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ZUSAMMENFASSUNG 

Bispezifische Antikörper, welche über den CD3-Rezeptor eine spezifische T Zellantwort am 

Tumor induzieren, haben in den letzten Jahrzehnten eine immer größere Bedeutung in der 

Krebstherapie erlangt. Bisher war der Einsatz solcher Antikörper vor allem auf 

hämatologische Erkrankungen beschränkt, während sie bei der Behandlung von soliden 

Tumoren häufig an Grenzen stoßen. Dies liegt zum einen an der mangelnden Infiltration von 

T Zellen in den Tumor, zum anderen an unzureichenden oder irreführenden 

Tierversuchsdaten. Bispezifische Antikörper werden im Laufe der präklinischen Evaluation 

häufig in immunsupprimierten Mäusen mit adoptiv transferierten Immunzellen erprobt, einem 

System, welches die komplexen Vorgänge des Immunsystems nur unzureichend abbildet. 

Im ersten Teil der Arbeit wird deshalb die Etablierung eines syngenen Mausmodells 

beschrieben, um die Effizienz verschiedener bispezifischer Antikörper in Gegenwart eines 

funktionellen Immunsystems testen zu können. Dafür wurden bispezifische Surrogat-

Antikörper im IgGsc Format gegen den CD3 Rezeptor sowie die kostimulierenden 

Rezeptoren CD28 und 4-1BB generiert. Ziel dabei war es den Wirkmechanismus von 

bispezifischen anti-CD3 Antikörpern und deren Kombination mit kostimulierenden 

Antikörpern besser zu verstehen. Insbesondere sollte geprüft werden, ob durch die 

Kombinationstherapie eine verstärkte T Zellproliferation induziert werden kann, um die 

Behandlung von soliden Tumoren zu ermöglichen. Sowohl in vitro als auch in einem 

Lungenmetastasenmodell konnte gezeigt werden, dass die verschiedenen bispezifischen 

Antikörper gut verträglich sind und im Besonderen die Kombinationstherapie einen 

deutlichen Rückgang der Tumorlast induziert. 

Der zweite Teil der Arbeit fokussiert auf das Tumorantigen B7-H3 (CD276). Dieses wird bei 

vielen Entitäten auf dem Tumor selbst, aber auch auf den infiltrierenden Tumorgefäßen 

exprimiert. In diesem Zusammenhang wurde die Fragestellung untersucht, ob es durch die 

gezielte Lyse des Tumorendothels zu einem verstärkten Einstrom von Immunzellen kommt 

(„dual targeting“). Dafür wurde eine Reihe von anti-B7-H3 Antikörpern gegen das humane 

und das murine Protein generiert und charakterisiert. Aufgrund mangelnder Spezifität der 

murinen Binder, welche auch schwach an das humane Protein binden, konnte zwar kein 

Beweis für die Theorie des „dual targeting“ erbracht werden, trotzdem schuf diese Arbeit die 

Grundlage für die Entwicklung eines neuen bispezifischen Antikörpers (B7-H3xCD3), der 

demnächst in einer klinischen Phase I Studie erprobt werden soll. 
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ABSTRACT 

In the last few decades, bispecific antibodies, which induce a CD3 mediated anti-tumoral T 

cell response, have become increasingly important in cancer therapy. Up to now, the use of 

such antibodies has mainly been limited to malignancies of the hematopoietic system, while 

they are of limited efficacy for the treatment of solid tumors. This often results from 

inadequate T cell infiltration into the tumor and from insufficient or misleading animal test 

data. In the course of the preclinical evaluation, bispecific antibodies are often tested in 

immunosuppressed mice with adoptively transferred immune cells, a system that does not 

adequately mimic the complex processes of the immune system. 

In the first part of the thesis, the establishment of a syngeneic mouse model is described, 

which allows the evaluation of various bispecific antibodies in the presence of a functional 

immune system. For this purpose, bispecific surrogate antibodies in the IgGsc format were 

generated against the CD3 receptor and the co-stimulating receptors CD28 and 4-1BB. The 

aim was to better understand the mechanism of action of bispecific anti-CD3 antibodies and 

their combination with co-stimulating antibodies. In particular, it should be evaluated whether 

this combination therapy can induce increased T cell proliferation in order to enable the 

treatment of solid tumors. Both in vitro and in a lung metastasis model it was possible to show 

that the bispecific antibodies are well tolerated and that the combination therapy induces a 

decrease in the tumor burden, which is superior to the anti-CD3 monotherapy. 

The second part of the thesis focuses on the tumor antigen B7-H3 (CD276). In many entities 

this molecule is expressed on the tumor itself, but also on the infiltrating tumor vessels. In this 

context, it was examined whether the targeted lysis of the tumor endothelium leads to an 

increased influx of immune cells (“dual targeting”). For this purpose, a number of anti-B7-H3 

antibodies targeting the human and the murine protein were generated and characterized. Due 

to the lack of specificity of the murine binders, which also show weak binding to the human 

Protein, no proof could be provided for the theory of "dual targeting". Nevertheless, this work 

created the basis for the development of a new bispecific antibody (B7-H3xCD3), which will 

soon be tested in a clinical phase I study. 
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1 EINLEITUNG 

1.1 Krebs 

Krebserkrankungen sind in der Bundesrepublik Deutschland, nach Herz-

Kreislauferkrankungen, die zweithäufigste Todesursache. Jährlich gibt es etwa 480.000 

Neuerkrankungen mit ca. 226.000 Todesopfern. Durch den demografischen Wandel ist die 

Tendenz weiter steigend. Bei Männern ist die häufigste Krebserkrankung Prostatakrebs, 

gefolgt von Lungen- und Darmkrebs. Bei Frauen ist es Brustkrebs, gefolgt von Darm- und 

Lungenkrebs. 

Wie Krebs entsteht, ist noch nicht bis in alle Einzelheiten geklärt. Bei einigen Krebsarten 

spielen genetische Veranlagungen eine besondere Rolle, bei anderen sind es vor allem 

Umwelteinflüsse. Dazu gehören unter anderem: Tabakkonsum, Alkoholmissbrauch, 

ionisierende Strahlung oder Virusinfektionen, wie durch die humanen Papillomviren 1. Auch 

die Rolle des Immunsystems bei der Krebsentstehung ist noch nicht abschließend geklärt. 

In den 1950er-Jahren versuchten Frank MacFarlane Burnet und Lewis Thomas, mit ihrer 

Hypothese der Immunüberwachung (immune surveillance), einen ersten Erklärungsansatz zu 

liefern 2. Diese besagt, dass Immunzellen gesundes Gewebe tolerieren, während sie 

Tumorzellen erkennen und zerstören können. Entartete Zellen können sich dieser Kontrolle 

aber entziehen und unkontrolliert proliferieren 3. Durch genetische Veränderungen werden sie 

unabhängig von exogenen Wachstumsfaktoren und reagieren nicht mehr auf inhibitorische 

Signale. Besonders gefährlich wird es immer dann, wenn Tumorzellen über die Blutgefäße 

andere Gewebe infiltrieren und dort Metastasen bilden. In den letzten Jahrzenten wurden die 

Bemühungen intensiviert, Krebserkrankungen in ihrer ganzen Komplexität verstehen zu 

können. Hanahan und Weinberg postulieren, dass eine Zelle verschiedene Stadien 

durchlaufen muss, um zu einer Tumorzelle werden zu können 4,5. 

Heutzutage gibt es viele Möglichkeiten Krebs zu behandeln. Zu den Therapiemöglichkeiten 

gehören unter anderem operative Eingriffe, Strahlen- und Chemotherapie, Hormontherapien 

oder die Stammzelltherapie. Eine neue Möglichkeit bietet die sogenannte Immuntherapie, bei 

der das körpereigene Immunsystem im Kampf gegen den Krebs unterstützt werden soll. 

Welche Therapie sich schlussendlich am besten eignet, hängt von der Tumorart und dem 

Stadium der Krankheit ab und muss daher individuell auf jeden Patienten abgestimmt werden. 
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1.1.1 Immunüberwachung 

Ein Zusammenhang zwischen Tumorerkrankungen und Immunsystem wurde schon im 19. 

Jahrhundert hergestellt. Busch beschrieb 1868 die signifikante Verkleinerung eines Sarkoms 

nach einer lokalen Erysipel-Infektion 6. 

Auch andere Wissenschaftler wie Paul von Bruns und William Coley, der als „Vater der 

Krebsimmuntherapie“ gilt, beschrieben ähnliche Phänomene 7,8. Coley verwendete später eine 

Mischung abgetöteter Bakterien (Coley’s Toxin) zur Behandlung von Tumoren 9. Der genaue 

Wirkmechanismus ist bis heute ungeklärt, beruht aber wahrscheinlich auf einer Toxin-

abhängigen Aktivierung des Immunsystems, was zu einer unspezifischen Lyse der 

Tumorzellen führt. 

Etwa zur selben Zeit äußerte Paul Ehrlich die Vermutung, dass das Immunsystem das 

Wachstum von Tumoren verhindert, da Krebs sonst in einer viel höheren Frequenz 

vorkommen müsse. Es sprach dabei von einer „Schutzvorrichtung des Organismus“ 10. 

Endgültige Gewissheit konnten hier erst viele Jahrzehnte später Experimente mit Mäusen 

bringen. 

Es konnte gezeigt werden, dass Mäuse mit zuvor bestrahlten und damit inaktivierten 

Tumorzellen immunisiert werden können. Dies hat zur Folge, dass die Mäuse bei einer 

weiteren, normalerweise letalen Dosis von lebenden Zellen desselben Tumors häufig 

geschützt sind. Diese Schutzmechanismen treten bei Mäusen ohne T Zellen nicht auf. Sie 

lassen sich aber durch adaptiven Transfer aus immunen Mäusen erzeugen, was beweist, dass 

T Zellen eine wesentliche Rolle bei der immunologischen Überwachung spielen 11–13. Aus 

diesen Experimenten konnte geschlossen werden, dass das Immunsystem maligne von 

benignen Zellen unterscheiden und Tumore an speziellen tumorassoziierten Antigenen (TAA) 

erkennen und abstoßen kann. 

Trotzdem war die von MacFarlane Burnet und Thomas aufgestellte Hypothese der 

Immunüberwachung lange Zeit, vor allem durch Experimente mit Nacktmäusen in den 1970er 

Jahren, sehr umstritten 14. Nacktmäuse besitzen keinen Thymus und haben ein stark 

eingeschränktes Immunsystem. Trotzdem zeigen sie keine signifikant erhöhte Tumorrate, im 

Vergleich zu normalen Mäusen, wenn man sie mit karzinogenen Substanzen behandelt 15. 

Einige Jahre später, wurde jedoch festgestellt, dass Nacktmäuse nicht völlig frei von T Zellen 

sind 16,17. Außerdem verfügen sie über eine normale Anzahl von NK Zellen (natürliche 

Killerzellen), welche besonders effizient gegen Tumorzellen vorgehen können 18–20. 
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Der endgültige Beweis für die Theorie der Immunüberwachung wurde erst nach der 

Jahrtausendwende durch Versuche mit knock-out Mäusen erbracht.  Mäuse, die eine Deletion 

der Proteine RAG und STAT1 haben, besitzen keine adaptive Immunität mehr und auch 

bestimmte Mechanismen der angeborenen Immunität sind nicht mehr funktionsfähig. Dies 

führt zu einer erhöhten Wahrscheinlichkeit, dass die Mäuse spontan oder an einem chemisch 

induzierten Tumor erkranken 21. 

1.1.2 Immunevasion 

Heute weiß man, dass das Zusammenspiel zwischen Immunsystem und Krebs sehr 

kompliziert ist und auch die Vorstellungen der Immunüberwachung haben sich verändert. Die 

Entstehung von Krebs ist ein evolutionärer und dynamischer Prozess, an dessen Anfang die 

Krankheit noch vom Immunsystem erkannt und eliminiert werden kann. Erfolgt die 

Eliminierung nicht vollständig, verändert sich der Tumor und es entstehen Mutationen, 

bedingt durch den vom Immunsystem ausgehenden Selektionsdruck. Diesen Vorgang 

bezeichnet man als „immunoediting“, an dessen Ende die Immunantwort verhindert wird und 

es zur Immunevasion kommt („immune escape“) 3,22. 

Verschiedene Tumore zeigen so zum Beispiel eine verminderte Expression von 

tumorassoziierten Antigenen. Bei Brustkrebspatientinnen konnte gezeigt werden, dass ihre 

Überlebensrate deutlich höher ist, wenn sie eine humorale Immunantwort gegen den 

Tumorzellmarker Mucin-1 (MUC-1) ausbilden 23. Doch selbst wenn T Zellen mit einem 

Tumorantigen in Kontakt kommen, führt dies nicht zwangsläufig zur Aktivierung, weil 

kostimulatorische Signale fehlen, sodass die T Zellen in einen toleranten Zustand übergehen, 

welcher auch als Anergie bezeichnet wird 24,25. Mittlerweile konnte auch eine direkte 

Korrelation zwischen klinischer Prognose und der Anzahl und Art der Tumor-infiltrierenden 

Lymphozyten (TILs) hergestellt werden 26. 

Auch die Expression von MHC („major histocompatibility complex“) Molekülen ist auf 

Tumorzellen häufig verringert, dadurch können sie nicht mehr von zytotoxischen T Zellen 

erkannt werden 27,28.  Durch eine veränderte Interferon-γ (IFN-γ) Produktion kann es 

außerdem zu einer veränderten Expression von Untereinheiten des Proteasoms (LMP2, 

LMP7, LMP10 und PA28) kommen und damit zu einer veränderten Generierung von 

Peptiden, mit welchen die MHC Moleküle beladen werden 29. 

Tumore können die Immunantwort auch direkt unterdrücken. Häufig produzieren sie lösliche 

Faktoren wie den transformierende Wachstumsfaktor β (TGF-β), Interleukin-10 (IL-10) oder 
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Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO), welche die Immunantworten direkt unterdrücken oder 

regulatorische T Zellen (Treg) anlocken, die ihrerseits immunsuppressiv wirken 30,31. 

Zusätzlich kommt es auf Tumoren häufig zu einer veränderten Expression von 

membranständigen Proteinen. Besonders hervorzuheben ist das Protein PD-L1, Ligand des 

inhibitorischen Rezeptors PD-1 („programmed cell death protein 1“), der von aktivierten 

T Zellen exprimiert wird 32. Ebenso wie die Expression des Fas Liganden, welcher in der 

Lage ist, den programmierten Zelltod (Apoptose) in aktivierten T Zellen auszulösen 33. 

Auch die Mikroumgebung eines Tumors leistet häufig einen wichtigen Beitrag zur 

Immunevasion. Verschiedene Population von myeloischen Zellen, die man insgesamt als 

MDSCs („myeloid-derived suppressor cells“) bezeichnet, und welche noch unzureichend 

charakterisiert sind, produzieren zum Beispiel IL-10, welches auf dendritische Zellen und 

T Zellen inhibitorisch wirkt 34. 

Einerseits gibt es also eine ganze Reihe von Mechanismen die sicherstellen, dass das 

Immunsystem maligne Zellen erkennen und eliminieren kann, sie sind unter dem Begriff der 

Immunüberwachung zusammengefasst 2. Andererseits finden im Tumor ständig genetische 

Veränderungen statt („immunoediting“), die weniger immunogene Zellen hervorbringen und 

ein immunsuppressives Milieu schaffen 3,22. Dadurch kommt es schlussendlich zur 

Immunevasion und zu einem Fortschreiten der Krankheit. 

Ziel einer Krebstherapie ist es, das ursprüngliche Gleichgewicht im Körper 

wiederherzustellen. Die Immuntherapie, welche in dieser Arbeit behandelt wird, zielt darauf 

ab, das körpereigene Immunsystem im Kampf gegen den Krebs zu unterstützen und soll daher 

im Folgenden näher behandelt werden. 

1.2 Immuntherapie von Tumoren 

Die klassischen Behandlungsmöglichkeiten bei Krebs umfassen eine operative Entfernung des 

Tumors, Chemo- und Strahlentherapie. Vor allem die beiden letztgenannten Methoden sind 

oft mit erheblichen zytotoxischen Nebenwirkungen verbunden. Seit Jahren wird deshalb an 

neuen Therapiemöglichkeiten geforscht, welche eine verbesserte Spezifität und Effektivität 

haben, während man gleichzeitig versucht die Verträglichkeit der Medikamente zu verbessern 

und Nebenwirkungen zu verringern 35. 

In den letzten Jahren ist die Immuntherapie zu einer immer wichtiger werdenden 

Behandlungsmöglichkeit bei Krebs geworden. Ziel dabei ist es, das körpereigene 

Immunsystem im Kampf gegen den Krebs zu unterstützen. Man unterscheidet drei 
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Therapieansätze: die aktive Immunisierung, den adoptiven Zelltransfer und die passive 

Immunisierung, welche im Folgenden näher erläutert werden sollen. 

1.2.1 Aktive Immunisierung 

Die aktive Vakzinierung hat zum Ziel im Patienten eine starke und langanhaltende 

Immunantwort gegen die Krebszellen zu induzieren. Dies erfolgt häufig durch Peptid- oder 

Nukleinsäure-Vakzinierungen. 

Bei der Peptidvakzinierung werden synthetische hergestellte Klasse-I- und Klasse-II-Peptide, 

welche von Tumorantigenen abgeleitet werden, den Patienten subkutan verabreicht 36,37. 

Dabei werden die für die Immuntherapie geeigneten Antigene in drei Kategorien unterteilt. 

Tumorspezifische Antigene kommen nur auf dem Tumor selbst vor, während tumorassoziierte 

Antigene auf dem Tumor lediglich in höherer Anzahl vorhanden sind als auf normalen 

Geweben. Die dritte Kategorie sind die sogenannten Differenzierungsantigene, welche nur für 

die Behandlung von Tumoren aus nicht überlebenswichtigen Geweben relevant sind 38. Um 

die Immunantwort zu verstärken, erfolgt die Gabe der Peptide häufig in einem Cocktail aus 

verschiedenen Peptiden, abseits der eigentlichen Tumorläsion und in Kombination mit einem 

Adjuvans 39. Zu beachten ist dabei, dass die Peptide immer zu den HLA-Molekülen des 

Patienten passen müssen. Im Körper werden die Peptide dann von dendritischen Zellen (DC) 

aufgenommen und den T Zellen präsentiert. 

Alternativ kann auch antigencodierende DNA und RNA verwendet werden. RNA gilt als 

besonders vielversprechend, weil es zu keinen Insertionen ins Genom kommen kann und es 

durch die Aktivierung  des Toll-like Rezeptors 7 (TLR7) zudem selbst als Adjuvans wirkt 

40,41. Die Nukleinsäuren werden von den Zellen des Patienten aufgenommen und die codierten 

Proteine exprimiert. Anschließend werden Peptidfragmente auf den MHC Molekülen 

exprimiert und eine T Zellantwort induziert. 

Die erste durch die FDA zugelassene aktive Krebsimpfung ist Sipuleucel-T (Provenge®), 

welche zur Behandlung von Prostatakarzinomen eingesetzt wird 42. Dabei handelt es sich um 

ein rekombinantes Protein bestehend aus der Phosphatase PAP, einem prostataspezifischen 

Tumorantigen, und dem Adjuvans GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen-Kolonie 

stimulierender Faktor). Bei der Behandlung werden dem Patienten PBMCs (mononukleäre 

Zellen des peripheren Bluts) entnommen und für 48 Stunden mit dem Fusionsprotein 

inkubiert. Anschließend werden die Zellen dem Patienten wieder infundiert. Allerdings ist der 

Einsatz dieser Behandlung umstritten, weil sich die mittlere Überlebenszeit, trotz immenser 

Kosten, nur um 4 Monate verlängert. 
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1.2.2 Adoptiver Zelltransfer 

Beim adoptiven Zelltransfer werden dem Patienten Immunzellen verabreicht, welche direkt 

gegen den Tumor vorgehen 43. Der Vorteil ist, dass diese Zellen in vitro expandiert und auf 

ihre Effektorfunktion selektioniert werden können. Bereits 1976 wurde eine Methode 

entwickelt um T Zellen ex vivo mit Interleukin-2 (IL-2) zu expandieren 44. Später konnten in 

Mausmodellen auch erfolgreich Lymphome mit IL-2 aktivierten Lymphozyten behandelt 

werden 45. Nach sehr vielversprechenden klinischen Ergebnissen mit IL-2 in den 1980er 

Jahren, folgte auch wenig später die klinische Zulassung durch die FDA für die Behandlung 

von metastasierendem Nierenzellkarzinomen sowie malignen Melanomen 46. Allerdings ist 

die Behandlung mit IL-2 mit erheblichen Nebenwirkungen verbunden, was einen breiten 

klinischen Einsatz erschwert. 

Eine besonders vielversprechenden Methode des adoptiven Zelltransfers sind die sogenannten 

CAR („chimeric antigen receptor“) T Zellen 47,48. Diese Zellen besitzen genetisch veränderte 

T Zellrezeptoren mit einer durch einen Antikörper definierten Spezifität. Erkennt eine CAR 

T Zelle ihr spezifisches Tumorantigen, wird sie aktiviert und lysiert die Tumorzelle. Bei der 

Therapie werden dem Patienten zuerst T Zellen entnommen und diese mit IL-2 und anti-CD3 

Antikörpern expandiert 49. Anschließend werden die CAR-Gene mit einem retro- oder 

lentiviralen Vektor in die T Zellen transduziert und dem Patienten verabreicht. Die ersten 

beiden von der FDA zugelassen CAR T Zelltherapien (Kymriah® und Yescarta®) binden das 

B Zellantigen CD19 und werden bei bestimmten B Zell-Leukämien/Lymphomen eingesetzt. 

Trotz bemerkenswerter klinischer Erfolge kommt es häufig zu erheblichen Nebenwirkungen 

durch die massive Freisetzung von Zytokinen. 

1.2.3 Passive Immunisierung 

Die wichtigste Säule der Immuntherapie sind gegenwärtig monoklonale Antikörper. Im Jahre 

1997 wurde mit Rituximab der erste therapeutische Antikörper zur Behandlung von B Zell 

Non-Hodgkin-Lymphomen zugelassen 50. Ein Jahr später folgte Trastuzumab zur Behandlung 

von metastasierendem Brustkrebs 51. Mittlerweile sind weit über 50 monoklonale Antikörper 

zugelassen oder in der klinischen Erprobung 52. Sie werden nicht nur in der Hämatologie und 

Onkologie eingesetzt, sondern auch bei Autoimmunkrankheiten und um 

Transplantatabstoßungen zu verhindern. 

Da sich diese Arbeit mit der Charakterisierung von immunstimulatorischen Antikörpern in 

Mausmodellen befasst, soll im Folgenden genauer auf ihre Geschichte und Generierung, 
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sowie ihre Wirkmechanismen und den derzeitigen Stand der Wissenschaft eingegangen 

werden. 

1.3 Antikörper 

1.3.1 Die Geschichte der Antikörper 

Ende des 19. Jahrhunderts konnten verschiedene Wissenschaftler zeigen, dass das Blut von 

Tieren nach einer Infektion zerstörende Wirkung auf Bakterien in Kulturen zeigt 53. Im Jahre 

1890 gelang es Emil von Behring und Shibasaburo Kitasato an Diphterie erkrankte Mäuse 

durch Übertragung von Serum aus Diphterie-immunen Kaninchen zu heilen. Sie erkannten 

dabei, dass das Serum Aktivität gegen das von Bakterien produzierte Toxin besitzen muss. 

Diese Experimente gelten heute als Geburtsstunde und Entdeckung der Antikörper 54. Behring 

erhielt 1901 folgerichtig den ersten Nobelpreis für Physiologie und Medizin. 

In den folgenden Jahren gelang es Behring und seinen Mitarbeitern, durch die Verwendung 

von Ziegen und Pferden, große Mengen an Seren zu produzieren und deren antitoxische 

Aktivität gegen das Diphtherie-Toxin zu quantifizieren 55. Mit diesen nun genormten Seren 

behandelten Paul Ehrlich und Emil von Behring an der Charité in Berlin 220 an Diphtherie 

erkrankte Kinder. Der Erfolg war überwältigend. Während die Hälfte der unbehandelten 

Kinder an der Krankheit verstarben, konnten 64 von 66 der behandelten Kinder geheilt 

werden 56. 

Paul Ehrlich war auch der Erste, der versuchte die Struktur von Antikörpern zu erklären. In 

der von ihm postulierten Seitenkettentheorie ging er davon aus, dass es zur Bildung freier und 

spezifischer Antikörper kommt, welche das Toxin neutralisieren 57. Er nahm an, dass die 

Antikörper dabei nach dem „Schlüssel-Schloss-Prinzip“ an die Toxine binden. Für diesen 

Beitrag erhielt auch er 1908 den Nobelpreis für Medizin. 

Durch die Arbeiten von Michael Heidelberger konnten Antikörper schlussendlich als Proteine 

identifiziert werden 58. Einige Jahre später konnten Elvin Kabat und Arne Tiselius zeigen, 

dass Antikörper in der γ-Globulin-Fraktion von gelelektrophoretisch aufgetrennten Seren 

enthalten sind 59. Mittels Ultrazentrifugation konnte das Molekulargewicht von Antikörpern 

auf ca. 150 kDa beziffert werden 60. In den Jahren 1959 bis 1962 lösten die Wissenschaftler 

Rodney Porter, Gerald Edelman und Alfred Nisonoff schlussendlich die Quartärstruktur von 

Antikörpern 61–63. Porter und Edelman erhielten hierfür 1972 den Nobelpreis für Medizin. 

Im Jahr 1948 identifizierte Astrid Fagraeus Plasmazellen als die Antikörper-produzierenden 

Zellen. In den 1960er Jahren konnte gezeigt werden, dass für die Antikörperbildung Zellen 
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aus zwei verschiedenen Organen benötigt werden. Miller konnte nachweisen, dass die 

Antikörper-produzierenden Plasmazellen ihren Ursprung im Knochenmark haben, sie wurden 

später von Ivan Roitt als B-Lymphozyten (für „bone marrow-derived“) bezeichnet. Des 

Weiteren werden Zellen aus dem Thymus benötigt, sie wurden später als T Lymphozyten (für 

„thymus-derived“) bezeichnet 64. 

1.3.2 Die Struktur von Antikörpern 

Es gibt fünf verschiedene Klassen von Antikörpern, auch Isotypen genannt, welche anhand 

ihrer Strukturen und Eigenschaften unterschieden werden können: IgM, IgD 65, IgA 66, IgE 67 

und IgG. Von besonderer Bedeutung für die Immuntherapie ist aufgrund seiner 

Eigenschaften, welche nun im Folgenden erläutert werden sollen, das Immunglobulin G (IgG) 

(Abbildung 1-1) 68. Alle Antikörper haben gemeinsam, dass sie aus paarigen schweren und 

leichten Ketten bestehen. 

Die leichten Ketten wurden in den frühen 1960er Jahren von Gerald Edelman und Joseph 

Gally entdeckt 69. Zur gleichen Zeit konnte Norbert Hilschmann über Peptidsequenzierung die 

Primärstruktur dieser Ketten auflösen 70. Die leichten, aber auch die schweren Ketten, 

bestehen aus einer Reihe von Immunglobulindomänen mit ähnlicher Länge (ca. 110 

Aminosäuren) und Struktur. Jede dieser Domänen besteht aus zwei β-Faltblättern, welche von 

einer Disulfidbrücke zusammengehalten werden. Hilschmann isolierte die leichten Ketten, 

welche damals als Bence-Jones-Proteine bekannt waren, aus dem Urin dreier an einem 

Multiplen Myelom erkrankten Patienten. Er stellte fest, dass die C-terminalen Hälften der 

leichten Ketten alle die gleiche Peptidsequenz hatten, während die N-terminalen Ketten sich 

unterschieden. Die N-terminalen Domänen werden daher auch als variable Domänen (VL) 

bezeichnet und legen zusammen mit der variablen Domäne der schweren Kette (VH) die 

Antigenspezifität des Antikörpers fest. Heute kennt man zwei Typen von leichten Ketten, 

welche man als Lambda-(λ-) und Kappa-(κ-)Kette bezeichnet. Sie bestehen aus der variablen 

Domäne (VL) und einer weiteren konstanten Domäne (CL). 

