit, hohe Tumorselektivitait und therapeutische Effizienz inzwischen in
klinische Studien bestadtigen werden konnte (Andtbacka et al., 2015; Senzer et al., 2009). Heutzutage
weill man, dass neben der Triggerung einer starken anti-viralen Immunantwort in Folge der
onkolytischen Infektion auch eine bystander-Induktion anti-tumoraler Immunreaktionen erfolgt, die
malgeblich an der therapeutischen Effizienz dieser Viren beteiligt ist (Diaz et al., 2007; Li et al., 2017).
Die in Folge der viralen Infektion entstehenden zelluldaren sowie humoralen Immunantworten gegen das
Virus behindern hierbei jedoch eine vollstandige Infektion des Tumors. Zudem limitieren sie mafigeblich
die Effektivitat einer wiederholten Applikation des gleichen Vektors (Yang et al., 1995). Eine weitere
Hirde bildet auch die hohe Seropravalenz gegenilber vielen der gangigen onkolytische Vektoren, wie
beispielsweise humanen Adenoviren (Chirmule et al., 1999; Nwanegbo et al., 2004), die auch die
Wirksamkeit der initialen Therapie vermindern. Im Rahmen dieser Arbeit sollte erstmalig eine humorale

anti-virale Immunantwort, wie sie beispielsweise durch eine frihere Infektion oder durch eine
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onkolytische Virotherapie induziert wird, fiir die Tumortherapie nutzbar gemacht werden. Es ist davon
auszugehen, dass anti-virale Antikorper einen hohen Reifungsgrad und ein geeignetes
Subklassenspektrum haben, um eine virale Infektion hocheffektiv bekdmpfen zu konnen. Eine
Umlenkung anti-adenoviraler Antikérper gegen die Oberfliche maligner Zellen kénnte daher zur
Aktivierung Antikorper-vermittelter Effektormechanismen des Immunsystems fiihren und einen anti-
tumoralen Effekt induzieren. Ein molekulares Retargeting anti-viraler Antikdrper gegen eine Tumor-
spezifische Zielstruktur stellt einen neuen innovativen Ansatz zur gezielten Therapie von
Tumorerkrankungen dar. In der hier vorgestellten Arbeit wurde ein bispezifisches Adapterprotein
verwendet, das in der Lage ist, anti-adenovirale Antikorper zu binden und deren Umlenkung gegen eine
Tumor-selektive Zelloberflachenstruktur ermoglicht. Die Mechanistik und die therapeutische Relevanz
eines solchen Adapter-vermittelten Antikérper-Retargetings wurde in vivo in verschiedenen
Tumormodellen im Rahmen einer Monotherapie sowie im Kontext weiterer Immuntherapien, wie

onkolytischer Virotherapie und Immuncheckpointblockade untersucht.

4.1 Die Auswahl eines geeigneten Antikérper-bindenden Liganden fiir ein bispezifisches
Adapterprotein

Im Rahmen eigener Vorarbeiten zu dieser Arbeit wurde ein bispezifisches Adapterprotein zum
Retargeting anti-adenoviraler Antikorper gegen eine Tumor-selektive Zielstruktur durch Fusion der
Adenovirus 5 Hexon DE1-Domane an ein single chain Fragment (scFv) gegen PolySia (aus dem
monoklonalen Antikorper 735 (Frosch et al.,, 1985)) kloniert (eigene Masterarbeit: Etablierung eines
molekularen Adapters zum Retargeting humoraler, virusspezifischer Immunreaktionen gegen solide
Tumore, 2013, Technische Universitat Braunschweig). Die Hexon-DE1 Domane befindet sich innerhalb
der exponierten Bereiche des Haupthillproteins Hexon (Rux et al., 2003) und ist daher auf der
Oberflache des viralen Kapsids fiir anti-virale Antikérper zuganglich. Im Rahmen der Vorarbeiten konnte
eine Bindung anti-adenoviraler 1gGs sowohl an die singuldre DE1-Domane als auch im Kontext des
generierten Adapters gezeigt werden. Die im Rahmen der hier vorliegenden Dissertation erfolgten
Analysen zur Quantifizierung der DE1-spezifischen anti-adenoviralen Antikérperantwort zeigen, dass ca.
1/4 bis 1/5 der virus-gerichteten 1gGs im Serum Ad5-immunisierter Mause DE1-spezifisch sind (Abbildung
3.1.). Eine Verknlpfung der DE1-Domane mit anderen Antikdrper-bindenden Domanen kénnte die
Bindung eines noch hdheren Anteils an Antikdrpern ermdoglichen. Weitere dominante Ziele der anti-
adenoviralen Antikérperantwort liegen beispielsweise im Fiber- und Pentonprotein des Virus (Gahery-
Segard et al.,, 1998). Jedoch konnten Vorversuche zeigen, dass durch eine Verlangerung der
Proteinsequenz die quantitative Aufreinigung der Proteine erschwert wird. Zudem zeigen die

weiterfiihrende Analysen, dass die DE1-Domane sich ohne Funktionsverlust in ein bispezifische Protein
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integrieren lasst und daher im Rahmen des Adapters dennoch mit ca. % der gesamten Virus-spezifischen
IgGs eine substanzielle Antikérpermenge gebunden wird (Abbildung 3.2). Die einzelnen IgG-Subklassen,
IgG1, 1gG2a, 1gG2b und I1gG3 (im humanen entsprechend IgG1, 1gG2, 1gG3 und IgG4) verfiigen Uber
unterschiedliche Potenziale, nach der Bindung ihrer jeweiligen Zielstruktur verschiedene
Effektormechanismen zu induzieren. Murine IgG1, IgG2a und IgG2b sind unter anderem in der Lage liber
die Interaktion des Immunglobulin-Fc-Teils mit Rezeptoren auf Natirlichen Killer (NK) Zellen (Lanier et
al., 1988) oder Makrophagen (Diamond and Scharff, 1980) zu interagieren und somit ADCC (Antikorper-
abhangige Zell-vermittelte Zytotoxizitat) bzw. ADCP (Antikdrper-abhangige Zell-vermittelte Phagozytose)
Mechanismen zu induzieren. Zudem ist murines IgG2a ein potenter Aktivator des klassischen sowie
alternativen Wegs der Komplementaktivierung und kann daher auch CDC (Komplement-abhingige
Zytotoxizitat) Mechanismen aktivieren (Klaus et al., 1979). Als dominante Subklasse, die in Folge einer
Infektion mit Ad5 insbesondere gegen das Ad5 Hexon gerichtet ist, stellt IgG2a dar (Gahéry-Ségard et al.,
1997). Detailliertere ELISA-Analysen der Adapter-erkennenden IgG-Subklassen zeigen, dass ein
substantieller Anteil der virus-spezifischen 1gG2a sowie 1gG1 Antikdrperantwort gegen die DE1-Doméane
gerichtet ist (Abbildung 3.3). Diese in vitro Daten zeigen, dass das Adapterprotein nach Bindung an die
Zielstruktur auf der Tumorzelloberflache tGber gebundene IgG1 und IgG2a theoretisch dazu in der Lage ist
in vivo CDC sowie ADCC Mechanismen zu induzieren. In vitro Versuche zur Komplementaktivierung
gegen gebundene Tumorzellen durch den Adapter lieferten jedoch keine Anhaltspunkt fir eine
Komplementaktivierung (3.1). Es ist bekannt, dass fir eine Komplementaktivierung eine relativ hohe
Antikorperdichte sowie ein passender Abstand zwischen den IgG-Molekiilen notwendig sind (Diebolder
et al., 2014; Valim and Lachmann, 1991). Dies wird moglicherweise im Rahmen der Adapter-gebundenen
IgGs nicht erreicht. Zudem weisen die in vivo Studien auf eine vorwiegend zelluldr-basierte

Immunaktivierung in Folge der Adaptergabe hin (siehe: 3.3.)

4.2 Auswahl geeigneter Tumor-spezifischer Liganden fiir ein bispezifisches Adapterprotein

Im Rahmen der Arbeit wurde ein Tumor-spezifisches Retargeting durch Verwendung Tumor-spezifischer
Liganden gegen Polysialinsdure (PolySia) und humanes Karzinoembryonales Antigen (hCEA) ermdglicht.
Die selektive Bindung und hohe Affinitdt des verwendeten Antikorperfragments gegen PolySia im
Adapter DElscFvpSia konnte bereits im Kontext eines anderen bispezifischen Adapterproteins zum
Retargeting von Adenoviren auf die Zelloberflache PolySia-positiver Zellen in vitro und in vivo gezeigt
werden (Kloos et al., 2015). Die selektive Bindung des scFv-Fragmentes im Rahmen des Adapters
DE1scFvpSia wurde durch FACS-Analysen mit PolySia-positiven Tumorzelllinien untersucht (Abbildung
3.4). Hierfir wurden PolySia-exprimierenden humane Lungenkarzinom-, Rhabdomyosarkom- bzw.

Neuroblastomzellen (H146, TE671 bzw. IMR32) als Kontrollen verwendet. Die FACS-Analysen zeigen,
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dass diese Zellen selektiv und in dhnlichem MaRe wie der Kontrollantikérper (mAb735 aus dem das scFv-
Fragment des Adapters stammt) durch das Adapterprotein erkannt werden, wahrend humane PolySia-
negative Zellen (Panc01-Zellen) nicht gebunden werden. Um im Anschluss in immunkompetenten
Mausmodellen mit syngenen Tumoren arbeiten zu konnen, ist die Verwendung muriner PolySia-
exprimierender Tumorzellen notwendig. Da die geldufigen murinen Tumorzellen die flir syngene
Transplantationsmodelle zur Untersuchung von Immuntherapien genutzt werden kein PolySia
exprimieren, erfolgte die Verwendung etablierter muriner Zelllinien, die in Folge retroviraler
Transduktion mit der murinen Polysialyltransferase IV (PST IV) PolySia in vergleichbarem MaRe wie
humane Zellen exprimieren (Abbildung 3.4). Zur Analyse wurde hierbei die bereits zuvor beschriebene
murine Lungenkarzinomzelllinie CMTpSia (Kloos et al., 2015) auf eine spezifische Adapterbindung hin
untersucht. Zudem wurden die murinen Tumorzelllinien MC38 (Kolonkarzinom) und B16F10 (Melanom)
zur stabilen PolySia-Expression retroviral transduziert und die Adapterbindung an diese Zellen validiert.
CMT64, MC38 und B16F10 stellen gut charakterisierte murine Zelllinien fiir die Analysen von
Tumorimmuntherapien dar, fiir die unter anderen die T-Zell-Neoepitopspektren ermittelt wurden (Castle
et al.,, 2012; Woller et al., 2015; Yadav et al., 2014), wodurch Analysen Tumorantigen-spezifischer T-
Zellantworten moglich sind. Als weitere Tumor-spezifische Zielstruktur eignet sich hCEA. CEA ist ein auf
der Zelloberflache lokalisiertes Glykoprotein, welches an der Zell-Zell-Adhasion beteiligt ist (Benchimol et
al. 1989). Es wird wahrend der embryonalen Entwicklung gebildet, wahrend es im adulten Organismus
nur gering exprimiert wird. Erneute, hohe CEA-Reexpression erfolgt jedoch in verschiedenen malignen
Tumoren, wie dem Mammakarzinom, dem Lungenkarzinom (SCLC sowie NSCLC) und dem Kolonkarzinom
(Blumenthal et al., 2007; Kim et al., 1992). Im Rahmen der Arbeit wurde als CEA-bindender Ligand eines
zweiten Adapterproteins ein anti-hCEA scFv aus dem monoklonalen Antikérper BW431/26 verwendet.
Das scFv-Fragmente wurde bereits erfolgreich fir die Entwicklung eines chimaren T-Zellrezeptors
eingesetzt (Hombach et al., 1999). Um im immunkompetenten murinen Tumormodell mit syngenem
Tumorwachstum arbeiten zu kénnen, ist die Expression von humanem CEA in murinen Tumorzellen
aufgrund der humanen Spezifitdit des Antikorperfragments notwendig. In Folge der retroviralen
Transduktion mit dem hCEA (CEACAMS5) wurde die Expression von hCEA durch die murine
Kolonkarzinomzelllinie MC38 gewahrleistet. Die hCEA-Expression wurde durch einen Kontrollantikdrper
(anti-CEACAMS5/CD66e) nachgewiesen (Abbildung 3.12). FACS-Analysen bestéatigten, dass eine selektive
Bindung der murinen PolySia-positiven Tumorzellen MC38pSia, B16F10pSia und CMTpSia Zellen sowie
die Bindung der MC38hCEA Zellen durch die entsprechenden Adapterproteine DElscFvpSia und
DE1scFvhCEA erfolgt (Abbildung 3.4 und Abbildung 3.12.). Diese Zellen eignen sich daher, um die
Wirkung eines Adapter-vermittelten Antikorper-Retargetings in vivo in murinen syngenen

Tumormodellen untersuchen zu kénnen.
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4.3 Untersuchungen zum therapeutischen Potential des Adapter-vermittelten Antikorper
Retargetings in vivo

Ein Vorversuch in meiner Masterarbeit konnte in einem Tumormodell mit intrinsischer Expression des
Adapters DElscFvpSia bzw. der DE1-Domane ohne Retargeting-Domane zeigen, dass die Sezernierung
des Adapters durch den Tumor einen Wachstums-inhibierenden Effekt hat (Abbildung 3.5). Es wurde
dadurch nachgewiesen, dass sowohl die Lokalisierung der DE1-Domane auf der Tumorzelloberflache
(durch die anti-PolySia Doméane) als auch die Existenz anti-adenoviraler Antikorper (in Ad5-immuniserten
Mausen) fir die anti-tumorale Wirkung essentiell sind. Die Expression des Adapters durch die
Tumorzellen ermdglicht jedoch keine Aussage hinsichtlich der therapeutischen Effektivitdt des Adapters
im Rahmen einer Tumortherapie. Zur Entwicklung eines geeigneten therapeutischen Ansatzes wurde
nachfolgend die Wirksamkeit des Adapters im Kontext verschiedener Applikationsrouten untersucht. Die
Effizienz der Behandlung sowie die Induktion ungewollter Begleiterscheinungen variiert zum Teil
maRgeblich zwischen verschiedenen Wegen der Applikation. Bei der Applikation eines therapeutischen
Antikorpers zur gezielten Aktivierung von T-Zellen gegen ein Melanom-spezifisches Antigen konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass eine lokale Applikation gegeniiber einer systemischen keinen
Einfluss auf die Effizienz der Therapie hat, jedoch deutlich weniger toxisch wirkt (Deppisch et al., 2015).
Im Rahmen der Arbeit wurde diesbeziglich die intratumorale Injektion des aufgereinigten Adapters mit
einer systemischen Applikation (intravends) hinsichtlich der anti-tumoralen Wirkung, sowie Induktion
ungewollter Nebenwirkungen in Ad5-immunisierten CMTpSia-tragenden Mausen evaluiert. Die DE1-
Domédne des Adapters reprasentiert als Protein viralen Ursprungs wahrscheinlich ein hoch-potentes
Antigen und konnte in immunisierten Ma&usen massive, akute Immunreaktionen hervorrufen.
Insbesondere im Rahmen einer systemischen Administration sind beispielsweise spontane hohe
Zytokinausschiittungen denkbar (,Zytokinsturm‘), die im Ernstfall dramatische Konsequenzen bis hin zum
Tod haben kénnen. Im Rahmen einer Phase | Studie mit einem monoklonalen Antikdrper gegen CD28,
reagierten Patienten auf die systemische Applikation mit einer systemischen Entziindungsreaktion,
hohem Fieber und zum Teil Organversagen (Suntharalingam et al., 2006). Dementsprechend erfolgte
eine genaue Kontrolle der hier behandelten Individuen, bei der auf verandertes Verhalten der Tiere
geachtet wurde. Dazu zdhlen deutlich verminderte oder erhéhte Aktivitdt oder Separierung von den
anderen Tieren der Gruppe. Sowohl in Folge der i.v. als auch der i.t Behandlung konnten jedoch keine
Anzeichen akuter Toxizitat beobachtet werden. Das Verhalten der therapierten Individuen entsprach
dabei dem der Tiere die eine Mock-Injektion erhielten. Leichte Nebenwirkung, die am Verhalten der
Tiere nicht unmittelbar erkennbar sind, kénnen jedoch nicht vollkommen ausgeschlossen werden. Es

lassen sich aber zumindest schwere Nebenwirkungen im hier untersuchten murinen Modell
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ausschlieBen. Unterschiede in der Effektivitdt der Behandlung zeigen sich jedoch in Abhadngigkeit des
Administrationsweges (Abbildung 3.6). Eine intratumorale Injektion des Adapters resultiert in einem
nicht messbar veranderten Tumorwachstum im Vergleich zu Kontrolltieren die das funktionslose DE1-
Protein erhielten. Im Gegensatz dazu fihrt die intravendse Gabe zu einem deutlich verzogerten
Tumorwachstum. Die Uberlegenheit einer systemischen Applikation gegeniiber der lokalen Injektion ist
moglicherweise durch eine vermehrte Bindung anti-adenoviraler Antikérper an das Adapterprotein vor
Kontakt zur Zielzelle und die dadurch effizientere Induktion von Effektormechanismen zu erkldren. Eine
mogliche Erklarung fiir die geringe Effizienz der intratumoralen Therapie kénnte zudem durch den
onkotischen Druck im Tumor zu erkldren sein. Hierbei kommt es zu einem druckbedingten
Flussigkeitsstrom aus dem Tumor, durch den ein schneller Abtransport und Verlust des injizierten
Adapters in die benachbarten lymphatischen Gewebe erfolgt (Zur Ubersicht siehe: Swartz & Lund, 2012).
Ein grolRer Vorteil einer systemischen Therapie ist zudem die Moglichkeit disseminierte Erkrankungen
mit Mikrometastasen sowie schwer erreichbare Tumore behandeln zu kénnen. Die Wirksamkeit einer
intravendsen Adapterapplikation hinsichtlich einer deutlichen Tumorwachstumsinhibition und signifikant
verlingertem Uberleben lieR sich in allen drei untersuchten Tumormodellen bestitigen (CMTpSia,
MC38pSia, B16F10pSia) (Abbildung 3.8). Die Untersuchungen zur therapeutischen Effektivitat des
Adapter-vermittelten Antikorper-Retargeting wurden hierbei jeweils in geringem Abstand zur
Immunisierung durchgefiihrt. Im Rahmen einer klinischen Anwendung wiirde dies beispielsweise die
Situation nach einer vorgeschalteten onkolytischen Virotherapie widerspiegeln oder einer akuten
adenoviralen Infektion. Die hohe Seropravalenz gegeniiber Adenovirus 5 in Patienten (Chirmule et al.,
1999; Nwanegbo et al., 2004) kénnte jedoch eine Adapter-basierte Therapie allgemein ermoglichen. Vor
diesem Hintergrund ware es interessant, ob auch in langerem Abstand zur Immunisierung ein
Antikorper-Retargeting noch therapeutische Wirksamkeit zeigt. Hierbei konnte der Uber die Zeit
abfallende Antikérpertiter im Blutserum einen limitierenden Faktor darstellen. Diese Situation wurde
durch die Therapie subkutaner MC38pSia-Tumore in Ad5-immunisierten Mausen acht Wochen nach der
Infektion simuliert (Abbildung 3.9). Die Ergebnisse bestdtigen, dass eine wirksame anti-tumorale
Therapie auch in langerem Abstand zur Infektion moglich ist und ein Adapter-vermitteltes Antikérper-
Retargeting sowohl zu einer Tumorwachstumsinhibition als auch zu einem signifikant verlangerten
Uberleben fiihrt. Die Uberlebensverldngerung war allerdings weniger ausgeprigt als im Rahmen der
Therapie in geringem Abstand zur Immunisierung (vgl. Abbildung 3.8). Neben dem Abfall des
Antikorpertiters, der insbesondere hinsichtlich der Lebensspanne im Menschen eine grofere Rolle
spielen konnte, kommt im hier untersuchten murinen Modell auch das Alter der Mause zum
Therapiezeitpunkt als limitierender Faktor in Frage. Beispielsweise kann die Fahigkeit zur Induktion von

Effektor T-Zellen in alteren Mausen vermindert sein und die Wirksamkeit anti-tumoraler Therapien
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limitieren (Ruby and Weinberg, 2009). Um sowohl den Einfluss des Alters als auch des Antikorpertiters
auf die therapeutische Wirksamkeit der Adaptertherapie ndher zu bestimmen, koénnte in
weiterfiihrenden Experimenten ein additiver Transfer von Serum Ad5-immunisierter Individuen in naive
Mause vor der Adapterapplikation erfolgen. Hierbei kénnte sowohl der Einfluss des Antikorpertiters als

auch die Bedeutung des Alters genauer untersucht werden.

4.3.1 Allgemeine Einsetzbarkeit des Antikérper-Retargetings auf eine alternative
Zielstruktur

Im Rahmen der Arbeit wurde vorwiegend das Antikorper-Retargeting gegen PolySia als Tumor-
spezifische Struktur untersucht. Die Ubertragbarkeit des Therapieprinzips auf alternative Zielstrukturen
ist eine essentielle Anforderung, um die Belastbarkeit des Antikérper-Retargetings als Therapiekonzept
zu Uberprifen. Hierzu erfolgte die Generierung eines zweiten Adapters mit einem scFv gegen humanes
Karzinoembryonales Antigen (hCEA) (Abbildung 3.12). ELISA-Daten mit Serum naiver und Ad5-
immunisierter Mause bestatigen die Funktionalitdit der DE1-Domane zur Bindung anti-adenoviraler
Antikorper im Kontext des zweiten Adapters (Abbildung 3.12) und das zumindest der Austausch gegen
strukturell dhnliche Tumor-Liganden ohne Funktionsverlust der DE1-Domane maoglich ist. Intravendse
Applikation des Adapters DE1scFvhCEA resultiert zudem in einer Wachstumsinhibition hCEA-
exprimierender MC38hCEA-Subkutantumore in immunisierten Mausen und fihrt zu einem signifikant
verlidngerten Uberleben (Abbildung 3.13). Im Vergleich zu den Daten im PolySia-Modell (Abbildung 3.8)
wird jedoch im Kontext des hCEA-Modells eine etwas schwéachere therapeutische Effektivitat im Hinblick
auf das AusmaR der Wachstumsverzdgerung und Uberlebensverlingerung erreicht. Dies kénnte durch
die vergleichsweise geringere Affinitdt des Antikdrpers BW431/26 gegen CEA mit 9 nM (Bosslet et al.,
1988) im Vergleich zu 5 nM des anti-PolySia Antikérpers 735 zu erkldren sein (Hayrinen et al., 2002).
Zudem erscheint die Antigenexpression des hCEA im Vergleich zu PolySia auf der Zelloberflache deutlich
geringer zu sein (vgl. Abbildung 3.4 und Abbildung 3.12). Dennoch zeigen die Ergebnisse, dass das
therapeutische Konzept allgemein auf eine alternative Zielstruktur libertragbar ist und auch im Kontext

schwacherer Tumor-Adapter-Interaktion noch therapeutische Wirksamkeit zeigt.

4.3.2 Therapeutische Wirksamkeit im autochthonen Tumormodell der Leber

Tumortherapien kdnnen in Modellen mit transplantierten Tumoren eine deutlich starkere Wirksamkeit
aufweisen, als natirlich in situ entstandene Tumore (Bourquin et al.,, 2010), da der Einfluss eines
natirlichen Tumor-umgebenden Mikromilieus unterreprasentiert ist. Im Rahmen des Leberkarzinoms
spielen beispielsweise dysfunktionale dendritische Zellen, mit vermindertem Potenzial zur

Antigenprasentation (Ninomiya et al., 1999) und immunsuppressive Immunzellen wie myeloide
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Suppressorzellen (Hoechst et al.,, 2008) und regulatorische T-Zellen (Kobayashi et al., 2007) eine
wesentliche Rolle. Um die Wirksamkeit des Antikdrper-Retargetings in einem Modell zu verifizieren, dass
die klinische Situation besser widerspiegelt, erfolgte die Untersuchung in einem transgenen Modell eines
singuldren PolySia-exprimierenden Lebertumors (Abbildung 3.10). Durch das definierte genetische Setup
des induzierten Lebertumors zeichnet dieser sich zudem durch eine vergleichsweise geringe
Mutationsrate und geringere Immunogenitdt im Vergleich zu den zuvor verwendeten subkutanen
Tumormodellen aus. Die Wirksamkeit der Adaptertherapie konnte auch in diesem aggressiv wachsenden
und vergleichsweise schwach immunogenen Tumormodell bestdtigt werden. Die Therapie resultiert
hierbei in einer signifikanten Uberlebensverlingerung behandelter Individuen im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe (Abbildung 3.11). Hiermit konnte die Wirksamkeit des Antikorper-
Retargetings auch in einem Modell verifiziert werden, dass die Anforderungen fiir einen spateren

klinischen Einsatz besser abbildet.

4.4 Untersuchungen zu den immunologischen Wirkmechanismen der Adaptertherapie

4.4.1 Einfluss der Adaptertherapie auf das Tumormikromilieu

Die Konversion eines immunsuppressiven Tumormikromillieus (TME) hin zu einem immunaktivierenden
Phanotyp ist ein Hauptziel der Tumorimmuntherapie. Einen ersten Hinweis auf das Potenzial der
entwickelten Adaptertherapie, die Immunkontextur des Tumors zu beeinflussen, lieferten Analysen der
tumorinfiltrierenden Immunzellen in das Tumorgewebe zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Therapiebeginn (3.3.1). In der frilhen Phase der Therapie zeigt sich, dass es zunachst zu einer
Rekrutierung konventioneller NK-Zellen in den Tumor kommt (Abbildung 3.16). NK-Zellen gehdren zu
den zytotoxischen Effektorzellen und kénnen neben der direkten Zelllyse auch maligeblich an der
Aktivierung anderer Immunzellen beteiligt sein. Durch die Ausschittung von Zytokinen, wie Interferon
gamma (IFNy) kdnnen diese beispielsweise die Stimulation und Reifung von dendritischen Zellen (DCs)
entscheidend fordern (Mocikat et al., 2003) und eine Kreuzprdsentation von Tumorantigen, die durch
NK-Zell-vermittelte Tumorzelllyse frei werden, deutlich verstirken. Es konnte diesbeziiglich gezeigt
werden, dass DCs in Anwesenheit von NK-Zellen wesentlich effektiver beim Priming von Tumorantigen-
spezifischen CD8 T-Zellen sind (Tosi et al., 2004). Eine Antikdrper-vermittelte Aktivierung einer
entsprechenden NK-Zell-abhangigen Immunkaskade konnte am Beispiel des monoklonalen mAb
Cetuximab gezeigt werden (Srivastava et al., 2013). Die Infiltration von NK-Zellen in das Tumorgewebe
nach Adaptergabe ist daher ein erster Hinweis fiir eine immunologische Aktivierung. Die nachgewiesene
Bindung von IgGl und IgG2a Antikérpern an den Adapter und die damit denkbare ,Pseudo-
Opsonisierung’ der Tumorzellen, konnte zudem zu einer direkten Rekrutierung und Aktivierung von

Phagozyten, wie zum Beispiel Makrophagen fiihren (Gl et al., 2014). Die Tumorinfiltration mit
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aktivierten Makrophagen, identifiziert durch einen CD11b- und Grl-positiven Phanotyp mit hohem
FA4/80-Expressionslevel, wird jedoch durch die Adaptertherapie zundchst nicht beeinflusst (Abbildung
3.17). Dies lasst vermuten, dass eine unmittelbare Induktion von ADCP (Antikdrper-abhangige Zell-
vermittelte Phagozytose) durch Makrophagen keine oder nur eine untergeordnete Rolle spielt. Zum
frihen Zeitpunkt werden auch die tumorinfiltrierenden Myeloiden Suppressor Zellen (MDSCs) sowie CD4
und CD8 T-Zellen kaum beeinflusst (Abbildung 3.17 bzw. Abbildung 3.18). Da T-Zellen jedoch zum
adaptiven Immunsystem zdhlen, war eine Verdanderung dieser Zellpopulationen direkt nach
Therapieinitiation nicht zu erwarten.

Im weiteren Verlauf der Therapie normalisiert sich das NK-Zell-Niveau (Abbildung 3.19.) und es kommt
zu einer Abnahme an reifen Makrophagen im Tumorgewebe (Abbildung 3.20). Diese Abnahme kdnnte
als Folge der phagozytotischen Aktivitat dieser Zellen im Rahmen der Beseitigung toter Zellen im
Tumorgewebe zu erkldaren sein. Makrophagen gehoren zu den klassischen phagozytierenden Zellen und
kénnen daher apoptotische Zellen aufnehmen und abbauen (Zur Ubersicht siehe: Erwig and Henson,
2008). In Folge dieses Prozesses kann es auch zu einer Abwanderung der Makrophagen aus dem Gewebe
und deren Absterben kommen (Bellingan et al., 1996). Demnach kénnte die Abnahme dieser Zellen im
Tumor ein sekundarer Effekt der Therapie sein, der durch die Phagozytose toter Tumorzellen
hervorgerufen wird. Interessant zu untersuchen ware jedoch auch der Einfluss der Adaptertherapie auf
die Polarisierung der tumorassoziierten Makrophagen, die in einen immunaktivierenden Subtyp (M1 )
und einen immunsuppressiven Subtyp (M2) unterteilt werden koénnen und deren Verhiltnis
beispielsweise beim Ovarialkarzinom und nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom als prognostischer Faktor
dient (Mei et al., 2016; Zhang et al., 2014).

Zum spaten Zeitpunkt wahrend der Adaptertherapie tritt neben der Abnahme an Makrophagen eine
deutliche Veranderung in den MDSC-Populationen ein (Abbildung 3.20). Hier lassen sich verschiedene
Subpopulationen abgrenzen. Dolcetti et al haben zeigen kénnen, dass insbesondere MDSCs mit einer
mittleren und geringen Grl-Expression (hier als P2 definiert) besonders immunsuppressive Eigenschaften
aufweisen, wahrend eine hohe Grl-Expression (hier P1) auf eine Subpopulation mit kaum
immunsuppressivem Potenzial hinweist (Dolcetti et al., 2010). Nach der Adaptertherapie erfolgt eine
Zunahme der P1 Population und eine Reduktion der immunsuppressiven Population P2. Dolcetti et al.
konnten sogar Hinweise liefern, dass sich die hier als P1 definierte Gr1"&" positiv auf die Induktion
Antigen-spezifischer CD8 T-Zellen auswirkt. Die erhéhte P1-Population im Tumor nach Therapie und die
gleichzeitige Abnahme der P2 Population weist daher auf eine Tendenz in Richtung abnehmender
Immunsuppression im Tumor hin. MDSCs kénnen aktiv die Angiogenese des Tumors fordern (Sorrentino
et al., 2015) und durch die Ausschittung von Zytokinen die Rekrutierung anderer immunsuppressiver

Zellen, wie regulatorische T-Zellen (Tregs) in das Tumorgewebe bewirken (Schlecker et al., 2012). Durch
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die Ausschittung von Stickoxiden kénnen MDSCs sowohl die Bindung von CD8 T-Zellen an Peptid-
beladene MHC I-Molekiile als auch die initiale Bindung prozessierter Peptide an MHC| auf der
Tumorzelloberflache inhibieren und so die Erkennung von Tumor-assoziierten Antigenen (TAAs) durch
Antigen-spezifische zytotoxische T-Zellen verhindern (Lu et al.,, 2011; Nagaraj et al., 2007). Dariber
hinaus ist bekannt, dass MDSCs neben der Inhibierung der T-Zell-Effektorfunktionen auch die Aktivitat
von NK-Zellen entscheidend hemmen koénnen (Mao et al, 2014). Die Abnahme dieser
immunsuppressiven Zellen in Folge der Adaptertherapie konnte daher die Aktivitdt von NK-Zellen sowie
die Induktion Tumor-gerichteter T-Zellen positiv beeinflussen. Im Einklang mit der Annahme einer
reduzierten Immunsuppression kommt es in Folge der Adaptertherapie zum spateren Zeitpunkt zu einem
verdanderten Verhéltnis innerhalb der CD4 und CD8 T-Zellpopulationen im Tumorgewebe (Abbildung
3.21). Hierbei fiihrt die Therapie einerseits zu einer relativen Abnahme an CDA4-positiven Zellen.
Innerhalb der CD4 T-Zellen finden sich verschiedene Subpopulationen, darunter einerseits Antigen-
spezifische CD4 T-Helfer (Th) Zellen. Sowohl Th1- als auch zu einer geringeren Effizienz Th2-Zellen sind in
der Lage in vivo sowohl CD8 T-Zell-abhangig (Nishimura et al., 1999) als auch unabhéangig Tumorzellen zu
eliminieren (Hung et al., 1998). CD4 positive Tregs hingegen kdnnen an der Immunsuppression im Tumor
maligeblich beteiligt sein und beispielsweise effizient die Effektorfunktionen anderer T-Zellen, darunter
auch zytotoxischer CD8 T-Zellen entscheidend schwéachen (Antony et al., 2005). Eine Rekrutierung von
Tregs in das Tumorgewebe erfolgt dabei unter anderem durch tumorinfiltrierende MDSCs (Schlecker et
al., 2012). Es wiére somit denkbar, dass es in Folge der Abnahme an MDSCs wahrend der Adaptertherapie
zu einer reduzierten Rekrutierung an Tregs in das Tumorgewebe kommt und somit die relative Abnahme
an CD4 T-Zellen zu erklaren ist. Dies muss jedoch durch nahere Charakterisierung der einzelnen CD4 T-
Zell-Subtypen zukinftig untersucht werden und kann zu diesem Zeitpunkt lediglich vermutet werden.
Hier ware insbesondere die Quantifizierung der Tregs im Rahmen zukiinftiger FACS Analysen durch
Integration der Treg-Marker CD25 und Foxp3 (Fontenot et al., 2003) sinnvoll.

Neben der Abnahme an CD4 T-Zellen resultiert die Adaptertherapie zum spaten Zeitpunkt in einer
deutlich erhéhten Frequenz an CD8 T-Zellen (Abbildung 3.21). CD8 T-Zellen gehoren wie die NK-Zellen zu
den zytotoxischen Effektorzellen und kénnen direkt maligne Zellen zerstéren. Ein hoher Grad an CD8 T-
Zellinfiltraten gilt bei der Mehrheit aller malignen Tumore als positiver prognostischer Faktor, darunter
beim Hepatozelluldren Karzinom (HCC) (Wada et al., 1998), malignem Melanom (Clemente et al., 1996),
Mammakarzinom (Mahmoud et al., 2011) und beim kolorektalen Karzinom (Galon et al., 2006; Nosho et
al., 2011; Pages et al.,, 2009). Als wichtiger prognostischer Faktor dient zudem das Verhaltnis von
CD8/CD4 T-Zellen (Diederichsen et al., 2003; Huang et al., 2015). Eine Verschiebung dieses Verhaltnisses
zu Gunsten von CD8 T-Zellen weist auf eine Verschiebung innerhalb des Tumormikromilieus von einem

immunsuppressiven zu einem aktivierenden Phadnotyp hin. Eine entsprechende Korrelation zwischen
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einem positiven Therapieansprechen und einer Verdnderung des CD8/CD4-Verhaltnisses zu Gunsten von
CD8 T-Zellen konnte beispielsweise beim Mammakarzinom gezeigt werden (Garcia-Martinez et al.,,
2014). Die Adaptertherapie resultiert hinsichtlich des Verhaltnisses an CD8/CD4 T-Zellen in einer klaren
Verschiebung zu Gunsten der CD8 T-Zellen im spateren Verlauf der Therapie (Abbildung 3.21). Die
erhohte Frequenz an CD8 T-Zellen und die Zuriickdrangung immunsuppressiver myeloider Zellen weist
somit insgesamt auf eine effektive Konversion des Tumormikromilieus hin und ist neben der frihen

Infiltration von NK-Zellen wahrscheinlich malSgeblich an der Adapterwirkung in vivo beteiligt.

4.4.2 Induktion Tumorantigen-spezifischer CD8 T-Zellantworten in Folge des Antikérper-
Retargetings

Immuntherapien kénnen langanhaltende anti-tumorale T-Zellantworten induzieren. Ein wesentlicher
Faktor in der T-Zell-basierten anti-tumoralen Immunantwort ist hierbei die Erkennung von Tumor-
spezifischen Neoantigenen, die auf Mutationen in codierenden Sequenzen zurlickzufiihren sind, durch
CD8 T Zellen (Lennerz et al., 2005). Diese kénnen eine relativ hohe Affinitdt zu ihren Zielzellen aufweisen,
da sie nicht der Thymusselektion unterliegen. lhr Nutzen fiir eine gezielte Therapie ist jedoch limitiert, da
sie fur jeden Tumor individuell sind. In den letzten Jahren wurden Neoepitopspektren von verschiedenen
etablierten Tumorzellen analysiert und auf immunogene Mutationen untersucht, dazu zdhlen unter
anderem die Melanomzelllinie B16F10 (Castle et al., 2012), die Lungenkarzinomzelllinie CMT64 (Woller
et al., 2015) und die in den immunologischen Analysen dieser Arbeit verwendete Kolonkarzinomzelllinie
MC38 (Yadav et al., 2014). Yadav et al. konnten unter anderem die drei immunogenen Neoepitope
Adpgk, Repsl und Dgagtl identifizieren, wobei Adpgk ein besonders dominantes Epitop ist. Der Vergleich
der Adpgk-spezifischen CD8 T-Zellantwort nach der Therapie im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen
zeigt, dass es in Folge der Adaptertherapie zu einem signifikanten Anstieg Adpgk-spezifischer CD8 T-
Zellen kommt (Abbildung 3.22). Einen Zusammenhang zwischen einer hohen Neoantigen-spezifischen T-
Zellantwort und einem klinischen Ansprechen in Patienten ist bereits bekannt (Rizvi et al., 2015; Van
Rooij et al., 2013). Auf eine therapeutische Relevanz deuten auch die besonders hohen Adpgk-Antwort in

den Individuen mit vollstandiger Tumorregression hin (Abbildung 3.40).

4.4.3 Untersuchungen zur Rolle von Makrophagen, NK-Zellen und CD8 T-Zellen an der
therapeutischen Wirkung des Antik6érper-Retargetings

Die funktionelle Beteiligung von Makrophagen, NK-Zellen und CD8 T-Zellen an der Adapter-vermittelten

anti-tumoralen Wirkung in vivo wurde durch Depletionsexperimente untersucht (Abbildung 3.23).

Obwohl Makrophagen im Verlauf der Therapie abnehmen (siehe oben), hat eine Depletion dieser

Zellpopulation  keinen  Einfluss auf die  Adapter-abhangige @ Wachstumsinhibition  und
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Uberlebensverldngerung therapierter Maiuse. Makrophagen {iben daher mechanistisch keine
wesentliche unterstiitzende Wirkung auf den anti-tumoralen Effekt des Antikdrper-Retargetings aus. Die
Depletion sowohl von NK-Zellen als auch CD8 T-Zellen hingegen resultiert in einer deutlichen Reduktion
der therapeutischen Effektivitat. Die jeweilige Depletion der einzelnen Subpopulationen fiihrt bereits zu
einem nahezu vollstandigen Verlust der Wirksamkeit, wahrend die Kodepletion beider Immunzelltypen
den therapeutischen Effekt vollstandig neutralisiert bzw. sogar in einem leicht beschleunigten
Tumorwachstum und reduzierten Uberleben der Mause im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe
resultiert. Dies weist daraufhin, dass moglicherweise bereits eine geringe natirliche (nicht Therapie-
induzierte) Tumorwachstumskontrolle durch diese Effektorzelltypen im hier untersuchten MC38pSia-
Tumormodell erfolgt. Der Verlust der Adapter-vermittelten anti-tumoralen Wirkung im Kontext beider
Monodepletionen weist jedoch auf eine mdgliche Interaktion von NK-Zellen und CD8 T-Zellen hin. Es ist
bekannt, dass NK-Zellen entscheidend zur Induktion Antigen-spezifischer T-Zellantworten beitragen
konnen (Ge et al.,, 2012; Kos and Engleman, 1996; Liu et al., 2000). Dies ist im Einklang mit dem Befund,
dass es im Rahmen der Antikorper-Retargeting-Therapie zu einer zeitlich versetzten Infiltration von NK-
Zellen zum frihen Zeitpunkt und CD8 T-Zellen zum spateren Zeitpunkt kommt (vgl. Abbildung 3.16 und
Abbildung 3.21). Um diese Abhangigkeit zu klaren, wurde der Einfluss der NK-Zelldepletion wahrend der
Therapie auf die Entstehung Tumorantigen(Adpgk)-spezifischer CD8 T-Zellen untersucht. Die NK-
Zelldepletion wahrend der Therapie inhibiert die Adapter-vermittelte Triggerung Adpgk-spezifischer
CD8 T-Zellen sehr effektiv (Abbildung 3.24). Dies bestatigt, dass eine Induktion Tumorantigen-
spezifischer CD8 T-Zellen in Folge der Adaptertherapie ein NK-Zell-abhangiger Prozess ist. In einem
murinen Lymphommodell konnte gezeigt werden, dass die Ausschittung von IFNy durch NK-Zellen zu
einer Stimulierung von dendritischen Zellen fiihrt und essentiell fir die Induktion zytotoxischer Tumor-
spezifischer CD8 T-Zellen ist (Adam et al.,, 2005). Als weiterer Faktor setzen NK-Zellen durch
Tumorzelllyse zusatzliche Tumorantigene frei, die durch Antigen-prasentierende Zellen im Anschluss
prasentiert werden konnen. In diesem Zusammenhang ware es interessant in weiterfiihrenden
Untersuchungen die Antigenprasentation durch dendritische Zellen im Tumorgewebe detaillierter zu

analysieren.

4.5 Untersuchungen zur therapeutischen Wirksamkeit auf Metastasen

Ein individueller Vergleich von Tumoren verschiedener GréRRe zum Therapiebeginn (Abbildung 3.7) weist
daraufhin, dass die Effektivitdit der Therapie bei kleineren Tumorknoten besonders hoch ist. Diese
Beobachtung lasst die Vermutung zu, dass die Antikorper-Retargeting Therapie von Metastasen,
insbesondere im frilhen Stadium der Metastasierung, besonders effektiv wirkt. Die Quantifizierung der

Tumorlast in einem Modell mit CMTpSia-Lungenkolonien zeigte, dass sowohl zu einem friihen Zeitpunkt
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nach der Therapie als auch zu einem spateren Zeitpunkt eine hocheffektive Wachstumsinhibition der
induzierten Lungenmetastasen in Folge der Adaptertherapie im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen
erfolgt (Abbildung 3.26 bzw. Abbildung 3.27). Im Rahmen der Analysen zu den tumorinfiltrierenden
Immunzellen in Folge des Antikdrper-Retargetings konnte eine friihe Rekrutierung von NK-Zellen (auch
in subkutanen CMTpSia Tumoren, Abbildung 3.25) gezeigt werden (Abbildung 3.16) und deren wichtige
Funktion in der Stimulation Tumorantigen-spezifischer CD8 T-Zellen (Abbildung 3.22). NK-Zellen kénnen
maRgeblich an der Limitierung und Eliminierung von Metastasen beteiligt sein (Brodbeck et al., 2014;
Ksienzyk et al.,, 2011). Zudem konnte in einem murinen Modell gezeigt werden, dass durch eine
Antikorper-vermittelte Stimulation der NK-Zellen mittels einer Blockade der inhibitorischen Interaktion
von CD96 mit CD155 Lungenmetastasen nach intravendser Tumorzellinjektion effektiv unterdriickt
werden konnen (Blake et al., 2016). Die Adapter-vermittelte Rekrutierung von NK-Zellen kénnte somit an
der besonders effektiven Eliminierung von Metastasen entscheidend beteiligt sein. Aufgrund dieser
Ergebnisse kdnnte ein moglicher Anwendungsbereich des Antikorper-Retargetings die begleitende
(adjuvante) Therapie zur Tumorresektion bilden. Dabei kénnte die Adaptertherapie maRgeblich zur

Limitierung des Auswachsens von Mikrometastasen bzw. eines Lokalrezidivs beitragen.