Edelman stellte außerdem fest, dass die leichte Kette (25 kDa) durch eine Disulfidbrücke mit 

einer schweren Kette (50 kDa) verbunden ist. Sie besteht ebenfalls aus einer variablen 

Domäne (VH) sowie drei weiteren konstanten Domänen (CH1, CH2 und CH3). Jedes IgG 

Molekül besteht dabei aus zwei identischen schweren und leichten Ketten. Rodney Porter 

benutzte das Enzym Papain, in Kombination mit dem reduzierenden Reagenz Cystein, um 

Antikörper weiter zu untersuchen 71,72. Papain schneidet den Antikörper dabei in drei Teile, 

mit einem Molekulargewicht von je 50 kDa. Zwei davon enthalten eine Antigenbindestelle, 
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Porter bezeichnete sie als Fab-Fragmente („fragment antigen binding“). Das dritte enthält 

keine Antigenbindestelle, da es aber leicht zu kristallisieren war, bezeichnete er es als Fc-

Fragment („fragment crystallizable“). Jede der fünf Antikörperklassen besitzt dabei ein 

anderes Fc-Fragment, welches den Effektor-Mechanismus der jeweiligen Klasse definiert. 

Fab- und Fc-Fragmente sind über die sogenannte Gelenkregion („hinge region“) miteinander 

verbunden. Diese verleiht den Antigenbindestellen die notwendige Flexibilität. 

 

Abbildung 1-1: Schematische Darstellung eines IgG Antikörpers. Das Molekül besteht aus zwei 

schweren (VH, CH1, CH2 und CH3) und zwei leichten Ketten (VL und CL). Durch die Protease Pepsin 

entstehen zwei Fab- sowie ein Fc-Fragment, ihre Schnittstellen sind mit roten Pfeilen markiert. 

Modifiziert von Rouet et al. 73. 

Alfred Nisonoff benutzte eine andere Protease, Pepsin, wodurch ein ca. 100 kDa großes 

Fragment sowie viele kleine Fragmente entstanden 74. Das große Fragment war ebenfalls in 

der Lage Antigene zu binden. Nisonoff erkannte, dass es aus zwei Fab-Fragmenten bestand 

und nannte es F(ab‘)2-Fragment. Durch diese Experimente konnte gezeigt werden, dass auch 

die beiden schweren Ketten über Disulfidbrücken miteinander verbunden sein müssen. Die 

Wechselwirkung eines F(ab‘)2-Fragments (Avidität) mit seinem Antigen ist dabei häufig 

stärker als die eines einzelnen Fab-Fragments (Affinität). 

Die variablen Domänen eines Antikörpers bestimmen, wie bereits erwähnt, dessen Spezifität. 

Dafür sind besondere Strukturen innerhalb der variablen Domänen verantwortlich, man 

bezeichnet sie als hypervariable Regionen oder komplementaritäts-bestimmende Regionen 

(„complementarity determining regions“, CDRs). Wu und Kabat beschrieben 1970, dass jede 
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variable Domäne drei solcher CDRs besitzt, welche von sogenannten Gerüststrukturen 

(„framework regions“) flankiert werden 75. 

Der menschliche Körper kann auf nahezu jede Substanz eine Antikörperantwort hervorrufen. 

Dies bedeutet, dass das Antikörperrepertoire eines Menschen riesig sein muss, es umfasst 

mindestens 1011 verschiedene Antikörpermoleküle. 

Die hohe Vielfalt kommt durch einen Prozess zustande, den man somatische Rekombination 

nennt 76,77. Die leichte Kette besteht aus zwei Gensegmenten, dem V-Gensegment 

(„variable“) und dem J-Gensegment („joining“). Insgesamt gibt es für die leichte Kette 34-38 

bzw. 29-33 funktionelle V-Gensegmente für die κ- bzw. die λ-Kette, sowie 5 bzw. 4-5 

J-Gensegmente für die κ- bzw. die λ-Kette. Bei der Reifung von B Zellen im Knochenmark 

können diese Gensegmente beliebig kombiniert werden. So kann aus einer begrenzten Anzahl 

von Genen eine große Anzahl von Antikörpern generiert werden 78. Das V-Gensegment 

codiert dabei für die ersten 95-101 Aminosäuren und beinhaltet damit auch CDR1, CDR2 

sowie Teile von CDR3. Der Rest von CDR3 wird durch das J-Gensegment codiert. Die 

variable Domäne der schweren Kette wird zusätzlich von einem dritten Genabschnitt codiert, 

dem D-Gensegment („diversity“, 23 Genabschnitte) 79. Dieses liegt zwischen dem 

V-Gensegment (38-46 Genabschnitte) und dem J-Gensegment (6 Genabschnitte) der 

schweren Kette. 

Während dem Zusammenfügen der oben genannten Gensegmente werden auch häufig 

Nukleotide eingefügt oder entfernt. Dies bezeichnet man als junktionale Diversität und erhöht 

die Antikörpervielfalt weiter 80,81. In aktivierten B-Zellen, welche also Antigenkontakt hatten, 

kommt es zusätzlich zu einem Vorgang den man somatische Hypermutation nennt 82. Dabei 

kommt es zu Punktmutationen in den umgelagerten Genen der V-Regionen. Dadurch werden 

B Zellklone mit einer stärkeren Antigenbindung selektiert. 

Wie bereits oben beschrieben, gibt es zwei verschiedene Arten von leichten Ketten, die man 

als die κ- bzw. die λ-Kette bezeichnet. Ein Antikörper hat immer entweder die eine oder die 

andere Kette, niemals beide. Bisher konnte kein funktioneller Unterschied zwischen den 

beiden Typen festgestellt werden und sie kommen auch in allen fünf Antikörperklassen vor. 

Zusätzlich gibt es fünf Arten von schweren Ketten, welche die Effektorfunktion des 

Antikörpers sowie dessen Isotyp definieren: γ1-4 (IgG1-4), µ (IgM), α (IgGA1-2), ε (IgE) und 

δ (IgD). Die Antikörperklassen unterscheiden sich dabei in Struktur, Molekulargewicht, 

Serumkonzentration und biologischer Funktion. Für die Immuntherapie eignen sich im 

Besonderen die Moleküle des IgG Isotyps. Dies liegt unter anderem an ihrer hohen 
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Halbwertzeit von bis zu drei Wochen und ihrer guten Penetration in extravaskuläre Bereiche. 

Ihre weiteren Eigenschaften sollen nun im nächsten Kapitel erläutert werden. 

1.3.3 Wirkmechanismen von IgG Antikörpern 

Krankheitserreger wie Viren oder Bakterien dringen gewöhnlich über die Epithelien in den 

Körper ein. Antikörper haben die Aufgabe Schleimhäute, Gewebe und Blut vor solchen 

Infektionen zu schützen. 

Viele Bakterien verursachen Krankheiten, indem sie Toxine (z.B. Diphterie und Tetanus) 

produzieren, welche die Funktion der Wirtszellen einschränken oder unmöglich machen. IgG 

Antikörper können das Andocken von Toxinen, pathogenen Viren oder Bakterien an die 

Wirtszelle verhindern. Sie binden dabei Strukturen, welche essenziell für die Interaktion mit 

der Wirtszelle sind. IgG Antikörper sind hierbei, begünstigt durch ihre hohe Affinität und gute 

Penetration in den extrazellulären Raum, besonders effektiv 83. 

Antikörper können auch den klassischen Weg des Komplementsystems aktivieren 84. Dabei 

bindet das Protein C1q an die CH2 Domänen von mindestens zwei IgG Molekülen, welche ein 

einziges Pathogen gebunden haben. Durch die Signalkaskade des Komplementsystems wird 

die Oberfläche schlussendlich kovalent mit dem Komplementfragment C3b bedeckt. Dieses 

Protein markiert die Pathogene und fördert die Opsonierung durch Phagozyten. Diesen 

Vorgang bezeichnet man als Komplement-vermittelte zelluläre Zytotoxizität („complement-

dependent cellular cytotoxicity“, CDCC). Zusätzlich kann über das Komplementprotein C5b 

auch ein membranangreifender Komplex („complement membrane attack complex“, MAC) 

gebildet werden. Dadurch entsteht in der Zellmembran eine Pore, die zur Lyse der Zelle führt. 

Viele Erreger können aber nicht direkt von Antikörpern neutralisiert werden. Ein anderer 

wichtiger Abwehrmechanismus ist daher die Aktivierung verschiedener Effektorzellen mittels 

sogenannter Fc-Rezeptoren, welche das Fc-Fragment von Antikörpern erkennen 85. Man 

kennt vier verschiedene Fcγ-spezifische Rezeptoren: drei aktivierende FcγRI (CD64), 

FcγRIIA (CD32) und FcγRIII (CD16), sowie einen inhibierenden FcγRIIB (CD32). 

Verschiedene Zelltypen des Immunsystems besitzen unterschiedliche Kombinationen dieser 

Rezeptoren und werden dadurch unterschiedlich gesteuert. Nur αβ-T Zellen exprimieren keine 

Fc-Rezeptoren. 

Makrophagen, Dendritische Zellen und Neutrophile können über Fc-Rezeptoren Antikörper-

Antigen-Komplexe erkennen und aufnehmen. Diesen Prozess bezeichnet man als Antikörper-

vermittelte zelluläre Phagozytose („antibody-dependent cellular phagocytosis“, ADCP). 
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Entscheidend ist bei der Phagozytose, dass Fc-Rezeptoren nur Antikörper welche an 

Pathogene gebunden haben mit ausreichender Affinität erkennen. Durch diesen Prozess kann 

auch die adaptive Immunantwort stimuliert werden, indem das aufgenommene Antigen 

prozessiert wird und die Peptide auf HLA Klasse I Molekülen T Zellen präsentiert werden. 

Eine Ausnahme bilden die NK Zellen, welche nur den aktivierenden Fc-Rezeptor FcγRIII 

exprimieren. Erkennen sie an die Oberfläche einer Zelle gebundene Antikörper über ihre 

Fc-Rezeptoren, zerstören sie diese über einen Vorgang, den man als antikörperabhängige 

zellvermittelte Zytotoxizität („antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity“, ADCC) 

bezeichnet 86. Dabei werden von den NK Zellen große Menge von Perforin und von 

Granzymen freigesetzt. Diese Mechanismen werden vom Körper normalerweise genutzt, um 

sich virusinfizierter Zellen zu entledigen. Heute bilden sie aber auch oft die Grundlage für den 

Einsatz von Antikörper-basierten Immuntherapien wie Rituximab oder Trastuzumab 87. 

1.3.4 Therapeutische Antikörper 

Schon Paul Ehrlich hatte postuliert, dass Antikörper die perfekten „Zauberkugeln“ für die 

zielgerichtete Behandlung von Krankheiten wären. Im Jahre 1975 gelang es Georges Köhler 

und Cesar Milstein B Zellen mit Mylomzellen zu fusionieren und zu immortalisieren 88. 

Dadurch konnten B Zellen mit bekannter Antikörperspezifität kultiviert und die Antikörper 

aus dem Medium gewonnen werden. Dies war der Grundstein für die Generierung von 

monoklonalen Antikörpern, welche heute vielfältig in Forschung, klinischer Diagnostik und 

Medizin eingesetzt werden. Für ihre Arbeit wurden Köhler und Milstein 1984 mit dem 

Nobelpreis für Physiologie und Medizin geehrt. 

Der erste monoklonale therapeutische Antikörper, der gegen T Zellen gerichtete 

Muromonab-CD3, wurde 1986 zur Behandlung von akuten Abstoßungsreaktionen nach 

Organtransplantationen zugelassen 89–91. Allerdings musste man schnell feststellen, dass 

murine Antikörper eine Immunreaktion bei den Patienten auslöst 92. Diese bilden mit der Zeit 

humane anti-Maus-Antikörper (HAMA), welche den therapeutischen Antikörper 

neutralisieren. 

Um die Immunogenität von murinen Antikörper zu senken, wurde bei therapeutischen 

Antikörpern der nächsten Generation das murine Fc-Fragment durch ein humanes ersetzt. 

Dadurch wird die Spezifität des murinen Antikörpers beibehalten und die Interaktion mit 

humanen Fcγ-Rezeptoren kann verbessert werden 93. Ein prominentes Beispiel für einen 

solchen chimären Antikörper ist Rituximab, welcher erfolgreich bei der Behandlung maligner 

B Zelllymphome eingesetzt wird 94. 
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In der Folge wurden murine Antikörper immer weiter humanisiert. Heutzutage werden häufig 

nur noch die CDRs des murinen Antikörpers, mittels molekularbiologischer Methoden, in ein 

humanes Antikörpergerüst eingebettet („CDR-grafting“) 95. 1985 entwickelt George P. Smith 

eine Möglichkeit komplett humane Antikörper zu generieren 96. Bei der sogenannten „Phage 

Display“ Technologie werden große Bibliotheken aus humanen VH und VL Genen erstellt und 

auf ihre Bindungseigenschaften untersucht. Für seine Entdeckung erhielt Smith zusammen 

mit Greg Winter 2018 den Nobelpreis für Chemie. Mittlerweile gibt es auch transgene Mäuse, 

bei denen die Gensegmente für die variablen Regionen durch die entsprechenden humanen 

Sequenzen ausgetauscht wurden. Nach der Immunisierung produzieren sie komplett humane 

Antikörper 97. 

Während die variablen Domänen die Spezifität des Antikörpers festlegen, ist das Fc-Fragment 

entscheidend für dessen Effektor-Eigenschaften. Viele therapeutische Antikörper besitzen 

deshalb optimierte Fc-Fragmente. Häufig werden dabei gezielt Mutationen in die 

CH2-Domäne der Antikörper eingebaut, um die Wechselwirkung mit Fc-Rezeptoren zu 

optimieren 98. 

Oft soll die Affinität für den Rezeptor FcγRIIIa, welcher auf NK Zellen exprimiert wird und 

ADCC vermittelt, verbessert werden. Ändert man zum Beispiel nur drei Aminosäuren im 

Fc-Fragment von Trastuzumab (S239D/I332E/A330L, DLE), führt dies zu einer 100-fach 

verbesserten Zelllyse 99,100. Umgekehrt kann man durch die Kombination unterschiedlicher 

Mutationen die Fc-Rezeptorbindung auch minimieren, um ungewünschte Nebenwirkungen zu 

verhindern. Die Mutationen L234A/L235A (LALA) reduzieren die Fc-Rezeptorbindung um 

mehr als das 100-fache 101. 

Das Fc-Fragment von IgG1 Antikörpern weißt an Position N297 eine N-Glykosylierung auf, 

welche ebenfalls von enormer Bedeutung für die Interaktion mit Fc-Rezeptoren ist. Diese 

Glykosylierung kann aus verschiedenen Zuckerresten zusammengesetzt sein. Entfernt man 

zum Beispiel die Fucosereste der Glykosylierung, führt dies zu einer 50-fach verbesserten 

Bindung an den FcγRIIIa und zu einer verstärkten ADCC 102. 

Des Weiteren wurde viele Versuche unternommen die Halbwertszeit von Antikörpern zu 

verlängern. In vivo wird diese durch die Interaktion mit dem neonatalen Fc-Rezeptor (FcRn) 

reguliert. Dieser Rezeptor wird im Darm, in der Leber und auf Endothelzellen exprimiert und 

hat die Aufgabe den IgG-Spiegel im Serum stabil zu halten. Versuche in Affen konnten 

zeigen, dass die Mutationen M252Y/S254T/T256E (YTE) die Serumhalbwertszeit von IgG 

Antikörpern um das bis zu vierfache steigern können 103. In einer späteren Phase I Studie 
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konnte eine Serumhalbwertszeit von bis zu 100 Tagen im Menschen ermittelt werden; 

normalerweise liegt sie bei 21 Tagen 104. 

Eine weitere Möglichkeit das Potential therapeutischer Antikörper zu steigern, ist sie über 

einen Linker mit zytotoxischen Substanzen zu koppeln („antibody-drug conjugate“, ADC). 

Das erste zugelassene ADC war Gemtuzumab-Ozogamicin im Jahr 2001 105. Es besteht aus 

einem humanisierten Antikörper gegen das auf akuter myeloischer Leukämie exprimierte 

Antigen CD33. Bindet der Antikörper an das Antigen, wird er samt gekoppeltem Toxin in die 

Zellen aufgenommen, wo das Toxin freigesetzt wird. Im Fall von Gemtuzumab-Ozogamicin 

handelt sich um das Toxin Calicheamicin, welches Doppelstrangbrüche in die DNA induziert. 

Beeindruckte Ergebnisse wurden auch mit sogenannten Immunzytokinen 

(„immunocytokines“) erzielt. Dabei werden immunstimulierende Zytokine wie IL-2, IL-15, 

IFN-γ oder TNF-α („tumor necrosis factor-alpha“) kovalent mit Antikörpern verknüpft, 

wodurch ihre Konzentration um Tumor erhöht werden soll 106–108. 

Antikörper mit optimiertem Fc-Teil konnten bereits erste klinische Erfolge für sich 

verbuchen, finden aber bisher kaum Anwendung bei der Behandlung von soliden Tumoren. 

Die Ursache dafür ist häufig eine geringe Verfügbarkeit von Effektorzellen und eine 

mangelhafte Interaktion dieser Zellen mit den Antikörpern 109,110. Ein potenziell effizienterer 

Ansatz ist daher die Generierung von sogenannten bispezifischen Antikörpern, welche 

zytotoxische T Zellen am Tumor aktivieren können. Auf Grund ihrer Bedeutung für diese 

Arbeit, sollen sie im nächsten Abschnitt näher behandelt werden. 

1.3.5 Bispezifische Antikörper 

Bispezifische Antikörper kombinieren die Spezifität von zwei unterschiedlichen Antikörpern 

und sind dadurch in der Lage zwei unterschiedliche Antigene zur selben Zeit zu binden 

(Abbildung 1-2). In der Immuntherapie werden bispezifische Antikörper eingesetzt, um 

verschiedene Effektorzellen zum Tumor zu führen. Dort sollen sie dann gezielt aktiviert 

werden und gegen die malignen Tumorzellen vorgehen. Dieser Effekt wird durch eine 

simultane Bindung eines Antigens auf der Tumorzelle und eines aktivierenden Moleküls auf 

der Effektorzelle erreicht. 

Die ersten bispezifischen Antikörper wurden in den 1960er Jahren durch Alfred Nisonoff 

beschrieben, als Fab-Fragmente aus zwei unterschiedlichen polyklonalen Seren zu 

F(ab‘)2-Fragmenten  miteinander verknüpft wurden 111. Der große Durchbruch folgte 1975 

durch die Etablierung der Hybridom-Technologie, welche es möglich machte Antikörper mit 
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definierter Spezifität zu entwickeln 88. Durch die chemische Konjugation zweier 

monoklonaler Antikörper konnten bispezifische Antikörper ebenso hergestellt werden, wie 

durch die Fusion zweier Hybridomlinien zu einem sogenannten Quadrom 112,113. 

Mit bispezifischen Antikörpern kann so gut wie jede Zellpopulation als Effektorzelle 

rekrutiert werden. NK Zellen, Makrophagen und Monozyten können durch CD16 aktiviert 

werden und neutrophile Granulozyten über CD64. Von besonderer Bedeutung ist, dass mit 

bispezifischen Antikörpern auch T Zellen aktiviert werden können 114. Bei ihnen handelt es 

sich um die potenteste Gruppe immunologischer Zellen, weil sie stark proliferieren können 

und ein hohes zytotoxisches Potenzial besitzen. Allerdings exprimieren sie keine 

Fc-Rezeptoren, weshalb eine Aktivierung durch monospezifische Antikörper nicht möglich 

ist. 

 

Abbildung 1-2: Schematische Darstellung eines IgG Antikörpers und verschiedener 

bispezifischer Antikörper. A) Monospezifischer IgG Antikörper. B) Bispezifisches Quadroma. C) 

Tetravalenter und bispezifischer IgGsc. D) Chemisch konjugiertes und bispezifisches 

F(ab‘)2-Fragment. E) scFv. F) Bispezifisches BiTE. 

2009 wurde mit Catumaxomab der erste bispezifische Antikörper zugelassen, welcher T 

Zellen aktivieren kann. Er wurde mittels Quadrom-Technologie hergestellt und wird bei der 

Behandlung von Peritonealkarzinomen eingesetzt 115. Catumaxomab bindet einerseits das 

Tumorantigen EpCAM („epithelial cell adhesion molecule“) und andererseits das Antigen 

CD3, welches auf T Zellen exprimiert wird und zu deren Aktivierung führt. Zusätzlich hat 

Catumaxomab aber auch ein intaktes Fc-Fragment, welches über die Bindung an FcγRI und 

FcγRIIIa dendritische Zellen, NK-Zellen und Makrophagen aktivieren kann. 

Von besonderer klinischer Relevanz ist das sogenannte BiTE-Format („bispecific T cell 

engager“), mit seinem prominesten Vertreter Blinatumomab 116. Blinatumomab bindet 
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ebenfalls das T Zellantigen CD3, sowie das Oberflächenprotein CD19 auf B Zellen und 

wurde 2014 für die Behandlung von akuter lymphatischer Leukämie (ALL) zugelassen. Ein 

BiTE besteht aus zwei sogenannten scFv-Fragmenten („single chain fragment variable“). 

Dabei handelt es sich um die kleinste antigenbindende Einheit, wobei die VH und die VL 

Domäne eines Antikörpers über einen kurzen Peptidlinker verbunden sind. 

Heutzutage kennt man über 100 verschiedene Formate bispezifischer Antikörper 117. Die 

Wahl des richtigen Formats ist dabei entscheidend für den Therapieerfolg. Antikörper mit 

einem Fc-Fragment und einem hohen Molekulargewicht haben eine hohe Serumhalbwertszeit, 

während bei kleinen Molekülen, wie BiTEs, häufig einer Dauerinfusion notwendig ist. Diese 

haben dafür häufig eine verbesserte Gewebspenetration und einen besseren Zugang zu 

Antigenen 118. 

Diese Arbeit beschäftigt sich im Wesentlichen mit der Generierung neuer bispezifischer 

Antikörper zur tumorspezifischen Aktivierung von T Zellen  119. Deshalb sollen im Folgenden 

die zellbiologischen Grundlagen zur T Zellaktivierung näher erläutert werden. 

1.4 T Zellaktivierung 

1.4.1 Physiologische T Zellaktivierung 

Im Gegensatz zu Antikörpern, welche direkt in Wechselwirkung mit Pathogenen oder 

Toxinen treten können, erkennen T Zellen fremde Antigene nur in Form von Peptiden, welche 

von auf körpereigenen Zellen exprimierten MHC-Molekülen präsentiert werden (Abbildung 

1-3). Unter physiologischen Bedingungen erkennen T Zellen diesen Komplex über ihren 

T Zellrezeptor („T cell receptor“, TCR), einem Protein, welches in seiner Struktur dem Fab-

Fragment eines Antikörpers sehr ähnlich ist. Jeder TCR besteht aus zwei Polypeptidketten, 

welche über eine Disulfidbrücke miteinander verbunden sind. In den meisten Fällen handelt 

es sich um eine α- und eine β-Kette, seltener um eine γ- und eine δ-Kette. Jede Kette besteht 

aus einer variablen Region, einer konstanten Domäne und einem kurzen C-terminalen 

zytoplasmatischen Bereich, welcher nach Aktivierung, zusammen mit dem Adapterprotein 

CD3, für die intrazellulare Signalweiterleitung verantwortlich ist 120,121. Diese wird durch die 

sich gegenseitig ausschließenden Co-Rezeptoren CD4 und CD8 unterstützt. CD4 positive 

T Zellen werden auch als T Helferzellen bezeichnet und unterstützen B Zellen bei der 

Ausdifferenzierung, sowie Makrophagen und zytotoxische T Zellen bei der Aktivierung. 

Letztere sind durch das Molekül CD8 definiert und induzieren durch die Ausschüttung von 

Perforin und Granzymen, oder durch die Expression des Fas-Liganden Apoptose in z.B. 

virusinfizierte Zellen. 
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Die Interaktion zwischen TCR und MHC, auch als Erstsignal bezeichnet, führt jedoch nur zu 

einer kurzzeitigen Aktivierung der T Zelle, welche anschließend häufig in einen inaktiven 

Zustand - auch als Anergie bezeichnet - fällt, oder sogar stirbt 24,25. Dies wird durch 

sogenannte kostimulatorische Signale verhindert. Besonders hervorzuheben ist hierbei die 

Interaktion zwischen dem auf T Zellen konstitutiv exprimierten CD28 und seinen Liganden 

CD80 und CD86, welche auf  antigenpräsentierenden Zellen („antigen presenting cell“, APC) 

exprimiert werden 122. Häufig spielen aber auch Vertreter der TNF Rezeptorfamilie eine 

wichtige Rolle. Dazu zählen im Besonderen Ox40 (CD134) und 4-1BB (CD137), welche im 

Gegensatz zu CD28 erst nach Aktivierung der T Zelle durch das primäre Signal exprimiert 

werden 123–126. Kostimulatorische Moleküle sorgen so für eine verstärkte und langanhaltende 

Proliferation der T Zellen. 

 

Abbildung 1-3: Aktivierung einer T Zelle durch eine antigenpräsentierende Zelle. T Zellen 

benötigen für eine langanhaltende Aktivierung und Differenzierung drei Signale. Das erste ist die 

Interaktion des TCR mit dem MHC-Peptidkomplex, das zweite ist ein Kostimulus wie CD28 oder 4-

1BB und das dritte Signal wird durch Zytokine vermittelt. 

Neben den direkten Zell-Zell-Kontakten zwischen T Zellen und APCs spielen auch Zytokine 

eine wichtige Rolle 127. Das zu Beginn einer Infektion von Makrophagen ausgeschüttete 

TNF-α fördert die Einwanderung und Aktivierung von Lymphozyten. Durch die 

anschließende Bildung von IL-12 kommt es zur Differenzierung naiver CD4 Zellen und zur 

Aktivierung zytotoxischer T Zellen, welche nun das autokrin wirkende IL-2 bilden 128. Dies 

führt zur verstärkten Proliferation und der Bildung von IFN-γ und TNF-α 129. 

Eine Integration dieser drei Signale verhindert Anergie und sorgt für die Proliferation und die 

Differenzierung von naiven T Zellen zu sogenannten Effektorzellen 130,131. Im Verlauf der 

Immunantwort bilden sich auch zentrale Gedächtniszellen, die spezifisch für ein bereits 
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erkanntes Antigen sind und für lange Zeit im Körper verbleiben. Sie halten sich wie naive 

T Zellen eher in den lymphatischen Organen auf, können aber bei erneutem Antigenkontakt 

als Effektor-Gedächtniszellen, mit einem hohen zytotoxischen Potential, wieder in das 

periphere Gewebe migrieren. 

In den vergangenen Jahren wurden immer weitere Regulatoren der T Zell-abhängigen 

Immunantwort entdeckt 122. In diesem Zusammenhang soll noch besonders das Protein PD-1 

erwähnt werden 132. Es wird von aktivierten T Zellen exprimiert und ist an der Hemmung der 

T Zellantwort beteiligt, indem es unter anderem die Genexpression von IL-10 einleitet, 

welches seinerseits die CD28 Signalgebung und Bildung verschiedener Zytokine inhibiert, 

und somit eine überschießende Immunreaktion verhindert 133. 

1.4.2 T Zellaktivierung durch monoklonale Antikörper 

Ein wichtiger Ansatz bei der Immuntherapie von Tumoren ist die Modulation der 

T Zellantwort mit Antikörpern, entweder durch Interaktion mit dem TCR oder mit 

kostimulatorischen Molekülen. Dabei versucht man die physiologische T Zellaktivierung 

durch Antikörper nachzuahmen.  