4.6 Therapeutische Konzepte zur gezielter Kombination des Adapter-vermittelten
Antikorper-Retargetings mit weiteren Tumorimmuntherapien

4.6.1 Untersuchungen zur therapeutischen Effizienz einer Sequenztherapie aus initialer
Virotherapie gefolgt von Antikorper-Retargeting

Das Antikoérper-Retargeting ermoglicht die gezielte Umlenkung humoraler Immunantworten gegen
Tumorzellen und deren effektive therapeutische Nutzung. Eine akute anti-virale Immunantwort, wie sie
in Folge onkolytischer Virotherapie entsteht, bietet daher eine geeignete Basis fur ein anschlieBendes
Antikorper-Retargeting. Es ist bekannt, dass humane Adenoviren nur zu einem geringen Mal? in der Lage
sind in murinen Zellen zu propagieren (Blair et al., 1989). Heute weilR man, dass zwar eine Infektion
erfolgt und die virale DNA sowohl repliziert als auch transkribiert wird, jedoch im Anschluss die
Proteinsynthese der viralen Proteine nur ungenigend erfolgt und daher kaum infektiose Partikel gebildet
werden (Young et al.,, 2012). Daher ist der Grad an direkter Tumorzelllyse durch Propagation viraler
Partikel in murinen Modellen limitiert. Im humanen System dirften die Auswirkungen der viralen
Tumorzelllyse erheblich groRer sein und kdnnen in einem murinen Modell nur bedingt abgebildet
werden. Dennoch konnte nach i.t. Virusapplikation des onkolytischen Adenovirus 5 hTertAd (Wirth et al.,
2003) in subkutane MC38pSia Tumore zunachst eine vorrilbergehende Tumorwachstumsinhibition im
Vergleich zur Mock-therapierten Kontrollgruppe beobachtet werden (Abbildung 3.28). Diese ist jedoch

nicht ausreichend, um das Uberleben der therapierten Tiere signifikant zu verldngern. Die initiale
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Tumorwachstumsinhibition ist nicht nur auf die Lyse infizierter Zellen, sondern vermutlich auch auf die
lokale Entziindungsreaktion zurlickzufiihren. Dies konnte auch in der vorliegenden Arbeit im MC38pSia
Tumormodell bestatigt werden (3.5.1). Die Daten der tumorinfiltrierenden Zellen drei Tage nach
intratumoraler Virotherapie zeigen, dass es zundchst zu einer Infiltration von NK-Zellen in das
Tumorgewebe kommt (Abbildung 3.30). Es ist bekannt, dass es in Folge der Behandlung mit
onkolytischen Adenoviren aufgrund der Immunreaktion auf die virale Infektion zu einer starken
Entziindungsreaktion im Gewebe kommt (Kleijn et al., 2014; Woller et al., 2011). Dies resultiert in einer
Schwachung des immunsuppressiven Mikromilieus im Tumor und fihrt zur Infiltration von Immunzellen,
wie NK-Zellen, CD8 und CD4 T-Zellen (Kleijn et al., 2017). Es ist bekannt, dass insbesondere NK-Zellen an
der friihen Eliminierung infizierter Zellen in der Leber nach systemischer Applikation adenoviraler
Vektoren beteiligt sind (Liu et al., 2000; Zhu et al., 2008). Dass NK-Zellen auch an der anti-tumoralen
Wirkung onkolytischer Virotherapie beteiligt sein kénnen, konnte beispielsweise im Rahmen der
Therapie mit einem onkolytischen Vesikular Stomatitis Virus (VSV) in einem murinen Modell mit B16
Tumoren gezeigt werden (Diaz et al., 2007). Dabei fihrte eine Depletion von NK-Zellen wahrend der
Therapie zu einem vollstandigen Verlust der Virotherapie-induzierten Tumorwachstumsinhibition. Die
Virotherapie mit hTertAd fihrt im hier untersuchten Modell jedoch nur zu einer zeitlich begrenzten NK-
Zellinfiltration, die acht Tage nach der Infektion wieder auf Werte der Kontrollgruppe absinkt (Abbildung
3.33). Zu diesem Zeitpunkt ist jedoch eine erhéhte Frequenz an CD8 T-Zellen sowie eine leicht héhere
Frequenz an CD4 T-Zellen in virotherapierten Tumoren im Vergleich zur Mock-therapierten Gruppe zu
beobachten (Abbildung 3.36). Eine wesentliche Beteiligung sowohl von CD4 als auch CD8 T-Zellen an der
therapeutischen Wirkung onkolytischer Adenoviren konnte im murinen Modell des Glioblastoms gezeigt
werden (Kleijn et al., 2017). Es ist bekannt, dass eine onkolytische Virotherapie neben der Induktion anti-
viraler T-Zellantworten auch tumor-spezifische T-Zellen triggert, die maRgeblich fiir die therapeutische
Effektivitat sind (Diaz et al., 2007; Li et al., 2017). In Folge der Virotherapie im hier verwendetet
MC38pSia-Tumormodell erfolgt ebenfalls eine Triggerung Tumorantigen-spezifischer CD8 T-Zellen
(Abbildung 3.37). Dies stimmt mit Befunden im CMT64-Tumormodell Gberein, auch hier erfolgte eine
Triggerung Neoantigen-spezifischer CD8 T-Zellen in Folge intratumoraler Therapie mit hTertAd (Woller et
al., 2015). Die Daten im MC38pSia-Modell zeigen, dass es in Folge der Therapie zu einer erhéhten
Frequenz Adpgk-spezifischer CD8 T-Zellen kommt, die jedoch nicht signifikant gegeniiber der Mock-
therapierten Kontrollgruppe erhoéht ist. Hierbei muss allerdings bericksichtigt werden, dass die
Quantifizierung einer einzelnen Neoepitop-spezifischen T-Zellantwort nur einen Ausschnitt der gesamten
Neoantigenom-spezifischen Immunantwort darstellt und bekannt ist, dass es nach der Virotherapie
zusatzlich zu einem Epitope-Spreading kommt (Woller et al., 2015). Die Daten zeigen zusammenfassend,

dass es in diesem Modell in Folge der Virotherapie zu einer voriibergehenden Aktivierung des
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Tumormikromilieus kommt, dargestellt durch die Infiltration von NK-Zellen und nachfolgend der
Infiltration von T-Zellen, sowie eine Triggerung Tumor-spezifischer CD8 T-Zellen erfolgt. Dennoch fallt der
therapeutische Effekt der Monotherapie eher moderat aus. Die Sequenztherapie aus initialer
Virotherapie und anschlieBendem Retargeting induzierter anti-viraler Antikdper hingegen fuhrt zu einer
deutlich erhéhten therapeutischen Wirksamkeit (Abbildung 3.28). Dies weist auf eine synergistische anti-
tumorale Wirkung beider Therapien nach gezielter Kombination hin. Analysen tumorinfiltrierender Zellen
zeigen, dass das Adapter-basierte Retargeting Virotherapie-getriggerter Antikorper zu einer erneuten
starken Infiltration von NK-Zellen fiihrt (Abbildung 3.33). Zudem nimmt die Haufigkeit
tumorinfiltrierender CD8 T-Zellen weiter zu (Abbildung 3.36), wodurch das Verhaltnis an CD8 T- zu CD4 T-
Zellen in Folge der Sequenztherapie deutlich zu Gunsten der CD8 T-Zellen verschoben wird. Die gezielte
Sequenztherapie aus Viro- und Adaptertherapie fiihrt somit zu einer Amplifikation der Virus-getriggerten
intratumoralen Infiltration von NK-Zellen sowie CD8 T-Zellen. Zudem war nur in Folge der
Sequenztherapie eine signifikante Abnahme immunsuppressiver MDSCs im Tumorgewebe festzustellen
(Abbildung 3.34). MDSCs kénnen, wie bereits erwdhnt, die anti-tumoralen Effektorfunktionen von NK-
Zellen sowie CD8 T-Zellen entscheidend schwachen (Lu et al.,, 2011; Mao et al., 2014; Nagaraj et al.,
2007). Beispielsweise resultierte der Einsatz des Chemotherapeutikums Gemcitabine, das zu einer
Reduktion immunsuppressiver MDSCs flihrt, in einer erhohten zytotoxischen Aktivitdt von CD8 T-Zellen
und NK-Zellen in Tumor-tragenden Mausen und einer verbesserten anti-tumoralen Wirkung (Suzuki et
al., 2005). Eine praklinische Studie zur Kombination von Gemcitabine und einem onkolytischen Reovirus
zur Therapie des Ovarialkarzinoms konnte zeigen, dass die Reduktion von MDSCs die virus-vermittelte
Triggerung Tumor-gerichteter T-Zellantworten férdert (Gujar et al.,, 2014). Die Reduktion der
immunsuppressiven MDSCs in Folge der Sequenztherapie kdnnte somit maRgeblich an der gezeigten
Effektivitat der T-Zellantworten dieser Therapieform beteiligt sein. Es konnten im weiteren Gr1(Ly-6C/Ly-
6G)-positive CD8 T-Zellen identifiziert werden, die in Folge der Virotherapie, aber insbesondere nach der
Sequenztherapie deutlich zunehmen und deren Bedeutung noch genauer untersucht werden sollte
(Abbildung 3.35). Es ist bekannt, dass Ly6C auf CD8 Gedachtnis-T-Zellen exprimiert wird und diese sich
durch eine besonders schnelle Reaktivierbarkeit in Folge eines erneuten Antigenkontaktes und eine hohe
IFN,-Ausschiittung auszeichnen (Matsuzaki et al., 2003; Pihlgren et al., 1996; Walunas et al., 1995). Dies
weist daraufhin, dass moglicherweise durch die Sequenztherapie eine effektive Expansion bzw.
Infiltration vorhandener Antigen-erfahrener CD8 Gedichtnis-T-Zellen erfolgt. In Ubereinstimmung mit
dieser Annahme konnte anhand der Quantifizierung Adpgk-spezifischer CD8 T-Zellen gezeigt werden,
dass es in Folge der Sequenztherapie im Vergleich zur alleinigen Virotherapie nicht nur zu einer lokal
erhohten Frequenz von CD8 T-Zellen im Tumorgewebe kommt, sondern auch eine deutliche

Amplifikation systemisch getriggerter Tumorantigen-spezifische CD8 T-Zellen erfolgt (Abbildung 3.37).
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Die Korrelation zwischen dieser hohen Tumorantigen-spezifischen T-Zellantwort und der sehr guten
therapeutischen Wirkung, darunter teilweise vollstdndige Tumorremissionen (vgl. Abbildung 3.28),

deutet auf die funktionelle Beteiligung dieser Zellen am Therapieerfolg hin.

4.6.2 Antikorper-Retargeting als Basis fiir eine effiziente Inmuncheckpointblockade

Die Therapie von Tumorerkrankungen mit Immuncheckpointinhibitoren ist eine innovative und
gleichzeitig effektive Moglichkeit die Tumor-vermittelte Inhibition von T-Zellantworten zu reduzieren und
dadurch langanhaltende anti-tumorale Immunitdt zu induzieren. Die therapeutische Wirksamkeit von
Immuncheckpointinhibitoren konnte in verschiedenen klinische Studien zunachst fir das maligne
Melanom (Hodi et al., 2010) sowie mittlerweile auch im Kontext anderer Tumorentitdten, wie dem
Nierenzellkarzinom oder dem nichtkleinzelligen Lungenkarzinom nachwiesen werden (Brahmer et al.,
2012; Topalian et al.,, 2012). Dennoch zeigen auch diese Studien einen hohen Anteil an Therapie-
resistenten Tumoren. Als limitierende Faktoren fir die Wirksamkeit der Immuntherapie wurden
mittlerweile verschiedene Parameter identifiziert. Eine hohe Expression des inhibitorischen Rezeptors
PD-L1 im Tumorgewebe korreliert zum Beispiel mit einem besseren Ansprechen auf PD-1
Immuncheckpointblockade (Passiglia et al., 2016; Snyder et al., 2014). Als weiterer prognostischer Faktor
fir ein Therapieansprechen konnte auch ein hoher initialer Grad an Lymphozyteninfiltraten im
Tumorgewebe identifiziert werden (Budczies et al., 2017; Ji et al., 2012). Hierbei ist insbesondere die
hohe Frequenz Tumor-spezifischer CD8 T-Zellen mit dem Erfolg einer Immuncheckpointinhibition
assoziiert (Yuan et al., 2011). Im Einklang damit konnten Rizvi et al. zeigen, dass eine hohe Neoantigen-
Last ein wichtiger Faktor fiir ein Therapieansprechen ist und der Anstieg Neoantigen-spezifischer T-Zellen
mit einer Tumorregression korreliert (Rizvi et al., 2015). Die immunaktivierende Konversion des
Tumormikromilieus durch das Antikorper-Retargeting und die damit einhergehende Triggerung
Tumorantigen-spezifischer CD8 T-Zellen konnte daher die  Erfolgswahrscheinlichkeit einer
Immuncheckpointinhibition erhéhen. Im MC38pSia-Modell fiihrt eine anti-PD-1 Monotherapie zu einer
voriibergehenden Tumorwachstumsinhibition und einem verlangerten mittleren Uberleben (Abbildung
3.39). Es tritt jedoch noch wahrend der Therapie ein erneuter deutlicher Tumorprogress ein, wodurch
langfristig von einer Resistenz gegeniiber der Immuncheckpointinhibition in diesem Tumormodell
ausgegangen werden kann. Dies deckt sich mit den Ergebnissen anderer Studien, die zeigen konnten,
dass MC38-Tumore nur partiell auf PD-1 Blockade als Monotherapie ansprechen (Juneja et al., 2017,
Selby et al., 2016). Im Gegensatz dazu resultiert eine Adaptertherapie mit PD-1 Blockade in einer
wesentlich erhohten anti-tumoralen Wirkung. Dies zeigt sich durch ein sehr deutlich inhibiertes
Tumorwachstum und ermoglicht ein teilweise tumorfreies Langzeitiiberleben der behandelten

Individuen (Abbildung 3.39). Im Einklang dazu konnte anhand der Adpgk-spezifischen CD8 T-Zellantwort
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gezeigt werden, dass die Adapter-unterstiitzte PD-1 Blockade in einer deutlich erhéhten Frequenz
Tumorantigen-spezifischer CD8 T-Zellen im Vergleich zur anti-PD-1 Monotherapie resultiert (Abbildung
3.40). Eine besonders hohe Tumorantigen-spezifische CD8 T-Zellantwort konnte hier im Blut derjenigen
Individuen nachgewiesen werden, die eine vollstandige Tumorremission erfuhren. Dies weist daraufhin,
dass die untersuchten Neoepitop-spezifischen CD8 T-Zellantworten zur therapeutischen Effektivitat
beitragen. Dies wird durch andere Studien gestiitzt, in denen eine Korrelation zwischen einer hohen T-
Zellantwort gegen ein spezifisches Neoantigen und einer Tumoremission gezeigt werden konnte (Rizvi et
al., 2015; Van Rooij et al., 2013). Diese Daten bestatigen, dass das Antikorper-Retargeting, durch die
Immunaktivierung und die Triggerung Tumor-spezifischer T-Zellen, Tumore fiir eine nachfolgende
Immuncheckpointinhibition effektiv sensitiviert. Flir einen spateren klinischen Einsatz ist eine Induktion
von Antikdrpern fir das Tumor-Retargeting sowohl nach onkolytischer Virotherapie als auch durch die
Nutzung pravalenter Immunantworten denkbar, da dieser Ansatz nicht invasiv ist. Gegeniiber humanen
Adenoviren, darunter auch dem Serotyp 5, besteht eine Antikorper-Pravalenz in einem GroRteil der
Bevolkerung (Chirmule et al., 1999; Nwanegbo et al., 2004). Ein Austausch der Antikorper-bindenden
Domaéne des Adapters, gegen die anderer Virustypen mit hoher Antikorper-Seropravalenz oder gegen die

sogar ein genereller Impfschutz besteht, konnte zudem das Anwendungsspektrum weiter verbreitern.

4.6.3 Virotherapie-Antikorper-Retargeting-Sequenz als Basis fiir PD-1
Immuncheckpointblockade

Im Vergleich zur jeweiligen Monotherapie ist die Sequenztherapie aus initialer Virotherapie und
anschlieRendem  Antikorper-Retargeting eine hoch wirksame Therapiestrategie, die ein
Langzeitliberleben ermoglichen kann (Abbildung 3.28). Die synergistische Wirkung wird sowohl durch die
starke Immunaktivierung im Tumorgewebe als auch die deutliche Induktion Tumorantigen-spezifischer
CD8 T-Zellen untermauert (Abbildung 3.37). Diese hocheffektive Immunaktivierung kdnnte sich als Basis
einer PD-1 Blockade als besonders effektiv erweisen. Um Tumore fiir eine Immuncheckpointinhibition zu
sensitivieren, werden zunehmend onkolytische Viren als geeigneter Immunaktivator diskutiert.
Praklinische Studien konnten zeigen, dass die immunaktivierende Wirkung einer onkolytischen
Virotherapie, Tumore effektiv fiir eine Immuncheckpointblockade zugénglich macht (Engeland et al.,
2014; Woller et al., 2015; Zamarin et al., 2014). Die synergistische Wirkung beider Therapien beruhten
dabei unter anderem auf der Amplifikation Virus-getriggerter Tumorantigen-spezifischer T-Zellantworten
durch die anschlieBende Immuncheckpointinhibition (Woller et al., 2015). Eine erste Studie an Patienten,
die eine Kombinationstherapie aus dem bereits fiir die Therapie des malignen Melanoms zugelassenen
onkolytischen Herpesvirus T-Vec und Ipilimumab (anti-CTLA-4) erhielten, lieferte bereits erste positive

Ergebnisse, die auf eine erhohte Wirksamkeit der Kombination hindeuten (Puzanov et al., 2016). Eine
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synergistische Wirkung aus Virotherapie und anti-PD-1 Immuncheckpointinhibition kann auch im
MC38psia Tumormodell beobachtet werden (Abbildung 3.42). Hierbei erzielt die Kombinationstherapie
eine ahnliche therapeutische Wirkung hinsichtlich des Langzeitliberlebens der Versuchstiere wie die
Kombination aus Adaptertherapie und PD-1 Blockade. Dies bestatigt, dass sowohl die in Folge der
Virotherapie als auch der Adaptertherapie induzierten anti-tumoralen Immunantworten fiir eine
nachfolgende Immuncheckpointinhibition geeignet sind.
Die gezielte und zeitlich abgestimmte Kombination verschiedener Therapien zur kontinuierlichen
Immunaktivierung und Uberwindung entwickelter Resistenzen ist eine zentrale Herausforderung an
kiinftige Tumorimmuntherapien. In der hier vorliegenden Arbeit konnte in diesem Zusammenhang ein
hocheffektives integriertes Therapieschemas aus initialer onkolytischer Virotherapie, gefolgt von
Adapter-vermitteltem Antikbrper Retargeting zur effektiven Immunaktivierung und einer
Immuncheckpointinhibition gegen PD-1 zur anschlieBenden Amplifikation der getriggerten Tumor-
gerichteten T-Zellantworten entwickelt werden (3.6.2). Im verwendeten MC38pSia Modell fihrt diese
gezielte sequenzielle Therapie zu einer vollstandigen und dauerhaften Tumorremission in einem GroRteil
der behandelten Mause (Abbildung 3.42). Diese Daten zeigen, dass eine aufeinander aufbauende,
gezielte Kombination verschiedener Immuntherapien, einschlieflich des hier entwickelten Antikérper-
Retargetings, eine hoch effiziente Behandlung darstellt, die bestehende Resistenzen gegen die jeweiligen
Monotherapien liberwinden kann und einen neuen Ansatz fiir die erfolgreiche Therapie solider Tumore

darstellt.
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4.7 Ausblick
In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass das Retargeting viraler Antikorper gegen Tumore
mittels bispezifischer Adapterproteine eine wirkungsvolle neue Strategie einer Tumorimmuntherapie
darstellt. Im Rahmen der Arbeit konnten einige immunologische Mechanismen, die fiir die Wirksamkeit
des Antikdrper-Retargetings verantwortlich sind, aufgeklart werden. Dabei konnte ein reduzierender
Effekt auf die CD4-Population im Tumor festgestellt werden. Hier ware zukiinftig eine Detailanalyse
einzelner CD4-Subpopualtionen interessant, um unter anderem zu zeigen, ob moglicherweise bevorzugt
regulatorische T-Zellen reduziert werden oder die Therapie Einfluss auf die Frequenz von T-Helfer Zellen
und deren Th1/Th2-Polarisation hat. Dariiber hinaus spielt die NK-Zell-abhdngige Induktion
Tumorantigen-spezifischer CD8 T-Zellen eine herausragende Rolle bei der Therapie. Dendritische Zellen
bilden eine entscheidende Schnittstelle des T-Zellprimings, daher waren weiterfihrende Analysen der
Antigen-prasentierenden Zellen im Tumor interessant, um den Einfluss auf die Kreuzprasentation von
Tumorantigenen zu untersuchen. Zusatzlich konnte eine erweiterte phanotypische Charakterisierung
oder ein adoptiver Transfer, der in Folge der Sequenztherapie aus Virotherapie und Antikorper-
Retargeting rekrutierten Grl-positiven CD8 T-Zellen interessante Aufschlisse lber die Funktionalitdt und
die Bedeutung dieser Zellen fiir die Therapie liefern. Eine Ubertragbarkeit des Antikérper-Retargetings
auf alternative Zielstrukturen durch den Austausch des Tumor-spezifischen Liganden kann ohne
Funktionsverlust der Antikorper-bindenden Domane des Adapters erfolgen. Zukiinftig sollte auch die
Erweiterbarkeit der Antikdrper-bindende Domane durch zusatzliche Epitope des Viruskapsids,
beispielsweise aus Penton oder Fiber oder der Austausch gegen andere B-Zellantigene anderer Viren
untersucht werden, um die Ubertragbarkeit auf weitere Infektions-bedingte Immunisierungsszenarien zu
ermoglichen. Interessant ware beispielsweise der Austausch gegen eine Antikorper-bindende Doméane
eines alternativen Virus, das nicht nur virotherapeutisch genutzt wird, sondern gegen das ein
weitreichender Impfschutz und somit eine breite Seroprédvalenz existiert, wie z.B. das Masernvirus.
Dadurch konnte einem breiten Spektrum an Patienten ohne aufwendige Voruntersuchungen ein
Antikorper-Retargeting zuganglich gemacht werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine besonders
effiziente Eliminierung Metastasen durch das Antikorper-Retargeting ermoglicht wird. Flir den Erfolg
einer chirurgischen Tumorentfernung spielt die Limitierung nicht detektierbarer Mikrometastasen, die
nach der Entfernung des Primartumors auswachsen koénnen, eine wesentliche Rolle fiir das
progressionsfreie Uberleben der Patienten. Das Antikdrper-Retargeting kénnte eine vielversprechende
Strategie darstellen, um nach der chirurgischen Entfernung des Primartumors das Metastasenwachstum

und die Bildung eines Lokalrezidivs effektiv zu unterdricken.
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5 Material und Methoden

5.1 Gerdte

Tabelle 5.1 Verwendete Gerate
Gerdatebezeichnung
Entwicklungsmaschine Curix 60
Blotkammer Fast Blot B44

Blotkammer Netzgerat EPS 200
Durchflusszytometer (FACS) FACSCantoTM Il
E. Coli Pulser

Einbetter

Elektroporator
Gelelektrophoresekammer Typ BM 200/2
Gelelektrophorese Netzgerat ST606
Inkubator

Kihlzentrifuge 5417 R

Kihlzentrifuge Avanti™ J-25
Kihlezentrifuge Multifuge X1R
Luminator

Mr. Frosty Einfriergerat

Photometer

SDS-Gelkammer Minigel Twin Typ G42
SDS-Gelkammer Netzgerat Standard Power Pack
P25

Schittelinkubator SM 30 Control
Schwenker DUOMAX 1030
Thermomixer Comfort
Uberkopf-Schwenker Reax 2
Ultrazentrifuge

UV-Transilluminator GelDoc 2000
Vortex Reax 2000

Wasserbad F12

Zellkultur-CO; Inkubator Typ MCO-18AIC
Zentrifuge 5415 D

Material und Methoden

Hersteller

Agfa

Biometra

Pharmacia Biotech

BD

Bio-Rad

Leica TP1020

Square Wave CUY21SC NEPAGENE
Boehringer Ingelheim
GIBCO

Memmert

Eppendorf

Beckman Coulter

Thermo Scientific Hearius
Lumat Berthold LB9507
Thermo Scientific Nalgene
BioTEK Instruments
Biometra

Biometra

Edmund Biihler
Heidolph Instruments
Eppendorf

Heidolph

Beckmann

Bio-RAD

Heidolph

Julabo

SANYO

Eppendorf
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5.2 Materialien

5.2.1 Antikorper

Tabelle 5.2 Verwendete Antikorper

Material und Methoden

FACS
Spezifitat Klon Konjugat Hersteller
a-c-myc 9E11 Santa Cruz Biotechnologie
a-human CD66e (CEA) CB30 eBioscience
a-mouse CD4 GK1.5 APC/FITC/PE BioLegend
a-mouse CD8a 53-6.7 PE/FITC BioLegend
a-mouse CD11b M1/70 PE/FITC BioLegend
a-mouse CD11c APC BioLegend
a-mouse CD16/32 (TruStain fcX™) 93 BioLegend
a-mouse CD45.2 104 PerCP BioLegend
a-mouse CD49a HMal APC BioLegend
a-mouse CD49b DX5 FITC BioLegend
a-mouse CD90.2 30-H12 PerCP BioLegend
a-mouse CD103 PE BioLegend
a-mouse CD279 (PD-1) 29F.1A12 PE/FITC BioLegend
a-mouse IgG Polyklonal Biotin eBioscience
a-mouse F4/80 PMS8 FITC BioLegend
a-mouse IFN-y XMG1.2 APC BioLegend
o-mouse Ly-6G/Ly-6C (Gr-1) RB6-8C5 APC BioLegend
a-mouse NK-1.1 PK136 FITC/PE BioLegend
e Prof. Dr. Rita Gerardy-
a-polysialic acid 735 Schahn
Isotyp mouse IgG1 15-6E10A7 abcam
Streptavidin PE eBioscience
Westernblot/Histologie/ELISA

Spezifitat Klon Konjugat Hersteller
a-human CD66e (CEA) CB30 eBioscience
a-mouse CD45 13/2.3 abcam
a-c-Myc 9E11 HRP Santa Cruz Biotechnologie
a-polysialic acid 735 Prof. Dr. Rita Gerardy-

Schahn
Horse a-mouse IgG Polyklonal HRP Cell Signaling
Isotyp mouse IgG1 15-6E10A7 abcam
Isotyp rat IgG2b eB149/10H5 abcam
goat a-rat IgG (H+L) Polyklonal Biotin ThermoFisher scientific
goat a-Mouse IgG (H+L) Polyklonal Alexa Fluor® 555 | ThermoFisher scientific
Rat a-Mouse IgG1 LO-MG1-2 HRP Invitrogen
Rat a-Mouse IgG2a LO-MG2a-3 HRP Invitrogen

In vivo Experimente

Spezifitdt Klon Hersteller
a-mouse PD-1 (CD279) RMP1-14 BioXCell
a-mouse NK1.1 PK136 BioXCell
a-mouse CD8 116-13.1 BioXCell
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5.2.2 Peptide

Tabelle 5.3: Verwendete Peptide

Material und Methoden

Aminosaureaustausche gegentiber dem Wildtyp-Antigen sind unterstrichen

Bezeichnung Sequenz Hersteller
DBP43 (adenovirus DNA-binding protein) FALSNAEDL Prolmmune
Spnb2 R913L (Spectrin-p) VAVVNQIAL Prolmmune
Adpgk (MC38 Neoantigen) ASMTNMELM | Prolmmune
Ndufs V491A (CMT64 Neoantigen) AAVSNMVQKI | Prolmmune
5.2.3 Chemikalien und Enzyme

Tabelle 5.4: Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

Produkt Hersteller

1 kb* DNA Ladder

Adenin Triphosphat (ATP)

Agar Select

Ammonium Persulfat (APS)

Ampicillin

Ampuwa® Wasser

Antarctic Phosphatase + Puffer

Antigen retrieval pH9 (10x)

ATP

Brefeldin A (1000x/5 mg/ml))

BSA (bovine serum albumin, fraction V, pH=7)
Casiumchlorid

Cell Dissociation Buffer, Enzyme-Free, PBS-based

Clodronat-Liposomen

Collagenase Typ IA & IV
D-Glucose

D-Luciferin Natriumsalz
Deoxynucleotide (dNTPs)
Deoxyribonuclease 1(DNAse)
Dispase

Dithiothreitol (DTT)

DNA Polymerase I, Large (Klenow) Fragment
Eosin Y Solution Aqueous
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Faramount Mounting Medium
Fotales Kalberserum (FCS)
G418 (50mg/ml)

Glycerol

Glycin

Glycylglycin

Hefeextrakt

Histostain Streptavidin-HRP
Hyaluronidase

Immidazol
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New England BiolLabs
New England BiolLabs
Invitrogen™

Merck

Sigma-Aldrich
Fresenius Kabi

New England BiolLabs
Dako

New England BiolLabs
BiolLegend

Serva

AppliChem

gibco® by life technologies™
ClodronatelLiposomes
Nico van Rooijen
Sigma-Aldrich

Merck

Sigma-Aldrich
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Promega

New England BiolLabs
Sigma-Aldrich

J.T. Baker

J.T. Baker
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Dako

gibco® by life technologies™
Biochrom (Merck)
gibco® by life technologies™
Bio-Rad
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH
Invitrogen™
Sigma-Aldrich
AppliChem



Produkt

lonomycin Calciumsalz

Isopropanol

Isotonische Kochsalzlosung
Kaliumchlorid (KCI)

Ketamin (100 mg/ml Losung)
L-Histidin

Lipofectamin (2000 reagent)

Lysozym

Magnesiumulfat (MgS0,)
Mausserumalbumin (MSA)

Methanol

Mikrobiologisches Magermilchpulver
Na;HPO4

NaCl

NaH;PO,4

Natriumdodecylsulfat (SDS - Sodium dodecyl sulfate)
NEB Puffer 1.1/2.2/3.1/CutSmart (10x)
MEM NEAA (100x)

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Magnesiumsulfat (MgSQOa4)
Natriumchlorid (NaCl)

Na-EDTA

Natriumpyruvat (100x)

Ni-NTA Agarose (Beads)

Q5™ (Hot Start High-Fidelity) DNA-Polymerase
Paraformaldehyd

Paraffin

Phorbol 12-myristate 13-acetat (PMA)
Polybrene

DPBS (10x) — Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
PCR-Primer

Pepton

PeqGold Prestained Protein Marker IV
Phusion Hot-Start 1| DNA-Polymerase
Polyethylenimin (PEI)

Puromycin Dihydrchlorid

RBC(Red Blood Cell)-Lyse-Puffer (10x)
Restriktionsendonukleasen
Ribonuklease (RNAse)

Rompun (2 % Losung)

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)

Sucrose

T4 DNA Ligase + Puffer (10x)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trisbase

TRIS/EDTA-Puffer (TE; Endotoxin frei)
Triton X-100

Trypanblau

Trypsin/EDTA-L6sung (10x)
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Hersteller
Sigma-Aldrich

Merck

Braun

Merck

Albrecht

Roth

Invitrogen
Sigma-Aldrich

Merck

Sigma-Aldrich

J.T. Baker

Merck

J.T. Baker

J.T. Baker

Merck

Sigma-Aldrich

New England BiolLabs
gibco® by life technologies™
Merck Schuchardt
Merck

J.T. Baker
Calbiochemie

gibco® by life technologies™
Qiagen

New England BiolLabs
Merck

Medite GmbH
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

gibco® by life technologies™
Eurofins

Carl Roth GmbH
Peglab Biotechnologie GmbH
Thermo Scientific
Polyscience, Inc.
Sigma

BioLegend

New England BiolLabs
Boehringer

Bayer

Roth

ICN Biomedicals
New England BiolLabs
Sigma-Aldrich
Applichem

Qiagen

Sigma

Sigma

Biochrom (Merck)



Produkt

Trypton

Tween 20

UltraPure Agarose
Wasserstoffperoxidlosung (H,0;) 3 %
X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent

5.2.4 Verwendete Materialien

Tabelle 5.5: Verwendete Materialien

Produkt

15 ml Réhrchen

50 ml R6hrchen

Amersham Hyperfilm™ ECL High Performance
chemiluminescence film

Cell Strainer 40 pum Nylon

Chirurgisches Nahtmaterial (Stdrke 4/0 und 6/0)
Deckglaser (Menzel)

Dialysekassetten Slide-A-Lyzer™ 0,5-3 ml
Einbettkassetten

Einmalkanilen Sterican (G21/G24/G26/G27)
Elektroporationskivetten (Gene Pulser)
FACS-R6hrchen

Filter Filtropur ¢ 0,2 um & @ 0,45 pum
Immobilon-P Transfer Membran

Multiply PCR-Platte 96-Well

Nunc MaxiSorp® flat-bottom 96-Well Platten
Objekttrager

Objekttrager Super Frost

Operationsbesteck

Pipettenspitzen; Filtertips

PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membran
ReaktionsgefdaRe 1,5 ml & 2 ml
Reaktionsgefall 5 ml

Serologische Pipetten (2 ml; 5 ml; 10 ml; 25 ml)
Spritzen Omnifix®-F (1 ml/2 ml/5 ml/10 ml/25 ml)
Wattestdabchen

Whatmanpapier

Zellkulturflaschen T25 & T75 TC treated
Zellkulturplatten 12-Well/24-Well/96-Well
Zellkulturschalen ¢ 6 cm

Zellkulturschalen ¢ 10 cm

Zellschaber

Zentrifugationsréhrchen Ultra Clear

Hersteller
FlukaBiochemica
Sigma

GIBCO BRL
Bernd Kraft
Roche

Hersteller
Sarstedt
Greiner

BD Falcon™

Catgut

Thermo Scientific
ThermoScientific
Medite GmbH

Braun

Bio-Rad

Sarstedt

Sarstedt

Millipore

Sarstedt

Affymetrix eBioscience
Thermo Scientific
Thermo Scientific

Fine Science Tools
Sarstedt

Merck Millipore
Sarstedt

Eppendorf

Sarstedt

Braun

Heinz Herenz Hamburg
Fisher Scientific GmbH
Sarstedt

CELLSTAR®

Sarstedt

CELLSTAR®

Sarstedt

Beckmann

Material und Methoden

GE Healthcare Life Sciences



5.2.5 Maedien

Tabelle 5.6: Verwendete Medien
Produkt

DMEM (1X) + GlutaMAX™-|
optiMEM™

RPMI 1640 (1x) + GlutaMAX™-|

Material und Methoden

Hersteller

gibco® by life technologies™
gibco® by life technologies™
gibco® by life technologies™

5.2.6 Kits

Tabelle 5.7: Verwendte Kits
Produkt

AdenoX™ Rapid Titer Kit
Plasmid Maxi Kit Endo free(25)
Protein-Assay Kit (Bradford)

Western Lightning™ PlusECL Enhanced

Chemiluminescence Substrate

ZymoPURE™ Plasmid Maxiprep Kit

5.2.7 Puffer und Losungen

Bakterienkultur:
LB Medium

NaCl

Pepton
Hefeextrakt

SOC Medium
Trypton
Hefeextrakt
NaCl

MgCl,
MgSO,
Glucose

Lyse-Puffer
Stet-Puffer

Lysozym

ELISA:

Coating Buffer (ECB) pH 9.5
NaHCO;

Na,CO

0,5 % (m/v)
1% (m/v)
0,5 % (m/v)

2% (m/v)
0,5 % (m/v)
0,05 % (m/v)
10 mM

10 mM

0,4 % (m/v)

3,3 % (v/v)

200 mM
80 mM

Hersteller
Clontech
Qiagen
Bio-Rad

PerkinElmer

Zymo Research

Amp-Selektionsmediumplatten

LB-Medium

Agar 1,5 % (m/v)
Ampicillin 100 pg/ml
Stet-Puffer pH=8.0

Trisbase 50 mM
EDTA 50 mM
Sucrose 8 % (m/v)
Triton X 0,5 %(v/v))
TE pH=8,0

Trisbase 10 mM
EDTA 1mM
Blocking Buffer

1x PBS

Magermilchpulver 2% (m/v)



Gelelektrophorese:
50x TAE pH=8.5
Trisbase

Konz. Eissigsaure
NaEDTA

Proteinaufreinigung:

1 M Phosphatpuffer pH 8.0

1 M NaH2PO4 Lésung wurde zu

Waschpuffer
1 M Phosphatpuffer

NaCl
Immidazol

Bindepuffer
1 M Phosphatpuffer

NaCl

SDS-Page:

10x SDS Lauf-Puffer
SDS

Tris

Glycin

1M Tris pH 6.8 + SDS

Trisbase
SDS

Viruspreparation:
Dialysepuffer
Trisbase pH=8
NaCl

MgCl,

Casiumchlorid 1.2
CSClz
1M TrispH 7.5

2M
5,7 % (v/V)
3,7 % (m/v)

10x Loading Buffer
Ficoll 400

EDTA pH=8.0

SDS
Bromphenolblau

Material und Methoden

20 % (v/v)
0,1M
1% (m/v)

1 M Na2HPO4 Losung gegeben bis sich ein pH-Wert von 8.0 einstellte.

5% (v/v)
0,3M
1mM

50 % (v/v)
1,5M

1% (w/v)
250 mM
1,92 M

1M
0,8 % (m/v)

20 mM
25 mM
1,25 mM

26,5 % (m/v)
1% (v/v)
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Elutionspuffer
1 M Phosphatpuffer

NaCl
L-Histidin

5x SDS-Loading-Puffer
TrisHCI pH=6,8

DTT

Glycerin

SDS

Bromphenolblau

1,5 M Tris pH=8.8 + SDS
Trisbase
SDS

2x Storage-Puffer

Glycerol
Mausserumalbumin
Tris

NaCl

Casiumchlorid 1.4
CSC|2
1M TrispH 7.5

5% (v/v)
0,3 M
150 mM

310 mM
250 mM
20 % (v/v)
2% (m/v)

1,5M
0,4 % (m/v)

50 % (v/v)
0,1 % (m/v)
10 mM

100 mM

53,5 % (m/v)
1% (v/v)



WesternBlot:

Material und Methoden

Transferpuffer PBS-Tween PH 7.6 (PBS-T)

Glycin 40 mM Tris 20 mM
Trisbase 50 mM NaCl 140 mM
SDS 1mM Tween 0,3%
Methanol 20 % (v/v)

Blocking-Losung
PBS-T
Magermilchpulver

Zellkultur
Zellkulturmedium

5% (m/v)

Dissoziationpuffer

DMEM + Glutamax 1x PBS

FCS 10 % (v/v) EDTA 0.5 mM

Penicillin/Streptomycin (P/S) 0,01 mg/ml HEPES 10 mM
Sodiumpyruvate 1mM

DC-Medium Tumorverdaumedium (+/- Dispase)

RPMI 1640 RPMI 1640

FCS 2% DNAse 60 pg/mil

Penicillin/Streptomycin 0,01 mg/ml Hyaloronidase 0,2 mg/ml

R-Mercaptoethanol 50 uM Collagenase 1A 0,2 mg/ml

MEM NEAA (100x) 1% (v/v) Collagenase IV 0,2 mg/ml

Natriumpyruvat 1mM (Dispase 0,3 mg/ml)

Luciferase Messpuffer

Glycylglycin 25 mM

MgSO, 15 mM

ATP 5mM

5.2.8 Eukaryotische Zelllinien

Etablierte Zelllinien:

HEK293: adharent wachsende humane embryonale Nierenzelllinie, mit stabiler Integration der
adenoviralen E1-Region; in der Arbeit verwendet zur Produktion und Titrierung von
Adenoviren. (ATCC-Nr.: CRL-1573)

293T: HEK293 Zellen, die das SV40 T-Antigen stabil exprimieren; in der Arbeit verwendet zur

Produktion rekombinanter Proteine. (ATCC-Nr.: CRL-3216)

Phonix-Ampho 293T Zellen, mit stabil integrierten Gag-Pol Genen, ermodglicht die Produktion
replikationsdefizienter Viren und diente in der Arbeit als Verpackungszelllinie fir

retrovirale Partikel. (ATCC-Nr.: CRL-3213)
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Material und Methoden

PANCO1 adharent wachsende humane Pankreaskarzinomzelllinie. (ATCC-Nr.: CRL-1469)

H146 Suspensionszelllinie, humane Lungenkarzinomzellen (kleinzelliges Lungenkarzinom,
urspriinglich isoliert aus einer Knochenmarksmetastase). (ATCC-Nr.: HTB-173)

IMR32 adhdrent wachsende humane Neuroblastomzelllinie (isoliert aus einer abdominalen
Metastase). (ATCC-Nr.: CCL-127)

TE671 adharent wachsende humane Rhabdomyosarkomzelllinie. (ATCC-Nr.: CRL-7774)

CMT64. adhdrent wachsende murine Lungentumorzelllinie, urspringlich isoliert aus dem
Lungenkarzinom einer C57BL/1CRF Maus. (ECACC—Nr.: 10032301);

CMT64pSia: CMT64-Zellen mit stabiler Expression des (oberflaichenstandigem) polysialylierten
neuronalen Zelladhdsionsmolekiils (NCAM). Kultivierung erfolgte in Selektionsmedium
(Geneticin/Puromycin-haltig). (freundlicherweise bereitgestellt von Arnold Kloos,
beschrieben in Kloos et al. 2015) In der Arbeit eingesetzt zur Etablierung subkutaner
Tumore und Lungenmetastasen in der Maus.