Der erste in diesem Zusammenhang zugelassene Antikörper war der bereits erwähnte 

Muromonab-CD3, welcher für die Behandlung von akuten Abstoßungsreaktionen bei 

Transplantationen zugelassen wurde. Er bindet an das Molekül CD3, welches als Co-Rezeptor 

des TCR fungiert. Dies führt zu einer kurzzeitigen Aktivierung der T Zellen, durch das Fehlen 

eines kostimulatorischen Signals werden die T Zellen im späteren Verlauf jedoch anerg und 

sterben 89–91. Die Gabe von Muromonab-CD3 kann jedoch auch zu starken Nebenwirkungen 

führen 134. Durch die Interaktion des Antikörpers mit Fcγ Rezeptoren werden, besonders nach 

der ersten Infusion, unspezifisch T Zellen aktiviert und es kommt zu einer massiven 

Freisetzung der Zytokine TNF-α und IFN-γ. Dies wird als Zytokinfreisetzungssyndrom 

(„cytokine release syndrome“, CRS) bezeichnet und kann zu Fieber, Schüttelfrost, Übelkeit 

und Muskel- und Gelenkschmerzen führen.   

Sogenannte CD28 „Superagonisten“, wie der Antikörper TGN1412 (Theralizumab), können 

T Zellen unabhängig vom TCR über das kostimulatorische Molekül CD28 aktivieren 135,136. 

TGN1412 führt zur Expansion von regulatorischen T Zellen. Sie regulieren das Immunsystem 

und sorgen für Selbsttoleranz, indem sie u.a. anti-inflammatorische Zytokine ausschütten. In 

Tiermodellen konnte TGN1412 erfolgreich bei der Behandlung von Autoimmunkrankheiten 

eingesetzt werden 137–139. Im Jahr 2006 wurde der Antikörper im Rahmen der Phase-I-Studie 

an acht Probanden getestet. Nach weniger als einer Stunde kam es jedoch auch hier zu einer 
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massiven Freisetzung von Zytokinen 140. Bereits nach wenigen Stunden litten die Probanden 

an multiplen Organversagen und mussten auf die Intensivstation verlegt werden.   

Antikörper wie Urelumab und Utomilumab binden an das Antigen 4-1BB, welches T und 

NK Zellen nach ihrer Aktivierung exprimieren 141. Dies führt zur Sekretion der Zytokine IL-2 

und IFN-γ, sowie zu einer vermehrten Bildung von anti-apoptotischen Proteine der Bcl-2 

Familie 126,142,143. Es konnte gezeigt werden, dass agonistische 4-1BB Antikörper dadurch in 

der Lage sind T Zellanergie zu verhindern und zu durchbrechen 144. Die ersten klinischen 

Daten mit Urelumab waren zwar vielversprechend, es kam jedoch auch zu einer 

dosisabhängigen Lebertoxizität 145. Dies erfolgt wahrscheinlich durch eine MHC-unabhängige 

und unspezifische Aktivierung von Effektor-Gedächtniszellen in der Leber 146. Utomilumab 

zeigt ein verbessertes Sicherheitsprofil im Vergleich zu Urelumab 147. Die Gründe sind noch 

nicht abschließend geklärt, liegen aber u.a. in der agonistischen Aktivität, dem Epitop, dem 

Isotyp und der Fähigkeit den Liganden 4-1BBL zu blockieren.  

Mittlerweile versucht man mit Antikörpern noch viele weitere immunregulatorische Moleküle 

bei der Immuntherapie zu nutzen 148. Besonders vielversprechend ist hier das regulatorische 

System PD-L/PD-L1, mit bereits sechs zugelassenen Antikörpern. Die meisten dieser 

Antikörper haben eine verringerte Bindung an das Komplementsystem und Fc-Rezeptoren um 

Nebenwirkungen zu reduzieren 149. Trotzdem können bei der Therapie Hautauschläge, Colitis 

oder Hepatitis auftreten 150. 

1.4.3 T Zellaktivierung durch bispezifische Antikörper 

Trotz vieler Erfolge bei der Immuntherapie mit monoklonalen Antikörpern kommt es häufig 

zu Nebenwirkungen. Meist geschieht dies durch eine systemische, nicht auf den Tumor 

konzentrierten T Zellaktivierung. Dadurch kommt es zu einer massiven Freisetzung von 

Zytokinen (CRS) oder zu Schädigungen der Leber 134,140,146,150. Bispezifische Antikörper 

könnten hier die Lösung des Problems sein. Durch ihre zwei Spezifitäten können sie einerseits 

an ein tumorassoziiertes Antigen binden und andererseits an ein immunmodulierendes 

Molekül. Dies führt zu einer Tumorzell-restringierten Aktivierung des Immunsystems und zu 

einer Reduktion der Nebenwirkungen 151. 

Bereits 1985 wurden die ersten bispezifischen Antikörper entwickelt, welche durch die 

Interaktion mit CD3 zu einer Tumorzell-abhängigen T Zellantwort führen 152,153. Wie bereits 

eingangs erwähnt, folgten mit Catumaxomab (2009) und Blinatumomab (2014) die ersten 

klinischen Zulassungen für bispezifische Antikörper, die auf eben diesem Mechanismus 

basieren 115,116. Ein häufiges Problem ist jedoch, dass eine Interaktion mit dem TCR alleine 
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nicht zu einer langfristigen T Zellaktivierung, sondern zu Anergie oder zum Zelltod führt 24,25. 

Außerdem können so nur T Gedächtniszellen zur Proliferation angeregt werden, während 

naive Zellen deutlich abhängiger von einem Kostimulus sind 154–156.  

Jung et al. postulierten deshalb schon 1987 die Kombination von zwei verschiedenen 

bispezifischen Antikörpern, mit der Idee die physiologische T Zellaktivierung besser 

abzubilden. Es konnte gezeigt werden, dass die simultane Stimulation der T Zelle durch CD3 

und CD28 zu einer stärkeren T Zellproliferation und Tumorzelllyse führt 157–161. Allerdings 

kam die Entwicklung neuer bispezifischer Antikörper mit CD28 durch den Vorfall mit 

TGN1412 ins Stocken. Erst durch neuere Studien rückte die Kombinationstherapie wieder 

stärker in den Fokus. Sie setzen auf verbesserte und stärker auf den Tumor beschränkte 

T Zellaktivierung unter Vermeidung von CD28 Superagonisten 162.  

In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass auch die Verwendung von agonistischen 

4-1BB Antikörper einen positiven Effekt auf die Behandlung mit bispezifischen CD3 

Antikörpern hat 163. Durch ein immer besseres Verständnis der molekularen Vorgänge bei der 

T Zellaktivierung, weiß man heute, dass die PD-L/PD-L1-Interaktion CD28 aus dem 

synaptischen Spalt zwischen T und Tumorzelle verdrängt. Antikörper, welche diese 

Interaktion blockieren, können so die Aktivität von bispezifischen CD28 Antikörpern 

signifikant steigern 164. 

Im Allgemeinen sind bispezifische Antikörper heute gut verträglich. Dies liegt auch an den 

immer besseren Möglichkeiten Nebenwirkungen zu behandeln. Die teils lebensbedrohliche 

Freisetzung von Zytokinen kann mit Steroiden wie Dexamethason behandelt werden, dies 

führt jedoch auch zur T Zellinhibierung 165,166. Tocilizumab, ein anti-IL-6 

Rezeptor-Antikörper, verhindert die Nebenwirkungen des CRS, ohne einen negativen Einfluss 

auf die Tumorzelllyse zu haben 167,168. 

1.5 Tumorassoziierte Antigene  

Um die Nebenwirkungen bispezifischer Antikörper weiter zu reduzieren, sollte die 

T Zellaktivierung möglichst auf den Tumor begrenzt sein. Dafür ist die Wahl des richtigen 

TAA entscheidend. Im Idealfall sollte das Antigen nur von Tumorzellen und nicht von 

benignen Geweben exprimiert werden. 

Bei der Behandlung von Leukämien konnten so bereits große Erfolge erzielt werden. Die 

Antikörper Rituximab und Blinatumomab binden mit CD20 und CD19 Antigene, welche nur 

von B Zellen exprimiert werden 50,116.  Die Behandlung von soliden Tumoren gestaltet sich 
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schwieriger, da die Penetration von Antikörper und Immunzellen durch die suppressive 

Mikroumgebung des Tumors erschwert wird 169. Gerade die Penetration von Immunzellen in 

den Tumor ist bei der Immuntherapie aber von zentraler Bedeutung 170,171. Einige Antigene 

werden durch die Bindung eines Antikörpers auch internalisiert, oder die Antikörper werden 

durch eine lösliche Variante des Antigens abgefangen. Beides verhindert eine langfristige 

Aktivierung der T Zellen im Tumor. 

Um die Penetration von T Zellen in den Tumor und die Proliferation der T Zellen in 

Abhängigkeit verschiedener Antikörper und die damit verbundene Tumorzelllyse besser 

untersuchen zu können, wurde in dieser Studie das Antigen „tyrosinase-related protein 1“ 

(TRP1 oder gp75) verwendet 172–175. Dabei handelt es sich um ein membranständiges Enzym, 

welches sowohl im Menschen als auch in der Maus, an der Melaninsynthese in gesunden und 

malignen Melanozyten beteiligt ist. 

Entscheidend für die Versorgung eines Tumors mit Nährstoffen und Wachstumsfaktoren ist 

die Vaskularisierung. Ein ideales TAA sollte deshalb nicht nur auf dem Tumor selbst, sondern 

auch auf den tumorinfiltrierenden Gefäßen exprimiert sein. Die Idee dahinter ist, dass es 

durch die Lyse der Tumorgefäße zu einer „Öffnung“ des Tumors kommt, woraus eine 

stärkere Infiltrierung von Immunzellen resultiert, sowie eine Unterbrechung der für den 

Tumor so wichtigen Sauerstoffversorgung. Der Antikörper TRC105 bindet zum Beispiel an 

Endoglin, ein Protein, welches in hohem Maße auf proliferierenden Tumorgefäßen exprimiert 

wird 176. Er verhindert die Bindung des Liganden und lysiert die Zellen über ADCC. Hier 

fokussiert sich diese Arbeit auf das Antigen B7-H3 (CD276). Dabei handelt es sich um ein 

Typ I Transmembranprotein der B7 Familie, also um ein Protein, welches wahrscheinlich als 

Kostimulus für T Zellen fungiert. Die endgültige Funktion von B7-H3 konnte allerdings noch 

nicht geklärt werden und auch der Rezeptor wurde noch nicht identifiziert 177,178. B7-H3 wird 

häufig auf Tumoren und Tumorgefäßen exprimiert, während die Expression auf benignem 

Gewebe gering ist 179–181. Daher könnte sich B7-H3 gut eignen um das sogenannte „dual-

targeting“, die gleichzeitige Lyse von Tumor und Gefäßen, zu untersuchen 182. 
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1.6 Tumormodelle in Mäusen 

Eine besondere Herausforderung in der präklinischen Evaluierung von neuen Antikörpern ist 

die Entwicklung von in vivo Testmodellen, welche den Tumor und dessen Eigenschaften 

möglichst akkurat abbilden. Nur so können Nutzen und Sicherheit der Substanz für den 

klinischen Gebrauch garantiert werden. Dies wurde durch den Vorfall mit dem Antikörper 

TGN1412 verdeutlicht. Die Sicherheit des Antikörpers sollte final in Makaken verifiziert 

werden, für welche der Antikörper in weit höheren Konzentrationen verträglich war als später 

für den Menschen. Dort wurde ein CRS durch die CD28-abhängige Aktivierung von Effektor-

Gedächtnis T Zellen ausgelöst, ein Molekül, welches von Makaken Effektor-Gedächtnis 

T Zellen nicht exprimiert wird 183. Über 95% der Krebsmedikamente, welche für die Phase I 

Studie zugelassen werden, scheitern so an der klinischen Zulassung, teilweise auch bedingt 

durch den Mangel an validierten präklinischen Modellen 184. 

Wie bereits eingangs erwähnt, wurden viele immunbiologische Zusammenhänge durch 

Experimente mit Mäusen hergestellt. Bis heute bilden sie daher auch die größte Gruppe von 

Versuchstieren bei der präklinischen Evaluation von Krebsmedikamenten 185. Durch in vivo 

Modelle in Mäusen können verschiedene Parameter einer Substanz, wie der ihr 

zugrundeliegende Mechanismus und die Effektivität, untersucht werden. Wichtig dabei ist 

immer das klinische Ziel vor Augen zu haben, um durch die Wahl des richtigen Modells 

Schlüsse für das weitere Vorgehen ziehen zu können. Am besten wird ein Antikörper dabei in 

verschiedenen Modellen getestet 186. In vitro Experimente können bei der Wahl der richtigen 

Zelllinie, dem richtigen Behandlungsregime und vor allem bei der Wahl des richtigen 

Kandidaten helfen. Außerdem sollten auch dieselben Kriterien wie in der Klinik bei der 

Bewertung von Mausmodellen angewendet werden. Während in Mausmodellen häufig 

messbare Kriterien wie Tumorgröße Anwendung finden, schaut man in klinischen Studien 

eher auf die Überlebensrate oder das progressionsfreie Überleben 187. 

Grundsätzlich unterscheidet man zwischen Transplantations- und Mutationsmodellen. In 

Mutationsmodellen werden Tiere untersucht, welche durch spontane oder induzierte 

Mutationen bestimmte Eigenschaften besitzen 188. In der Onkologie sind 

Transplantationsmodelle jedoch deutlich häufiger. Im Folgenden soll nun näher auf diese 

eingegangen, sowie ihre Vor- und Nachteile behandelt werden. 
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1.6.1 Syngene Modelle 

Das einfachste und kostengünstigste Modell ist das sogenannte syngene Modell. Hierunter 

versteht man die Übertragung von lebenden Zellen zwischen genetisch identischen 

Individuen, oder Tieren desselben Inzuchtstammes. Als Beispiel sei hier, auf Grund der 

Bedeutung für diese Arbeit, die Injektion der Melanomzelllinie B16-F10 in C57BL/6 Mäuse 

genannt 189,190. 

Bei syngenen Modellen ist keine Transplantatabstoßung zu erwarten, da Spender und 

Empfänger genetisch identisch sind. Dies bedeutet aber auch, dass die Anzahl an Zelllinien, 

welche für die Versuche in Frage kommen, begrenzt ist. Häufig werden die Tumorzellen 

dabei als Flankentumor unter die Haut gespritzt (subkutan), dies ermöglicht ein schnelles 

Monitoring des Tumorwachstums, da es einfach gemessen werden kann. Bei Flankentumoren 

handelt es sich häufig um sogenannte ektope Tumore. Dies bedeutet, dass Herkunftsgewebe 

und Zielgewebe sich unterscheiden und die Tumorzellen nicht in die korrekte anatomische 

Position gebracht werden. Als Beispiel sei hier auch das häufig verwendete 

„Lungenmetastasenmodell“ mit B16-F10 genannt. Dabei handelt sich nicht um echte 

Metastasen, die Zellen werden intravenös gespritzt und bleiben in den engen Kapillaren der 

Lunge hängen. Dies bedeutet, dass ein solches Modell das Zusammenspiel verschiedener 

Zelltypen in einem Tumor wie Tumorstammzellen, normale und Tumorzellen, sowie natürlich 

Immunzellen, nur bedingt wiedergeben kann und die Reaktion auf ein Medikament 

gegebenenfalls anderes ausfällt 191–193. Ebenso durchläuft eine Zelllinie nicht die klassischen 

Stadien der Tumorentwicklung und wächst viel schneller als vergleichbare Tumore im 

Menschen 194. Des Weiteren bilden subkutan injizierte Tumore meist ein abgekapseltes 

System und daher selten Metastasen 195. Den ektopen Modellen gegenüber stehen die 

orthotopen Modelle, bei denen der Injektionsort identisch mit dem Herkunftsgewebe der 

Zellen ist. Von orthotopen Modellen verspricht man sich daher eine bessere Abbildung der 

zugrundeliegenden Krankheit im Menschen 196. Sie sind jedoch deutlich aufwendiger, da sie 

meistens eine Operation der Maus beinhalten und allein die Messung der Tumorgröße schon 

schwierig ist. 

Syngene Modelle finden in immunkompetenten Tieren statt, wodurch die Immunantwort gut 

abgebildet werden kann. Trotzdem gibt es, und das zeigen die Experimente mit TGN1412 

deutlich, Unterschiede in den Immunsystemen verschiedener Spezies, welche bei der 

Interpretation der Ergebnisse immer bedacht werden müssen 197,198. Dies betrifft sowohl das 

angeborene als auch das adaptive Immunsystem und den Metabolismus der Tiere. 



EINLEITUNG 

 

24 
 

Für diese Arbeit ist von besonderer Bedeutung, dass therapeutische Antikörper, für den 

Einsatz im Menschen, meist nicht in syngenen Mausmodellen getestet werden können. Viele 

von ihnen werden durch die Immunisierung von Mäusen, mittels Hybridom-Technologie,  

generiert und reagieren daher nicht mit murinen Antigenen 88. Es werden sogenannte 

Surrogat-Antikörper benötigt, welche an die orthologen murinen Proteine binden. Da diese 

Antikörper andere Eigenschaften wie Affinität oder Antigen-Epitop haben können, kann man 

mit Surrogat-Antikörper nicht die spezifische Wirkung eines klinisch relevanten Antikörpers 

untersuchen. 

In dieser Arbeit werden syngene Modelle und Surrogat-Antikörper daher vor allem 

verwendet, um den Einfluss verschiedener „Antikörper-Familien“ auf das Tumorwachstum zu 

testen. Dabei geht es weniger um die spezifische Wirkung einzelner Antikörper, sondern um 

ein allgemeines Verständnis über die Wirkung von bispezifischen Antikörpern in Gegenwart 

eines funktionellen Immunsystems. 

1.6.2 Xenograft-Modelle 

Anders als bei den syngenen Modellen sind bei Xenograft-Modellen Spender und Empfänger 

genetisch nicht identisch. Daher müssen in diesen Modellen immundefiziente Mäuse 

verwendet werden, um eine Abstoßung des Transplantats zu verhindern. 

In Xenograft-Modellen verwendete man früher häufig SCID („severe combined 

immunodeficiency“) Mäuse, welche keine funktionellen B und T Zellen bilden können, 

wogegen die Zahl an Erythrozyten, Neutrophilen und NK Zellen im Normalbereich liegt 

199,200. Durch Kreuzung mit NOD („non-obese diabetic mouse“) Mäusen konnte auch die 

adaptive Immunantwort durch das Komplementsystem, dendritische Zellen und Makrophagen 

reduziert werden 201,202. Durch die Generierung von NSG (NOD SCID gamma) Mäusen, in 

denen eine Mutation im IL-2Rγ Gen vorliegt, kann auch die NK Zellaktivierung verhindert 

werden 203. Diese Mäuse sind optimale Rezipienten für humane Tumorzelllinien oder 

PBMCs 204. 

Im Gegensatz zu syngenen Modellen können in Xenograft-Modellen humane Zelllinien 

verwendet werden, da es nicht zu einer Abstoßung des Transplantats kommt. Dies ermöglicht 

die direkte Analyse von klinischen relevanten Antikörpern in Gegenwart des humanen 

Antigens. Handelt es sich allerdings um einen immunstimulatorischen Antikörper, müssen 

zusätzlich Effektorzellen (Leukozyten) verbreicht werden. Dies erfolgt häufig durch die 

intravenöse Gabe von humanen PBMCs. In diesem System sind Langzeitstudien daher nur 
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schwer realisierbar, weil es mit der Zeit zu einer xenogenen Immunreaktion kommt („graft-

versus-host disease“, GvHD). 

Xenograft-Modelle werden heute in der Onkologie weit häufiger als syngene Modelle 

verwendet, obwohl ihnen ein intaktes Immunsystem fehlt und sie deshalb nur selten 

aussagekräftige Daten für spätere klinische Studien liefern können 187. 

1.6.3 Humanisierte Mausmodelle 

Statt Zelllinien kann auch primäres Material aus humanen Tumoren in immundefiziente 

Mäuse implantiert werden, diese bezeichnet man auch als PDX („patient-derived xenograft“) 

Modelle. Diese entsprechen eher der natürlichen Tumorbiologie als Zelllinien und können, 

durch Auswahl des entsprechenden Transplantats, auch verschiedene Stadien der 

Tumorentwicklung repräsentieren. Durch vorherige Charakterisierung des Tumors können 

diejenigen ausgewählt werden, welche sich wirklich für das entsprechende in vivo Modell 

eignen 205.  

Ein Nachteil von PDX Modellen ist, dass sie in immundefizienten Mäusen durchgeführt 

werden. Dies macht die Evaluation von immunregulatorischen Antikörpern schwierig. 

Deshalb gibt es verschiedene Versuche ein humanes Immunsystem in immundefizienten 

Mäusen zu implementieren. Dies erfolgt durch die Transplantation von hämatopoetischen 

Stammzellen 206. Alternativ können auch humane Gene in die Keimbahn von Mäusen 

eingebracht werden. Dort ersetzen sie orthologen Gene der Maus. Dies ermöglicht, dass man 

humane Antikörper in einer immunkompetenten Maus testen kann 162.  

Es gibt noch weitere Möglichkeiten Mäuse zu humanisieren, auf diese wird im weiteren 

Verlauf der Arbeit aber nicht mehr eingegangen 184,185. 
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1.7 Zielsetzung der Arbeit   

In der vorliegenden Arbeit geht es um die Generierung, Optimierung und Charakterisierung 

bispezifischer Antikörper, zur zielzellrestringierten T Zellantwort an Tumoren. Der Fokus 

liegt dabei auf der Evaluation solcher Antikörper in Mausmodellen. Dabei sollen 

verschiedene Themen bearbeitet werden: 

1. Der erste Teil der Arbeit beschäftigt sich mit der Evaluation von bispezifischen 

Surrogat-Antikörper in syngenen Mausmodellen. Nach der Produktion und 

biochemischen Charakterisierung, wurden unter Verwendung dieser Antikörper zwei 

Fragestellungen bearbeitet: 

• Wie effektiv ist die Monotherapie mit TAAxCD3 Antikörpern, wie sie bereits in 

der Klinik etabliert sind, in syngenen Mausmodellen und damit in 

immunkompetenten Mäusen? Dafür wurde ein bispezifischer Surrogat-Antikörper 

generiert, welcher gegen das Melanozyten-Antigen TRP1 und den CD3 Rezeptor 

gerichtet ist und dieses Konstrukt in verschiedenen in vitro und in vivo Systemen 

getestet. 

• Kann der Therapieerfolg durch eine sogenannte Kombinationstherapie weiter 

verbessert werden? Dafür wurden zwei weitere bispezifische Surrogat-Antikörper 

generiert, welche die kostimulatorischen Moleküle CD28 und 4-1BB aktivieren. 

Diese wurden in verschiedenen Systemen mit dem bispezifischen anti-CD3 

Antikörper kombiniert.  

2. Der zweite Teil der Arbeit beschäftigt sich mit der Fragestellung, ob sich der 

therapeutische Effekt von bispezifischen Antikörper verbessert, wenn das 

Tumorantigen nicht nur auf dem Tumor selbst, sondern auch auf den Tumorgefäßen 

exprimiert ist („dual targeting“)? Dies soll unter Verwendung von Antikörpern gegen 

das Tumorantigens B7-H3 untersucht werden, von dem bekannt ist, dass es auf beiden 

Strukturen überexprimiert ist. Dafür wurde zuerst eine Reihe von anti-B7-H3 

Antikörper charakterisiert und diese anschließend in ein bispezifisches Format 

(B7-H3xCD3) überführt. 
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2 MATERIAL & METHODEN 

2.1 Mikrobiologische und molekularbiologische Methoden 

2.1.1 Klonierung neuer Antikörper 

Alle Antikörper im IgG oder IgGsc Format wurden basierend auf dem Vektor pGH1.2 

exprimiert (für Vektorkarte siehe Abbildung 5-7, Anhang). Virtuelle Klonierungen wurden 

dabei mit dem Programm Geneious durchgeführt. Die variablen Sequenzen der Antikörper 

wurden mithilfe des GeneArt GeneOptimizers (Thermo Fisher Scientific) Codon-optimiert 

und in das Grundgerüst eines humanen Igγ1κ Antikörpers eingebaut (Tabelle 2-1). Dabei 

enthielt das IgGsc Format zusätzlich einen C-terminalen scFv, in welchen die variablen 

Domänen über einen flexiblen (GGGGS)3 Linker miteinander verbunden sind (Abbildung 

3-2) 119,207. Anschließend wurden die VH, VL und scFv Sequenzen bei GeneArt (Thermo 

Fisher Scientific) de novo synthetisiert und die DNA, über die entsprechenden 

Restriktionsschnittstellen, in den Vektor eingefügt. In den Fc-Teil der Moleküle wurden die 

Mutationen E233P, L234V, L235A, ΔG236, D265G, A327Q und A330S (EU Index) 

eingefügt, um die Bindung von Fc-Rezeptoren und des Komplementsystems zu verhindern 

(FcKo Mutationen). 

Tabelle 2-1: Ursprung der Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Antikörper und 

Proteine.  

Antikörper Antigen Quelle 

TA99 TRP1 Benonisson et al. 208 

MOPC-21 - Zekri et al. 207 

10B3 huPSMA Zekri et al. 207 

2C11 muCD3 Gilliland et al. 209 

PV1 muCD28 Patent US20040116675A1 

LOB12.3 mu4-1BB Rickert et al. 210 

UCHT-1 huCD3 Zekri et al. 207 

B7-H3-Fc - UniProtKB - Q5ZPR3 (CD276_HUMAN) 

 

Die Sequenzen des extrazellulären Teils von B7-H3 wurden ebenfalls de novo synthetisiert 

und im pGH1.2 Vektor über die Gelenkregion mit dem Fc-Teil eines humanen Igγ1 

Antikörpers verbunden.  
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Die anti-B7-H3 Hybridom-Antikörper wurden von Dr. Timo Manz durch Immunisierung von 

BALB/c Mäusen generiert und anschließend von Dr. Latifa Zekri-Metref sequenziert (beide 

AG Jung, Universität Tübingen). 

Weitere anti-B7-H3 Antikörper wurden von Dr. Timo Manz, in Kooperation mit Prof. Stefan 

Dübel (Universität Braunschweig), aus einer humanen Phagen-Bibliothek isoliert. Die 

variablen Domänen der Antikörper lagen in Form eines scFv im Vektor pHAL14 vor 211. 

Dabei sind die VH und VL Domänen über einen flexiblen GSASAPKLEEGEFSEARV-Linker 

miteinander verbunden. Anschließend wurden sie, zur leichteren Charakterisierung, über 

entsprechende Restriktionsschnittstellen in den Vektor pCMV2.5 kloniert und dort über die 

Gelenkregion mit dem Fc-Teil eines humanen Igγ1 Antikörpers verbunden (scFv-Fc Format, 

Abbildung 3-21).  

2.1.2 Restriktionsverdau, Ligation und präparative Auftrennung von DNA-

Fragmenten  

Alle Restriktionen wurden mit den entsprechenden Enzymen (New England BioLabs) als 

Doppelverdau, entsprechend den Angaben des Herstellers, durchgeführt. Anschließend 

wurden die DNA-Lösungen mit Ladepuffer (Gel Loading Dye, Purple (6x), New England 

BioLabs) versetzt und die DNA-Fragmente über Agarosegele (1% (w/v) Agarose, 0.1 µg/mL 

Ethidiumbromid (beide Roth)) aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer (Tabelle 5-1, 

Anhang) verwendet und die Gele liefen für 40 min bei 100 V (Electrophoresis Power Supply 

EPS-3500, Pharmacia). Nach Vergleich mit dem Standard (1 kb Plus DNA Ladder, New 

England BioLabs) wurden die entsprechenden Banden unter UV-Licht mit einem Skalpell 

ausgeschnitten. Die DNA wurde anschließend, wie vom Hersteller angegeben, mit einem 

QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) isoliert. 