MC38: adhdrent wachsende murine Kolonkarzinomzelllinie urspriinglich isoliert aus einer
C57BL/6 Maus (erstmals beschrieben in Corbett et al, 1975; freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von PD Dr. Thomas Wirth.)

B16F10: adhédrent wachsende murine Melanomzelllinie, isoliert aus einer C57BL/6J Maus (ATCC-
Nr.: CRL-6475).

p287 Lebertumorzelllinie, urspriinglich isoliert aus einem Primartumor der Leber einer
p53fl/fl-Maus, induziert durch in situ Elektroporation. Genetischer Hintergrund: p537
/Kras®?V/Akt2 (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Jennifer Brooks)

CMTpSiaDE1/DE1scFvpSia: CMTpSia-Zellen mit stabiler Expression der DE1-Domane oder des

Adapters DEl1scFvpSia; Kultivierung erfolgte in Selektionsmedium
(Geneticin/Puromycin-haltig). Wa&hrend der Arbeit verwendet zur
Etablierung subkutaner Tumore. (etabliert wadhrend der Zeit meiner
Masterarbeit: Etablierung eines molekularen Adapters zum Retargeting
humoraler, virusspezifischer Immunreaktionen gegen solide Tumore,

2013, Technische Universitat Braunschweig)
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Material und Methoden

Im Rahmen der Arbeit generierte Zelllinien:

MC38pSia:

MC38hCEA:

MC38pSialLUC

B16F10pSia:

V416-1826

MC38-Zellen mit stabiler Expression von (oberflachenstandigem) polysialyliertem NCAM;
Kultivierung erfolgte in Selektionsmedium (Geneticin/Puromycin-haltig); Wahrend der

Arbeit eingesetzt zur Etablierung subkutaner Tumore.

MC38-Zellen mit stabiler (oberflachenstdndiger) Expression des humanen
Karzinoembryonalen Antigens (hCEA). Kultivierung erfolgte in Selektionsmedium
(Geneticin-haltig). Die Zellen wurden in der Arbeit zur Etablierung subkutaner Tumore

verwendet.

MC38-Zellen mit stabiler Expression von (oberflachenstdandigem) polysialyliertem NCAM
und stabiler Expression der Firefly Luciferase. Kultivierung erfolgte in Selektionsmedium

(Geneticin/Puromycin-haltig);

B16F10-Zellen mit stabiler Expression von (oberflaichenstandigem) polysialyliertem
NCAM; Kultivierung erfolgte in Selektionsmedium (Geneticin/Puromycin-haltig).

Wahrend der Arbeit eingesetzt zur Etablierung subkutaner Tumore.

Lebertumorzelllinie isoliert aus einem Lebertumor einer p53fl/fl-Maus (B6.129P2-
Trp53TM1Brn/J) induziert durch in situ Elektroporation; genetischen Hintergrund: p537

/pSiaKras®!?V, Die Zelllinie exprimiert stabil PolySia auf der Zelloberfliche.

5.2.9 Bakterienstimme

JM109:

Modifizierter Escherichia Coli Stamm zur stabilen Replikation von Plasmiden mit hoher
Quantitat. Fir alle Klonierungen und zur Amplifikation etablierter Plasmide wurden
chemisch-kompetente JM109 verwendet, mit Ausnahme von adenoviralen Plasmiden,
hierfir wurden elektro-kompetente JM109 genutzt. Genotyp: F- traD36 laclq A
(lacZ)M15 proA+B+/e14-(McrA-) A (lac-proAB) thi gyrA96 (Nalr) endAl hsdR17(rK-, mK+)
relAl supE44 recAl.

5.2.10 Plasmide

Erworbene/Bereitgestellte Vektoren und Plasmide:

phTertAd

Expressionsplasmid mit PGK (Mouse phosphoglycerate kinase 1)-Promotor, codiert flr
das onkolytische Adenovirus hTertAd, zur Generierung von Viruspartikeln nach
Linearisierung und Transfektion in Produktionszellen. (freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von PD Dr. Thomas Wirth, Medizinische Hochschule Hannover (MHH),
beschrieben in Wirth et al.2003)
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pQCXIN

pQCXIP

pT3

PFK4681

pAK1204

pNW7188

pT-2AKras

pSB13

pVSV-G:

pCEACAM-5

pPST

pNCAM

Material und Methoden

Vektor zum retroviralen Gentransfer mit CMV (Human cytomegalovirus)-Promotor und
Neomycin Resistenz-Kassette (aus Retro-X™ Q Vector Set, Clontech).

Vektor zum retroviralen Gentransfer mit CMV-Promotor und Puromycin Resistenz-
Kassette. (aus Retro-X™ Q Vector Set, Clontech).

Expressions-/ Transposonvektor mit EFla(Human elongation factor-1 alpha)-Promotor
und MSC (multiple cloning site) flankiert von ITRs (inverted terminal repeats) zur
Translokation der Gensequenz mittels der Sleeping Beauty Transposase (Xin Chen,
Addgene plasmid 31789)

Expressionsvektor mit T7-Promotor, enthélt die codierende Sequenz fir c-myc- und
6xHis-Tag. (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von PD Dr. Florian Kiihnel, (MHH))

Expressionskonstrukt mit CMV-Promotor, enthilt die codierende Sequenz fir das scFv
(single chain fragment variable) gegen Polysialinsdure (scFvpSia) aus dem Antikorper 735
(Frosch et al., 1985) und fir das Coxsackie und Adenovirus Rezeptor Leaderpeptid (Car-
L). (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. Arnold Kloos (MHH))

Retroviraler Vektor mit CMV-Promotor, basierend auf PQCXI, codiert fir das
Adenovirus5 Hexon. (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. Norman Woller,
(MHH))

Klonierungs-/Transposonvektor basierend auf pT3, beinhaltet das Onkogen Kras®'?V
hinter einer 2A-Sequenz (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. Norman
Woller, (MHH))

Expressionsplasmid mit PGK-Promotor, codiert fiir die Sleeping Beauty Transposase
(5B13), dient zur Translokation von Genen mit flankierenden ITRs (freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von David A. Largaespada, University of Minnesota)

Vektor mit CMV-Promotor, codiert fir das Glykoprotein des Vesikularen Stomatitis Virus
(VSV). Der Vektor diente zur Pseudotypisierung retroviraler Viren nach Transfektion in
Verpackungszellen (pCMV-VSV-G; Addgene plasmid 8454)

cDNA Plasmid, enthalt die Sequenz des humanen karzinogenen embryonalen Antigens
(CEACAM-5/CD66e (P06731); R&DSystems)

Vektor zum retroviralen Gentransfer der murinen Polysialyltransferase PST (alpha-N-
acetyl-neuraminide  alpha-2,8-sialyltransferase  4)  basierend auf  pQCXIN;
(freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. Arnold Kloos (MHH), beschrieben in
Kloos et al. 2015)

Vektor zum retroviralen Gentransfer der murinen Polysialyltransferase PST basierend auf
pQCXIP; (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. Arnold Kloos (MHH),
beschrieben in Kloos et al. 2015)
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pCre Expressionsplasmid mit PGK Promotor, codiert fiir die Cre Rekombinase, die loxP Stellen
erkennt und spaltet, ermoglicht die Entfernung von Genen mit flankierenden loxP-
Sequenzen in vivo (Plasmid freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Klaus Rajewsky,
Max-Delbriick-Centrum, Berlin; Addgene plasmid 11543)

pT-myrAkt Transposonvektor mit PGK Promotor, basierend auf pT3, codiert fir konstitutiv aktives
Aktl (durch eine N-terminalen Myristoylierungssequenz) (freundlicherweise zur
Verfiligung gestellt von Dr. Engin Glrlevik (MHH))

pBscFvhCEA  enthdlt die codierende Sequenz flir das scFv Fragment gegen humanes
Karzinoembryonales Antigen (hCEA) aus dem monoklonalen Antikérper BW431/26
(vollstandige Bezeichnung des Plasmids: 946 pBullet-LK-BW431/26scFv-FC-CD28DLck-
CD3zeta; freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Hinrich  Abken,
Universitatsklinikum Kéln)

pT-fLuc-L272A Transposonvektor mit EF1la Promotor, basierend auf pT3, codiert fiir die mutierte Form
der Firefly Luciferase (L272A) (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Jennifer
Brooks, MHH)

Im Rahmen der eigenen Masterarbeit generierte Plasmide/Vektoren:

pT-DE1 Expressionskonstrukt basierend auf pT3, codiert fir die DE1-Doméane des Adenovirus5-
Hexonproteins

pT-FG1 Expressionskonstrukt basierend auf pT3, codiert fir die FG1-Domane des Adenovirus5-
Hexonproteins

pT-FG2 Expressionskonstrukt basierend auf pT3, codiert fir die FG2-Domane des Adenovirus5-
Hexonproteins

pT-DE1pSia Expressions-/Transposonvektor basierend auf pT3, codiert fur das Adapterprotein
DE1scFvpSia

Im Rahmen der eigenen Masterarbeit generierte Plasmide/Vektoren:

pT-DEIhCEA  Expressions-/ Transposonvektor basierend auf pT3 codiert fir das Adapterprotein
DE1scFvhCEA

pT-pSia2AKras Expressions/Transposonvektor basierend auf pT3, codiert fur die murine
Polysialyltransferase gekoppelt an das Onkogen Kras®'?' {iber eine selbst-spaltende 2A-
Sequenz, die zur Koexpression beider Gene nach Translokation (durch SB13) in die
Zielzelle dient

phCEA Vektor zum retroviralen Gentransfer des humanen CEA basierend auf pQCXIN
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5.2.11 Oligonukleotide

Tabelle 5.8: Verwendete Primer
Restriktionsschnittstellen sind in Fett gedruckt; 1Sequenzierungsprimer fir pT3-basierte Konstrukte; 2Sequenzierungsprimer fiir

PQCXIN/P- basierte Konstrukte

Bezeichnung
CAR-L fwd |
CAR-L fwd Il
CAR-Lrev |
CAR-Lrev i
DE1 fwd |
DE1 fwd Il
DElrevl
DElrev Il

Bezeichnung
DE1 rev llI

MycHis fwd |
MycHis fwd Il
MycHis rev |
MycHis rev Il
FG1 fwd
FG1rev

FG2 fwd

FG2 rev
scFvpSia fwd
scFvpSia rev
scFvhCEA fwd
scFvhCEA rev
hCEA fwd
hCEA rev
2ApSia fwd
2ApSia rev
2ApSia korr fwd
2A pSia korr rev
EFla fwd
1pT rev

2CMV fwd
2IRES rev

Sequenz

AAGCTAGCGCGCTCCTGCTGTGCTTCGTGCTCCTGTGC
AAACGCGTATGGCGCTCCTGCTGTGCTTCGTGCTCCTGTGC
ACTCAAACTTCTGGCGAAATC

ACTCAAACTTCTGGCGAAATC
GATTTCGCCAGAAGTTTGAGTCCCTACTCTGGCACTGCCTACAACGCC
CCCTACTCTGGCACTGCCTACAACGCC
TTCTGAGATGAGTTTTTGTTCGTTGGGCATAGATTGTTGGCCCATTAG
GAGTGGAGTCTGGGTCATCACAACATCGGAGCCAGAGCCAGATCCTGAGTTGGGCATAGATTGTTGGC
CCATTAG

Sequenz
CTGCAGTTGGACCTGGGAGTGGACACCGGAGCCAGAGCCAGATCCTGAGTTGGGCATAGATTGTTGG
CCCATTAG

GAACAAAAACTCATCTCAGAAGAG
GTAGTGGATTTCGCCAGAAGTTTGAGTGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAG
AAACTAGTATGGTGATGGTGATGATGTCCGGT
GGCGTTGTAGGCAGTGCCAGAGTAGGGATGGTGATGGTGATGATGTCCGGT
GATTTCGCCAGAAGTTTGAGTTATGATCCAGATGTTAGAATTATTGAA
TTCTGAGATGAGTTTTTGTTCACCATTGCCCAGCAACATTGAGCGGTA
ATTTCGCCAGAAGTTTGAGTGCTAACTACAACATTGGCTACCAGGGC
TTCTGAGATGAGTTTTTGTTCATCGCAAAGAAACTTTTTCTGGGTAAT
GATGTTGTGATGACCCAGACTCCACTC
TTCTCGAGTCAGGCTGAGGAGACGGTGTCTGAGGTTCC
GGTGTCCACTCCCAGGTCCAACTGCAG
TTCTCGAGTCAGGCGGGATCCACTTTGATCTCCACCTT

AAACC GGTATGGAGTCTCCCTCGGCCCCT
TTCTTAAGTTATATCAGAGCAACCCCAAC

AA ACT AGT ATG CGC TCA ATT AGA AAA CGG

TTTCCGGA TTG CTT CAT GCACTTTCC

AAA ATC ATA CGG AAG GCT GGC TCC

GGA GCCAGCCTT CCG TAT GATTTT

CATTCTCAAGCCTCAGACAGTGG

CTAGAATGCAGCGGCCGCCACAC

GGTCTATATAAGCAGAGCTG

TATAGACAAACGCACACCG

5.3 Klonierung

5.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte unter Verwendung des PCR-Ansatzes in Tabelle 5.9 und

des PCR-Programmes in Tabelle 5.10.
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Tabelle 5.9: PCR-Ansatz Tabelle 5.10: PCR-Cyclerprogramm

Reagenz Volumen Schritt Temperatur | Dauer | Zyklen
Template (0.01 pg/ul) 1l Denaturierung 98 °C 2 min 1
Forward Primer (10 pM) 1l Denaturierung 98 °C 20s
Reverse Primer (10 pM) 1l Annealing 57 °C 20s } 35
Q5 Puffer (5x) 10 ul Elongation 72°C 2-30s
dNTPs (50 uM) 3ul Hold 10°C oo 1
Q5 DNA-Polymerase 1ul
DMSO (2 U/ul) 1l
H20 Ad 50 pl
Mehrere PCR-Fragmente mit (berhdngenden Enden, wurden in Assembly-PCR-Reaktionen

zusammengefiigt. Als Template diente eine dquimolare Mischung aller zusammenzufiihrenden PCR-
Fragmente (insgesamt 0,01 pug/ul Template). Eine Liste aller in Arbeit generierten PCR-Fragmente findet

sich in Tabelle 5.11.

Tabelle 5.11: Liste der PCR-Reaktionen

PCR-Produkt Template Primer
FG1 pNW7188 FG1 fwd/ DE1 rev
FG2 pNW7188 FG2 fwd/ DE1 rev
DE11 pNW7188 DE1 fwd I/ DE1 rev |
DE1 1l pNW7188 DE1 fwd II/DE1 rev I
DE1 11l pNW7188 DE1 fwd Il/DE1 rev Il
CAR-L | pAK1204 CAR-L fwd I/Car-L rev |
CAR-L I pAK1204 CAR-L fwd ll/Car-L rev Il
MycHis | pFK4681 MycHis fwd I/MycHis rev |
MycHis Il pFK4681 MycHis fwd Il/MycHis rev II
scFvpSia pAK1204 scFvpSia fwd/scFvpSia rev
scFvhCEA pBscFvVhCEA scFvhCEA fwd/scFvhCEA rev
hCEA pCEACAM-5 hCEA fwd/hCEA rev
PST pPST PSTfwd/ PST rev
PSTABspEI PST PST korr fwd/ PST korr rev
Assembly-PCR-Reaktionen
PCR-Produkt Templates Primer
CAR-L-DE1-MycHis CAR-L I/DE1 I/MycHis | CAR-L fwd I/ MycHis rev |
CAR-L-FG1-MycHis CAR-L I/FG1/MycHis | CAR-L fwd I/ MycHis rev |
CAR-L-FG2-MycHis CAR-L I/FG2//MycHis | CAR-L fwd I/ MycHis rev |
CAR-L-MycHis-DE1-scFvpSia | CAR-L Il/MycHis II/DE1 1l/scFvpSia CAR-L fwd Il/scFvpSia rev
CAR-L-MycHis-DE1-scFvhCEA | CAR-L II/MycHis 1I/DE1 Ill/scFvhCEA | CAR-L fwd Il/scFvhCEA rev

5.3.2 Gelelektrophorese
Die DNA wurde standardmaRig in 1-prozentigen (w/v) TAE-Agarose -Gelen bei ca. 120 V separiert. Flr

groRe Fragmente (>1500 bp) wurde ein 0,8-prozentiges (w/v) Agarose-Gel verwendet. Zur Visualisierung

der DNA wurde dem noch flissigen Agarose-Gel Ethidiumbromid (1:50.000 (v/v)) zugesetzt.

5.3.3 DNA-Aufreinigung

DNA-Aufreinigung nach Restriktionsverdau und Klenow fill-in erfolgte unter Verwendung des QlAquick

PCR Purification Kits (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers. Zur Aufreinigung von DNA aus Agarose-
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Gelen wurden die entsprechenden DNA-Banden ausgeschnitten und mittels des QlAquick Gel Extraktion

Kits (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers die DNA isoliert.

5.3.4 Restriktionsverdau
Enzymatischer Verdau von Plasmid-DNA bzw. aufgereinigten PCR-Fragmenten erfolgte in 100 pl
Gesamtvolumen unter Einsatz von ca. 2 U Restriktionsenzyme pro pug DNA bei 37°C fiir 2 h. Verwendet

wurden hierflr ausschlieRlich Restriktionsendonukleasen mit ihren entsprechenden Puffern von NEB.

5.3.5 Klenow fill-in

Zur Generierung von blunt —Ends (durch das Auffiillen von 5'-Uberhdngen bzw. die Entfernung von 3'-
Uberhingen) wurde das groRe Klenow-Fragment der DNA Polymerase | (E. coli) verwendet. DNA-
Fragmente wurden hierflir nach dem Restriktionsverdau durch die Zugabe von 2U Klenow/ pg DNA und
50 uM dNTPs in Klenow-Puffer (NEB Puffer 2) fiir 20 min bei 25°C inkubiert. Im Anschluss wurde die

Reaktion durch Hitzeinaktivierung des Klenow-Fragmentes gestoppt (75°C; 20 min).

5.3.6 Dephosphorilierung

Um die spontane Relegierung von DNA-Fragmenten mit passenden Enden zu verhindern wurden die
DNA-Enden durch Zugabe von alkalischer Phosphatase (Antarctic Phosphatase; NEB) dephosphoriliert.
Dephosphorilierung erfolgte mit 1U Enzym pro 1 ug DNA fir mindestens 1 h bei 37°C in entsprechend

gepufferter Losung (Antarctic Phosphatase - Puffer).

5.3.7 Ligation

Die Ligation passender DNA-Ende erfolgte unter Verwendung der T4-DNA Ligase. Insert-DNA wurde in
10-fachem molekularem Uberschuss zum entsprechenden Backbone gegeben und in 20 pl
Gesamtreaktionsvolumen mit 0,25 mM ATP und T4 Ligase Puffer (NEB) mit ca. 4U Ligase/ug DNA

versetzt. Ligation erfolgte im Anschluss bei 16°C Gber Nacht. Eine Liste der Ligation findet sich in Tabelle

5.12.
Tabelle 5.12: Liagtionsreaktionen
Vektorprodukt Backbone Insert
pT-DE1 pT3 (Nhel/Spel) Assembly-PCR-Produkt Car-L-DE1-MycHis (Nhel/Spel)
pT-FG1 pT3 (Nhel/Spel) Assembly-PCR-Produkt Car-L-FG1-MycHis (Nhel/Spel)
pT-FG2 pT3 (Nhel/Spel) Assembly-PCR-Produkt Car-L-FG2-MycHis (Nhel/Spel)
pT-pSia2AKras | pT-2AKras (Spel/BspEl) PCR-Produkt PSTABspEI (Spel /BsPEI)
. Assembly-PCR-Produkt Car-L-MycHis-DE1-scFvpSia
pT-DE1pSia pT3 (Mlul/Xhol) (Miul/Xhol)
Assembly-PCR-Produkt Car-L-MycHis-DE1-scFvhCEA
pT-DE1shCEA pT3(Mlul/Xhol) (Miul/xhol)
phCEA PQCXIN (Agel/EcoRl) hCEA aus pCEACAM-5 (Agel/EcoRl)
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5.3.8 Transformation

Chemische Transformation:

Zur Transformation rekombinanter DNA in chemisch kompetente Bakterien (JM109) wurden 10 pl
Ligationsansatz mit 100 pl Bakteriensuspension gemischt und fir 10 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss
erfolgte ein Hitzeschock bei 42 C fiir 30 s. Anschliefend wurden die Transformationsansatze sofort auf
Eis gestellt, mit 1 ml SOC-Medium versetzt und bei 37°C fir 1 h inkubiert. Im Anschluss wurden die

Bakterien auf Agarplatten mit Selektionsmedium ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Transformation durch Elektroporation:

Zur Transformation von adenoviraler Plasmid-DNA wurde 1 pug DNA mit 80 pl Bakteriensuspension
(JM109 elektrokompetent) versetzt und fir 10 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde die Suspension
blasenfrei in eine Elektroporations-Kiivette Uberfiihrt und die DNA mittels Elektroporation mit 1,8 V
(E.Coli Pulser; Biorad) in die Zellen eingebracht. Elektroporierte Zellen wurden sofort in 1 ml SOC-
Medium aufgenommen und bei 37°C fir 1h inkubiert. Im Anschluss wurden die Bakterien auf

Agarplatten mit Selektionsmedium ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

5.3.9 Analytische DNA-Praparation

Zur analytischen Prdparation von Plasmid-DNA aus Bakterienklonen nach Transformation wurden
einzelne Klone gepickt und in jeweils 3 ml LB-Amp-Medium Uber Nacht bei 37°C im Schittelinkubator
inkubiert. Am nachsten Tag wurden je 1,5 ml der Bakterienkulturen in ReaktionsgefaRe {iberfiihrt und
die Zellen pelletiert (10000 g, 1 min). Der Uberstand wurde bis auf ca. 50 pl verworfen und das Pellet im
Rest-Medium resuspendiert. Zellen wurden durch Zugabe von 300 pl Lysozymldsung (Lysozym 1:30 in
Stet-Puffer) und anschlieRende Inkubation fiir 90 s bei 95°C lysiert. Die Zellreste wurden im Folgenden
fiir 15 min bei 20000 g und 4°C pelletiert, das Pellet im Anschluss entfernt und die DNA im Uberstand
durch die Zugabe von 400 ul Isopropanol gefallt. Gefallte DNA wurde durch erneute Zentrifugation
(20000 g, 10 min, 4°C) pelletiert, der Uberstand verworfen und die DNA mit 70 % Ethanol gewaschen.

Nach Entfernung des Ethanols wurde die DNA in 50 pl TE-Puffer resuspendiert.

5.3.10 Kontrollverdau und Sequenzierung

Zur Analyse der DNA nach analytischer Praparation aus Bakterienklonen wurde die isolierte Plasmid-DNA
mit Restriktionsenzymen verdaut und im Anschluss die DNA-Fragmente Uber Gelelektrophorese
aufgetrennt. Anhand der Bandenanzahl und —groRRe wurden korrekte Konstrukte (Korrekte Orientierung
und GroBe des Inserts im Backbone) identifiziert und die Sequenz Uber Sequenzierung mit

entsprechenden Primern final Gberprift (Sequenzierungen erfolgten Gber GATC Biotech). Fur pT3
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basierte Plasmide wurden die (Sequenzierungs-) Primer EFla fwd und pT rev genutzt, fir

pPQCXIN/pQCXIP Konstrukte die Primer CMV fwd und IRES rev-

5.3.11 Quantitative DNA-Praparation

Die quantitative Plasmidpraparation erfolgte standardmafig mit dem ZymoPURE™ Plasmid Maxiprep Kit.
Hierzu wurden 250 ml LB-Amp-Medium mit 500 pl Vorkultur (aus dem Rest der 3 ml Ubernachtkulturen
siehe 5.3.9) angeimpft und Gber Nacht im Schittelinkubator bei 37°C kultiviert. Am nachsten Tag wurden
150 ml der Bakterienkultur pelletiert (5000 g, 15 min, 4°C) und DNA nach den Angaben des Herstellers

isoliert.

DNA-Praparation von adenoviralen Plasmiden

Zur DNA-Praparation adenoviraler Vektoren wurde das Qiagen Plasmid Maxi Kit (Endo-free) verwendet.
Hierbei wurden die gesamten 250 ml Ubernachtkultur eingesetzt, Zellen pelletiert (5000 g, 15 min, 4°C)

und nach den Angaben des Herstellers die DNA aufgereinigt.

5.3.12 DNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Konzentration isolierter Plasmid-DNA wurde die DNA-Losung 1:200 in TE-
Puffer (pH=8) verdiinnt und die Absorption bei 260 nm photometrisch im Vergleich zum entsprechenden
Puffer bestimmt. Eine Absorbtion von 1,0 entspricht ca. 50 ug/ml doppelstrangiger DNA bzw. 37 pug/ml

einzelstrangiger DNA. Im Anschluss wurden die DNA-L6sungen auf jeweils 1 pg/ml eingestellt.

5.4 \Virologie

5.4.1 Retrovirale Transduktion
Zur stabilen Integration und Expression von Genen in eukaryotischen Zellen wurden diese mit Hilfe
retroviraler Vektoren transduziert und im Anschluss mit Hilfe entsprechender kointegrierender

Selektionsmarker isoliert.

Produktion retroviraler Partikel in Verpackungszellen

Zur Generierung retroviraler Partikel zum Gentransfer wurden retrovirale Vektorplasmide (auf Basis von
PQCXIN bzw. pQCXIP) mit pVSV-G (zur Pseudotypisierung der Viruspartikel) in Phonix Amphozellen
(Verpackungszelllinie) kotransfiziert. Die Zellen wurden hierzu einen Tag vor Transfektion in 6 cm
Zellkulturschalen ausgesat (1x10° Zellen pro Schale) und am nichsten Tag das Zellkulturmedium entfernt
und durch 4 ml serumfreies DMEM-Medium ersetzt. Fir jeweils 2 Schalen wurden 6 ug des retroviralen
Vektors mit 4 ug pVSV-G in 200ul in serumfreiem Medium gemischt und 200 pul Lipofectamin-Losung

(30 ul Lipofectamin + 170ul Medium) zugegeben. Der Transfektionsansatz wurde fiir 15 min bei
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Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss vorsichtig auf 2 Schalen verteilt (je 200 ul je Schale).
4 Stunden nach Transfektion wurde das Medium abgenommen und durch 4 ml frisches serumhaltiges

Zellkulturmedium ersetzt.

Transduktion und Selektion der Zielzellen

48 h nach Transfektion der Produktionszellen wurde der virushaltige Kulturiiberstand abgenommen und
durch frisches Medium ersetzt. Das abgenommene Medium wurde zur Separierung der Viruspartikel von
mitaufgenommenen Produktionszellen bzw. Zellresten filtriert (0,45 um). Das (virushaltige) Filtrat wurde
mit 4 mg/ul Polybrene (fordert die Aufnahme von Viruspartikeln durch die Zielzellen) vermischt und auf
die tags zuvor ausgesiten Zielzellen (4 x 10°/ 6 cm Schale) gegeben. Um die Transduktionseffizienz zu
erhdhen, wurden die Uberstidnde von 2 Schalen Produktionszellen fiir eine Schale Zielzellen verwendet.
Die Applikation des Uberstandes erfolgte dabei sequenziell, zundchst wurde der Uberstand einer Schale
zu den Zielzellen gegeben und 4 h spater durch den Uberstand der 2. Schale ersetzt. Nach weiteren 4 h
wurde das Medium der Zielzellen auf normales Zellkulturmedium gewechselt. 48 h nach Transduktion

wurden die Zielzellen passagiert und transduzierte Zellen in Selektionsmedium expandiert.

5.4.2 Adenoviren

In der Arbeit wurde ausschlielich mit dem onkolytischen Adenovirus hTertAd gearbeitet (Wirth et al.;
2003). hTertAd ist ein humaner Adenovirus Serotyp 5 und gehoért zu den konditionell replizierenden
onkolytischen Viren. Die Tumorspezifitdt wird durch die Kontrolle der Replikationsessentiellen Gene
unter dem humanen Telomerasepromoter (hTert) erreicht. Dies flihrt zu einer selektiven Replikation in

Zellen mit aktivem Telomerasepromotor.

5.4.3 Praparation von Adenoviren

Plasmidlinearisierung und Transfektion

5 ug des Plasmides phTertAd (siehe Plasmide unter 5.2.10) wurden durch zweistiindigen Verdau bei 37°C
mit der Restriktionsendonuklease Pacl linearisiert (sieheTabelle 5.13). Im Anschluss erfolgte die
Transfektion in HEK293 Zellen mittels XtremeGene 9 Transfektionsreagenz (Ansatz siehe Tabelle
5.14Tabelle 5.14). Hierzu wurde die linearisierte DNA mit dem zuvor in Optimem verdiinnten
Transfektionsreagenz versetzt, 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss vorsichtig auf

eine 80 % konfluente T25 Zellkulturflasche gegeben.

103



Material und Methoden

Tabelle 5.13: Linearisierung von phTertAd

Reagenz Volumen Tabelle 5.14: Transfektionsansatz
phTertAd (1 pg/ul) 5ul Reagenz Volumen
NEB Puffer 1 5 pl Restriktionsverdau (phTertAd/Pacl) 50 ul
BSA (10 pg/ul) 5 ul Optimem 5l
Pacl (10 U/ul) 1,5 ul XtremeGene 9 5 ul
H,0 Ad 50 pl

Viruspassage

5 Tage nach Transfektion wurden die Zellen mit dem Zellkulturmedium vorsichtig abgespilt und in ein
15 ml Réhrchen Uberfiihrt. Die Zellen wurden bei 800 g und 4°C fiir 10 min pelletiert, der Uberstand
wurde verworfen, das Pellet in 500 pl Dialysepuffer resuspendiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei
-20°C eingefroren. Zum AufschlieRen der Zellen wurden diese insgesamt dreimal eingefroren, wieder
aufgetaut und zwischendurch gevortext. Schlielllich wurden die Zellreste bei 800 g und 4°C fiir 10 min
abzentrifugiert und der virushaltige Uberstand auf eine ca. 90 % konfluente T25 Zellkulturflasche 293
Zellen (in 2 % FCS + P/S DMEM) ausgetropft. Erneute Viruspassage erfolgte alle 48 h bis ein zytopatischer
Effekt (rundliche Zellform, teilweise bis vollstdndiges Ablésen der Zellen vom Flaschenboden) zu
erkennen war. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Zellen wie zuvor beschrieben abgespiilt, pelletiert und in
Dissoziationspuffer aufgeschlossen. Der virushaltige Uberstand wurde im Anschluss auf 4 T25 Flaschen
verteilt und fortan mit jeder Passage (alle 48 h) stetig weiter expandiert (4xT75->16xT75->40xT75). Bei
einer Menge von 40 T75 Zellkulturflaschen wurden die Zellen geerntet und in insgesamt 5 ml

Dialysepuffer aufgenommen und bei -20°C bis zur Aufreinigung gelagert.

Virusaufreinigung tiber Casiumchloridgradientenzentrifugation

Die Zellen (der 40 T75 Flaschen) wurde durch insgesamt zweimaliges einfrieren/auftauen aufgeschlossen
und die Zellreste bei 800 g und 4°C fir 10 min pelletiert. Der Uberstand wurde in ein neues 15 ml
Rohrchen lberfiihrt und das Zellpellet mit 2 ml frischem Dialysepuffer gespiilt. Beide R6hrchen wurden
erneut zentrifugiert (2000 rpm, 4°C, 10 min) und die Uberstinde in einem sauberen 15 ml Réhrchen
vereinigt, welches im Anschluss ein weiteres Mal zentrifugiert wurde.

Der Casiumchlorid(CsCl)gradient wurde mittels zweier unterschiedlich konzentrierter CsCl-Losungen
hergestellt. 3,5 ml der dichteren Loésung (1,4 mg/ml CsCl) wurden in ein Zentrifugationsrohrchen
(Polypropylenréhrchen, Beckmann) vorgelegt und mit 3,5ml der Losung mit geringerer Dichte
(1,2 mg/ml) vorsichtig Gberschichtet, sodass in der Mitte eine Phasentrennung zu erkennen war. Im
Anschluss wurde der Gradient vorsichtig mit dem virushaltigen Uberstand nach der letzten
Zentrifugation Uberschichtet. Dabei wurde darauf geachtet, keine Zellreste zu (berfiihren. Der
Uberschichtete Gradient wurde folgend bei 28000 g, 6°C und <20 u Vakuum Uber 3,5 h zentrifugiert
(Rotor SW32, Beckmann).
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Nach Zentrifugation waren 2 getrennte Banden erkennbar (siehe Abbildung 5.1), die untere Bande
(beinhaltet vollstandige Viruspartikel) wurde mittels einer 2 ml Spritze mit 0,55 mm Kaniile (G24 Braun)
nach dem seitlichen Durchstechen der Rohrchenwand abgezogen ohne dabei Teile der oberen Bande

(mit defekten Partikeln) abzunehmen.

Abbildung 5.1: CsCl-Gradient mit aufgetrennten Viruspartikelbanden
Dargestellt ist der CsCl-Gradient einer hTertAd-Prdparation mit aufgetrennten Virusbanden
nach Ultrazentrifugation. Die obere Bande enthalt iberwiegend defekte Partikel, wéhrend

Defekte Partikel —> " | die intakten Viruspartikel in der unteren Bande aufkonzentriert sind.

Intakte Partikel —>

Die aufkonzentrierte Viruslosung wurde zur dauerhaften Lagerung 1:1 mit Storagepuffer versetzt und bei

-20°C (in flussiger Form) gelagert.

Virusdialyse

Die Viruslosung wurde vor der weiteren Verwendung dialysiert. Hierbei wurde die konzentrierte
Stocklosung in eine Dialysekassette injiziert und gegen Dialysepuffer dialysiert. Hierzu wurde die gefillte
Dialysekassette unter leichtem Rihren fiir 1 h bei 4°C in Dialysepuffer inkubiert. Im Anschluss wurde der
Puffer gegen 1 L frische Losung ersetzt und es folgte eine weitere Stunde Inkubation. Danach wurde die

Viruslosung aus der Kassette abgezogen, aliquotiert und bei -80°C eingefroren.

5.4.4 Titrierung von Adenoviren

Rapidtiter

Zur Quantifizierung der infektiosen Partikel wurden serielle Verdiinnungsreihen des Virusstocks nach
Gradientenzentrifugation (nicht dialysiert) in Zellkulturmedium (DMEM mit 10 % FCS + P/S) angesetzt
(10%-10°). Je 100 pl jeder Verdiinnung wurde auf ein 90 % konfluentes Well 293-Zellen einer 24-Well
Zellkulturplatte gegeben (24 h zuvor wurden hierfir je 2x10° 293-Zellen je Well in 1 ml Medium
ausplattiert). Die Infektion von Wells erfolgte jeweils in Duplikaten. 48 h nach Infektion wurden die Wells
auf zytopatischen Effekt (Lyse) unter dem Mikroskop untersucht. Die Verdiinnungsstufe, die keine
Zelllyse mehr aufwies, sowie die 2 nachst hoheren Verdiinnungen wurden im Anschluss zur
Titerbestimmung herangezogen (Bsp.: 10 zeigt Lyse, 10 zeigt keine Lyse --> ausgewertet werden 107°-
107). Das Zellkulturmedium wurde aus allen Wells entfernt und die Zellen durch Zugabe von 1 ml
eiskaltem Methanol (100 %, -20°C) und anschliefender Inkubation bei -20°C fiir mindestens 20 min
fixiert. Danach wurde das Methanol entfernt und die zu analysierenden Wells dreimal mit je 1 ml 1%
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BSA-L6sung (in PBS) gewaschen. Die Farbung infizierter Zellen erfolgte mittels des AdenoX™ Rapid Titer
Kits von Clontech. Der 1. Antikérper (mouse a-Hexon) wurde 1:1000 in PBS verdiinnt und je 250 pul je
Well eingesetzt. Die Platte wurde fiir 1 h bei 37°C und leichtem Schwenken (60 rpm) inkubiert. Daraufhin
wurde erneut dreimal mit 1 % BSA-L6sung gewaschen und je Well mit 500 ul 5% Magermilchpulver in
PBS fir 30min bei 37°C geblockt. Der Sekundarantikérper (a-mouse HRP) wurde in 5%
Milchpulverlésung (in PBS) 1:500 verdinnt und (nach Entfernung der Milchpulverlésung aus den Wells)
die Wells mit 300 pl Antikdrperlosung eine weitere Stunde bei 37°C unter leichtem Schwenken inkubiert.
Wells wurden nachfolgend dreimal mit 1 % BSA-L6sung gewaschen und mit 250 pl Substratlésung (DAB-
Substrat 1:10 in 1x Peroxidasepuffer) versetzt. Sobald eine braune Zellfarbung eintrat, wurde die
Substratlosung abgenommen und die Wells mit 500 ul PBS gefiillt. Die gefarbten (= infizierten) Zellen pro
Well wurden bestimmt und mittels des Verdiinnungsfaktors die infektiosen Partikel pro Milliliter

Stockl6sung bestimmt.

OD-Messung

Zur Quantifizierung der gesamten Viruspartikel (infektios und nicht infektios) wurde die Absorbtion bei
260 nm bestimmt. Virusstock sowohl nach Gradientenzentrifugation als auch nach Dialyse wurde 1:20 in
0,1-prozentiger SDS-Losung verdiinnt und die Absorbtion bei 260 nm vergleichend zum entsprechenden
Leerwert (CsCl-Gradient + Storagepuffer 1:1 bzw. Dialysepuffer der 2. Inkubationsphase) bestimmt. Eine
Absorption von 1 entspricht ca. 1x10*? Viruspartikeln. Durch die anschlieRende Bestimmung des Anteils
infektioser Partikel (ermittelt Gber RapidTiter) an der Gesamtpartikelzahl, ldsst sich eine Aussage Uber
die Qualitat der Viruspraparation treffen. Fir Tierexperimente wurde ein Verhiltnis zwischen 1/10 und
1/20 (infektiose Partikel/Gesamtpartikel) verwendet. Zudem kann so die Menge infektitser Partikel nach
Dialyse errechnet werden, die Abnahme in der Absorption entspricht damit der Abnahme an

Gesamtpartikeln und folglich auch an infektiosen Partikeln pro ml Virusstock.

5.5 Zellkultur

5.5.1 Kultivierung

Alle verwendeten eukaryotischen Zellen (siehe 5.2.8) wurden im Allgemeinen bei 37°C und 5 % CO; in
10-12 ml DMEM mit 10 % FCS und P/S in 250 ml Zellkulturflaschen (T75) kultiviert. Zellen, die in
Selektionsmedium kultiviert wurden, erhielten Zusatze von 1 mg/ml Geneticin (bei entsprechender
Neomycin-Resistenzkassette) bzw. 1 pg/ml  Puromycin  (bei entsprechender  Puromycin-

Resistenzkassette)
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5.5.2 Zellpassage
Die Zellen wurden nach Erreichen einer Konfluenz von 70-90 % passagiert. Hierzu wurde das
Zellkulturmedium entfernt, der Zellrasen mit 5 ml PBS gewaschen und nach Entfernung des PBS die
Zellen mit 1 ml 1xTrypsin-Losung versetzt und bei 37°C inkubiert. Sobald sich die Zellen vollstandig vom
Flaschenboden Iosten (nach ca. 5-10 min) wurden die Zellen mit 10 ml Zellkulturmedium (FCS-haltig zur
Inaktivierung des Trypsins) abgespiilt und 1/5 - 1/10 der Zellen in eine neue Zellkulturflasche mit 10-

12 ml Kulturmedium tberfihrt.

5.5.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 80 ul Zellsuspension mit 20 ul Trypanblau-Farbeldsung (zum
Anfarben toter Zellen) versetzt und 10 pl in eine Neubauerzahlkammer gegeben. Die lebenden Zellen aus
4 GroRquadraten (4x16 Kleinquadrate) wurden unter dem Mikroskop ausgezahlt und der Durchschnitt
pro GroBquadrat bestimmt. Mit diesem Wert und unter Einbeziehung der Verdinnungsfaktoren ergibt

sich folgende Formel zur Bestimmung der Zellzahl pro ml: Zellzahl pro GroRquadrat x 10* x 1,25.

5.5.4 Einfrieren von Zellen

Zur dauerhaften Lagerung von Zellen, wurden diese in flissigen Stickstoff eingefroren. Die Zellen einer
90 % konfluenten Zellkulturflasche wurden dafir mit 1x Trypsin abgeldst, mit Zellkulturmedium
abgespiilt und in einem 50 ml Falcon bei 150 g und 4°C fiir 8 min pelletiert. Der Uberstand wurde im
Anschluss verworfen, die Zellen in Einfriermedium (2 ml pro Zellen einer T75 Flasche) aufgenommen und
in 1,5 ml KryogefaRen aliquotiert (1 ml Zellsuspension pro Réhrchen). Im Anschluss wurden die Zellen
langsam auf -80°C (1°C pro Minute) runtergekihlt und verblieben 24 h bei -80°C. Im Anschluss wurden
die Zellen in flussigen Stickstoff (-196°C) Gberfiihrt.

5.5.5 Aufbereitung von Zellen zur Injektion in die Maus

Zellen die zur Injektion in die Maus dienen sollten, wurden mit enzymfreiem Dissoziationspuffer vom
Flaschenboden geldst, um die Oberflachenstrukturen der Zellen zu erhalten (z.B. Polysialinsdure auf
NCAM). Das Zellkulturmedium wurde hierzu entfernt und die Zellen zweimal mit jeweils 5 ml PBS
gewaschen, um verbleibende FCS-Riickstande zu minimieren. Im Anschluss wurden die Zellen mit 1,5 ml
Dissoziationspuffer (je 250 ml Zellkulturflasche) bei 37°C fir 5-10 min abgeldst und die Zellen in
Zellkulturmedium aufgenommen und in ein 50 ml Réhrchen Gberfiihrt. Die Zellen wurden fir 8 min bei
150 g und 4°C pelletiert, im Anschluss mit 50 ml PBS gewaschen und an dieser Stelle wie unter 5.5.3
beschrieben die Zellzahl bestimmt. Nach erneuter Zentrifugation (8 min, 150 g, 4°c) wurden die Zellen in
PBS fur subkutane Injektionen (1x107 Zellen/150 pl) bzw. in isotonischer Kochsalzlésung (3x10°

Zellen/200 pl) fur intravendse Injektionen aufgenommen.

107



Material und Methoden
5.5.6 Transiente Transfektion mit Polyethylenimin (PEI)
Zur hohen transienten Expression von Fremd-DNA in eukaryotischen Zellen erfolgte die Transfektion der
Zellen mit PEL. Zellen wurden am Vortag der Transfektion in 10 cm Schalen mit einer Zelldichte von 2x10°
Zellen/ Schale ausgesét. Pro 10 cm Schale wurden 5 pg Plasmid-DNA in 300 pl serumfreien Medium
verdlinnt und mit 15 pg PEl in 300 pl serumfreien Medium vermischt. Der Ansatz wurde im Anschluss fir
15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Medium der zu transfizierenden Zellen wurde entfernt und
die 600 pl Transfektionsreagenz direkt auf die Zellen getropft. Darauffolgend wurden die Schalen mit
6 ml serumfreiem Medium aufgefiillt und fiir 4 h bei 37°C 5 % CO, im Zellkulturinkubator kultiviert. Im

Anschluss wurde das Medium durch normales Zellkulturmedium (10 % FCS) ersetzt.