Für die Ligation wurden Vektor und Insert im Verhältnis 1:5 gemischt und nach 

Herstellerangaben, für 30 min bei Raumtemperatur, mit T4 DNA-Ligase (Thermo Fisher 

Scientific) inkubiert.   

Für die stabile Transfektion von Zellen, mit linearisierten Plasmiden, wurde die DNA-Lösung 

mit einem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) (Roth) versetzt, gevortext 

und zur Trennung der Phasen zentrifugiert. Die obere wässrige Phase, welche die DNA 

enthält, wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Es folgten drei Extraktionen mit je 

einem Volumenanteil Chloroform (Merck), um Phenolreste zu entfernen. Die Präzipitation 

der DNA erfolgte durch Zugabe von 0.1 Volumen einer 3 M Natriumacetat-Lösung (Roth) 
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und 2.5 Volumen Ethanol (Merck), für 1 h bei -80°C. Anschließend wurde die DNA mittels 

einer Tischzentrifuge (17 000 x g für 1 h bei 4°C, Heraeus Biofuge Fresco, Thermo Electron) 

pelletiert, der Überstand verworfen und die DNA in 50 µL H2O gelöst. 

2.1.3 Transformation von kompetenten Bakterien und Anlegen von Bakterienkulturen 

Die DNA-Lösung aus der Ligation wurde mit 100 µL chemisch kompetenten E. coli DH5α 

(Thermo Fisher Scientific, expandiert und eingefroren von Beate Pömmerl, IFIZ, Universität 

Tübingen) versetzt und für 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde für 1 min ein 

Hitzeschock bei 42°C durchgeführt (Inkubationsschüttler Thriller, Peqlab). Nach Zugabe von 

1 mL LB-Medium (Tabelle 5-1, Anhang) wurden die Zellen für 1 h bei 37°C inkubiert, bevor 

sie, in verschiedenen Verdünnungen, auf je einer LBAmp Agarplatte (Tabelle 5-1, Anhang) 

ausgestrichen und für weitere 16 h bei 37°C inkubiert wurden (Brutschrank Heraeus, Thermo 

Electron). 

Einzelkolonien wurden mit einer sterilen Pipettenspitze gepickt und in 5 mL LBAmp Medium 

(Tabelle 5-1, Anhang) überführt. Nach einer Inkubation für 16 h bei 37°C und 180 rpm 

(Multitron, Infors) wurde die DNA über das QIAGEN® Plasmid Mini Kit (Qiagen) isoliert. 

Wurden größere Mengen an DNA benötigt, wie für die transiente Transfektion von CHO 

Zellen, wurden 300 mL einer LBAmp Kultur angesetzt und wie beschrieben inkubiert. 

Anschließend erfolgte die Isolation der DNA über das QIAGEN® Plasmid Maxi Kit 

(Qiagen). 

2.1.4 DNA-Sequenzierung 

Die Sequenzierung von DNA wurde extern von den Firmen Microsynth und GATC Biotech 

durchgeführt. Dafür wurden, wie von der jeweiligen Firma angegeben, die entsprechenden 

Mengen Plasmid und Sequenzierungsprimer miteinander gemischt und versandt (Abbildung 

5-7, Anhang + Tabelle 2-2). Die Konzentration von DNA-Lösungen wurde mit einem 

NanodropTM 1000 (Thermo Fisher Scientific) gemessen. 

Tabelle 2-2: Sequenzierungsprimer für die in dieser Arbeit verwendeten Vektoren.  

Primer Sequenz 

pGH primer fow 5’-CGCCACCAGACATAATAGCTGA-3’ 

pGH primer rev 5’-CAGATGGCTGGCAACTAGAAGG-3’ 

pCMV primer fow 5’-CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG-3’ 

pCMV primer rev 5’-TCTATTGGGAACCAAGCTGG-3’ 
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2.2 Zellbiologische Methoden 

2.2.1 Passagieren von Zellen 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden bei der American Type Culture 

Collection (ATCC) oder bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen (DSMZ) erworben. Sie wurden bei 37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit 

inkubiert (Brutschrank APT.lineTM, Binder) und, wenn nicht anders beschrieben, in RPMI 

compl. Medium kultiviert (Tabelle 5-1, Anhang). Um adhärent wachsende Zellen zu ernten, 

wurden diese einmal mit DPBS (Thermo Fisher Scientific) gewaschen und anschließend mit 

Accutase® (Pan Biotech) abgelöst. Anschließend wurden die Zellen in RMPI compl. 

resuspendiert und mit Medium auf die gewünschte Konzentration eingestellt. 

Suspensionszellen wurden einfach resuspendiert und mit dem entsprechenden Volumen an 

frischem Medium auf die gewünschte Zellzahl eingestellt. Alle Zelllinien wurden regelmäßig 

von Claudia Falkenburger (IFIZ, Universität Tübingen) auf Mycoplasmen getestet.  

Die Zellzahl wurde mittels einer Neubauerzählkammer (Brand), entsprechend den 

Herstellerangeben, bestimmt. Tote Zellen wurden unter Verwendung einer Trypanblaulösung 

(0.1%, Sigma-Aldrich) identifiziert und der entsprechende Verdünnungsfaktor bei der 

Berechnung der Zellzahl berücksichtigt.  

2.2.2 Kryokonservierung von Zellen 

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen, wie im vorherigen Absatz beschrieben, abgelöst 

und anschließend für 5 min bei 300 x g abzentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0, Thermo 

Electron). Das Pellet wurde mit Einfriermedium (Tabelle 5-1, Anhang) auf 2x106 Zellen/mL 

eingestellt und je 1 mL Zellsuspension in ein Kryoröhrchen überführt (Greiner Bio-One). Die 

Kryoröhrchen wurden anschließend in einem, mit Isopropanol (Merck) gefüllten, 

Mr. FrostyTM (Nalgene) bei –80°C heruntergekühlt (Freezer E 80-450 S, Colora 

Messtechnik). Nach 24 h wurden die Zellen in flüssigen Stickstoff überführt (-196°). 

Um kryokonservierte Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden sie bei 37°C in einem 

Wasserbad (Umwälzthermostat Julabo 19, Julabo) aufgetaut und in 10 mL RPMI compl. 

überführt. Anschließend wurden sie für 5 min bei 300 x g abzentrifugiert, das Pellet in 

Medium resuspendiert und die Zellen in eine Zellkulturflasche überführt (Greiner Bio-One). 
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2.2.3 Stabile Transfektion von eukaryotischen Zellen 

Zur stabilen Transfektion von Zelllinien mit membranständigen Antigenen, wurden 4-8 µg 

des entsprechenden Vektors durch das Restriktionsenzym PvuI, wie in Kapitel 2.1.2 

beschrieben, linearisiert und die DNA durch Phenol-Chloroform-Extraktion von 

Verunreinigungen befreit. 

Die zu transfizierenden Zellen wurden am Tag vor der Transfektion subkultiviert, um zu 

gewährleisten, dass sie sich am Tag der Transfektion in der exponentiellen Wachstumsphase 

befinden. Für die Transfektion wurden 106 Zellen, wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben, geerntet 

und 3x mit kaltem RPMI 1640 (ohne Zusätze) gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt 

wurden die Zellen in 300 µL kaltem RPMI 1640 resuspendiert und in eine Gene Pulser® 

Elektroporationsküvette (Spaltbreite 4 mm, Bio-Rad) überführt. Dort wurden sie für 5 min auf 

Eis mit 10 µL der linearisierten DNA inkubiert, bevor die Elektroporation mit einem Gene 

Pulser® II (Bio-Rad) bei 230 V und 975 µF durchgeführt wurde. Unmittelbar danach wurden 

die Zellen in RPMI compl. aufgenommen und in eine Zellkulturflasche überführt. Nach 24 h 

wurde zur Selektion transfizierter Klone das Antibiotikum Geneticin G418 (Endkonzentration 

1 mg/mL, Sigma-Aldrich) zugegeben.  

Positive Klone wurden von Dr. Thomas Feger (IFIZ, Universität Tübingen) mittels 

Durchflusszytometrie identifiziert und isoliert (FACSJazzTM, BD). Dafür wurden die Zellen, 

wie in Kapitel 2.3.5 beschrieben, mit einem direkt-markierten Antikörper für das 

entsprechende Antigen gefärbt. Anschließend wurden die Zellen unter Zugabe von G418 

wieder in Kultur genommen.  

2.2.4 Kultivierung von Hybridomen 

Hybridome wurden nach dem Auftauen in IMDM compl. Medium (Tabelle 5-1, Anhang) 

kultiviert, bis eine Gesamtzahl von 108 Zellen erreicht wurde. Anschließend wurden die 

Zellen bei 300 x g abzentrifugiert und das Pellet in 1 L Advanced DMEM compl. 

(1.25% FCS) aufgenommen (Tabelle 5-1, Anhang). Die Reduktion der FCS Konzentration ist 

notwendig, um während der Aufreinigung die Bindung der im FCS enthaltenen Antikörper an 

die Protein A Säule zu minimieren. Die Zellsuspension wurde dann auf drei NuncTM 

TripleFlaskTM Zellkulturkolben (Thermo Fisher Scientific) aufgeteilt und für 7-10 Tage 

inkubiert.  

Nach Ende der Inkubation wurde der Zellüberstand bei 6079 x g abzentrifugiert (Sorvall RC 

5C Plus, Thermo Fisher Scientific), sterilfiltriert (Steritop®, 0.22µm, Merck) und mit NaN3 
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(Endkonzentration 0.02%, Merck) versetzt. Der Überstand wurde bis zur weiteren 

Verwendung bei 4°C gelagert. 

Der Isotyp von Hybridom-Antikörpern wurde mit dem Pierce Rapid ELISA Mouse mAb 

Isotyping Kit bestimmt (Thermo Fisher Scientific). 

2.2.5 Transiente Transfektion von CHO Zellen 

Alle rekombinanten Antikörper und Proteine wurden in transient transfizierten CHO 

(„chinese hamster ovary“) Zellen exprimiert. Die meisten davon im ExpiCHOTM Expression 

System (Thermo Fisher Scientific). Einzig Antikörper mit einem von 2C11 abgeleiteten scFv 

wurden in FreeStyleTM CHO-S Zellen produziert (Thermo Fisher Scientific). Dies war 

notwendig, weil der 2C11 scFv von ExpiCHOTM Zellen nicht intakt produziert werden konnte 

212.  

ExpiCHO-STM Zellen wurden, wie vom Hersteller angegeben, bei 37°C, 8% CO2, 

90% Luftfeuchtigkeit und 95 rpm (Multitron Cell, Infors HT), in ExpiCHOTM Expression 

Medium kultiviert. Dafür wurden NalgeneTM Einweg-Erlenmeyerkolben verwendet (Thermo 

Fisher Scientific). Für die Transfektion wurde das „High Titer Protocol“ verwendet. Am Tag 

vor der Transfektion wurden die Zellen auf 3-4x106 Zellen/mL eingestellt. Für die 

Transfektion selbst wurde eine Zellzahl von 6x106 Zellen/mL verwendet und diese mit 1µg 

Plasmid (Verhältnis schwere zu leichte Kette 6:4) pro 1 mL Zellkulturvolumen transfiziert. 

Dafür wurden die Plasmide mit dem angegebenen Volumen an OptiPROTM Medium verdünnt 

und dann mit ExpiFectamineTM CHO Reagent, ebenfalls verdünnt in OptiPROTM Medium, 

gemischt und zu den Zellen gegeben. Nach 24 h wurden nach Protokoll ExpiFectamineTM 

CHO Enhancer und ExpiCHOTM Feed zugegeben und die Zellen für 10-12 Tage bei dann 

32°C und 5% CO2 inkubiert. Anschließend wurde der Überstand, wie in Kapitel 2.2.4 

beschrieben, geerntet. 

FreeStyleTM CHO-S Zellen wurden in FreeStyleTM Expression Medium (+ 8 mM Glutamin, 

Sigma-Aldrich) kultiviert (siehe ExpiCHO-STM Zellen). Am Tag vor der Transfektion wurden 

die Zellen auf 0.6x106 Zellen/mL eingestellt. Drei Stunden vor der Transfektion erfolgte die 

Zugabe von 1.25% des Zellkulturvolumens an DMSO (Merck). Anschließend wurden 

0.5 µg Plasmid (Verhältnis schwere zu leichte Kette 6:4) pro 1 mL Zellkulturvolumen mit 

FreeStyleTM Expression Medium (ohne Glutamin, 2.5% des Zellkulturvolumens) gemischt. 

Diese Lösung wurde mit Polyethylenimin (3 µg/mL Zellkulturvolumen, MW 25000, 

Polysciences), ebenso verdünnt in FreeStyleTM Expression Medium (ohne Glutamin), 

gemischt. Nach 15 min Inkubation wurde die Lösung zu den Zellen gegeben. Nach weiteren 
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24 h wurde CHO CD EfficientFeedTM B hinzugegeben (15% des Zellkulturvolumens), sowie 

Temperatur und CO2 Gehalt gesenkt (siehe ExpiCHO-STM Zellen). Anschließend wurde der 

Überstand, wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben, geerntet. 

2.2.6 Isolation von Milzzellen aus C57BL/6 Mäusen und humanen PBMCs 

Milzzellen wurden aus C57BL/6N (Charles River) Mäusen isoliert. Dafür wurden die Tiere 

zunächst, unter Isofluran-Narkose (CP-Pharma), durch zervikale Dislokation getötet. 

Anschließend wurde ihnen mit sterilem OP-Besteck die Milz entnommen und mittels eines 

Spritzenstempels durch ein Zellsieb (Easystrainer 100 µm, Greiner Bio-One) in ein steriles, 

mit DPBS gefülltes, Plastikzentrifugationsröhrchen (50 mL, Greiner Bio-One) gedrückt. Dann 

wurden die Zellen für 5 min bei 300 x g abzentrifugiert, der Überstand verworfen und 

Erythrozyten mittels ACK Lysepuffer (Lonza) lysiert. Die Zellen wurden schlussendlich in 

RPMI compl. aufgenommen und die Zellzahl bestimmt (siehe Kapitel 2.2.1). 

Humane PBMCs wurden von Carolin Walker (AG Jung, Universität Tübingen) durch 

Dichtegradientenzentrifugation aus humanem, heparinisiertem Vollblut gesunder Spender 

gewonnen. Dafür wurde das Blut 1:2 mit DPBS verdünnt und 25 mL dieser Lösung über 

14 mL BiocollTM Separation Solution (Merck) geschichtet. Es folgte eine Zentrifugation für 

30 min bei 560 x g, bei ausgeschalteter Zentrifugenbremse. Anschließend wurde die 

Interphase mit den PBMCs abgenommen und zweimal mit 50 mL DPBS gewaschen. Die 

PBMCs wurden dann in RPMI compl. aufgenommen und die Zellzahl bestimmt. 

Wurden isolierte T Zellen benötigt, wurde diese über ein humanes Pan T Zell Isolation Kit, 

wie vom Hersteller angegeben (Miltenyi Biotec), aufgereinigt. 

Die polyklonale Proliferation von murinen und humanen T Zellen wurde durch die Mitogene 

Concanavalin A bzw. Phytohämagglutinin induziert (beide Sigma-Aldrich).    

2.3 Biochemische Charakterisierung von Antikörpern 

2.3.1 Aufreinigung von Antikörpern über Protein A 

Alle Antikörper und Proteine wurden über eine HiTrapTM MabSelectTM SuRe Säule (Protein 

A, Flussrate 1 mL/min) und das ÄKTATM pure System (beides GE Healthcare) aufgereinigt. 

Anschließend erfolgte über eine HiLoadTM 16/600 Superdex 200 pg Säule (Flussrate 

1.4 mL/min, GE Healthcare) die chromatographische Fraktionierung von monomeren 

Antikörpern, unter Ausschluss von Aggregaten. Als Laufmittel diente DPBS, für die Elution 

der Proteine wurde 0.1 M Glycinpuffer (pH 2.5, Roth) verwendet. 
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Anschließend wurden die Antikörper und Proteine über einen Spritzenvorsatzfilter (Millex-

GV, 0.22 µm, Merck) sterilfiltriert und die Konzentration, unter Beachtung des 

Extinktionskoeffizienten und des Molekulargewichts, mit Hilfe eines NanodropTM 1000 

(Thermo Fisher Scientific) gemessen. Die Antikörper wurden in Kryoröhrchen bei 4°C 

gelagert.  

Wurden Proteine für Mausversuche benötigt, wurde zusätzlich die Endotoxinkonzentration 

der jeweiligen Charge über das LAL („limulus amebocyte lysate“) Testsystem Endosafe®-

PTS (Charles River) bestimmt. Die Proteine wurden nur verwendet, wenn die Konzentration 

unter 0.5 EU/mL war. 

2.3.2 Analytische Größenausschluss-Chromatographie 

Alle aufgereinigten Proteine wurden anschließend auf einer analytischen Größenausschluss-

Chromatographie auf Aggregate, Fragmente und Verunreinigungen untersucht.  

Hierzu wurde das UHPLC-System Dionex UltiMateTM 3000 (Thermo Fisher Scientific) mit 

einer SuperdexTM 200 Increase 10/300 GL Säule (GE Healthcare) verwendet. Dabei wurden 

10 µg Protein mit einer Flussrate von 0.375 mL/min analysiert. Die Retentionszeit der 

Proteine wurde bei einer Adsorption von 220 nm gemessen. Als Proteinstandard wurden ein 

Gel Filtration Standard (Bio-Rad) verwendet: Thyroglobulin (670 kDa), γ-Globulin 

(158 kDa), Ovalbumin (44 kDa), Myoglobin (17 kDa) und Vitamin B12 (1.35 kDa). 

2.3.3 Analytische Gelelektrophorese 

Das Molekulargewicht und die Reinheit einzelner Proteine wurde mittels SDS-PAGE 

(„sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis“) verifiziert.  

Für jedes Protein wurden dafür 3 µg Protein mit 2x Laemmli Sample Buffer versetzt und 

anschließend auf ein vorgefertigtes 10% Mini-Protean® TGXTM Gel geladen (beides Bio-

Rad). Reduzierte Proben wurden durch Zugabe von 5% β-Mercaptoethanol (Roth) hergestellt. 

Dieses führt zur Reduzierung der Disulfidbrücken in den Antikörpern und damit zur 

Dissoziation von leichten und schweren Ketten. Die Proben wurden für 5 min bei 95°C 

denaturiert, bevor die Proteine in einer Mini-Protean® Tetra Vertical 

Gelelektrophoresekammer (Bio-Rad) bei 100 V für 80 min aufgetrennt wurden. Als 

Proteinstandard wurde PageRulerTM Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (Thermo Fisher 

Scientific) verwendet.  
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Die Proteinbanden wurden für eine Stunde mit Brilliant Blue Lösung angefärbt, bevor sie erst 

für eine weitere Stunde und dann über Nacht mit Brilliant Blue Entfärbelösung gewaschen 

wurden (Tabelle 5-1, Anhang). 

2.3.4 Verdau von Proteinen aus SDS-PAGE Gelen und Analyse mittels 

Massenspektrometrie (MS) 

Die Identität einzelner Banden einer SDS-PAGE wurde mittels Massenspektrometrie 

verifiziert. 

Dafür wurden die Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten und mit Trypsin (Promega) 

verdaut, inklusive Reduktion und Alkylierung der Proben. Dieser Vorgang wird genau in 

Shevchenko et al. beschrieben 213. Nach 24 h wurden die Peptide mittels ZipTip C18 

Pipettenspitzen (Millipore) extrahiert und aufgereinigt. Anschließend wurden sie in 35 µL 

80% Acetonitril-0.1% Trifluoressigsäure (beide Roth) eluiert und dann getrocknet. 

Schlussendlich wurden die Peptide in 15 µL 1% Acetonitril-0.05% Trifluoressigsäure 

aufgenommen und bis zur weiteren Prozessierung bei 4°C gelagert. Die abschließende 

Analyse der Proben mittels MS wurde von Dr. Michael Ghosh durchgeführt (IFIZ, Universität 

Tübingen) und wird genau in Hörner et al. beschrieben 212.  

2.3.5 Durchflusszytometrie 

Die Bindung von Antikörpern an zellulär gebundene Antigene wurde mittels 

Durchflusszytometrie bestimmt.  

Dazu wurden die Zellen, wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben, geerntet und gezählt. Anschließend 

wurden 1-5x105 Zellen pro Well in eine 96-Well Rundbodenplatte überführt (Greiner 

Bio-One). Die Zellen wurden für 5 min bei 300 x g abzentrifugiert, der Überstand verworfen 

und in 50 µL FACS Puffer (Tabelle 5-1, Anhang) die gewünschte Konzentration an 

Antikörper zugegeben. Zellen und Antikörper wurden für 45 min bei 4°C inkubiert. Danach 

wurden die Zellen 2x mit 150 µL FACS Puffer gewaschen, bevor der entsprechende 

Fluorochrom-markierte Sekundärantikörper (Tabelle 2-3) in 50 µL FACS Puffer zugegeben 

und mit den Zellen für 45 min bei 4°C inkubiert wurde. Anschließend wurden die Zellen 

erneut gewaschen und in 200 µL FACS Puffer aufgenommen. 

Schlussendlich wurde die Antikörperbindung am FACSCalibur oder FACSCanto II (beide 

BD) analysiert. Die Auswertung der Messung erfolgte über die Software FlowJo. EC50 Werte 

wurden in GraphPad Prism über nicht-lineare Regression („One site competition“) bestimmt.  
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Die konzentrationsabhängige Internalisierung von Antigen-Antikörper-Komplexen wurde 

durch Inkubation des entsprechenden Antikörpers mit einer Antigen-exprimierenden Zelllinie 

bestimmt. Dafür wurden 105 Zellen pro Well, in RPMI compl., für 24 h in einer 96-Well 

Flachbodenplatte (Greiner Bio-One) inkubiert. Anschließend wurden die Zellen abgelöst, in 

eine 96-Well Rundbodenplatte überführt und die Zellen 2x mit 150 µL FACS Puffer 

gewaschen. Dann wurde der zuvor verwendete Antikörper in Sättigung (10 µg/mL) 

zugegeben, um erneut alle Antigene auf den Zellen zu besetzen. Anschließend erfolgte, wie 

weiter oben beschrieben, die Färbung mit dem entsprechenden Sekundärantikörper. 

Tabelle 2-3: Konjugierte Antikörper, welche für die durchflusszytometrische Analyse von Zellen 

verwendet wurden. Alle Antikörper wurden entsprechend der Herstellerangaben verdünnt. 

Spezifität Klon/Bezeichnung Isotyp Konjugat Hersteller 

Biotin Streptavidin - PE Thermo Fisher Scientific 

huCD4 OKT4 Maus IgG2bκ Pacific Blue BioLegend 

huCD8a RPA-T8 Maus IgG1κ FITC BioLegend 

huCD69 FN50 Maus IgG1κ APC/Cy7 BioLegend 

huCD276 MIH42 Maus IgG1κ PE/Cy7 BioLegend 

huIgG, 

F(ab‘)2 

Polyklonales 

F(ab‘)2 Serum 
Ziege PE Jackson ImmunoResearch 

muCD4 GK1.5 Ratte IgG2bκ APC BioLegend 

muCD8a 53-6.7 Ratte IgG2aκ FITC BioLegend 

muCD25 3C7 Ratte IgG2bκ APC/Cy7 BioLegend 

muCD44 IM7 Ratte IgG2bκ APC/Cy7 BioLegend 

muCD62L MEL-14 Ratte IgG2aκ Pacific Blue BioLegend 

muCD69 H1.2F3 Hamster IgG PE BioLegend 

muCD223 C9B7W Ratte IgG1κ PE/Cy7 BioLegend 

muCD276 RTAA15 Ratte IgG2aκ PE BioLegend 

muCD279 29F.1A12 Ratte IgG2aκ PE/Cy7 BioLegend 

muIgG, Fcγ Polyklonales Serum Ziege PE Jackson ImmunoResearch 

 

Für Bindungskompetitionsexperimente wurde zunächst die gewünschte Menge an Antikörper 

biotinyliert. Dafür wurde das EZ-LinkTM Sulfo-NHS-Biotin Kit (Thermo Fisher Scientific) 

verwendet. Überschüssiges Biotin wurde mittels einer PD-10 Entsalzungssäule (GE 

Healthcare) entfernt. Für die Färbung selbst wurde die gewünschte Zelllinie zunächst geerntet 

und in einer 96-Well Rundbodenplatte in FACS Puffer ausplattiert. Dann wurde der 

gewünschte (nicht-biotinylierte) Antikörper in verschiedenen Konzentrationen für 15 min mit 
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den Zellen bei 4°C inkubiert. Dieser Schritt ermöglicht es den Antikörpern die 

entsprechenden Epitope, auf den jeweiligen Antigenen, zu besetzen und zu blockieren. 

Anschließend wurden die Zellen gewaschen und der zu testende, biotinylierte Antikörper in 

Sättigung (10 µg/mL) zugegeben. Dieser wurde anschließend über Streptavidin-PE detektiert 

(Tabelle 2-3). 

2.3.6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Die Bindung von Antikörpern an rekombinant hergestellte Antigene wurde mittels ELISA 

bestimmt. Dieser Abschnitt befasst sich mit der B7-H3 Epitop-Charakterisierung. Der PSMA-

ELISA, zur Bestimmung der Serumhalbwertszeit, wird in Kapitel 2.6.1 ausgeführt und der 

ELISA zur Konzentrationsbestimmung von IFN-γ in Kapitel 2.6.2. 

Zunächst wurden 1 µg/mL rekombinantes B7-H3, in 50 µL DPBS pro Well, über Nacht bei 

4°C, auf einer ELISA-Platte (96-Well Half Area Microplate, Greiner Bio-One) immobilisiert. 

Am nächsten Tag wurde die Platte für eine Stunde durch Zugabe von 100 µL pro Well 

5% BSA (in DPBS, Roth) geblockt. Anschließend wurde die Platte 2x mit DPBST 

(0.05% Tween-20 in DPBS, Merck) und 2x mit DPBS gewaschen, bevor die entsprechenden 

Antikörper in Sättigung (10 µg/mL, in 50 µL DPBS verdünnt) zugegeben und für eine Stunde 

bei 4°C inkubiert wurden. Die Platte wurde dann erneut gewaschen bevor der HRP 

gekoppelte Sekundärantikörper (Peroxidase Goat Anti-Mouse IgG (H+L), Jackson 

ImmunoResearch) zugegeben wurde. Nach erneutem Waschen wurden 40 µL pro Well TMB 

Peroxidase Substrat Kit (Seracare) hinzugefügt und die Reaktion nach dem Farbumschlag mit 

20 µL pro Well 1 M Phosphorsäure (Merck) gestoppt. Die optische Dichte wurde 

anschließend bei 450 nM mit einem SpectraMax 340 (Molecular Devices) bestimmt.  

2.4 Funktionelle in vitro Charakterisierung von Antikörpern 

2.4.1 3H-Tymidin Proliferationstest 

Als Nachweismethode für die Proliferation von T Zellen wurde ein 3H-Thymidin 

Proliferationstest verwendet. 3H-Thymidin wird während der Proliferation in die neu 

synthetisierte DNA der Zellen eingebaut und kann anschließend detektiert werden.  