5.5.7 Stabile Transfektion mit PEl und Sleeping Beauty Transposase

Zur stabilen Transfektion von Zellen wurde das Sleeping Beauty Transposase System genutzt. Hierbei
werden Gene von inverted repeat — Sequenzen (ITRs) umgeben in einem Vektorplasmid integriert, durch
die Kotransfektion mit einem Expressionsplasmid fiir die Sleeping Transposase stabil in das Zellgenom
eingebracht. Zielzellen wurden hierfiir am Tag vor Transfektion in 6 cm Schalen mit einer Zelldichte von
6x10° Zellen pro Schale ausgesit. Pro Schale wurden 0,1 ug SB13 (codiert fir die SB-Transposase),
2,15 pg Vektorplasmid (mit dem zu transferierendem Gen) und 0,25 pg eines Vektorplasmides mit
Puromycinresistenz-Kassette (ebenfalls flankiert von ITRs) eingesetzt. Die Kotransfektion des
Vektorplasmids mit Puromycinresistenz dient zur spateren Selektion stabil transfizierter Zellen, durch die
vergleichsweise geringe Konzentration dieses Vektors ist davon auszugehen, dass entstehende
transfizierte Zellen mit Puromycinresistenz ebenfalls das eigentlich zu transfizierende Gen enthalten. Die
DNA (insgesamt 5 pg pro 6 cm Schale) wurde in 200 pl serumfreiem Medium verdiinnt und mit 15 pg PEI
in ebenfalls 200 pl serumfreiem Medium vermischt. Der Ansatz wurde 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert und direkt auf die Zielzellen getropft (Zellkulturmedium wurde zuvor entfernt). Die Schalen
wurden im Folgenden mit 3 ml serumfreiem Medium aufgefillt und fiir 4 h im Zellkulturinkubator
inkubiert (37°C, 5 % CO,). Danach wurde das Medium durch serumhaltiges Zellkulturmedium (10 % FCS)
ausgetauscht und die Zellen 48 h weiter kultiviert. Danach wurden die Zellen abgel6st und stabil

transfizierte Zellen in Selektionsmedium mit Puromycin expandiert.

5.5.8 Etablierung von Primarzellkulturen

Zur Etablierung von Primarzellkulturen aus entnommenem Tumorgewebe erfolgte die Aufbereitung von
Einzelzellsuspensionen wie unter 5.7.12 beschrieben (unter Verwendung von Tumorverdaumedium mit
Dispase). Die Zellen wurden im Anschluss in eine T25-Zellkulturflasche mit 6 ml Zellkulturmedium

gegeben. Zur Entfernung toter Zellen wurde das Medium die ersten 3 Tage taglich gewechselt. Nach
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Erreichen einer Konfluenz von 80-90 % wurde 1/5 der Zellen in eine frische Zellkulturflasche passagiert
(siehe 5.5.2). Die Zellen wurden weiterpassagiert bis sich eine homogene Tumorzellkultur entwickelte
(ohne erkennbare Anteile anderen Zelltypen, z.B. Fibroblasten oder Hepatozyten), diese stellte sich nach
ca. 5-7 Passagen ein. Im Anschluss wurden die Zellen expandiert und in Aliquots eingefroren (siehe

5.5.4).

5.5.9 Komplement-Aktivierungs-Assay

Zur Bestimmung einer Adapter-vermittelten Komplement-Aktivierung, wurden die Luciferase-
exprimierenden Tumorzellen (MC38pSiaLUC p53-Akt2-Luc) genutzt. Es wurden 1x10* Tumorzellen je
Well einer 96-Well Platte, 0,5 ug Adapterprotein (DE1scFvpSia) und 20 ul Blutserum Ad5-immunisierter
Mause nativ oder zuvor bei 56°C fir 10 min zur Inaktivierung der enthaltenen Komplementfaktoren
eingesetzt. Bei einer Komplementaktivierung, resultierend in einer Tumorzelllyse, kommt es zur
Freisetzung der Luciferase in den Zelliberstand. Die Luciferase Aktivitit im Uberstand wurde

anschlieRend nach 1 h, 4 h und 20 h bestimmt.

5.5.10 Luciferasemessung

Bei der Umsetzung von Luciferin durch das Enzym Luciferase wird Licht emittiert. Dies kann in Form von
relative light units (RLU) quantifiziert wird. Zur Quantifizierung der Luciferase im Zellkulturiiberstand,
wurden 300 pl Luciferase-Messpuffer mit 25 pL ZellkulturGberstand versetzt, kurz gevortext und
anschliefend die Lumineszenz nach Zugabe von 100 pl Luciferinlésung bei einer Messzeit von 10 s am

Luminometer gemessen.

5.6 Proteinbiochemische Methoden

5.6.1 Aufreinigung rekombinanter Proteine

Zur Aufreinigung rekombinanter Proteine wurden 293T-Zellen in 10 cm Platten ausgesat und wie unter
5.5.6 beschrieben transient transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zelliberstande der Schalen
vereinigt und filtriert (0,45 um Filter). Die Zellen wurden im Anschluss mechanisch abgel6st (unter
Verwendung eines Zellschabers) und mit einem Teil des gefilterten Kulturiiberstands abgespilt. Um die
Zellen aufzuschlieBen, wurden diese 2-fach in fllissigem Stickstoff eingefroren und aufgetaut. Im
Anschluss wurden die Zellreste pelletiert (1500g, 8 min, 4°C), der proteinhaltige Uberstand
abgenommen und gefiltert (0,45 um Filter) und im Anschluss mit dem zuvor gefilterten Kulturiberstand
vereinigt. Das Medium wurde mit Bindungspuffer im Verhaltnis 1:10 (Puffer:Medium) versetzt und in
50 ml Réhrchen gefiillt. Je R6hrchen wurden 450 pul Ni-NTA Agarose-Beads zur Bindung von Proteinen

mit 6xHis Tag zugegeben (alle in der Arbeit generierten rekombinanten Proteine verfiigen Gber einen
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6xHis -Tag). Es folgte die Inkubation der Réhrchen iber Nacht bei 4°C im Uberkopfschwenker. Am
nachsten Tag wurden die Beads (mit den gebundenen Proteinen) pelletiert (300 g, 10 min, 4°C) und der
Uberstand bis auf einen kleinen Rest abgenommen. Die Beads wurden im Anschluss in einem Réhrchen
(50 ml) vereinigt und zweimal mit 20 ml Waschpuffer gewaschen, wobei zwischendurch eine erneute
Zentrifugation bei 300 g und 4°C fir 10 min erfolgte. Der Waschpuffer wurde im Anschluss bis auf einen
kleinen Rest verworfen und die Beads in ein 2 ml Reaktionsgefal} Gberflihrt. Zur Entfernung von Resten
des Waschpuffers wurden die Beads nochmals pelletiert (4500 g, 4°C, 5 min) und der Uberstand
moglichst vollstandig abgenommen. Die Beads wurden zur Elution des gebundenen Proteins in
Elutionspuffer aufgenommen (mit L-Histidin zur kompetitiven Bindung an die Beads und Freisetzung der
Proteine). Hierbei wurde ein 1:1 Verhaltnis (v/v) von pelletierten Beads zu Elutionspuffer verwendet. Die
Elution erfolgte im Anschluss bei 4°C im Uberkopfschwenker, danach wurden die Beads pelletiert
(25000 g, 4°C, 15 min) und der proteinhaltige Uberstand abgenommen. Dieser wurde aliquotiert und bei

-80°C gelagert.

5.6.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinmengen im Eluat nach Proteinaufreinigung wurde mittels Bradford-Assay
bestimmt. Die Bindung von Proteinen an den Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 flihrt dabei zu
Verschiebung des Absorptionsmaximums des ungebundenen Farbstoffs von 465 nm zu 595 nm nach
Proteinbindung. Es wurden serielle Verdiinnungen des Protein-Eluats in Elutionspuffer erstellt und
jeweils 2 ul jeder Verdiinnung sowie als Nullwert 2 pl Elutionspuffer in 798 ul Wasser gegeben und gut
gemischt. Im Anschluss wurde jeweils 200 pl Bradford-Lésung (Biorad-Dye-Reagent-Concentrate)
zugeben und gut durchmischt. Die Absorbtion bei 595 nm wurde im Spektralphotometer gemessen und
anhand einer parallel gemessenen BSA-Eichgeraden (0,5 pg — 12 pg/ul ebenfalls in Elutionspuffer) die

Proteinkonzentration bestimmt.

5.6.3 ELISA

Die quantitative Analyse der Bindungen anti-viraler Antikorper an die adenovirale Virushiille bzw.
rekombinante Adapterproteine erfolgte mittels ELISA. Hierzu wurden ELISA-Platten (96-Well) Gber Nacht
bei 4°C mit Viruspartikeln oder aufgereinigtem Protein in ELISA-Coating-Puffer beschichtet. Pro Well
wurden hierbei 1x108 Viruspartikel (Gesamtpartikel sowohl infektids und als auch nicht infektiés) in
100 pl Puffer bzw. 1 pg Protein in 100 pl Puffer eingesetzt. Am nachsten Tag wurden die Platten
ausgeschlagen und die Viruspartikel durch UV-Bestrahlung inaktiviert. Freie Bindungsstellen wurden mit
340 ul Blockierungslosung (2 % Milchpulver in PBS) pro Well fir 1,5h bei Raumtemperatur (RT)

abgesattigt. Im Anschluss wurden die Platten erneut ausgeschlagen und je Well 100 ul Blutserum

110



Material und Methoden
immunisierter oder naiver Mause 1:10000 in Blockierungslésung verdiinnt zugegeben. Ein Teil des
Serums wurde zuvor mit Proteinen zur Bindung Protein-spezifischer Antikérper vorinkubiert. Hierbei
wurden 5 pg Protein je 100 pl Serumverdinnung eingesetzt und vor Einsatz im ELISA bei 37°C fir eine
Stunde inkubiert. Die mit Serumverdiinnungen versetzten Platten wurden fiir 2 h bei RT und leichtem
Schwenken (500 rpm) inkubiert. Danach wurden die Platten ausgeschlagen und dreimal mit dest. Wasser
gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Zugabe eines HRP gekoppelten Zweitantikorpern zur Detektion
gebundener Maus- I1gGs (Antikorperverdinnung: 1:3000 in Blockierungslosung; 100 pl pro Well). Die
Platten wurden daraufhin weitere 1,5 h bei 500 rpm und RT inkubiert. Die Fllssigkeit wurde im Anschluss
durch Ausschlagen der Platten entfernt und die Wells dreimal mit dest. H,O gewaschen. Zur Entwicklung
des ELISAs wurde das BD OptEIATM TMB Substrate Reagent Set verwendet. Es wurden hierzu Substrat
Reagenz A und B im Verhaltnis 1:1 gemischt und je Well 100 pl eingesetzt. Zum Abstoppen der
Farbreaktion wurden 60 pl 1 M HsPO, in jedes Well gegeben und im Anschluss die Absorption der Proben

bei 450 nm photometrisch gemessen.

5.6.4 SDS-Page
Die Separierung von Proteinen erfolgte mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese. Hierbei wurde ein

10 %-Trenngel, Gberschichtet mit einem 5 %-Sammelgel verwendet (Gelzusammensetzung siehe Tabelle

5.15).

Tabelle 5.15: Zusammensetzung von Trenngel und Sammelgel fiir SDS-Page (Angaben fiir 1 Gel)
ST Volumen

Trenngel | Sammelgel
Dest H,0 3ml 1,74 ml
1 mM Tris pH 6,8 + SDS -- 312,5 ul
1,5 mM Tris pH 8,8 + SDS 1,88 ml -

Acrylamid-Mix (Rotiphorese® Gel 30) | 2,5 ml 625 ul
TEMED 7,5 ul 2,5l
10 % APS 75 ul 25 ul

Die Proteinproben wurden im Verhéltnis 1:5 (v/v) mit 5x SDS-Ladepuffer versetzt und fiir 5 Minuten bei
95°C inkubiert. Danach wurden die Proben zusammen mit einem definierten Proteinstandard auf das
Sammelgel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte mit 1x SDS-Laufpuffer bei 30 mA und ca. 180V fir

60 — 90 Minuten bei Raumtemperatur.

5.6.5 Western Blot

Nach der Auftrennung der Proteine mittels SDS-Page wurden die Proteinbanden Uber das Semi-Dry-
Blotting-Verfahren auf eine PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membran (ibertragen. Die PVDF-Membran
wurde durch kurzes Schwenken in 100 % Methanol aktiviert und zusammen mit dem SDS-Gel in mit

Transferpuffer getranktem Whatmanpapier eingebettet (je 4 Lagen Whatmanpapier oberhalb und
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unterhalb). Die Luftblasen wurden entfernt und die Proteine je nach Proteingrof3e fir 20-40 Minuten bei
ca. 30 V und 300 mA auf die PVDF-Membran transferiert.

Im Anschluss an das Blotverfahren wurde die Membran zum Absattigen freier Bindungsstellen fiir eine
Stunde in 15 ml Blockierungslésung (5% Milchpulver in TBST-T) geschwenkt. Zur Detektion von Proteinen
mit c-Myc-Tag erfolgte die Inkubation mit einem anti-c-Myc-HRP Antikérper unter Schwenken bei 4°C
Gber Nacht (Antikérperverdiinnung 1:5000 in Blockierungsldsung).

Am nachsten Tag wurde die Membran dreimal mit je 15ml TBS-T fir 10 min gewaschen. Die
Visualisierung der Antikérperbindung erfolgte im Anschluss Gber Chemilumineszenz. Hierzu wurden je
2,5 ml beider Lésungen (Enhanced Luminol Reagent und Oxidizing Reagent) eines Western LightningTM
Plus ECL Enhanced Chemiluminescence Substrate Kits gemischt und auf die Membran gegeben. Zur
Detektion wurden Amersham HyperfilmTM ECL High Performance Chemiluminescence Filme benutzt.

Die Belichtung der Filme erfolgte je nach Signalstarke unterschiedlich lang.

5.7 Tierexperimentelle Methoden

Fir alle Experimente wurden 6 Wochen alte Mause, gezlichtet im zentralen Tierlabor der Medizinischen
Hochschule Hannover, verwendet. Die Versuche mit subkutanen Tumoren erfolgten ausschliefRlich in
C57BI/6) Mausen, wahrend die Versuche mit orthotopen Tumoren der Leber mit p53fl/fl-Mé&usen

durchgefiihrt wurden.

Die Haltung der Tiere erfolgte im Sicherheitsbereich S1 in Polycarbonat-Kafigen des Typs Il mit bis zu 6
Tieren pro Kafig. Im Sicherheitsbereich S2 erfolgte die Haltung von bis zu 5 Tieren pro Kafig in IVC
(individuell beliifteten) Kafigen (Typ T22 Duracage). Alle Tiere wurden auf staubfreiem Einstreu, bei einer
Raumtemperatur von 22°C, einer Luftfeuchtigkeit von 55% und einem Tag-/Nachtrhythmus von
14 h/10 h gehalten. Verfiittert wurde steriles pelletiertes Futter der Firma Altronin (Haltungsfutter
Maus/Ratte, Alleinfuttermittel; Zusammensetzung: Gesamtprotein 19%, Fett 4%, N-freie Extraktstoffe
50,5%), steriles Wasser erhielten die Tiere (iber eine Trinkflasche. Die Tierraume befanden sich je nach
Sicherheitsstufe (51/S2) hinter entsprechenden Infektionsbarrieren und wurden regelmiRig gemaR GV-
Solas-Liste auf Erreger untersucht. Die Totung von Tieren erfolgte unter CO-Inhalationsnarkose durch
zervikale Dislokation. Im Rahmen der Arbeit erfolgten alle Tierversuche gemal der Tierversuchsantrage

12/0978, 15/1874 und 16/2376

5.7.1 Mausstamme

C578BI/6/): Immunkompetenter Inzuchtstamm; In der Arbeit verwendet zur Etablierung und
Therapie subkutaner Tumore und Lungenmetastasen
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p53fl/fl (B6.129P2-Trp53™!1Bm/j). Immunkompetenter Inzuchtstamm auf der Basis der C57BI/6)-
Mauslinie.  Enthalt  flankierende  LoxP-Sites um  das
Tumorsuppressorgen p53, um dieses mittels der Cre-

Rekombinase gezielt zu deletieren; hier als durchgangig als
p53fl/fl bezeichnet
5.7.2 Immunisierung gegen Adenovirus
Zur Induktion Virus-spezifischer Immunantworten mit besonders intensiver humoraler Antwort wurden
die Mause durch zweifache Injektion von 1x10° infektidsen Partikeln hTertAd in 100 pl isontonischer

Kochsalzl6sung intravends (i.v.) immunisiert. Die Injektionen erfolgten im Abstand von 7 Tagen.

5.7.3 Etablierung von Lungenmetastasen

Zur Etablierung von Lungenmetastasen wurden je Maus 3 x 10° Zellen (CMTpSia) in 200 ul 0,9 % NaCl i.v.
injiziert.

5.7.4 Etablierung und Volumenbestimmung subkutaner Tumore

Subkutane Tumore wurden durch Injektion von 1x10” Tumorzellen in 150 pl PBS in die Flanke der Tiere
etabliert. Das Tumorvolumen wurde durch die Messung der Lange (L) sowie Breite (B) unter Verwendung

folgender Formel ermittelt: V=LxB?>x %

5.7.5 Intratumorale Virotherapie
Onkolytische Virotherapie subkutaner Tumore erfolgte 6 Tage nach Tumorinokulation durch

intratumorale (i.t.) Injektion von 1x10° iP hTertAd in 30 pl isotonischer Kochsalzlésung.

5.7.6 Adaptertherapie
Adaptertherapie erfolgte i.t. oder i.v. mit 50 pg aufgereinigtem Adapter in 50 pl (i.t.) bzw. 100 pl (i.v.)

isotonischer Kochsalzlésung.

5.7.7 Immuncheckpointblockade
Immuncheckpointblockade wurde durch intraperitoneale (i.p.) Injektion von 75 ug des a-PD-1

Antikérpers RMP1-14 in 150 ul isotonischer Kochsalzlosung zweimal wéchentlich erzielt.

5.7.8 In vivo Depletion von Immunzellen

Zur Depletion der NK-Zellen bzw. der CD8-Zellen erhielten Tiere zweimal wochentlich i.p. Injektionen mit
25 ug des depletierenden Antikorpers PK136 gegen NK1.1 bzw. 75 pg des depletierenden Antikorpers
116-13.1 gegen CD8 in jeweils 150 pul 0,9 %-NaCl-L6ésung. Bei Kodepletion beider Immunzelltypen wurden
je 25 ug a-NK1.1 und 75 pg a-CD8 in insgesamt 150 pl 0,9 NaCl-Lésung i.p. zweimal die Woche injiziert.
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Zur Depletion von Makrophagen und dendritischen Zellen wurden 200 ul Clodronat-Liposomen

(5 mg/ml) i.p. zweimal die Woche injiziert.

5.7.9 Blutentnahme

Blutentnahme aus der Vena facialis

Die Blutentnahme am lebenden Tier erfolgte durch Punktierung der Vena facialis mit einer Kaniile (G21,
0,8 mm).

Blutentnahme aus dem Herzen

Finale Blutentnahme erfolgte aus dem Herzen. Hierfir wurde der Brustkorb gedffnet und das Herz
freigelegt. Die rechte Herzkammer wurde mit einer 1 ml Spritze mit G26 (0,45 mm) Kaniile punktiert und

das Blut entnommen.

5.7.10 Induktion von Lebertumoren mittels in situ Elektroporation

Die Induktion von orthotopen Lebertumoren in der Maus erfolgte durch in situ Elektroporation von
Plasmiden in das Lebergewebe und stabiler Integration der Gensequenzen durch das Spleeping Beauty
Transposase System.

Zur Induktion aggressiv und invasiv wachsender Tumore wurden Transposonvektoren codierend fiir das

Gl12v

Onkogen Kras und konstitutiv aktives Aktl genutzt. Zur Etablierung PolySia-positiver Tumore wurde

ein (Transposon-) Vektor genutzt, in dem die Expression von Kras®?¥

an die Expression der murinen
Polysialyltransferase gekoppelt ist (pT-pSia2AKras). Die Koelektroporation eines Plasmides codierend fir
die Spleeping Beauty Transposase (pSB13) ermoglichte die stabile Integration in das elektroporierte
Gewebe. Die Elektroporation erfolgte zudem ausschlieBlich in Mausen mit von LoxP-Sequenzen

flankiertem p53-Gen (p53fl/fl (B6.129P2-Trp53™18™/})). Die Erweiterung des Ansatzes um ein Konstrukt

codierend fir die Cre-Rekombinase (pCre) flihrte dabei zur Deletion des Tumorsuppressorgens p53 in

den elektroporierten Zellen.