Um zu verhindern, dass während des Versuchs, neben den T Zellen auch die Tumorzellen 

proliferieren, wurden diese durch die γ-Strahlung einer 137Cäsiumquelle (Gammacell 1000 

Elite, MDS Nordion) inaktiviert. Die Zellen wurden für 20 min bestrahlt, dies entspricht einer 

Strahlendosis von ca. 120 Gy. 
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Anschließend wurde die gewünschte Anzahl an Tumorzellen und T Zellen, sowie die 

gewünschte Antikörper-Konzentration in einem Gesamtvolumen von 200 µL RPMI compl. 

für zwei Tage inkubiert. Danach wurde zu jeder Probe 0.5 µCi 3H-Thymidin (in 50 µL RMPI 

compl., Hartmann Analytics) gegeben und die Proben für weitere 16 h inkubiert. Die Proben 

wurden dann geerntet (Cell Harvester, Inotech Biosystems International) und auf eine 

Filtermatte (Printed Filtermat A, Perkin Elmer) überführt. Die Filtermatten wurden dann bei 

50°C getrocknet (Trockenschrank Heraeus, Thermo Electron) und zusammen mit einem 

Szintillationscocktail (Ultima Gold, Perkin Elmer) in eine Plastikfolie (Sample Bag for 

MicroBetaTM, Perkin Elmer) eingeschweißt. Anschließend wurden die Proben mit einem 

MicroBeta2 (Perkin Elmer) gemessen. 

2.4.2 Durchflusszytometrische Bestimmung der Antikörper vermittelten Tumorzelllyse  

Die simultane Analyse von T Zellaktivierung und Proliferation, sowie die Antikörper 

abhängige Lyse von Tumorzellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie am FACS Canto II.  

Dafür wurde die gewünschte Zahl an humanen T Zellen oder murinen Milzzellen, zusammen 

mit der entsprechenden Zahl an Tumorzellen, sowie der gewünschten 

Antikörperkonzentration, für 3-4 Tage in einer 96-Well Flachbodenplatte (Gesamtvolumen 

200 µL) inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Zellen in eine 96-Well 

Rundbodenplatte überführt. Adhärente Zellen wurden zusätzlich mit Accutase® abgelöst. 

Anschließend wurden die Zellen für 5 min bei 300 x g abzentrifugiert und in FACS-Puffer + 

50 µg/mL Flebogamma (Grifols) resuspendiert. Dabei handelt es sich um humane IgG 

Moleküle, welche die, auf Immunzellen vorhandenen, Fc-Rezeptoren blockieren und dadurch 

die unspezifische Bindung der direkt-markierten Antikörper verhindern. Nach einer 

Inkubation von 30 min bei 4°C, wurden die Zellen erneut abzentrifugiert und mit den direkt-

markierten Antikörpern gefärbt. Diese wurden in 50 µL FACS Puffer, für 45 min bei 4°C, mit 

den Zellen inkubiert (Tabelle 2-3). Anschließend wurden die Zellen 2x mit 150 µL FACS 

Puffer gewaschen und schlussendlich in 200 µL FACS Lyse-Puffer (1 Tropfen/mL Negative 

Control Compensation Particles, BD + 0.005% 7-AAD Viability Staining Solution, 

BioLegend) analysiert.  

Die Kompensationspartikel im FACS Lyse-Puffer wurden durch Größenausschluss im 

FSC-A/SSC-A identifiziert und als Stopkriterium verwendet. Dies ermöglicht eine 

Standardisierung der Zellzahl, in einem definierten Volumen, da diese sich durch Proliferation 

und Lyse von behandelten bzw. unbehandelten Proben ändern kann. Um Antigen-positive 

Zellen zu identifizieren, wurden FMO („fluorescence minus one“) Kontrollen angesetzt, in 
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denen jeweils ein direkt-markierter Antikörper fehlt. Die Kompensation wurde mit einfach 

gefärbten Anti-Mouse Ig, κ Compensation Particles (BD) erstellt. 

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der FlowJo Software. Zunächst wurden die viablen Zellen 

(7-AAD-) identifiziert. Anschließend wurden die Effektorzellen als CD4+ und CD8+ definiert. 

Ausgehend davon wurden Aktivierung (CD25+ und CD69+), Anergie (CD223+ und CD279+) 

und Differenzierung (CD44 und CD62L) bestimmt. Tumorzellen wurden, mangels eines 

weiteren Tumormarkers, als CD4- und CD8- definiert und durch Größenausschluss im 

FSC-A/SSC-A von weiteren Lymphozyten getrennt.  

2.4.3 Bestimmung von Zytokin-Konzentrationen (LEGENDplex) 

Zytokinlevel wurden, wie vom Hersteller beschrieben, mittels des Partikel-basierten 

LEGENDplexTM (BioLegend) Systems bestimmt. Jede Partikelpopulation ist dabei mit einem 

spezifischen Antikörper gegen ein Zytokin konjugiert (in dieser Arbeit IFN-γ, TNF-α, IL-2, 

IL-6 oder IL-10). Die gebundenen Zytokine können anschließend über einen biotinylierten 

Detektionsantikörper nachgewiesen werden. Anschließend wird mittels Durchflusszytometrie 

das Fluoreszenzsignal einzelner Partikel-Populationen bestimmt. Die genaue Konzentration 

der einzelnen Zytokine kann anschließend durch eine Standardkurve und die LEGENDplexTM 

Data Analysis Software ermittelt werden. 

Zur Bestimmung der Zytokinlevel wurde ein Tumorzelllyse-Experiment, wie im vorherigen 

Abschnitt dargestellt, durchgeführt. Nach 96 h wurde die 96-Well Flachbodenplatte für 5 min 

bei 300 x g abzentrifugiert und 50 µL Überstand für die Analyse abgenommen. 

2.4.4 xCELLigence (Echtzeit Impedanzmessung) 

Das xCELLigence® System (ACEA Bioscience) ermöglicht die Analyse von Tumorzelllyse 

in Echtzeit. Das Prinzip basiert auf der Wechselwirkung von adhärenten Zellen mit 

Elektroden, welche den Zellwiderstand (Impedanz) in regelmäßigen Abständen messen. 

Dadurch kann indirekt eine Aussage über die Anzahl und die Viabilität von Zellen getroffen 

werden. Für die Versuche wurden spezielle 96-Well Flachbodenplatten mit integrierten 

Elektroden verwendet (E-Plate 96, ACEA Bioscience). 

Um den Hintergrund des Mediums zu bestimmen, wurden 50 µL pro Well RPMI compl. in 

eine E-Plate 96 gegeben und die Messung gestartet. Anschließend wurde die gewünschte 

Menge an Tumorzellen, ebenfalls in 50 µL Medium, ausgesät und die Platte für 24 h 

inkubiert. Dies ermöglicht das Anwachsen der Tumorzellen. Anschließend wurden, in je 



MATERIAL & METHODEN 

 

40 
 

50 µL Medium, die gewünschte Anzahl an Effektorzellen, sowie die gewünschte Antikörper-

Konzentration zugegeben. 

Die Messung erfolgte alle 15 min. Die relative Änderung der Impedanz wird als 

dimensionsloser Zellindex dargestellt. Proliferieren die Tumorzellen wird er größer, sterben 

die Zellen und lösen sich von der Platte ab, wird er kleiner. 

2.5 Immunhistochemische Färbung von Kryoschnitten 

2.5.1 Färbung von Tissue Micro Arrays (TMAs) 

Alle immunhistochemischen Arbeiten wurden von Christine Beschorner durchgeführt und 

von Prof. Bence Sipos (beide Pathologisches Institut, Universität Tübingen) bewertet.  

TMAs, mit humanem Tumor- und Normalgewebe (Frozen Tissue Array – Human Tumor and 

Normal Tissue, BioChain) oder mit murinem Normalgewebe (FDA Standard Frozen Tissue 

Array – Mouse Normal, BioChain), wurden mit Aceton fixiert und mit 10 µg/mL Antikörper 

gefärbt. Die Primärantikörper wurden anschließend, wie vom Hersteller angegeben, über 

einen Peroxidase-gekoppelten Sekundärantikörper abgegriffen (Peroxidase Goat Anti-Human 

IgG oder Peroxidase Goat Anti-Mouse IgG, Jackson ImmunoResearch). Die Färbung erfolgte 

schließlich über das DAB-Substrat Kit (Zytomed).  

2.5.2 Färbung von syngenen und Xenograft-Tumoren 

Die immunhistochemische Färbung von syngenen und Xenograft-Flankentumoren war 

notwendig, um die Expression von Tumorantigenen auf Zelllinien in vivo zu überprüfen. 

Flankentumore wurden durch die subkutane Injektion von 105 B16-F10 bzw. 106 LNCaP in 

C57BL/6 bzw. NSG Mäuse (beide Charles River) induziert.  Nach 14 Tagen wurden die 

Tiere, unter Isofluran-Narkose, durch zervikale Dislokation getötet. Anschließend wurde 

ihnen mit sterilem OP-Besteck der Tumor entnommen und in Einbettmedium (Tissue-Tek® 

O.C.T.TM Compound, Sakura) bei -80°C eingefroren. Danach wurden mit einem Kryotom 

Schnitte mit einer Stärke von 2.5 µm angefertigt, diese über Nacht getrocknet und in Aceton 

fixiert.  Die Färbung erfolgte wie im vorherigen Abschnitt beschrieben. 
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2.6 Mausversuche 

2.6.1 Bestimmung der Serumhalbwertszeit  

Die Serumhalbwertszeit der Antikörper 10B3x2C11 (PSMAxmuCD3) und 10B3xUCHT-1 

(PSMAxhuCD3) wurde in 6-8 Wochen alten C57BL/6 Mäusen (Charles River) ermittelt. Alle 

Tierversuche wurden unter Beachtung des 3R-Prinzips („replace, reduce, refine“), gemäß den 

ARRIVE-Richtlinien und den Richtlinien des europäischen Tierschutzgesetztes (2010/63/EU) 

durchgeführt. Sie erfolgten unter Genehmigung des Regierungspräsidiums Tübingen. Alle 

Mäuse wurden in den Tierhaltungen der Universität Tübingen unter pathogenfreien 

Bedingungen gehalten. 

Den Mäusen wurden je 20 µg Antikörper, in 100 µL DPBS, intravenös in die Schwanzvene 

gespritzt. Nach 1, 3, 6, 9, 24 und 48 h wurden den Mäusen, unter Isofluran-Kurzzeitnarkose, 

mit einer Natrium-heparinisierten Hämatokrit-Kapillare (Hirschmann) 100 µL Blut aus dem 

Venenplexus entnommen. Das Blut wurde in einem Serumröhrchen (Microvette 500 Z, 

Sarstedt) für 10 min bei 1500 x g abzentrifugiert und das Serum gewonnen.  

Die Serumkonzentration der Antikörper wurde über einen PSMA-Sandwich-ELISA bestimmt. 

Dafür wurde 1 µg/mL des monoklonalen anti-PSMA Antikörpers J591 (bindet ein anderes 

Epitop als 10B3, hergestellt durch Dr. Martin Pflügler, AG Jung, Universität Tübingen), in 

30 µL DPBS, über Nacht bei 4°C, auf einer ELISA-Platte immobilisiert 207. Am nächsten Tag 

wurde die Platte, wie in Abschnitt 2.3.6 beschrieben, geblockt und gewaschen. Als nächstes 

wurden 5 µg/mL rekombinantes PSMA-His (hergestellt durch Dr. Martin Pflügler, AG Jung, 

Universität Tübingen), in 30 µL DPBS, zugegeben und für 1 h bei 4°C inkubiert. Die Platte 

wurde erneut gewaschen und die Serumproben (1:5 in 50 µL DPBS verdünnt) zugegeben. 

Zusätzlich wurde eine Standardreihe mit 10B3x2C11 und 10B3xUCHT-1 erstellt. Nach der 

Inkubation wurde die Platte erneut gewaschen und die IgGsc Antikörper mit einem HRP 

gekoppelten Sekundärantikörper (Peroxidase Goat Anti-Human IgG, Jackson 

ImmunoResearch) detektiert. Anschließend wurde die Platte, wie in Kapitel 2.3.6 

beschrieben, entwickelt. Die Serumhalbwertszeit wurde durch lineare Regression aus der 

Standardkurve ermittelt.  
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2.6.2 Toxizitätsmodell 

Die Verträglichkeit des Antikörpers 10B3x2C11 wurde in C57BL/6 Mäusen, durch 

regelmäßige Gewichtskontrolle und den IFN-γ Serumspiegel, verifiziert.  

Den Mäusen wurden je 20 µg Antikörper, in 100 µL DPBS, intraperitoneal verabreicht. Als 

Positivkontrolle diente der parentale IgG2C11 Antikörper (BioLegend). Nach 24 h wurde den 

Mäusen, wie im vorherigen Kapitel beschrieben, Blut abgenommen um den IFN-γ 

Serumspiegel zu bestimmen. Die Bestimmung erfolgte, entsprechend der Herstellerangaben, 

mittels eines Mouse IFN-γ ELISA Sets (BD).  

Anschließend wurde das Gewicht der Mäuse in regelmäßigen Abständen überprüft. Ein 

Gewichtsverlust von mehr als 20% führte zur Termination der entsprechenden Maus. 

2.6.3 Lungenmetastasenmodell 

Die Effizienz bispezifischer Surrogat-Antikörper wurde in C57BL/6-B16-F10 Mausmodellen 

untersucht 214. 

Dafür wurden B16-F10, wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben, geerntet und anschließend mit 

DPBS auf die gewünschte Zellzahl eingestellt. Im Lungenmetastasenmodell wurden die 

Mäuse für 2-3 min unter einer Wärmelampe platziert, bis die Schwanzvenen deutlich 

hervortraten. Dann erfolgte die intravenöse Injektion von 3x105 B16-F10 in 200 µL DPBS. 

Dafür wurden die Mäuse in einen „Restrainer“ gesetzt. Antikörper wurden, wie in den 

einzelnen Versuchen beschrieben, in 100 µL DPBS, intraperitoneal verabreicht. Gleichzeitig 

erfolgte eine Gewichtskontrolle. Nach 14 Tagen wurden die Tiere durch zervikale Dislokation 

getötet und die Lungen entnommen. Diese wurden mit DPBS gewaschen und dann für 24 h in 

Bouin’scher Lösung (Sigma-Aldrich) fixiert. Am nächsten Tag wurden die fünf Lungenflügel 

separiert und die Metastasen gezählt. 

 

 

 

 

 



MATERIAL & METHODEN 

 

43 
 

2.6.4 Flankenmodell 

Im Flankenmodell wurden die Mäuse vor Injektion der Zellen mit einer Kombination aus 

Rompun und Ketamidor, entsprechend der Herstellerangaben, narkotisiert (Rompun 2%, 

Bayer + Ketamidor, WDT). Dies war notwendig, um eine sichere Injektion der Zellen zu 

gewährleisten. Um den Tumor anschließend leichter messen zu können, wurde die 

Einstichstelle rasiert. Anschließend wurden den Mäusen, je nach Experiment, 104-105 

B16-F10, in 100 µL DPBS, subkutan in die Flanke gespritzt. Antikörper wurden, wie in den 

einzelnen Versuchen beschrieben, intraperitoneal verabreicht. Das Tumorvolumen ((Länge x 

Breite^2)/2) wurde in regelmäßigen Abständen mit einem Caliper bestimmt. Ein 

Tumordurchmesser von mehr als 1.5 cm wurde als Abbruchkriterium definiert. Zusätzlich 

wurde das Gewicht der Mäuse überprüft. 

2.7 Statistik 

Die in dieser Arbeit gezeigten Daten werden als der Mittelwert ± die Standardabweichung 

oder den Standardfehler angegeben. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte durch das 

Programm GraphPad Prism. Der statistische Test, welcher der Analyse zugrunde liegt, ist 

unter den jeweiligen Abbildungen angegeben. Die Daten wurden vorher auf Normalverteilung 

überprüft. Ein p-Wert < 0.05 wird als statistisch signifikant angesehen. 
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3 ERGEBNISSE 

3.1 Immunstimulatorische Surrogat-Antikörper im syngenen Mausmodell 

Ausgangspunkt für den ersten Teil der Arbeit war, dass viele immunregulatorische Antikörper 

im Laufe der präklinischen Entwicklung nur in immundefizienten Mäusen mit adoptiv 

transferierten, humanen Immunzellen getestet werden. Dies führt selten zu aussagekräftigen 

Daten über deren späteren klinischen Erfolg 187. Deshalb sollten Antikörper zusätzlich in 

immunkompetenten Mäusen getestet werden. 

Aus diesem Grund haben Benonisson et al. ein syngenes Mausmodell etabliert, um 

immunstimulatorische Antikörper auch in immunkompetenten Mäusen testen zu können 

208,215. Dafür entwickelten sie einen bispezifischen Surrogat-Antikörper im „knob-into-hole“ 

Format, der gegen das Melanozyten-Antigen TRP1 und den murinen CD3 Rezeptor gerichtet 

ist. In dieser Arbeit wurde ein bispezifischer Antikörper mit denselben Spezifitäten 

entwickelt, welcher aber das, bereits in unserer Arbeitsgruppe etablierte, IgGsc Format hat 

(Abbildung 3-2) 119,207. Dabei handelt es sich um ein humanes IgG1 Grundgerüst mit einem an 

die CH3 Domäne gekoppelten scFv. Um die Interaktion mit Fcγ Rezeptoren und damit eine 

unspezifische Aktivierung des Immunsystems zu verhindern, wurden folgende FcKo-

Mutationen in die CH2 Domäne der Antikörper eingefügt: E233P, L234V, L235A, ΔG236, 

D265G, A327Q und A330S (EU Index). 

Außerdem wurden in diesem Format zwei weitere bispezifische Surrogat-Antikörper gegen 

die Kostimuli CD28 und 4-1BB entwickelt. Dabei sitzt die Spezifität für das Tumorantigen 

TRP1 im Fab-Arm (Klon TA99), während die Spezifitäten für die murinen, 

immunregulatorischen Antigene CD3 (Klon 2C11), CD28 (Klon PV1) und 4-1BB (Klon 

LOB12.3) im scFv sitzen (Abbildung 3-2).  

Durch die Kombination des primären T Zellstimulus durch den TCR, mit den Kostimuli 

CD28 oder 4-1BB, soll es zu einer verstärkten T Zellaktivierung und Proliferation kommen. 

Zusätzlich soll die Differenzierung naiver T Zellen erleichtert und Anergie verhindert werden. 

Dies soll schlussendlich zu einer verbesserten Tumorzelllyse führen. Die unterschiedlichen 

Kombinationen wurde zuerst in verschiedenen in vitro Systemen getestet werden, bevor eine 

Analyse durch verschiedene Tumormodelle in immunkompetenten C57BL/6 Mäusen erfolgte. 
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3.1.1 Generierung und Produktion in verschiedenen CHO Systemen 

Die Antikörper wurden, wie in Material & Methoden beschrieben, in transient transfizierten 

CHO Zellen produziert und über Protein A aufgereinigt. Eine Besonderheit trat bei 

bispezifischen IgGsc Antikörpern mit einem vom Klon 2C11 abgeleiteten scFv auf 

(schematische Darstellung in Abbildung 3-2). Diese wurde bereits in Hörner et al. 

beschrieben, soll aber im Rahmen dieser Arbeit nochmals kurz erläutert werden 212. 

In FreeStyleTM CHO-S Zellen produzierter Antikörper zeigt erwartungsgemäß auf einer SDS-

PAGE unter reduzierenden Bedingungen zwei Banden (Abbildung 3-1A). Die untere Bande 

repräsentiert dabei die leichte Kette (~25 kDa) und die obere Bande die schwere Kette mit 

dem C-terminalen 2C11-scFv (~75 kDa). Unter nicht reduzierenden Bedingungen und auf 

einer Größenausschluss-Chromatographie migriert das Protein ebenfalls entsprechend seines 

Molekulargewichts (~200 kDa) (Abbildung 3-1B). Wird dasselbe Protein allerdings in 

ExpiCHO-STM Zellen produziert, zeigt sich auf einer SDS-PAGE unter reduzierenden 

Bedingungen eine weitere Bande bei ca. 50 kDa. Auch in der Größenausschluss-

Chromatographie eluiert das Protein deutlich später als der in FreeStyleTM CHO-S Zellen 

produzierte Antikörper. Dies spricht für ein geringeres Molekulargewicht von in 

ExpiCHO-STM Zellen produziertem Protein. 

Aus diesem Grund wurden gekennzeichnete Banden (*), aus der ExpiCHO-STM Produktion, 

aus der SDS-PAGE ausgeschnitten und wie in Material & Methoden beschrieben mit Trypsin 

verdaut. Anschließend wurden die Peptide mittels MS analysiert (durchgeführt von 

Dr. Michael Ghosh, IFIZ, Universität Tübingen) (Abbildung 3-1C+D). 

Die 25 kDa Bande konnte entsprechend den Erwartungen als leichte Kette identifiziert 

werden, da die Peptide dieser Domäne am häufigsten vorkamen und auch fast deren 

komplette Sequenz abgedeckt werden konnte. Aufgrund der hohen Sensitivität des MS, 

konnten auch geringe Mengen von anderen Domänen nachgewiesen werden. Die 50 kDa 

Bande konnte als schwere Kette ohne den C-terminalen scFv identifiziert werden, da alle 

anderen Domänen mit ähnlicher Häufigkeit gefunden wurden (VH, CH1, CH2 und CH3). Mit 

Ausnahme der CH1 Domäne und des fehlenden scFv konnten auch die Sequenzen aller 

anderen Domänen zu mindestens 50% abgedeckt werden. Die 75 kDa Bande konnte als die 

komplette schwere Kette mit dem C-terminalen scFv identifiziert werden, da Peptide aus allen 

Domänen gefunden und deren Sequenzen zu mindestens 50% abgedeckt wurden. Unter nicht-

reduzierenden Bedingungen sind noch zwei weitere Banden über der Hauptbande zu 

erkennen. Allerdings lagen diese zu nahe zusammen, um einzeln analysiert zu werden. 



ERGEBNISSE 

 

47 
 

Deshalb wurde nur die Hauptbande mittels MS analysiert. Sie konnte als IgG Molekül ohne 

scFv identifiziert werden, da alle anderen Domänen in ähnlicher Häufigkeit gefunden wurden 

und deren Sequenz zu mindestens 50% abgedeckt werden konnte. 

 

Abbildung 3-1: Produktion eines bispezifischen Antikörpers mit einem von 2C11 abgeleiteten 

scFv in verschiedenen CHO Systemen. Der bispezifische Antikörper wurde in ExpiCHO-STM und 

FreeStyleTM CHO-S Zellen produziert. A) Das richtige Molekulargewicht (MW) und die Reinheit des 

Antikörpers wurde unter reduzierenden (R) und nicht-reduzierenden (NR) Bedingungen auf einer 

SDS-PAGE überprüft. Markierte Banden (*) wurden für die MS Analyse ausgeschnitten. 

B) Außerdem wurde die Menge an Aggregaten und sonstigen Verunreinigungen durch eine 

Größenausschluss-Chromatographie quantifiziert. C) Bestimmung der Häufigkeit und 

D) Sequenzabdeckung der einzelnen Antikörperdomänen in verschiedenen SDS-PAGE Banden 

mittels MS.  

Durch die Integration von MS in den Produktionsprozess konnte bestätigt werden, dass 

bispezifische Antikörper im IgGsc Format, mit einem von 2C11 abgeleiteten scFv, in 

ExpiCHO-STM Zellen, anders als in FreeStyleTM CHO-S Zellen, nicht vollständig produziert 

werden. Als Ursache wird ein Abbruch der Translation an der artifiziellen Struktur des scFv 

vermutet, wodurch es zur Sezernierung eines einfachen IgG Antikörpers ohne C-terminalen 

scFv kommt. 
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3.1.2 Biochemische Charakterisierung 

Alle weiteren Antikörper im IgGsc Format, ohne einen von 2C11 abgeleiteten scFv, wurden in 

transient transfizierten ExpiCHO-STM Zellen produziert und über Protein A aufgereinigt. Das 

richtige Molekulargewicht und die Reinheit wurden ebenfalls über eine SDS-PAGE verifiziert 

(Abbildung 3-2).  

 

Abbildung 3-2: Biochemische Charakterisierung verschiedener bispezifischer Surrogat-

Antikörper im IgGsc Format. Eine schematische Darstellung des IgGsc Formats ist auf der linken 

Seite gezeigt. Die Mutationen in der CH2 Domäne, welche für die Attenuierung der Effektorfunktion 

zuständig sind, wurden durch ein (x) gekennzeichnet. Das richtige Molekulargewicht (MW) und die 

Reinheit der Antikörper TA99x2C11 (A), TA99xPV1 (B) und TA99xLOB12.3 (C) wurden unter 

reduzierenden (R) und nicht-reduzierenden (NR) Bedingungen auf einer SDS-PAGE überprüft (links). 

Außerdem wurde die Menge an Aggregaten und sonstigen Verunreinigungen durch eine 

Größenausschluss-Chromatographie quantifiziert (Mitte und Tabelle auf der rechten Seite).  
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Unter reduzierenden Bedingungen zeigen alle Antikörper zwei Banden. Die untere Bande 

repräsentiert dabei die leichte Kette (~25 kDa), während die obere Bande für die schwere 

Kette mit dem C-terminalen scFv steht (~75 kDa). Unter nicht-reduzierenden Bedingungen ist 

nur eine einzelne Bande zu sehen, welche für das gesamte IgGsc Molekül steht (~200 kDa). 

Andere Banden, wie sie durch Verunreinigungen oder Antikörperfragmente entstehen können, 

sind nicht zu sehen.  

Zusätzlich wurde die Reinheit der Antikörper mittels Größenausschluss-Chromatographie 

verifiziert (Abbildung 3-2). Durch diese Methode kann auch der Anteil an Aggregaten 

berechnet werden, dies ist besonders für immunregulatorische Antikörper von Bedeutung, da 

es durch Aggregate zu einer unspezifischen Aktivierung von Immunzellen kommen kann. 

Alle Antikörper zeigen hier eine sehr hohe Reinheit des Monomers (n°2 > 90%) und nur sehr 

wenige, deutlich abzugrenzende Aggregate (n°1 < 10%). Die Monomere haben eine 

Retentionszeit von 28.9 min, mithilfe des Proteinstandards ergibt sich dadurch ein kalkuliertes 

Molekulargewicht von ca. 245 kDa. Dies ist etwas mehr als das theoretisch berechnete 

Molekulargewicht von 200 kDa. In der Größenausschluss-Chromatographie migrieren die 

Proteine aber in ihrer nativen Form und haben daher Wassermoleküle gebunden. Der 

kalkulierte Wert entspricht daher dem hydrodynamischen Radius der Antikörper und nicht 

dem theoretisch berechneten Wert. 

Die konzentrationsabhängige Bindung der Antikörper an die korrespondierenden Antigene 

wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Affinität des Antikörperklons TA99 an das 

Antigen TRP1, welches auf der murinen Melanomzelllinie B16-F10 exprimiert wird, liegt für 

alle drei bispezifischen Antikörper im niedrigen nanomolaren Bereich (EC50 = 2-4 nM, 

Abbildung 3-3A). 

Um die Bindung an verschiedene kostimulatorische Moleküle zu analysieren, wurden 

Milzzellen aus C57BL/6 Mäusen isoliert. Anschließend erfolgte eine separate Analyse auf 

CD4 und CD8 T Zellen. Der Antikörperklon 2C11, welcher im IgGsc Format – dies gilt auch 

für die anderen immunregulatorischen Antikörper PV1 und LOB12.3 – als scFv vorliegt, 

bindet an das Molekül CD3 mit einem EC50 Wert von ca. 9 nM (Abbildung 3-3B). Die 

Bindung des Antikörpers PV1 an CD28 liegt deutlich darunter, dies gilt für die Bindung an 

CD4 T Zellen (EC50 = 39.7 nM) und an CD8 T Zellen (EC50 = 24.7 nM) (Abbildung 3-3C).  

Das Antigen 4-1BB wird nicht konstitutiv auf T Zellen exprimiert, sondern erst nach deren 

Aktivierung 125,126. Um die konzentrationsabhängige Bindung von LOB12.3 an 4-1BB messen 

zu können, wurden die Milzzellen daher für 72 h mit Concanavalin A (ConA) behandelt. 
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Dabei handelt sich um ein Lektin aus der Jackbohne, das murine T Zellen aktiviert. Der 

Antikörper LOB12.3 zeigt eine sehr hohe Affinität im subnanomolaren Bereich (EC50 = 

0.17-0.48 nM), wobei die Expression von 4-1BB auf CD8 deutlich stärker als auf CD4 

T Zellen ausfällt (Abbildung 3-3D).  

Da alle drei Antikörper nur einen sehr geringen Anteil an Aggregaten aufweisen und eine 

spezifische Bindung an ihre Antigene zeigen, wurden sie weiteren funktionellen in vitro 

Charakterisierungen unterzogen. 

 

Abbildung 3-3: Bestimmung der konzentrationsabhängigen Antigen-Bindung verschiedener 

Surrogat-Antikörper mittels Durchflusszytometrie. A) Bindung der Antikörper TA99x2C11, 

TA99xPV1 und TA99xLOB12.3 an das Antigen TRP1 auf B16-F10. B) Bindung des Antikörpers 

TA99x2C11 an den CD3 Rezeptor auf CD4 und CD8 T Zellen. C) Bindung des Antikörpers 

TA99xPV1 an CD28 auf CD4 und CD8 T Zellen. D) Bindung des Antikörpers TA99xLOB12.3 an das 

Antigen 4-1BB auf CD4 und CD8 T Zellen. Da 4-1BB nicht konstitutiv auf T Zellen exprimiert wird, 

wurden diese zusätzlich mit ConA aktiviert.  

Die EC50 Werte der einzelnen Kurven sind in der Tabelle unter den Graphen aufgeführt.  

Mittelwert ± Standardabweichung, n ≥ 3. 
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3.1.3 Funktionelle in vitro Charakterisierung 

Die wichtigsten zu analysierenden Eigenschaften der hier vorgestellten Antikörper sind die 

Fähigkeit zur konzentrationsabhängigen und zielzellrestringierten T Zellaktivierung, sowie 

zur Tumorzelllyse. Als Tumorzellen dienten in den nächsten Versuchen TRP1-positive 

B16-F10 und als Effektorzellen Milzzellen aus C57BL/6 Mäusen. Diese wurden zusammen 

mit den Antikörpern für vier Tage inkubiert und anschließend mittels Durchflusszytometrie 

analysiert.  

Der Antikörper TA99x2C11 führt, durch die Aktivierung des CD3 Rezeptors, zur 

konzentrationsabhängigen Proliferation der T Zellen (Abbildung 3-4A). Um der 

physiologischen Abhängigkeit der T Zellaktivierung von einem Kostimulus Rechnung zu 

tragen, wurde TA99x2C11 noch mit dem CD28 Agonisten TA99xPV1 kombiniert. Dies führt 

zu einer deutlich verstärkten Proliferation, vor allem von CD8 T Zellen. Diese sind aufgrund 

ihrer zytotoxischen Eigenschaften von besonderer Bedeutung für die Tumorzelllyse. Die 

Kombination von TA99x2C11 mit dem 4-1BB Agonisten TA99xLOB12.3 führt 

ausschließlich zur verstärkten Proliferation von CD8 T Zellen, dies liegt wahrscheinlich 

daran, dass CD4 T Zellen auch nach Aktivierung kaum 4-1BB exprimieren (Abbildung 

3-3D). Obwohl der Antikörperklon LOB12.3 deutlich affiner ist als PV1 (Abbildung 3-3), 

fällt die T Zellproliferation durch die Stimulation von CD28 höher aus.   

Um sicherzustellen, dass es durch die Antikörper nicht zur unspezifischen Aktivierung und 

Proliferation von T Zellen kommt, wurde zusätzlich eine MOPCx2C11 Kontrolle generiert 

(Abbildung 5-1, Anhang). Der Antikörper MOPC (Klon MOPC-21) bindet dabei kein 

(bekanntes) Antigen. Weder die Kombination von MOPCx2C11 mit TA99xPV1 noch die mit 

TA99xLOB12.3 führt zu einer Proliferation der T Zellen. Dies zeigt, dass der Antikörperklon 

2C11, in seiner löslichen Form, nicht in der Lage ist T Zellen zu aktivieren. Stattdessen bedarf 

es einer Immobilisierung des Antikörpers über das Antigen TRP-1. Außerdem sind die CD28 

und 4-1BB Agonisten vom primären Signal der T Zellaktivierung abhängig.  

Der Aktivierungsstatus der T Zellen wurde mittels der Marker CD25 und CD69 überprüft 216. 

CD69 ist ein früher Aktivierungsmarker, der schon nach 4 h exprimiert wird und dessen 

Expression nach 48 h deutlich abnimmt. CD25, die α-Kette des IL-2R, ist dagegen ein später 

Aktivierungsmarker, dessen Expression auch noch nach Tagen messbar ist. Es zeigt sich für 

TA99x2C11 eine deutliche und konzentrationsabhängige Zunahme der Expression von CD25 

und CD69 (Abbildung 3-4B). Dabei fällt die Aktivierung von CD8 T Zellen etwas stärker aus, 

der Marker CD69 lässt aber auch eine stärkere Aktivierung von CD8 T Zellen per se 
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erkennen. Interessanterweise scheint die Stimulation von CD3, durch TA99x2C11, schon zu 

einer maximalen Aktivierung der T Zellen zu führen. Weder die Kostimulation mit CD28 

noch die mit 4-1BB führt zu einer verstärkten Aktivierung der T Zellen. Wichtig ist zu 

erwähnen, dass die Kontrollen mit MOPCx2C11 zu keiner Aktivierung führen. Dies 

unterstreicht die Abhängig des Systems vom primären Signal über CD3 und dessen 

Immobilisierung durch das Tumorantigen.  

 

Abbildung 3-4: Funktionelle in vitro Charakterisierung verschiedener immunregulatorischer 

Surrogat-Antikörper. 5x103 B16-F10 und 2x105 C57BL/6 Milzzellen wurden für vier Tage mit 

verschiedenen Antikörper-Konzenrationen (entspricht bei Kombination der Gesamtmenge an Protein) 

inkubiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert. A) Anschließend wurde die Proliferation von 

CD4 (links) und CD8 (rechts) T Zellen bestimmt. B) Die Aktivierung der T Zellen wurde über die 

Marker CD25 und CD69 überprüft. C) Ebenso wurde die konzentrationsabhängige Lyse der 

Tumorzellen analysiert.  

Mittelwert ± Standardabweichung von technischen Triplikaten. 

CD3=TA99x2C11, CD28=TA99xPV1, 4-1BB=TA99xLOB12.3, MOPC=MOPCx2C11  
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Schließlich wurde die Depletion der Tumorzelllinie B16-F10 analysiert (Abbildung 3-4C). 

Durch den Antikörper TA99x2C11 kommt es zu einer schwachen, aber 

konzentrationsabhängigen Lyse der Zielzellen. Dieser Effekt kann durch die Kombination mit 

den kostimulierenden Antikörpern deutlich verstärkt werden. Dabei scheint es nur minimale 

Unterschiede zwischen CD28 und 4-1BB zu geben. 

Durch die Kombination des hier verwendeten bispezifischen anti-CD3 Antikörpers mit anti-

CD28/4-1BB Antikörpern kann also eine konzentrationsabhängige Aktivierung und 

Proliferation der T Zellen erzeugt werden, welche dann wiederrum die Tumorzellen lysieren. 

Da B16-F10 eine sehr schnell proliferierende Zelllinie ist, kann allerdings keine komplette 

Lyse erzeugt werden. Neben dem primären Signal durch den TCR und dem Kostimulus 

spielen auch Zytokine eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von T Zellen 127. Deshalb 

wurde der Überstand aus dem Experiment in Abbildung 3-4 auf die Sekretion verschiedener 

Zytokine überprüft (Abbildung 3-5).  

 

Abbildung 3-5: Zytokinfreisetzung in Abhängigkeit verschiedener immunregulatorischer 

Surrogat-Antikörper. Der Überstand aus Abbildung 3-4 wurde auf die Freisetzung der Zytokine 

IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-6 und IL-10 untersucht.  

Mittelwert ± Standardabweichung von technischen Triplikaten. 

CD3=TA99x2C11, CD28=TA99xPV1, 4-1BB=TA99xLOB12.3, MOPC=MOPCx2C11  
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Der Antikörper TA99x2C11 induziert eine starke, konzentrationsabhängige Sekretion des 

Zytokins IFN-γ, dieses wird von CD4 und CD8 T Zellen nach einer Antigen-spezifischen 

Aktivierung gebildet 129. Der Effekt wird außerdem durch die kostimulatorischen Antikörper 

TA99xPV1 und TA99xLOB12.3 deutlich verstärkt. Erfolgt kein primäres Signal, durch den 

CD3 Rezeptor, wird kein IFN-γ freigesetzt. Zusätzlich kommt es auch zu einer 

konzentrationsabhängigen Ausschüttung von TNF-α. 

Interessanterweise kommt es nur zu einer geringen, nicht streng konzentrationsabhängigen 

Freisetzung von IL-2, obwohl es hauptsächlich von T Zellen gebildet wird und für die 

Differenzierung von naiven zu Effektor- und Gedächtnis-Zellen von großer Bedeutung ist 217. 

Allerdings wird IL-2 nur in den ersten Stunden nach der T Zellaktivierung gebildet, während 

die Zytokinlevel in diesem Versuch erst nach vier Tagen analysiert wurden 218. Außerdem 

kommt es zu einer geringen Freisetzung von IL-6, einem Zytokin, welches hauptsächlich von 

Makrophagen gebildet wird. Neben den aktivierenden Zytokinen wird auch das Zytokin IL-10 

konzentrationsabhängig freigesetzt 133. Es inhibiert unter anderem die CD28 Signalgebung 

und damit die T Zellantwort. 

3.1.4 T Zelldifferenzierung und Anergie 

Für bispezifische TAAxCD3 Antikörper, wie Blinatumomab, ist bekannt, dass sie vor allem 

Gedächtniszellen zur Proliferation anregen, während naive Zellen stärker von einem 

Kostimulus bei der Aktivierung abhängen 154–156. Deshalb wurde im Folgenden untersucht, 

welche T Zellpopulationen durch die unterschiedlichen immunstimulatorischen Antikörper 

aktiviert und, im Vergleich zu unbehandelten Zellen, expandiert werden. Dabei wurde 

zwischen naiven T Zellen (CD44-/CD62L+) und den sich nach Aktivierung daraus bildenden 

Effektorzellen (CD44-/CD62L-), sowie den zentralen Gedächtniszellen („central memory 

cells“, CM, (CD44+/CD62L+)) und den sich wiederum daraus bildenden Effektor-

Gedächtniszellen („effector memory cells“, EM, (CD44+/CD62L-)) unterschieden. Für dieses 

Experiment wurden erneut B16-F10 für vier Tage mit C57BL/6 Milzzellen und den 

verschiedenen Antikörpern inkubiert. Die Analyse erfolgte wieder mittels 

Durchflusszytometrie.  

Der Antikörper TA99x2C11 stimuliert über CD3 den TCR und liefert damit das primäre 

Signal der T Zellaktivierung. Dies sorgt für die Proliferation und Aktivierung von CD4 CM 

Zellen (Faktor 3) (Abbildung 3-6). CD4 EM Zellen proliferieren im Gegensatz zu CD4 CM 

Zellen nicht und sind weniger stark aktiviert (Abbildung 3-7). CD4 Effektorzellen sind in 

diesem System kaum zu finden, sie haben allerdings auch nur eine kurze Halbwertszeit und 
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sind eher im peripheren Gewebe als in dem hier analysierten lymphatischen Gewebe (Milz) 

zuhause 130. Zusätzlich kommt es zu einer Expansion von naiven CD4 T Zellen (Faktor 3-7). 

Ob es auch zu einer Differenzierung von naiven T Zellen zu Gedächtniszellen kommt, kann in 

diesem System leider nicht analysiert werden. Durch den anti-4-1BB Antikörper kommt es zu 

keinen weiteren Veränderungen, dies kann daran liegen, dass CD4 T Zellen auch nach 

Aktivierung kaum 4-1BB exprimieren (Abbildung 3-2D). Durch das sekundäre CD28 Signal 

kommt es hingegen zu einer verstärkten Expansion von CD4 CM Zellen (Faktor 5). 

 

Abbildung 3-6: T Zelldifferenzierung in Abhängigkeit verschiedener immunregulatorischer 

Surrogat-Antikörper. 5x103 B16-F10 und 2x105 C57BL/6 Milzzellen wurden für 4 Tage mit 50 nM 

Antikörper inkubiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Anschließend wurde die Anzahl 

verschiedener CD4 (links) und CD8 (rechts) T Zellpopulationen quantifiziert. Die Tabelle darunter 

zeigt den Expansionsfaktor im Vergleich zur unbehandelten Gruppe.  

Mittelwert ± Standardabweichung von technischen Triplikaten. 

CD3=TA99x2C11, CD28=TA99xPV1, 4-1BB=TA99xLOB12.3, MOPC=MOPCx2C11 

CM=zentrale Gedächtniszelle, EM=Effektor-Gedächtniszelle, EFF=Effektorzelle  
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Für CD8 T Zellen zeichnet sich ein ähnliches Muster ab, mit einer deutlich stärkeren 

Aktivierung. Durch die Stimulation von CD3 kommt es zu einer Expansion von naiven CD8 

T Zellen (Faktor 7) und CD8 CM Zellen (Faktor 19). Es ist hervorzuheben, dass im Gegensatz 

zu CD4 T Zellen, nun auch CD8 EM Zellen expandiert werden (Faktor 3.5), was aufgrund 

ihres hohen zytotoxischen Potenzials von besonderer Bedeutung ist. Die Aktivierung von 

CD8 CM und EM Zellen fällt deutlich stärker als die der korrespondierenden CD4 

Populationen aus (Abbildung 3-7). Effektorzellen scheinen auch unter den CD8 T Zellen, 

zumindest in diesem System, kaum eine Rolle zu spielen. Durch die Kombination mit 

TA99xPV1 kommt es zu einer massiv verstärkten Proliferation von CD8 CM (Faktor 60) und 

EM (Faktor 15) Zellen. Dies gilt auch für die Kombination mit TA99xLOB12.3 

(CM Faktor 35 und EM Faktor 9.5).  

Es kann festgehalten werden, dass es durch den hier verwendeten anti-CD3 Antikörper 2C11 

vor allem zur Expansion von T Gedächtniszellen und in geringerem Maße auch zur Expansion 

von naiven T Zellen kommt. Ein Kostimulus durch CD28 oder 4-1BB kann diesen Effekt 

massiv verstärken. Interessanterweise scheint es dabei vor allem zu einer Aktivierung von 

T Gedächtniszellen zu kommen.  

Es ist bekannt, dass T Zellen durch eine langanhaltende Aktivierung, ohne sekundäres Signal, 

in einen anergen Zustand verfallen 24,25. Deshalb wurde als nächstes untersucht, ob sich die 

Expression der Erschöpfungs- bzw. Anergie-Marker Lag3 und PD-1 in Abhängigkeit der 

T Zellstimuli ändert (Abbildung 3-7). Lag3 und PD-1 werden auf aktivierten T Zellen 

exprimiert und inhibieren deren Proliferation und die Aktivierung 132. 

Die Expression von Lag3 korreliert mit der Aktivierung der T Zellen und deren CD69 

Expression, sowie der daraus resultierenden Proliferation (siehe auch Abbildung 3-6A). Für 

CD4 T Zellen bedeutet dies, dass Lag3 nur auf Gedächtniszellen exprimiert wird, nicht aber 

auf naiven und Effektorzellen. Eine Expression ist nur in nur in den Gruppen zu finden, 

welche auch ein primäres Signal durch den Antikörper TA99x2C11 erhalten haben. Die 

zusätzliche Kostimulation durch CD28 oder 4-1BB ändert die Lag3 Expression nicht. 

CD8 T Gedächtniszellen zeigen eine stärkere Expression von Lag3. Dies gilt allerdings auch 

für die Gruppen, welche kein primäres Signal erhalten haben, sowie die unbehandelte Gruppe. 

Es scheint so, also ob B16-F10 die Expression von Lag3 auf CD8 T Zellen zu einem gewissen 

Maße allein induzieren können.  
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Durch den Einsatz der anti-PD-1 Antikörper Pembrolizumab und Nivolumab konnten große 

Erfolge bei der Behandlung von Melanomen erzielt werden 148.  Aus der Literatur ist auch 

bekannt, dass B16-F10 den Liganden von PD-1 exprimieren 219. Deshalb wurde im Folgenden 

die Expression von PD-1, in Abhängigkeit verschiedener T Zellstimuli, auf verschiedenen 

T Zellpopulationen untersucht. Interessanterweise wird PD-1 nur auf Gedächtniszellen 

exprimiert, und zwar unabhängig vom Stimulus. Es scheint so, als ob B16-F10 einen direkten 

Einfluss auf die Expression von PD-1 nehmen können, um dadurch die T Zellantwort zu 

unterdrücken.  

 

Abbildung 3-7: Aktivierung, Erschöpfung und Anergie von T Zellen in Abhängigkeit 

verschiedener immunregulatorischer Surrogat-Antikörper. Die einzelnen T Zellpopulationen aus 

Abbildung 3-6 wurden auf die Expression des Aktivierungsmarkers CD69 (oben) analysiert, sowie der 

Marker CD223 (Lag3, mitte) und CD279 (PD-1, unten), welche von erschöpften bzw. anergen 

T Zellen exprimiert werden.  

CD3=TA99x2C11, CD28=TA99xPV1, 4-1BB=TA99xLOB12.3, MOPC=MOPCx2C11 

CM=zentrale Gedächtniszelle, EM=Effektor-Gedächtniszelle, EFF=Effektorzelle  
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Deshalb wurde der Einfluss des anti-PD-1 Antikörperklons RMP1-14 auf die Effizienz 

verschiedener immunregulatorischer Antikörper untersucht (Abbildung 3-8). Waite et al. 

konnten zeigen, dass dieser Antikörper die PD-1/PD-L1 Interaktion inhibiert und es dadurch 

zu einer verbesserten CD28 Signalgebung kommt 164.  

 

Abbildung 3-8: Einfluss der Inhibierung der PD-1/PD-L1 Interaktion auf die T Zellproliferation 

und –aktivierung. 5x103 B16-F10 und 2x105 C57BL/6 Milzzellen wurden für 4 Tage mit 50 nM 

bispezifischem Antikörper (entspricht bei Kombination der Gesamtmenge an Protein) inkubiert. Um 

die Interaktion zwischen PD-1 und seinem Liganden zu inhibieren, wurde der agonistische Klon 

RMP1-14 (10 µg/mL) verwendet und die Zellen anschließend mittels Durchflusszytometrie analysiert. 

A) Proliferation der CD4 (links) und CD8 (rechts) T Zellen in Abhängigkeit verschiedener 

immunregulatorischer Antikörper. B) Die Aktivierung der T Zellen wurde über den Marker CD69 

quantifiziert. C) Ebenso wurde die konzentrationsabhängige Lyse der Tumorzellen analysiert. 

Mittelwert ± Standardabweichung von technischen Triplikaten. 

CD3=TA99x2C11, CD28=TA99xPV1, 4-1BB=TA99xLOB12.3, MOPC=MOPCx2C11,  

PD-1=RMP1-14 
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Trotz einer massiven Expression von PD-1 auf CD4 und CD8 Gedächtniszellen, welche 

unabhängig von den verschiedenen immunregulatorischen Antikörpern auftritt, führt 

RMP1-14 zu keiner erhöhten T Zellproliferation (Abbildung 3-8A, siehe auch Abbildung 3-7). 

Weder für das primäre Signal durch TA99x2C11 und die damit verbundene Stimulation von 

CD3, noch für die Kombination mit den Kostimuli CD28 und 4-1BB. Auch die T 

Zellaktivierung, durch die Expression von CD69 quantifiziert, ändert sich kaum durch die 

Inhibierung der PD-1/PD-L1 Interaktion (Abbildung 3-8B). Dies führt schlussendlich auch zu 

keiner veränderten Lyse von B16-F10. 

Durch die verschiedenen kostimulatorischen Antikörper kommt es also zu einer 

(zielzellrestringierten) Expression von Lag3 und PD-1 auf T Gedächtniszellen, welche aber 

auch teilweise durch B16-F10 hervorgerufen werden kann. Von beiden Molekülen ist 

bekannt, dass sie die Aktivierung und Proliferation von T Zellen unterdrücken. Trotzdem hat 

die Blockade der PD-1/PD-L1 Interaktion, zumindest in vitro, keinen Einfluss auf das System. 

3.1.5 Serumhalbwertszeit und Verträglichkeit 

Für die Effektivität eines immunstimulatorischen Antikörpers ist häufig von Bedeutung, dass 

dieser eine möglichst lange Serumhalbwertszeit hat. Das hier vorgestellte Format kann über 

seinen Fc-Teil mit dem FcRn Rezeptor interagieren und liegt mit einem Molekulargewicht 

von 200 kDa deutlich über der Nierenschwelle (30-50 kDa), sodass eine entsprechend lange 

Serumhalbwertszeit zu erwarten ist. Die Halbwertszeit eines bispezifischen Antikörpers in 

diesem Formats wurde bereits von Zekri et al. bestimmt 207. 

Um zu überprüfen, ob sich die hier vorgestellten Surrogat-Antikörper ähnlich verhalten, 

wurde die TRP1 Bindedomäne durch einen anti-human-PSMA (Prostata-spezifisches 

Membran-Antigen) Antikörper (Klon 10B3) ausgetauscht. Dieser Schritt war notwendig, um 

die Menge an Antikörper im Serum mittels PSMA-ELISA bestimmen zu können. 

Exemplarisch wurde für den Antikörper TA99x2C11 (TRP1xmuCD3) der Antikörper 

10B3x2C11 (huPSMAxmuCD3) generiert und dessen Halbwertszeit mit der von 

10B3xUCHT-1 (huPSMAxhuCD3, aus Zekri et al.) verglichen (Abbildung 5-2, Anhang). Die 

Halbwertzeit der beiden Antikörper wurde in C57BL/6 Mäusen bestimmt und liegt zwischen 

18 und 22 Stunden (Abbildung 3-9A). Dies bedeutet, dass es durch die Interaktion von 

10B3x2C11 mit einem murinem Antigen (CD3), im Vergleich zu 10B3xUCHT-1, welcher in 

der Maus kein Zielantigen hat, zu keiner veränderten Halbwertszeit kommt.  
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Der anti-CD3 Antikörper Muromonab-CD3 führt im Menschen, durch die Interaktion mit 

Fc-Rezeptoren, zu einer systemischen Aktivierung von T Zellen und damit zu einer massiven 

Produktion von Zytokinen 134. Dies soll bei den hier thematisierten Antikörpern, durch die 

weiter oben bereits eingeführten FcKo-Mutationen, verhindert werden. Stattdessen soll es 

durch die Bindung an das Antigen TRP1 zu einer zielzellrestringierten Immunantwort 

kommen. Um zu verifizieren, dass die FcKo-Mutationen die Fc-Rezeptorbindung wirklich 

verhindern und dass es auch sonst zu keiner unspezifischen Aktivierung von T Zellen kommt, 

wurde die Verträglichkeit von 10B3x2C11 in C57BL/6 Mäusen getestet. Im Gegensatz zu 

TRP1, welches auch auf normalen Melanozyten exprimiert wird, bindet 10B3 nicht an 

murines PSMA 174,207. Dadurch kann es zu keiner unspezifischen T Zellaktivierung, durch die 

Immobilisierung des Antikörpers in nicht-relevantem Gewebe kommen. 

 

Abbildung 3-9: Serumhalbwertszeit und Verträglichkeit von zielzellrestringierten, 

bispezifischen anti-CD3 Surrogat-Antikörpern. A) C57BL/6 Mäusen wurden 20 µg Antikörper 

intravenös verabreicht. Nach 1, 3, 6, 9, 24 und 48 Stunden wurde den Mäusen retrobulbär Blut 

abgenommen und die Antikörper-Konzentration durch einen PSMA-ELISA bestimmt. Die 

Halbwertszeit wurde mittels einer Standardgerade berechnet und ist rechts neben dem Graphen 

gezeigt. Mittelwert ± Standardabweichung von 5 Mäusen pro Gruppe. B) C57BL/6 Mäusen wurde 

20 µg Antikörper intraperitoneal verabreicht. Anschließend wurde die Verträglichkeit durch 

regelmäßige Gewichtskontrolle überprüft. C) Den Mäusen aus B) wurde nach 24 Stunden retrobulbär 

Blut entnommen und die IFN-γ Serumkonzentration mittels ELISA quantifiziert. 

Mittelwert ± Standardabweichung von mind. 4 Mäusen pro Gruppe.  

Die statistische Signifikanz, im Vergleich zur unbehandelten Gruppe, wurde mithilfe einer One-Way 

ANOVA (Post-Hoc-Test: Dunnett) berechnet (ns = nicht signifikant, **** = p < 0.0001).  

 



ERGEBNISSE 

 

61 
 

Um die Verträglichkeit und die unspezifische Aktivierung von 10B3x2C11 zu testen, wurde 

C57BL/6 Mäusen 20 µg Antikörper verabreicht (Abbildung 3-9B+C). Zusätzlich wurde einer 

Gruppe monoklonaler 2C11 injiziert, welcher mit den Fc-Rezeptoren der Maus interagieren 

kann und von dem bekannt ist, dass er zu einer unspezifischen und systemischen Aktivierung 

von T Zellen führt 220,221.  Durch die Injektion von monoklonalem 2C11 kommt es zu einem 

massiven Gewichtsverlust der Mäuse, was laut Tierversuchsantrag einen Abbruch des 

Experiments bedeutete. Zusätzlich sorgt die systemische Aktivierung von T Zellen für eine 

massive Freisetzung von IFN-γ, was nach 24 Stunden mittels ELISA gemessen werden kann. 

Durch die FcKo-Mutationen in 10B3x2C11 kann dies verhindert werden. Die Mäuse 

verlieren, im Vergleich zu Kontrollgruppe, kein Gewicht und es kann kein signifikant 

erhöhter Serumspiegel von IFN-γ gemessen werden.  

Die Ergebnisse belegen zusammengefasst, dass das hier vorgestellte IgGsc-Format, die in 

Mäusen erwartete Halbwertszeit von ca. 22 Stunden aufweist 222. Außerdem kommt es zu 

keiner systemischen und unspezifischen Aktivierung von T Zellen, dies wird durch die FcKo 

Mutationen verhindert. 

3.1.6 Funktionelle in vivo Charakterisierung im Flankenmodell 

Das B16-F10 Flankenmodell wird in der Tumorforschung häufig für die Evaluation von 

immuntherapeutischen Substanzen verwendet. Typischerweise werden dabei C57BL/6 

Mäusen 105 Zellen in der Flanke unter die Haut gespritzt. Nach 5-10 Tagen bildet sich ein 

tastbarer Tumor 214. Das Wachstum des Tumors kann anschließend einfach mit einem Caliper 

gemessen werden. 

 

Abbildung 3-10: Expression von TRP1 auf B16-F10 Flankentumoren. Um sicherzustellen, dass 

B16-F10 das Antigen TRP1 nicht nur in vitro, sondern auch in vivo exprimieren, wurde ein 

Flankentumor entnommen und die Expression von TRP1 mittels Immunhistochemie verifiziert.  
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Um sicherzustellen, dass B16-F10 das Antigen TRP1 nicht nur in vitro, sondern auch in vivo 

exprimieren, wurde ein B16-F10 Flankentumor entnommen und die TRP1 Expression durch 

Immunhistochemie verifiziert (Abbildung 3-10). Dafür wurde ein monospezifischer TA99 

Antikörper mit humanem FcKo Fc-Teil benutzt (Abbildung 5-3, Anhang). Es zeigt sich eine 

starke und spezifische Färbung auf B16-F10 Tumoren, nicht aber auf anderen Geweben. 