Tabelle 5.16: DNA-Ansatz fiir die Tumorinduktion mittels in situ Elektroporation

DNA Volumen
pT-pSia2AKras 8 ul
pCre 8 ul
pSB13 8 ul
pTmyrAktl 8 ul
TEpH 8 18 pl

Fur die Elektroporation wurden die Mause narkotisiert (durch i.p. Injektion von 100 ug/kg KGW Ketamin
und 10 mg/kg KGW Rompun in isotonischer Kochsalzlésung) und im Anschluss die Bauchwand mittig
unterhalb des Rippenbogens getffnet. Der rechte Leberlappen wurde vorsichtig vorgelagert und die DNA

(Ansatz siehe Tabelle 5.16) in das Lebergewebe injiziert (27G; 0,4 mm). AnschliefRend wurde die
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Injektionsstelle elektroporiert. Hierbei wurde der Injektionsbereich zwischen den Elektroden plaziert und
mit jeweils vier elektrischen Pulsen (Spannung: 35 mV; Pulsdauer: 35 ms; Stromstdrke: 100-150 mA;
Zeitintervall zwischen 2 Pulsen: 500 ms) zweimalig elektroporiert. Im Anschluss wurde das Lebergewebe
reponiert und die Bauchhodhle zweimal mit 40°C warmen dest Wasser gesplilt. Der Bauchraum wurde im
Folgenden in 2 Schritten wieder verschlossen. Zunachst wurde das Bauchfell vernaht (Fadenstarke: 6/0)
und im Anschluss die duRere Haut (Fadenstarke: 4/0). Bis zum Erwachen aus der Narkose wurden die

Mause auf eine Warmeunterlage verbracht.

5.7.11 Abbruchkriterien

Das Allgemeinbefinden der Versuchstiere wurde stetig Uberwacht, subkutanes Tumorwachstum lber
Tumor-Volumenbestimmung dokumentiert und das Wachstum von Lebertumoren (nach
Elektroporation) durch Palpation unter CO,-Inhalationsnarkose untersucht. Das Uberleben wurde
anhand eines festgelegten Scores, zusammengesetzt aus Tumorgrofie und Allgemeinzustand der Mause,
definiert. Dazu zahlten bei allen Tieren vor allem Anzeichen einer Verschlechterung des allgemeinen
Zustandes: Gewichtsverlust, verandertes Verhalten, verminderte Agilitdt oder Fellverlust. Zudem wurden
Tiere mit subkutanem Tumor nach Uberschreitung einer TumorgréRe von 1000 mm? Gesamtvolumen,
einem AusmaR von mehr als 1500 mm in eine Messrichtung (Linge/Breite/Tiefe) oder beginnender
Ulzeration getotet. Ein palpatorisch positiver Tumorbefund bei lebertumortragenden Mausen mit
Hinweis auf eine Tumorgrofe von mehr als 1cm zdhlte ebenfalls zu den Abbruchkriterien eines
Versuchs. Nach Eintritt einer der genannten Abbruchkriterien wurden die Tiere unter CO-

Inhalationsnarkose durch zervikale Dislokation (Genickbruch) getotet.

5.7.12 Entnahme und Aufbereitung von Gewebeproben

Entnahme von Organen fur die Histologie

Zur histologischen Untersuchung von Gewebe wurden postmortal verschiedene Organe und Gewebe
entnommen und in 4 % Paraformaldhydlésung (PFA) fiir mindestens 24 h bei 4°C fixiert.
Bei der Entnahme der Lunge wurde diese vor Entnahme durch Injektion in die Trachea mit ca. 1,5 ml

4 %PFA gespllt und erst im Anschluss entnommen.

Aufbereitung von Zellen aus Tumorgewebe

Zur Praparation von Einzelzellsuspensionen aus Tumorgewebe wurde das Gewebe entnommen, mit dem
Skalpell zerkleinert und in 5ml Tumorverdaumedium (zum Abbau extrazellularer Strukturen)
aufgenommen. Nach mehrmaligem Auf- und Abpipettieren (5 ml Pipette) wurden die Proben fiir 30 min
bei 37°C im Schittelinkubator (225 rpm) inkubiert. Zur Praparation von Tumorzellen fiir die Zellkultur

wurde Tumorverdaumedium mit Dispase verwendet, wahrend zur Praparation von Zellsuspensionen fiir
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Analysen im Durchflusszytometer (FACS) Tumorverdaumedium ohne Dispase benutzt wurde. Nach
Verdau wurden die Proben durch ein Nylonsieb gegeben (40 um) und mit 15 ml RPMI-Medium
gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 300 g und 4°C fiir 10 min pelletiert,
der Uberstand verworfen und das Zellpellet fiir FACS-Analysen in RPMI-Medium bzw. fiir die

anschlieRende Kultivierung in Zellkulturmedium aufgenommen.

Aufbereitung von Splenozyten

Zur Aufbereitung von Splenozyten wurde die Milz entnommen und mit dem Stempel einer 5 ml Spritze
durch ein Nylonsieb (40 um) in ein 50 ml Rohrchen gedriickt. Im Siebverbliebene Milzzellen wurden mit
10 ml RPMI-Medium durchgespiilt und die Zellen durch Zentrifugation bei 300 g und 4°C fir 10 min
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 5 ml 1x RBC-Lysepuffer aufgenommen (zur
Lyse der Erythrozyten) und fir 5 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde die Reaktion durch Zugabe
von 15 ml RPMI-Medium abgestoppt und die Splenozyten pelletiert (300 g, 4°C, 10 min). Der Uberstand
wurde im Anschluss verworfen, die Zellen in 20 ml DC-Medium aufgenommen und in ein frisches 50 ml
Réhrchen gefiltert (40 um Nylonsieb). Die Zellsuspension wurde danach auf 2 x 10° Zellen pro ml mit

RPMI-Medium + 2 % FCS ++ P/S eingestellt.

Aufbereitung von Blutzellen und Serum

Entnommenes Blut (siehe 5.7.9) wurde zur Aufbereitung des Blutserums in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR
gegeben und die zelluldren Bestandteile bei 20000 g und 4°C fiir 15 min pelletiert. Das Serum wurde im
Anschluss abgenommen und bei —20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Zur Aufreinigung von Zellen aus dem Blut wurde entnommenes Blut in ein 15 ml Rohrchen mit 10 ml 1x
RBC-Lyse-Puffer (zur Lyse der Erythrozyten) gegeben und 3 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde die
Reaktion durch Zugabe von 5 ml RPMI-Medium abgestoppt und die Zellen pelletiert (Zentrifugation bei

300 g, 4°C, 10 min). Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in DC-Medium aufgenommen.

5.8 Immunologische Methoden

5.8.1 Antigen-Stimulation von Splenozyten

Zur Analyse Antigen-spezifischer Zellen wurden Splenozyten Uber Nacht mit spezifischen Antigenen
inkubiert. Die Splenozyten wurden nach Isolation aus der Milz (siehe 5.7.12) in eine 24-Well
Zellkulturplatte ausgesat (1,5 ml = 3 x 10° Zellen pro Well). Durch Zugabe von Brefeldin A (1:1000, Stock:
5 mg/ml) wurde der Proteintransport aus der Zelle und damit die Sekretion von Zytokinen unterbunden.
Die Zellen wurden gleichzeitig mit einzelnen Peptiden (1:1000, Stockkonzentration 2 mg/ml) stimuliert

und Uber Nacht bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. Als Positivkontrolle, zur unspezifischen Stimulation der
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Zellen, wurde eine PMA/lonomycin-Mischung (0,05 pg/ml PMA und 2 pg/ml lonomycin) zu den Zellen
gegeben.

5.8.2 Farbung von Zellen mit Fluoreszenzantikorpern fiir die Analyse im FACS

Farbung von Zellen aus Zellkultur

Zellen aus der Zellkultur (Primarzellen, sowie etablierte Zelllinien) wurden mit Dissoziationspuffer
abgelost, mit Zellkulturmedium abgespilt und in FACS-Rohrchen Uberfiihrt. Die Zellen wurden bei 150 g
und 4°C fiir 8 min pelletiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 100 pl Antikérperldsung bzw.
Adapterlosung aufgenommen. Antikdrper wurden hierfiir 1:100 in Zellkulturmedium verdiinnt, Adapter
wurde in einer Konzentration von 5 ug/100 pl eingesetzt. Die Rohrchen wurden gevortext und fiir 30 min
(Antikorperfarbung) bzw. 60 min (Adapterfarbung) bei 4°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit
1 ml Zellkulturmedium gewaschen und Zellen durch erneute Zentrifugation (150 g, 4°C, 8 min) pelletiert.
Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen entweder mit einem sekundéren Antikdrper gefarbt (wie
zuvor + anschlieBendes Waschen und Zentrifugation) oder direkt zur Analyse im FACS in 300 ul

Zellkulturmedium aufgenommen.

Farbung von Immunzellen aus Tumorgewebe

Zellen aus aufgereinigtem Tumorgewebe (siehe 5.7.12) wurden in FACS-R6hrchen Uberfihrt und bei
300 g und 4°C fiir 5 min pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen, die Zellen in jeweils 100 pl
Fc-Rezeptor Blocking Losung ~ (1:100  Fc-Block in RPMI,  zur  Reduktion  unspezifischer
Antikodrperbindungen) aufgenommen, gevortext und fiir 10 min bei 4°C inkubiert. Die Proben wurden mit
1 ml RPMI gewaschen und die Zellen durch erneute Zentrifugation (300 g, 4°C, 5 min) pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen, die Zellen in 100 pl Antikérperlésung (Antikdrper 1:100 in RPMI)
aufgenommen, gevortext und fiir 30 min bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden anschliefend in 1 ml RPMI

gewaschen, zentrifugiert (300 g, 4°C, 5 min) und zur FACS-Analyse in 300 — 500 pl RPMI aufgenommen.

Farbung von Immunzellen aus Blut

Blutzellen (Aufreinigung siehe 5.7.12) wurden in FACS-ROhrchen (iberflihrt und bei 300 g und 4°C fir
5 min pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in 100 pl Antikérperldsung (Antikérper
1:100 in RPMI) aufgenommen, gevortext und fiir 20 min bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden
anschlieBend mit 1 ml RPMI gewaschen, zentrifugiert (300 g, 4°C, 5 min) und zur FACS-Analyse in 300 pl

RPMI aufgenommen.

Farbung von Splenozyten nach Antigenstimulation

Nach Antigenstimulation tber Nacht (siehe 5.8.1) wurde die Splenozyten durch mehrmaliges Auf- und

Abpipettieren abgelost und in FACS-Réhrchen Uberfiihrt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei
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300g und 4°C fir 5min pelletiert und fir die extrazelluldre Farbung in 100 pl Antikorperlosung
(Antikorper 1:100 in RPMI) aufgenommen, gevortext und fir 20 min bei 4°C inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen mit 1 ml RPMI gewaschen und erneut zentrifugiert (300 g, 4°C, 5 min). Der Uberstand
wurde verworfen, die Proben kurz gevortext (um das Verklumpen der Zellen zu minimieren) und in
150 ul  Fixierungspuffer (Cytofix/CytoPerm BD, Kit zur Permeabilisierung der Zellmembran)
aufgenommen, gevortext und flir 15 min bei 4°C inkubiert. Die Proben wurden im Anschluss zweimal mit
jeweils 1 ml 1 x PermWash-Puffer gewaschen, dazwischen erfolgte ein Zentrifugationsschritt (300 g, 4°C,
5 min). Im Anschluss erfolgte die intrazelluldre Farbung (auf IFN,) mit jeweils 100 pl Antikérperldsung
(Antikorper 1:100 in 1 x PermWash), die Proben wurden gevortext und fur 1,5 h bei 4°C inkubiert.
Danach wurden die Zellen mit 1 ml 1xPermWash gewaschen, pelletiert (300 g, 4°C, 5 min), der

Uberstand verworfen und die Zellen in 300 pl 1 x PermWash zur FACS-Analyse aufgenommen.

5.8.3 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Gefarbte Zellen wurden im Durchflusszytometer analysiert (FACS Canto II, BD). Hierbei wurden zunachst
die lebenden Zellen Gber die Parameter FSC (forward scatter) und SSC (side scatter) und im Anschluss die
Einzelzellen Gber SSC-W (width) gegen SSC-A (area) identifiziert. Bei der Analyse der Leukozyten wurden
im Folgenden die CD45.2 positiven Zellen und bei der Analyse der Lymphozyten die CD90.2 positiven
Zellen isoliert und auf weitere Marker untersucht. Beispielhafte Gating-Strategien fiir Untersuchungen
von Immunzellen aus Geweben finden sich in Abbildung
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Abbildung 5.2: Gating-Strategie zur Untersuchung von Immunzellen im Durchflusszytometer
Dargestellt sind beispielhafte FACS-Plots zur Veranschaulichung der Strategie zur Identifikation von Immunzellen aus Gewebe.

Zunachst wurden Uber die Auftragung der Parameter SSC und FSC (sideward bzw. forward scatter) gegeneinander die lebenden
Zellen isoliert (1) und im Anschluss im SSC-A (area) vs. SSC-W (width) auf die Einzelzellen gegated (2). Durch Farbung von CD45.2
bzw. CD90.2 mit einsprechenden Antikérpern wurden die Leukozyten bzw. Lymphozyten identifiziert (3) und im Anschluss die
Anteile spezifischer Zellpopulationen durch Antikérperfarbung von Oberflachenmarkern bestimmt (4).
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5.9 Histologie

Zur histologischen Analyse von Gewebeproben, wurden Organe wie unter 5.7.12 entnommen und in 4 %
PFA fixiert. Im Anschluss wurden die Proben in Gewebekassetten tberflihrt und mit 1 x PBS gewaschen.
Die Proben wurden im Einbetter in Paraffin eingebettet (durch Inkubation in aufsteigender Alkoholreihe,
Xylol und anschlieRend Paraffin), das Gewebe im Anschluss in Paraffinblocke eingeschlossen und bei 4°C

gelagert.

5.9.1 Anfertigung von Paraffinschnitten und Entparaffinierung

Mit Hilfe eines Mikrotoms wurden 2 um dicke Schnitte angefertigt, die Schnitte im Wasserbad bei ca.
30°C gestreckt und auf einen Objekttrager gezogen. Die Schnitte wurden (iber Nacht getrocknet und am
nachsten Tag entparaffiniert. Entparaffinierung von Gewebeschnitten erfolgte durch Inkubation der
Objekttrager fir jeweils 5 Minuten in Xylol und anschlieBend einer absteigender Ethanolreihe (100 %,
100 %, 96 %, 70 %, 50 %). Danach wurden die Objekttrager fir 5 min in dest. Wasser inkubiert und
entweder einer Hamalaun-Eosin(H/E)-Farbung unterzogen oder immunhistochemisch auf die Expression

bestimmter Oberflichenmarker gefarbt.

5.9.2 Hiamalaun-Eosin(H/E)-Farbung

Entparaffinierte Schnitte wurden fiir ca. 30 s in Himalaun-Losung zur Farbung des Zellkerns gefarbt, im
Anschluss in lauwarmem Wasser geblaut. Im Anschluss wurden die Schnitte fiir 2 min in Eosinldsung
(farbt das Zytoplasma) gefarbt, danach kurz in Wasser und anschlielend kurz in Lésungen mit
aufsteigender Ethanolkonzentration (40 %, 70 %, 90 %) gespilt. Danach wurden die Objekttrager fir
jeweils 5 min zweimal in 100 % Ethanol und danach zweimal in Xylol (Zur Entwasserung der Schnitte)

inkubiert. SchlieBlich wurden die Schnitte mit Entellan und einem Deckglas eingebettet.

5.9.3 Immunhistochemische Farbung von CD45

Entparaffinierte Schnitte wurden zur Rickgewinnung von Antigenen in einer pH 9 Pufferlésung (Stock
1:10 verdlinnt in dest. Wasser) fiir 20 min bei 96°C gekocht und im Anschluss fiir weitere 20 min langsam
auf ca. 80°C abgekiihlt. Im Anschluss wurde endogene Peroxidaseaktivitat durch 10-minttige Inkubation
in 3 % Wasserstoffperoxidlosung geblockt. Danach wurden die Proben zweimal fir 5 min in PBS-Tween
(PBS-T) gewaschen und im Anschluss der Primarantikorper (a-mouse CD45) 1:200 in 5 %-Eselserum in
PBS-T appliziert. Die Proben wurden (iber Nacht bei 4°C in einer Feuchtekammer inkubiert. Am nachsten
Tag wurden die Proben zweimal in PBS-T gewaschen und im Anschluss der Sekundarantikérper (Biotin a-
rat) 1:500 5 %-Eselserum in PBS-T auf die Schnitte gegeben. Es folgte eine Inkubation bei
Raumtemperatur fiir 1 h. Die Objekttrager wurden erneut zweimal mit PBS-T gewaschen, die Schnitte fiir

weitere 30 min bei Raumtemperatur mit Streptavidin-HRP inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt
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(PBS-T) erfolgte die Entwicklung mit DAB-Substrat (3,3'-Diaminobenzidin), sobald eine sichtbare Farbung
eintrat wurde die Reaktion durch Waschen mit dest. Wasser abgestoppt. Im Anschluss wurden die
Zellkerne mit Hamalaun gegengefarbt und die Schnitte mit Faramount Mounting Medium und einem

Deckglas eingebettet.

5.10 Statistische Analysen und verwendete Programme

5.10.1 Verwendete Programme
Zur Verarbeitung und Auswertung der FACS-Daten wurde BD FACSDivaTM und FlowJo verwendet. Zur
Darstellung der Daten wurde Graphpad Prism 5 und zur Anfertigung histologischer Bilder Leica QWin

benutzt. Die Darstellung photometrischer Ergebnisse erfolgte mit Gen 5TM BioTek.

5.10.2 Statistische Analysen

Alle Balkendiagramme und Wachstumskurven zeigen den Mittelwert jeder Gruppe mit entsprechender
Standardabweichung (SD). Die statistische Signifikanz beim Vergleich zweier Gruppen wurde iber den
unpaired student’s t-test, two tailed, bestimmt. Beim Vergleich zweier Uberlebenskurven wurde der log
rank (Mantel-Cox) Test zur Bestimmung der Signifikanz herangezogen. Ein p<0,05 wurde als statistisch

signifikant definiert.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

Ad Adenovirus

ADCC Antikorper-abhangige zellvermittelte Zytotoxizitat
AFP Alpha-Fetoprotein

Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

BSA Rinderalbumin (bovine serum albumin)

CAR (Humaner) Coxsackievirus und Adenovirus Rezeptor
CAR-L CAR-Leadersequenz

CDC Komplement-abhadngige Zytotoxizitat

CLL chronische lymphatische Leukdamie

cmv Cytomegalovirus

CrAds Konditional-replikationskompetente Adenoviren
CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen 4

DC Dendritische Zelle

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

dMMR Mismatch Reperatur Defizienz

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

ECB ELISA-coating Buffer

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EFla humaner Elongationsfaktor-1 alpha Promotor
EGFR epidermal growth factor receptor

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

ER Endotoxin-Removal

FACS Fluorescence-activated cell sorting

FcyR Fc gamma Rezeptor

FCS Fotales Kalberserum

FGF2 Fibroblasten Wachstumsfaktor

Flt3L FMS-like tyrosine kinase-3 ligand

FX Koagulations-Faktor X

GM-CSF Granoluzyten Monozyten stimulierender Faktor
GPC Glypican

HCC Hepatozelluldres Karzinom/ Leberkarzinom
HEK293 Human Embryonic Kidney 293 Zellen (humane embryonale Nierenzellen)
HER Humaner epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor
HRP Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)
HSV Herpex simplex Virus

HVR Hypervariable Region

hTert humane Telomerase reverse Transkriptase

IFN Interferon

IL Interleukin

i.p. intraperitoneal

i.t. intratumoral
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MCS
MDSC
MHC
Mipla
MOl
MSI-H
MV
NCAM
Neo
NK-Zellen
NSCLC
P/S
PBS
PCR
PD-1
PFA
PGK
PolySia
pRB
PSA
PVDF
Puro
Rb
RMS
RT

s.C.

SB
scFv
SCLC
SDS
SOC
ST8Siall
ST8SialV
Stet
TAE
TAM
TME
T-Vec

intravends

Immunglobulin

Inverted repeats

internal ribosome entry site

Kérpergewicht

Lysogeny-Broth Medium

Long terminal repeats

Monoklonaler Antikorper

Membranangriffskomplex

Multiple cloning site

Myeloide Suppressorzelle (myeloid- derived suppressor cell)
Haupthistokompatibilitatskomplex
macrophage-inflammatory protein alpha

Multiplicity of infection

Mikrosatelliteninstabilitat-Rate Hoch

Masern Virus

Neuronales Zelladhasionsmolekdil

Neomycin

Natdrliche Killer Zellen

Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom (non small cellular lung acrcinoma)
Penicillin/Streptomycin

Phosphat-gepufferte Salzlosung
Polymerase-Kettenreaktion

programmed cell death protein-1

Paraformaldehyd

Phosphoglyceratkinase

Polysialinsdure

Retinoblastomprotein

Prostataspezifische Antigen

Polyvinylidenfluorid

Puromycin

Retinoblastoma

Rhabdomyosarkom

Raumtemperatur

subkutan

Sleeping Beauty

single chain variable fragment

Kleinzelliges Lungenkarzinom (small cellular lung carcinoma)
Natriumdodecylsulfat

Super optimal broth with catabolite repression
alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 2
alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 4
Sucrose-Tris-EDTA-Triton

Tris-Acetat-EDTA

Tumorassoziierter Makrophage

Tumormikromilieu

Talimogene laherparepvec
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TBS-T
TE
TE-EF
TEMED
Th

TNF
Treg
VSV-G
A%

Tris-Buffered Saline-Tween

Tris-EDTA

Endotoxinfreies TE
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethan-1,2-diamin
T-Helferzelle

Tumornekrosefaktor

regulatorische T-Zelle

Glykoprotein des Vesikularen Stomatitis Virus
Vaccinia Virus
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