In einem ersten Experiment wurden den Mäusen je 105 B16-F10 subkutan in die Flanke 

injiziert. Zusätzlich wurde an den Tagen 2, 5 und 8 mit jeweils 12.5 µg Antikörper behandelt, 

ein Schema, welches für ähnliche Antikörper bereits in der Literatur beschrieben ist 208,215. 

 

Abbildung 3-11: Wachstum von B16-F10 Flankentumoren in C57BL/6 Mäusen nach 

Behandlung mit verschiedenen immunregulatorischen Surrogat-Antikörpern. A) Den Mäusen 

wurden 105 Zellen subkutan in Flanke injiziert und das Wachstum der Tumore in regelmäßigen 

Abständen mit einem Caliper bestimmt. An den Tagen 2, 5 und 8 wurden die Mäuse intraperitoneal 

mit 12.5 µg Antikörper (entspricht bei Kombination der Gesamtmenge an Protein) behandelt. 

B) Mittelwert ± Standfehler der einzelnen Behandlungsgruppen aus A) (5 Mäuse pro Gruppe). C) Die 

Mäuse aus A) wurden in regelmäßigen Abständen gewogen um einen Therapie-abhängigen 

Gewichtsverlust auszuschließen. Mittelwert ± Standardfehler. 

CD3=TA99x2C11, CD28=TA99xPV1 
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Es zeigte sich ein sehr heterogenes Tumorwachstum in der unbehandelten Gruppe (Abbildung 

3-11A). In drei Mäusen war nach spätestens 12 Tagen ein deutlicher Tumor zu ertasten, in 

einer Maus allerdings erst nach Tag 19 und eine Maus blieb bis zum Ende des Experiments 

tumorfrei. In der mit TA99x2C11 behandelten Gruppe blieb ebenfalls ein Tier tumorfrei und 

es zeigte sich ein leicht verzögertes, aber nicht signifikant reduziertes Tumorwachstum 

(Abbildung 3-11A). Die Kombination mit TA99xPV1, obwohl in vitro deutlich potenter, 

erzielte keinen verbesserten Effekt. Jedoch blieben in dieser Gruppe zwei Tiere tumorfrei. Da 

es in diesem ersten Versuch um die Etablierung des Versuchs ging, wurde zunächst auf die 

Kombination mit TA99xLOB12.3 und entsprechende Isotyp-Kontrollen verzichtet. 

Durch das sehr heterogene Wachstum der Tumore innerhalb der einzelnen Gruppen, und der 

damit verbundenen hohen Standardabweichung, konnte kein signifikanter Therapieerfolg der 

verschiedenen immunregulatorischen Surrogat-Antikörper erzielt werden. Mit größeren 

Gruppen könnte man die hohe Standardabweichung evtl. korrigieren und somit Signifikanzen 

erzeugen, darauf wurde im Folgenden allerdings verzichtet. Anzumerken ist, dass in diesem 

Modell weder ein CD3 Stimulus alleine, noch die Kombination mit CD28 zu einem 

Gewichtsverlust der Mäuse führte (Abbildung 3-11C). Dies unterstreicht die 

Zielzellrestriktion der hier verwendeten Antikörper.  

Um das Tumorwachstum für weiterführende Versuche homogener zu gestalten, wurden 104 

B16-F10 in Matrigel subkutan in die Flanke gespritzt (Abbildung 3-12). Matrigel ist eine 

Proteinmatrix, welche von murinen Sarkomzellen produziert wird. Es ähnelt der 

extrazellularen Matrix vieler Gewebe und unterstützt dadurch das Wachstum der Zellen 223. 

Durch das Matrigel kommt es zu einem gleichmäßigeren Tumorwachstum und keines der 

Tiere blieb bis Ende des Experiments tumorfrei. Allerdings wachsen Tumore mit Matrigel 

auch deutlich schneller. Während mit Matrigel die ersten Tumore schon an Tag 2 ertasten 

werden konnten (evtl. auch bedingt durch das Matrigel selbst), war dies ohne Matrigel erst an 

Tag 10 der Fall. Deshalb ist zu bemerken, dass Matrigel einen erheblichen Einfluss auf das 

Tumorwachstum hat und damit auch einen Einfluss auf die Immuntherapie haben kann.   

Es erfolgte eine erneute Behandlung der Mäuse mit TA99x2C11 und in Kombination mit 

TA99xPV1 an den Tagen 2, 5 und 8 (je 12.5 µg). Jedoch konnte in diesem Versuch kein 

Erfolg der Therapie mehr festgestellt werden (Abbildung 3-12B). Trotzdem kann auch hier 

angemerkt werden, dass es durch die Antikörper zu keinen Nebenwirkungen kommt und die 

Mäuse durch die Behandlung nicht an Gewicht verlieren (Abbildung 3-12C). 
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Abbildung 3-12:  Wachstum von B16-F10 Flankentumoren mit Matrigel in C57BL/6 Mäusen 

nach Behandlung mit verschiedenen immunregulatorischen Surrogat-Antikörpern. A) Den 

Mäusen wurden 104 Zellen subkutan in Flanke injiziert und das Wachstum der Tumore in 

regelmäßigen Abständen mit einem Caliper bestimmt. An den Tagen 2, 5 und 8 wurde die Mäuse 

intraperitoneal mit 12.5 µg Antikörper (entspricht bei Kombination der Gesamtmenge an Protein) 

behandelt. B) Mittelwert ± Standardfehler der einzelnen Behandlungsgruppen aus A) (3-4 Mäuse pro 

Gruppe). C) Die Mäuse aus A) wurden in regelmäßigen Abständen gewogen um einen Therapie-

abhängigen Gewichtsverlust auszuschließen. Mittelwert ± Standardfehler. 

CD3=TA99x2C11, CD28=TA99xPV1 

Insgesamt kann resümiert werden, dass kein robustes B16-F10 Flankenmodell etabliert 

werden konnte, in welchem man zuverlässig, die in dieser Arbeit generierten, 

immunregulatorischen Antikörper hätte testen können. Leider handelt es sich bei B16-F10 um 

eine sehr aggressiv und heterogen wachsende Zelllinie, welche zudem kaum immunogen ist. 

3.1.7 Funktionelle in vivo Charakterisierung im Lungenmetastasenmodell 

Das B16-F10 Lungenmetastasenmodell ist ein weiteres Tumormodell, um die Effektivität von 

therapeutischen Antikörpern zu bewerten. Die Zellen werden C57BL/6 Mäusen intravenös in 

die Schwanzvene verabreicht und bleiben in den engen Kapillaren der Lunge hängen. Der 

Begriff „Metastasen“ ist in diesem Zusammenhang allerdings irreführend, da es sich nicht um 

echte Metastasen handelt, sondern um einzelne Primärtumore 214. 

In dieser Arbeit wurden den Mäusen 3x105 Zellen injiziert. Nach 2 Wochen wurden die 

Lungen entnommen und fixiert. Ohne Behandlung konnten im Schnitt ca. 141 Metastasen pro 

Lunge gezählt werden (Abbildung 3-13A). Durch die Behandlung mit je 12.5 µg TRP1xCD3 
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Antikörper, an den Tagen 1, 4 und 7, kann die Anzahl an Metastasen signifikant reduziert 

werden. Es waren nur noch einzelne Metastasen, bis zu 7, auf den Lungen erkennbar. 

Niedrigere Konzentration dieses Antikörpers zeigen keinen Therapieerfolg mehr. Durch die 

Isotyp-Kontrolle MOPCxCD3, welche kein bekanntes Tumorantigen bindet, kommt es in der 

höchsten Konzentration (12.5 µg) zu keiner Reduktion der Tumorlast. Dies unterstreicht die 

Zielzellrestriktion des hier verwendeten Moleküls.  

 

Abbildung 3-13: Anzahl von B16-F10 Lungenmetastasen in C57BL/6 Mäusen nach Behandlung 

mit verschiedenen immunregulatorischen Surrogat-Antikörpern.  A) Den Mäusen wurden 3x105 

B16-F10 intravenös in die Schwanzvene injiziert. An den Tagen 1, 4 und 7 wurde die Mäuse 

intraperitoneal mit 12.5 µg Antikörper (entspricht bei Kombination der Gesamtmenge an Protein) 

behandelt. Nach 14 Tagen wurden die Lungen entnommen und die Metastasen gezählt. B) Das 

Gewicht der Mäuse aus A) nach zwei Wochen im Verhältnis zu Tag 0.  

Mittelwert ± Standardabweichung von mind. 5 Mäusen pro Gruppe. Die statistische Signifikanz, im 

Vergleich zur unbehandelten Gruppe, wurde mithilfe einer One-Way ANOVA (Post-Hoc-Test: 

Dunnett) berechnet (ns = nicht signifikant, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001).     

CD3=TA99x2C11, CD28=TA99xPV1, MOPC=MOPCxCD3 

Wird die Behandlung des bispezifischen anti-CD3 Antikörpers mit dem CD28 Agonisten 

TA99xPV1 kombiniert (je 6.25 µg), kommt es, im Gegensatz zur Monotherapie, erneut zu 

einer signifikanten Reduktion der Tumorlast. Dies zeigt, dass die Kombination von 

agonistischen anti-CD3 und anti-CD28 Antikörpern nicht nur in vitro, sondern auch in vivo 

die Tumorzelllyse verbessern kann.  

Anders als in den Experimenten im letzten Kapitel mit 10B3x2C11, führt TA99x2C11 in der 

höchsten Konzentration (12.5 µg) zu leichten Nebenwirkungen, da es im Verglich zur 

Kontrollgruppe zu einem leichten Gewichtsverlust der Mäuse kommt (Abbildung 3-13B). 

Dies kann daran liegen, dass das Antigen TRP1 nicht nur auf B16-F10 exprimiert wird, 

sondern auch auf normalen Melanozyten 174. Hier zeigen sich erneut die Vorteile der 

Kombinationstherapie, bei der es zu keinem Gewichtsverlust kommt.  
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Anders als im Flankenmodell, konnte in dem hier verwendeten Lungenmetastasenmodell, die 

Effektivität der bispezifischen Surrogat-Antikörper gezeigt werden. In Zukunft soll noch die 

Kombination mit dem bispezifischen 4-1BB Agonisten TA99xLOB12.3, sowie einem 

blockierenden anti-PD-1 Antikörper erfolgen. Außerdem soll das Dosisschema weiter 

untersucht werden. Dabei stellt sich die Frage, wann die erste Injektion der Antikörper 

spätestens erfolgen muss, um noch einen Therapieerfolg erzielen zu können, und wie oft diese 

Dosis appliziert werden muss. 
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3.2 „Dual targeting über B7-H3“ – Gleichzeitige Lyse von Tumor und 

Tumorgefäßen 

Ein ideales Tumorantigen sollte nicht nur auf dem Tumor selbst, sondern auch auf den 

Tumorgefäßen exprimiert sein. Die Idee dahinter ist, dass es durch die zusätzliche Lyse der 

Tumorgefäße zu einer „Öffnung“ des Tumors kommt und zu einem verstärkten Influx von 

T Zellen. Seaman et al. beschreiben, dass das Antigen B7-H3 (CD276) genau diese 

Anforderungen erfüllt 179,182. Es ist ein Marker für Neo-Angiogenese ist und wird auf der 

Tumorvaskulatur von Nagern und Menschen exprimiert, aber kaum auf normalen Gefäßen. 

Gleichzeitig wird B7-H3 aber auch auf vielen Tumoren exprimiert, während die Expression 

auf gesundem Gewebe eher gering ist (Tabelle 3-1). Daher könnte B7-H3 ein ideales Antigen 

sein, um mit immunstimulatorischen Antikörpern sowohl den Tumor als auch die 

Tumorgefäße anzugreifen.  

Um die Effizienz von B7-H3 als vaskuläres Zielantigen zu untersuchen, sollte ein 

Mausmodell entwickelt werden, bei dem eine huB7-H3 positive Zelllinie subkutan in 

immundefiziente Mäuse injiziert wird. Die infiltrierenden Gefäße sollten dann laut Literatur 

positiv für murines B7-H3 sein. Durch die Kombination von bispezifischen Antikörpern 

gegen das humane oder das murine Protein, welches nur auf dem Tumor bzw. den 

dazugehörigen Gefäßen exprimiert wird, sollte untersucht werden, welchen Einfluss die 

(zusätzliche) Lyse der Tumorvaskulatur auf die Therapie hat.  

Tabelle 3-1: Immunhistochemische Färbung von humanem B7-H3 auf normalem und 

Tumorgewebe. Die Expression des Antigens B7-H3 auf verschiedenen Geweben wurde mittels 

Immunhistochemie ermittelt. Es ist beispielhaft die Auswertung für den Antikörper HEK-5 gezeigt. 

Alle anderen anti-B7-H3 Hybridom-Antikörper, welche in dieser Arbeit verwendet wurden, zeigen ein 

ähnliches Färbemuster. Die Auswertung erfolgte durch Prof. Bence Sipos (Pathologisches Institut, 

Universität Tübingen). Nicht vorhanden (-), schwach (+), mittel (++) und stark (+++). 

Gewebe 
Benignes Gewebe Tumor 

Parenchym Stroma Gefäße Parenchym Stroma Gefäße 

Magen - - - ++ +++ +++ 

Dünndarm - - - ++ +++ +++ 

Dickdarm + + + +++ ++ +++ 

Gehirn - - - ++ + + 

Niere - - - + ++ +++ 

Leber ++ ++ ++ + +++ +++ 

Lunge - - - + +++ +++ 

Pankreas - - - +++ ++ +++ 

Haut - - - +++ ++ ++ 

Skelettmuskulatur - - - +++ ++ +++ 

Prostata + + + +++ +++ +++ 

Brust + + + +++ ++ +++ 

Eierstock + + + ++ +++ +++ 

Gebärmutter + + + +++ +++ +++ 
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Dafür wurden zuerst zwei unterschiedliche Gruppen von anti-B7-H3 Antikörpern 

charakterisiert. Beide wurden von Dr. Timo Manz (AG Jung, Universität Tübingen), mittels 

Hybridom- oder Phage-Display-Technologie hergestellt, letztere in Kooperation mit 

Prof. Stefan Dübel (Universität Braunschweig). Anschließend wurden vielversprechende 

Kandidaten ins bispezifische Format überführt und weiter charakterisiert.  

Die bispezifischen Antikörper wurden im bereits weiter oben eingeführten IgGsc Format 

generiert und tragen die damit verbundenen FcKo-Mutationen, um eine unspezifische 

Immunantwort zu verhindern (Abbildung 3-23D). Im C-terminalen scFv befindet sich in allen 

weiteren, in diesem Abschnitt behandelten, bispezifischen Molekülen, eine humanisierte 

Variante von UCHT-1. Dabei handelt es sich um einen anti-huCD3 Antikörper, welcher nach 

Immobilisierung T Zellen aktiviert und zur Proliferation anregt 224. Da im weiteren Verlauf 

dieser Arbeit ein Xenograft-Modell entwickelt werden soll und immundefiziente Mäuse keine 

funktionellen T Zellen haben, sollte zusätzlich eine intraperitoneale Gabe von humanen 

PBMCs erfolgen. 

3.2.1 Biochemische Charakterisierung der anti-B7-H3 Hybridom-Antikörper 

Durch die Immunisierung von Balb/c Mäusen konnten insgesamt sieben anti-B7-H3 

Antikörper generiert werden, alle haben den murinen Isotyp IgG1κ (Tabelle 3-2). HEK-5 ist 

ein bereits etablierter anti-B7-H3 Antikörper, welcher freundlicherweise von Dr. Hans-Jörg 

Bühring (Universität Tübingen) bereitgestellt wurde. Er diente in vielen weiteren Versuchen 

als Kontrolle.  Die restlichen Antikörper wurden, wie in Material & Methoden beschrieben, 

direkt aus den Zellkultur-Überständen der fusionierten Mylomzellen über Protein A 

aufgereinigt. Das korrekte Molekulargewicht und die Reinheit wurden anschließend über eine 

SDS-PAGE verifiziert (Abbildung 3-14).  

Unter reduzierenden Bedingungen zeigen fast alle Antikörper zwei Banden. Die untere Bande 

repräsentiert dabei die leichte Kette (~25 kDa), während die obere Bande für die schwere 

Kette steht (~50 kDa). Einzig TIM8H8 zeigt unter nicht reduzierenden Bedingungen drei 

Banden. Durch die Sequenzierung dieses Antikörpers konnte später festgestellt werden, dass 

sich in der CDR3 der leichten Kette eine Glykosylierungsstelle (-NYS-) befindet. Unter nicht-

reduzierenden Bedingungen ist jeweils nur eine einzelne Bande zu sehen, welche für das 

gesamte IgG Molekül steht (~150 kDa). Durch Größenausschluss-Chromatographie konnte 

gezeigt werden, dass alle Antikörper frei von Aggregaten und Verunreinigungen sind. 

Außerdem konnte das Molekulargewicht von ca. 150 kDa verifiziert werden. 
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Abbildung 3-14: Biochemische Charakterisierung verschiedener anti-B7-H3 Antikörper, 

hergestellt durch Hybridom-Technologie. Das richtige Molekulargewicht und die Reinheit der 

unterschiedlichen Antikörper wurden unter reduzierenden (R) und nicht-reduzierenden (NR) 

Bedingungen auf einer SDS-PAGE überprüft (links). Außerdem wurde die Menge an Aggregaten und 

sonstigen Verunreinigungen durch eine Größenausschluss-Chromatographie analysiert (rechts). 
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Die konzentrationsabhängige Bindung der Antikörper an humanes und murines B7-H3 wurde 

mittels Durchflusszytometrie bestimmt (Tabelle 3-2). Die Affinität für humanes B7-H3, 

welches auf Granta-519, einer humanen B Zelllymphom-Zelllinie, exprimiert wird, liegt für 

alle Antikörper, außer TIM7C4, im subnanomolaren Bereich (Abbildung 3-15A). Eine 

Bindung an murines B7-H3 würde man von Antikörpern, welche mittels Hybridom-

Technologie generiert wurden nicht erwarten, da diese eigentlich nicht mit murinen 

Antigenen reagieren 88. Trotzdem wurde die Bindung auf, mit murinem B7-H3 transfizierten, 

B16-F10 getestet. Erstaunlicherweise zeigten HEK-5 (EC50 = 7.82 nM) und in gewissem 

Maße auch TIM8H8 eine Bindung an murines B7-H3 (Abbildung 3-15B). 

 

Abbildung 3-15: Bestimmung der konzentrationsabhängigen Antigen-Bindung 

und -Internalisierung verschiedener anti-B7-H3 Hybridom-Antikörper mittels 

Durchflusszytometrie. A) Bindung der anti-B7-H3 Antikörper an humanes B7-H3 auf Granta-519 

Zellen. B) Bindung an mit murinem B7-H3 transfizierte B16-F10. C) Antigen-Antikörper-Komplex 

Internalisierung auf humanem B7-H3 auf Granta-519 Zellen nach 24 Stunden. D) Korrelation 

zwischen Affinität und Internalisierung auf humanem B7-H3 bei einer Konzentration von 50 nM.  

Mittelwert ± Standardabweichung, n ≥ 3. 
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Nach der Bindung eines Antikörpers an sein Antigen, kommt es häufig zu einer 

Internalisierung des Antigen-Antikörper-Komplexes. Bei einigen Anwendungen, wie bei 

ADCs, ist dies gewünscht, da das Toxin seine Wirkung nur so in der Zelle entfalten kann 105. 

In anderen Bereichen schränkt eine Internalisierung die Wirkung der Antikörper stark ein, 

wenn z.B. ADCC ausgelöst werden soll 225. 

In dieser Arbeit sollen die anti-B7-H3 Antikörper später in ein bispezifisches Format 

konvertiert werden und T Zellen am Tumor aktivieren und zur Proliferation anregen. Daher 

kann auch hier davon ausgegangen werden, dass eine verstärkte Internalisierung der Aktivität 

der Antikörper im Weg steht. Die konzentrationsabhängige Internalisierung des Antigen-

Antikörper-Komplexes wurde nach 24 h auf Granta-519 Zellen mittels Durchflusszytometrie 

ermittelt (Abbildung 3-15C+D). Dabei zeigt sich eine klare Korrelation zwischen Affinität 

und Internalisierung. Je affiner ein Antikörper ist, desto höher ist die Internalisierung. Bei 

hoch-affinen Antikörpern, wie TIM8D9, liegt sie bei fast 70%, während sie bei niedrig-

affinen Antikörpern, wie TIM7C4, gar nicht stattfindet (Tabelle 3-2). 

Tabelle 3-2: Eigenschaften der anti-B7-H3 Hybridom-Antikörper. 

Antikörper 
Isotyp 

(Maus) 

huB7-H3 

EC
50

 [nM] 

muB7-H3 

EC
50

 [nM] 

Internalisierung 

huB7-H3 

bei 50 nM [%] 

Epitop 

TIM7C4 IgG1κ 1.36 ± 0.92 - - Q179 

TIM7E10 IgG1κ 0.49 ± 0.71 - 33 Q179 

TIM8D9 IgG1κ 0.09 ± 0.03 - 70 G130 

TIM8H8 IgG1κ 0.27 ± 0.20 (119) 27 R127 

TIM10A7 IgG1κ 0.50 ± 0.34 - 12 P34/G43/A115/F120? 

TIM11A7 IgG1κ 0.06 ± 0.02 - 50 G130 

TIM11G3 IgG1κ 0.73 ± 0.31 - 10 P34/G43/A115/F120 

HEK-5 IgG2aκ 0.13 ± 0.02 7.82 ± 4.20 42 
In der Nähe von  

R127 und G130 

 

3.2.2 Epitop Charakterisierung der anti-B7-H3 Hybridom-Antikörper 

Eine weitere Eigenschaft, welche die Aktivität von bispezifischen, immunstimulatorischen 

Antikörpern beeinflussen kann, ist das Epitop an welches sie binden. Murines B7-H3 besteht 

aus 316 Aminosäuren: einem Signalpeptid, einer extrazellulären Domäne 

(IgV-IgC = 2IgB7-H3), einer transmembran Region und einem kurzen zytoplasmatischen 

Bereich (Abbildung 3-16A). Durch Exon-Duplikation besteht das humane Proteine aus 

4 Ig-Domänen (IgV1-IgC1-IgV2-IgC2 = 4IgB7-H3) 226. B7-H3 ist ein hoch konserviertes 

Molekül, das humane und das murine Protein haben eine Sequenzidentität von ca. 88% 

(Abbildung 5-5, Anhang) 177.  
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Abbildung 3-16: Kristallstruktur von B7-H3 und Bindestellen der anti-B7-H3 Hybridom-

Antikörper. A) Schematische Struktur von humanem und murinem B7-H3. B7-H3 ist ein Typ 1 

Transmembranprotein mit einem N-terminalen Signalpeptid (blau), gefolgt von den extrazellulären 

IgV und IgC Domänen (rot), einer Transmembranregion (grün) und einer kurzen zytoplasmatischen 

Domäne (orange). Adaptiert von Wang et al. 178 B) Kristallstruktur von murinem B7-H3, es sind die 

Aminosäuren 35 bis 238 gezeigt. Im Rahmen der Epitop-Charakterisierung wurden verschiedene 

Aminosäuren (blau) im humanen Protein durch die entsprechenden aus dem murinen Protein ersetzt. 

Die (potenziellen) Epitope der einzelnen Antikörper sind durch Pfeile gekennzeichnet. Die potentielle 

Interaktionsstelle des murinen Proteins, mit dem bisher unbekannten Rezeptor, liegt zwischen den 

Aminosäuren 126 und 129. Adaptiert von Vigdorovich et al. 227. Die Abbildung wurde mit PyMol 

erstellt (PDB: 4I0K). 

In diesem Zusammenhang stellte sich die Frage, ob die anti-B7-H3 Antikörper, aufgrund der 

hohen Sequenzidentität zwischen IgV1 und IgV2 sowie IgC1 und IgC2, sowohl IgV1-IgC1 

als auch IgV2-IgC2 des humanen Proteins binden können. Deshalb wurde ein IgV1-IgC1- 

IgV2-IgC2-Fc Fusionsprotein hergestellt (Dr. Timo Manz, AG Jung, Universität Tübingen), 

welches über Protein A aufgereinigt wurde. Dieses rekombinante Protein besteht aus den 
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Aminosäuren 29-461 des humanen Proteins, gekoppelt an die Gelenkregion eines humanen 

IgG1 Antikörpers. Zusätzlich wurde noch ein IgV1-IgC1-Fc (Aminosäuren 29-242) und ein 

IgV2-IgC2-Fc (Aminosäuren 243-461) Protein generiert (Abbildung 5-4, Anhang). Alle acht 

Antikörper zeigen eine vergleichbare Bindung an alle drei Fusionsproteine, wie im ELISA 

gezeigt werden konnte (Abbildung 3-17A). Dies spricht dafür, dass zwei Antikörper zur 

selben Zeit an ein humanes B7-H3 Molekül binden könnten. 

Es konnte bereits gezeigt, dass keiner der Antikörper, außer HEK-5 und TIM8H8, an das 

murine Protein bindet (Abbildung 3-15B). Deshalb wurde geschlussfolgert, dass die 

Antikörper an Aminosäuren im humanen Protein binden müssen, welche im murinen Protein 

nicht vorkommen. Deshalb wurden die Sequenzen der extrazellulären Domänen, von 

humanem und murinem B7-H3, verglichen und festgestellt, dass diese sich nur in 

12 Aminosäuren unterscheiden (Abbildung 5-5, Anhang). Anschließend wurden die humanen 

Aminosäuren im IgV1-IgC1-Fc Fusionsprotein durch die entsprechenden murinen 

Aminosäuren ersetzt. Der Einfachheit halber wurden zuerst nur Doppelmutanten generiert. 

Anschließend wurde die Bindung der Antikörper an die B7-H3-Fc Mutanten im ELISA 

gemessen und mit der an das IgV1-IgC1-Fc WT Protein verglichen (Abbildung 3-17B). 

Dadurch konnte das Epitop für einige Antikörper bereits gut eingegrenzt werden. Der 

Antikörper HEK-5, und mit Abstrichen auch TIM8H8, bindet neben humanem auch murines 

B7-H3. HEK-5 zeigt deshalb bei keiner der Mutanten eine reduzierte Bindung. Einige 

Antikörper zeigen auch eine reduzierte Bindung an mehrere Mutanten.  

Von einigen Doppelmutanten wurden deshalb Einzelmutanten hergestellt, um die Bindung der 

Antikörper an humanes B7-H3 besser eingrenzen zu können (Abbildung 3-18). Für einige 

Antikörper konnte so das Epitop genau bestimmt werden (Abbildung 3-16 + Tabelle 3-2). 

TIM7C4 und TIM7E10 binden an Q179 und damit ein Epitop in der Nähe der Zellmembran.  

TIM8D9 und TIM11A7 binden an G130, eine Aminosäure zwischen der IgV und der IgC 

Domäne. TIM8H8 bindet direkt daneben an R127. Für HEK-5 konnte kein eindeutiges Epitop 

definiert werden, er bindet aber wahrscheinlich in der Nähe von TIM8H8 und TIM8D9, weil 

die Bindung von TIM8D9 durch die von HEK-5 inhibiert wird und die Bindung von HEK-5 

selbst durch die von TIM8H8 inhibiert wird (Abbildung 5-6, Anhang). Für den Antikörper 

TIM11G3 konnte das Epitop ebenfalls nur eingegrenzt werden, es liegt wahrscheinlich an 

dem der Membran abgewandten N-Terminus. Ein Epitop für TIM10A7 konnte nicht klar 

definiert werden. Die Daten aus dem ELISA lassen vermuten, dass es auch am N-Terminus 
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liegt, es scheint aber nicht dasselbe Epitop wie TIM11G3 zu sein, da sich beide Antikörper in 

ihrer Bindung nicht blockieren (Abbildung 5-6, Anhang).  

Insgesamt konnten drei Gruppen an anti-B7-H3 Antikörpern anhand des Epitops ausgemacht 

werden. Die erste Gruppe bindet an die IgV Domäne (TIM11G3 und TIM10A7), die zweite 

Gruppe bindet die IgC Domäne (TIM7C4 und TIM7E10) und die dritte Gruppe bindet den 

Loop zwischen IgV und IgC Domäne (TIM8H8, TIM8D9, TIM11A7 und HEK-5). 

 

Abbildung 3-17: Epitop Charakterisierung verschiedener anti-B7-H3 Hybridom-Antikörper (1). 

A) Bindung der Antikörper an verschiedene Versionen von B7-H3-Fc Fusionsproteinen. Die Bindung 

wurde durch einen ELISA bestimmt. Mittelwert ± Standardabweichung von technischen Triplikaten. 

B) Bindung der Antikörper an verschiedene Mutanten des humanen IgV1-IgC1-Fc Fusionsproteins. 

Die Messung erfolgte ebenfalls mittels ELISA. Mittelwert ± Standardabweichung, n = 3. Die 

statistische Signifikanz, im Vergleich zum Wildtyp, wurde mithilfe einer One-Way ANOVA (Post-

Hoc-Test: Dunnett) berechnet (* = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001, **** = p < 0.0001). 
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Abbildung 3-18: Epitop Charakterisierung verschiedener anti-B7-H3 Hybridom-Antikörper (2). 

Bindung der Antikörper an verschiedene Mutanten des humanen IgV1-IgC1-Fc Fusionsproteins. Die 

Messung erfolgte mittels ELISA. Mittelwert ± Standardabweichung, n = 3.  

Die statistische Signifikanz, im Vergleich zum Wildtyp, wurde mithilfe einer One-Way ANOVA 

(Post-Hoc-Test: Dunnett) berechnet (* = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001, **** = p < 0.0001). 

 

3.2.3 Funktionelle in vitro Charakterisierung der anti-B7-H3 Hybridom-Antikörper 

Ein Hinweis auf eine potente T Zellrekrutierung des späteren bispezifischen Formats könnte 

die Fähigkeit eines Antikörpers sein ADCC auszulösen, da dies auch durch Immunzellen, in 

Form von NK Zellen, ausgelöst wird. 

Dafür wurde die NK Zell-vermittelte Lyse von huB7-H3 positiven LAN-1 Zellen in einem 

Impedanz-basierten Echtzeit Experiment verfolgt (Abbildung 3-19A). Durch die Zugabe von 

PBMCs kommt es zu einer allogenen, NK Zell vermittelten Lyse der Zielzellen, welche aber 

durch die anti-B7-H3 Antikörper nicht mehr weiter verstärkt wird. Allerdings ist bekannt, das 

der murine Isotyp IgG1, welchen fast alle hier verwendeten Antikörper besitzen, keine 

Apoptose auslöst 228. Außerdem binden humane Fc-Rezeptoren murine Antikörper schlecht 

bis gar nicht 229. Als Kontrolle diente in diesem Experiment chimärer HEK-5 Antikörper, 

welcher einen humanen Fc-Teil besitzt, in Kombination mit den in der Einleitung 

eingeführten SDIE-Mutationen, und dadurch eine potente NK Zellaktivierung induziert. 
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Abbildung 3-19: Funktionelle in vitro Charakterisierung der anti-B7-H3 Hybridom-Antikörper. 

A) Es wurden 104 LAN-1 Zellen für 24 Stunden die Adhärenz ermöglicht, bevor 5x105 humane 

PBMCs und 100 nM Antikörper zugegeben wurden. Anschließend wurde die Viabilität der 

Tumorzellen in einem Impedanz-basierten Echtzeitexperiment (xCELLigence®) gemessen. B) 105 

isolierte T Zellen wurden für 3 Tage mit Plastik-immoblisiertem UCHT-1 stimuliert. Anschließend 

wurde die Bindung von rekombinantem B7-H3-Fc (1000 nM) mittels Durchflusszytometrie bestimmt. 

C) 2x105 T Zellen wurden für 3 Tage mit 5 nM UCHT-1 und 50 nM B7-H3-Fc, jeweils Plastik-

immobilisiert, sowie 50 nM Antikörper inkubiert. Anschließend wurde die Proliferation durch 
3H Thymidininkorperation analysiert und die Werte auf die durch UCHT-1 induzierte Proliferation 

genormt. Mittelwert ± Standardabweichung von technischen Triplikaten. 

Die genaue Funktion von B7-H3 ist noch nicht bekannt und es gibt widersprüchliche Daten 

über die Rolle des Proteins als Immunregulator 177,178. Gesichert scheint nur zu sein, dass der 

Rezeptor von (aktivierten) T Zellen exprimiert wird. Deshalb wurden isolierte T Zellen für 

3 Tage mit monoklonalem UCHT-1 stimuliert und anschließend die Bindung des 4IgB7-H3-

Fc Fusionsproteins mittels Durchflusszytometrie analysiert. Allerdings konnte weder eine 

Bindung an stimulierte noch an unstimulierte T Zellen festgestellt werden (Abbildung 3-19B). 

 

 



ERGEBNISSE 

 

77 
 

Obwohl eine Expression des B7-H3 Rezeptors auf T Zellen in dieser Arbeit nicht verifiziert 

werden konnte, zeigen Vigdorovich et al., dass B7-H3 die Proliferation von aktivierten 

T Zellen um ca. 50% reduzieren kann 227. Um dieses Ergebnis zu verifizieren, wurden 

T Zellen für drei Tage mit monoklonalem UCHT-1 stimuliert (Abbildung 3-19C). In 

Gegenwart von 4IgB7-H3-Fc Fusionsprotein wird die Proliferation deutlich reduziert. 

Vigdorovich et al. Stellen die These auf, dass die Interaktion zwischen B7-H3 und dem bisher 

unbekannten Rezeptor durch einen sogenannten FG-Loop definiert wird, welchen man auch 

bei anderen Mitgliedern der B7 Familie findet. Diese Region liegt im murinen Protein 

zwischen den Aminosäuren 126 und 129. Genau in diesem Bereich befindet sich auch das 

Epitop der Antikörper TIM8D9, TIM8H8, TIM11A7 und HEK-5 (Abbildung 3-16). Durch 

HEK-5, TIM8D9 und TIM8H8 wird die Proliferation der T Zellen weiter gehemmt. Dies 

geschieht aber auch durch TIM7E10, welcher ein anderes Epitop besitzt, nicht aber durch 

TIM11A7, welcher in direkter Nähe zum FG-Loop bindet.  

Es konnte also gezeigt, werden, dass immobilisiertes B7-H3 die Proliferation von T Zellen 

inhibieren kann, auch wenn der Rezeptor und seine Funktion nicht identifiziert werden 

konnten. Die anti-B7-H3 Antikörper scheinen, in Abhängigkeit von ihrem Epitop, die 

Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor beeinflussen zu können. 

3.2.4 Biochemische Charakterisierung Phage-Display-Antikörper 

Neben den Hybridom-Antikörpern wurden acht weitere anti-B7-H3 Antikörper von Dr. Timo 

Manz generiert. Diese wurden in Kooperation mit Prof. Stefan Dübel (Universität 

Braunschweig) durch Selektion auf humanem und/oder murinem B7-H3 aus einer humanen 

Phage-Display-Bibliothek isoliert. Die variablen Regionen der leichten und der schweren 

Kette werden dabei, auf der Oberfläche der Phagen, als scFv exprimiert und wurden für 

weitere Experimente in das scFv-Fc-Format überführt, in welchem die scFvs an die 

Gelenkregion eines humanen IgG1 Antikörpers gekoppelt sind (Abbildung 3-21C). Dies 

ermöglicht eine leichtere Charakterisierung der Antikörper in nachfolgenden Versuchen. 

Außerdem kann nur so die tatsächliche, bivalente Bindung der Antikörper, sprich die Avidität, 

an das Antigen bestimmt werden. Die Antikörper wurden aus den Zellkultur-Überständen von 

transient transfizierten CHO Zellen über Protein A aufgereinigt. 
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Abbildung 3-20: Biochemische Charakterisierung verschiedener anti-B7-H3 Antikörper, 

hergestellt durch Phage-Display-Technologie. Das richtige Molekulargewicht und die Reinheit der 

unterschiedlichen Antikörper wurden unter reduzierenden (R) und nicht-reduzierenden (NR) 

Bedingungen auf einer SDS-PAGE überprüft (links). Außerdem wurde die Menge an Aggregaten und 

sonstigen Verunreinigungen durch eine Größenausschluss-Chromatographie analysiert (rechts). 
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Die Integrität der Antikörper, mit einem theoretischen Molekulargewicht von 100 kDa, wurde 

über eine SDS-PAGE verifiziert (Abbildung 3-20). Unter reduzierenden Bedingungen ist 

jeweils nur eine Bande zu erkennen. Diese haben ein Molekulargewicht von ca. 50 kDa und 

repräsentieren jeweils das halbe Molekül. Unter nicht-reduzierenden Bedingungen ist 

ebenfalls nur eine Bande zu erkennen, welche für das Ganze Molekül steht. Die 

Größenausschluss-Chromatographie bestätigte, dass alle Antikörper frei von Aggregaten und 

Verunreinigungen sind.  

Die konzentrationsabhängige Bindung der Antikörper an humanes und murines B7-H3 wurde 

mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Bindung an auf Granta-519 Zellen exprimiertes 

huB7-H3 fällt sehr unterschiedlich aus (Abbildung 3-21A). Nur fünf von acht Antikörpern 

zeigen eine Bindung und nur bei zweien liegt sie im subnanomolaren Bereich.  

 

 

Abbildung 3-21: Bestimmung der konzentrationsabhängigen Antigen-Bindung verschiedener 

anti-B7-H3 Phage-Display-Antikörper mittels Durchflusszytometrie. A) Bindung der anti-B7-H3 

Antikörper an humanes B7-H3 auf Granta-519 Zellen. B) Bindung an mit murinem B7-H3 

transfizierte B16-F10. Die berechneten EC50 Werte sind in der Tabelle unter den Graphen aufgeführt. 

Mittelwert ± Standardabweichung, n = 3. Werte in Klammern geben EC50 Werte an, welche nur 

theoretisch berechnet wurden. C) Schematische Darstellung eines scFv-Fc Konstrukts. 
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Ähnlich sieht es für die Bindung an murines B7-H3 aus, welches auf transfizierten B16-F10 

exprimiert wird (Abbildung 3-21B). Vier der acht Antikörper zeigen eine Bindung im 

niedrigen nanomolaren Bereich, während die anderen vier gar nicht binden. Hervorzuheben 

sind die Antikörper SH1751-C2 und SH1751-G10, da sie eine Bindung an humanes und 

murines B7-H3 zeigen. 

Durch Verwendung der Phage-Display Technologie konnten neben humanen auch murine 

B7-H3-Binder isoliert werden, welche für das weitere Vorgehen essenziell sind. Nur sie 

können durch Bindung der muB7-H3 positiven Tumorvaskulatur zu deren Lyse in den 

geplanten Xenograft-Modellen führen.  

3.2.5 Generierung und biochemische Charakterisierung der B7-H3xCD3 Antikörper 

Wie bereits eingangs erwähnt ist das Ziel dieses Teils der Arbeit zu untersuchen, welchen 

Einfluss die Lyse von Tumorgefäßen, in Kombination mit der Lyse von Tumorzellen, auf den 

Erfolg der Tumortherapie hat. Dabei soll ein Tumormodell in immundefizienten Mäusen mit 

adoptiv transferierten Immunzellen (intraperitoneale Gabe von humanen PBMCs) etabliert 

werden. Die verwendete Tumorzelllinie soll dabei humanes B7-H3 exprimieren, während die 

Tumorgefäße murines B7-H3 exprimieren. Dafür wurden verschiedene anti-B7-H3 

Antikörper in das bereits bekannte IgGsc Format konvertiert (Abbildung 3-23D).  

Insgesamt sollen drei Bedingungen getestet werden: 

1) Nur Lyse der Tumorzellen mit von TIM8D9 und TIM11A7 abgeleiteten 

bispezifischen Antikörpern. Diese binden nur humanes B7-H3 und sollten daher nicht 

mit den murinen Tumorgefäßen interagieren. 

2) Simultane Lyse von Tumorzellen und Tumorgefäßen durch bispezifische Varianten 

der kreuzreaktiven Antikörper HEK-5 und SH1751-C2. 

3) Nur Lyse der Tumorgefäße mit bispezifischen Derivaten von SH1751-A1 und 

SH1752-G11. Diese binden nur murines B7-H3 und sollten daher nicht mit den 

humanen Tumorzellen interagieren. 
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Die Produktion erfolgte erneut in transient transfizierten CHO Zellen. Die Antikörper wurden 

anschließend über eine Protein A Säule aufgereinigt. Das richtige Molekulargewicht wurde 

über eine SDS-PAGE verifiziert (Abbildung 3-22). Unter reduzierenden Bedingungen zeigen 

alle Antikörper zwei Banden. Die untere repräsentiert die leichte Kette (~25 kDa), während 

die obere Bande für die schwere Kette mit dem kovalent verbundenen scFv steht (~75 kDa). 

Unter nicht-reduzierenden Bedingungen ist jeweils nur eine Bande zu sehen, welche für das 

gesamte IgGsc Molekül steht (~200 kDa). Andere Banden, wie sie durch Verunreinigungen, 

z.B. durch die Produktionszelllinie, entstehen können sind nicht zu sehen.  

Die Antikörper wurden auch hier zusätzlich über eine Größenausschluss-Chromatographie 

analysiert. Dies ist wichtig, um die Menge an Aggregaten zu quantifizieren. Fast alle 

Antikörper haben eine sehr hohe Reinheit des Monomers (n°2 > 98%) und kaum Aggregate 

(n°1 < 2%). Dies ist sehr wichtig für immunstimulatorische Antikörper, da Aggregate eine 

unspezifische Aktivierung des Immunsystems induzieren können. Nur der Antikörper 

A1xUCHT-1 zeigt deutliche Aggregate (~25%), bei denen es sich auf Grund ihrer Größe 

wahrscheinlich um Dimere handelt. Es konnte außerdem das theoretisch berechnete 

Molekulargewicht von ca. 200 kDa bestätigt werden. Verunreinigungen sind auch in der 

Größenausschluss-Chromatographie nicht zu erkennen. 

Die konzentrationsabhängige Bindung der Antikörper an die Antigene B7-H3 und CD3 wurde 

mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Um die Bindung an humanes und murines B7-H3 zu 

bestimmen, wurde die murine Fibroblasten-Zelllinie L929 mit je einem der beiden Antigene 

transfiziert.  

Dabei zeigen die Antikörper TIM8D9xUCHT-1, TIM11A7xUCHT-1 und HEK-5xUCHT-1 

eine Bindung im subnanomolaren Bereich an humanes B7-H3 (Abbildung 3-23A). Dies ist im 

Einklang mit den Werten, welche bereits für die parentalen monoklonalen Antikörper auf 

Granta-519 Zellen ermittelt wurden (Abbildung 3-15A). Der Antikörper C2xUCHT-1 bindet 

humanes B7-H3 mit einer Affinität von ca. 15 nM, einem Wert, der ebenfalls vergleichbar ist 

mit dem vorherigen Wert des parentalen scFv-Fc Moleküls (Abbildung 3-21A). Dies ist 

entscheidend, da das Format des Antikörpers SH1751-C2 geändert wurde und er nun nicht 

mehr als scFv, sondern als Fab exprimiert wird. Die Antikörper A1xUCHT-1 und 

G11xUCHT-1 zeigen nur eine residuale Bindung an humanes B7-H3. 
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Abbildung 3-22: Biochemische Charakterisierung verschiedener B7-H3xCD3 Antikörper im 

IgGsc Format. Das richtige Molekulargewicht (MW) und die Reinheit der Antikörper wurden unter 

reduzierenden (R) und nicht-reduzierenden (NR) Bedingungen auf einer SDS-PAGE überprüft (links). 

Außerdem wurde die Menge an Aggregaten und sonstigen Verunreinigungen durch eine 

Größenausschluss-Chromatographie quantifiziert (rechts und Tabelle unter dem Graphen). 

 

 

 



ERGEBNISSE 

 

83 
 

Die Antikörper HEK-5xUCHT-1 und C2xUCHT-1 sind kreuz-reaktiv und binden daher auch 

an murines B7-H3 (Abbildung 3-23B). Die Werte, die für das bispezifische Konstrukt 

ermittelt wurden, liegen etwas unter denen der parentalen Antikörper (Abbildung 3-15B + 

Abbildung 3-21B). Die Antikörper A1xUCHT-1 und G11xUCHT-1 binden ebenfalls an 

murines B7-H3, ihre Affinität bleibt, trotz Veränderung des Formats, im Vergleich zu den 

parentalen Konstrukten unverändert. Die Antikörper TIM8D9xUCHT-1 und 

TIM11A7xUCHT-1 binden nicht an murines B7-H3. 

 

Abbildung 3-23: Bestimmung der konzentrationsabhängigen Antigen-Bindung verschiedener 

B7-H3xCD3 Antikörper mittels Durchflusszytometrie. A) Bindung der Antikörper an mit huB7-H3 

transfizierte L929. B) Bindung der Antikörper an mit muB7-H3 transfizierte L929. C) Bindung der 

Antikörper an CD3 auf Jurkats. Die EC50 Werte der einzelnen Kurven sind der Tabelle unter den 

Graphen aufgeführt. D) Schematische Darstellung des IgGsc Formats. Die Mutationen in der CH2 

Domäne, welche für die Attenuierung der Effektorfunktion zuständig sind, wurden durch ein (x) 

gekennzeichnet.  

Mittelwert ± Standardabweichung, n = 3. 
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Die bispezifischen Konstrukte binden neben B7-H3 noch an den CD3 Rezeptor, dieser wird 

auf der humanen T Zelllinie Jurkat exprimiert (Abbildung 3-23C). Alle Antikörper binden 

CD3 konzentrationsabhängig (EC50 = 1-4 nM). Dieser Wert ist vergleichbar mit anderen, von 

UCHT-1 abgeleiteten Konstrukten, welche bereits in dieser Arbeitsgruppe generiert wurden 

207. Einzig der Antikörper G11xUCHT-1 zeigt eine leicht verminderte Bindung an CD3 

(EC50 = 13.7 nM). 

Insgesamt konnten so erfolgreich sechs verschiedene bispezifische Antikörper generiert 

werden. Je zwei sind spezifisch für humanes bzw. murines B7-H3 und zwei sind kreuz-

reaktiv.  

3.2.6 Funktionelle in vitro Charakterisierung der B7-H3xCD3 Antikörper 

In diesem Kapitel ist es erneut von besonderer Bedeutung, dass die immunstimulatorischen 

Antikörper eine zielzellrestringierte T Zellantwort hervorrufen. Nur dann kann klar 

abgegrenzt werden, welcher Therapieeffekt durch die Lyse der Tumorzellen und welcher 

durch Lyse der Tumorgefäße zustande kommt. Deshalb wurde im Folgenden die 

T Zellproliferation in Abhängigkeit des Zielantigens B7-H3 untersucht. Als Zielzellen wurden 

mit humanem oder murinem B7-H3 transfizierte L929 verwendet, um zu verhindern, dass 

durch die Verwendung von zwei unterschiedlichen Zelllinien eine unspezifische Aktivierung 

entsteht. Als Effektorzellen wurden T Zellen aus humanen PBMCs isoliert. Dies war 

notwendig, weil die in PBMCs enthaltenen Monozyten, durch Kontakt mit Plastik, aktiviert 

werden und selbst B7-H3 exprimieren 230. Dies würde zu einer „on-target off-tumor“ 

Aktivierung der T Zellen führen.  

In Gegenwart von humanem B7-H3 induzieren vor allem die von den Hybridom-Antikörpern 

abgeleiteten Konstrukte TIM8D9xUCHT-1, TIM11A7xUCHT-1 und HEK-5xUCHT-1, 

aufgrund ihrer hohen Affinität, eine starke und konzentrationsabhängige Pan-T 

Zellaktivierung (Abbildung 3-24A). Als Kontrolle für die T Zellaktivierung diente das Lektin 

Phytohämagglutinin (PHA). Auch der kreuz-reaktive Antikörper C2xUCHT-1 induziert eine 

konzentrationsabhängige T Zellaktivierung in Gegenwart von humanem B7-H3, diese findet 

allerdings, bedingt durch seine schlechtere Affinität, erst in höheren Konzentrationen als bei 

den vorherigen Antikörpern statt.  Allerdings induzieren auch die ursprünglich als rein murine 

Binder identifizierten Antikörper A1xUCHT-1 und G11xUCHT-1 in hohen Konzentrationen 

T Zellproliferation. Für A1xUCHT-1 könnte dies durch den relativ hohen Anteil an 

Aggregaten erklärt werden (Abbildung 3-22) und für G11xUCHT-1 durch eine residuale 

Bindung an humanes B7-H3 in hohen Konzentrationen (Abbildung 3-23A).  
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Abbildung 3-24: Induktion der T Zellproliferation verschiedener B7-H3xCD3 Antikörper in 

Gegenwart von humanem oder murinem B7-H3. 2x104 bestrahlte und mit humanem B7-H3 A) 

oder murinem B7-H3 B) transfizierte L929 und 5x104 isolierte humane T Zellen wurden mit 

verschiedenen Antikörperkonzentrationen für drei Tage inkubiert und anschließend die inkorporierte 

Menge an 3H-Thymidin detektiert. Um die maximale T Zellproliferation zu bestimmen wurden die 

Zellen mit 10 µg/mL PHA inkubiert. Alle Antikörper sind im IgGsc Format (B7-H3xCD3). 

Mittelwert ± Standardabweichung von technischen Triplikaten. 

In Gegenwart von murinem B7-H3 induzieren die Antikörper TIM8D9xUCHT-1 und 

TIM11A7xUCHT-1 keine T Zellproliferation (Abbildung 3-24A). Der Antikörper 

HEK-5xUCHT-1 zeigt nur eine schlechte Bindung an murines B7-H3 und daher auch nur eine 

schwache T Zellaktivierung in hohen Konzentrationen. Die Antikörper A1xUCHT-1 und 

C2xUCHT-1 induzieren eine starke, konzentrationsabhängige T Zellproliferation, während 

der Antikörper G11xUCHT-1 eine noch stärkere T Zellproliferation induziert.  

Das nächste Experiment fokussiert sich auf die Antikörper TIM8D9xUCHT-1 und 

G11xUCHT-1. Ersterer zeigt eine exklusive T Zellaktivierung in Gegenwart von humanem 

B7-H3 und kann dadurch eingesetzt werden, um in den geplanten Xenograft-Modellen die 

huB7-H3 positiven Tumorzellen zu lysieren. Der Zweite Antikörper induziert eine sehr starke 

T Zellproliferation in Verbindung mit murinem B7-H3 und kann daher verwendet werden um 
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die infiltrierenden, muB7-H3 positiven Tumorgefäße zu lysieren. Der ursprüngliche Plan 

beinhaltete auch die Verwendung eines kreuz-reaktiven Antikörpers zur simultanen Lyse von 

Tumor und Gefäßen. Da eine tatsächliche Unterscheidung in vivo nur schwer möglich ist, 

fokussiert sich die weitere Arbeit auf die gewebsspezifischen Antikörper TIM8D9xUCHT-1 

und G11xUCHT-1. Beide Antikörper wurden nun in einem Durchflusszytometrie-basierten 

Versuch weiter charakterisiert. Wie im vorherigen Experiment wurden dafür L929, 

transfiziert mit humanem oder murinem B7-H3, und isolierte T Zellen für drei Tage mit 

unterschiedlichen Antikörper-Konzentrationen inkubiert.  

Der Antikörper TIM8D9xUCHT-1 bindet ausschließlich an humanes B7-H3 und zeigt eine 

konzentrationsabhängige Proliferation und Aktivierung von CD4 und CD8 T Zellen in 

Gegenwart von huB7-H3 positiven L929. Die Spezifität des Antikörpers für humanes B7-H3 

wird dadurch unterstrichen, dass es in Verbindung mit murinem B7-H3 weder zu einer 

Aktivierung noch zu einer Proliferation der T Zellen kommt (Abbildung 3-25A+B). Die 

Proliferation korreliert mit der Tumorzelllyse, nur huB7-H3 positive L929 werden 

konzentrationsabhängig mittels TIM8D9xUCHT-1 lysiert (Abbildung 3-25C).  

Der Antikörper G11xUCHT-1 bindet vor allem das murine Protein und zeigt nur eine 

residuale Bindung an das humane Protein. In Gegenwart von muB7-H3 positiven Zellen 

kommt es deshalb zu einer konzentrationsabhängigen Aktivierung und Proliferation von CD4 

und CD8 T Zellen, sowie zur Tumorzelllyse von muB7-H3 positiven L929. Allerdings kommt 

es in höheren Konzentrationen auch in Verbindung mit dem humanen Protein zu einer 

Aktivierung der T Zellen, wenn auch die Proliferation und die damit verbundene 

Tumorzelllyse ausbleiben.  

Als Fazit dieses Kapitels ergibt sich, dass mit TIM8D9xUCHT-1 ein hoch potenter und 

spezifischer Antikörper generiert wurde. Er induziert die Lyse von huB7-H3 positiven Zellen 

und erfüllt damit die Anforderung in einem Xenograft-Modell ausschließlich die huB7-H3 

positiven Tumorzellen, unter Ausschluss von muB7-H3 positiven Tumorgefäßen, zu binden 

und dort zielzellrestringiert T Zellen zu aktivieren. Leider konnte kein Antikörper generiert 

werden, welcher wirklich spezifisch für muB7-H3 positive Zellen (sprich Tumorgefäße) ist. 

Der Antikörper G11xUCHT-1 zeigt zwar eine residuale Bindung an das humane Protein, 

diese scheint aber auszureichen, um eine schwache Aktivierung von T Zellen zu induzieren. 

Dies bedeutet, dass in den Xenograft-Modellen nur ein sehr enges Therapiefenster bleibt, 

indem es zwar zur Lyse der Tumorgefäße kommt, aber noch zu keiner Lyse des Tumors 

selbst. 
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Abbildung 3-25: Funktionelle in vitro Charakterisierung der immunstimulatorischen 

Antikörper TIM8D9xUCHT-1 und G11xUCHT-1. 5x104 L929, transfiziert mit humanem (links) 

oder murinem (rechts) B7-H3, wurden für drei Tage mit 2x104 T Zellen und verschiedenen 

Antikörper-Konzentrationen inkubiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert. A) Anschließend 

wurde die Proliferation und die Aktivierung (CD69) der CD4 T Zellen bestimmt. B) Proliferation und 

Aktivierung (CD69) der CD8 T Zellen. C) Zusätzlich wurde noch die konzentrationsabhängige Lyse 

der Tumorzellen analysiert. Mittelwert ± Standardabweichung von technischen Triplikaten. 
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3.2.7 Immunhistochemische Analyse der muB7-H3 Expression in Mäusen 

Wie bereits eingangs erwähnt, wird B7-H3 auf vielen humanen Tumoren, aber auch auf 

einigen gesunden Geweben exprimiert (Tabelle 3-1, Anhang). Dies legt nahe, dass B7-H3 

auch in Mäusen nicht nur auf Tumoren und der damit verbundenen Neovaskulatur zu finden 

ist, sondern auch auf normalem Gewebe.  

Deshalb wurde die Expression von B7-H3 auf verschiedenen murinen Geweben bestimmt. 

Die Analyse erfolgte durch immunhistochemische Färbung mit dem Antikörper 

SH1751C2-Fc (Tabelle 3-3). In Mäusen zeigt sich dabei ein ähnliches Bild wie im Menschen. 

B7-H3 wird auch auf einigen gesunden Geweben exprimiert. Besonders hervorzuheben sind 

hier Leber, Lunge, Niere und die Eierstöcke, auf Grund ihrer hohen parenchymalen 

Expression. Außerdem scheint die B7-H3 Expression auch nicht ausschließlich auf die 

Neovaskulatur beschränkt zu sein, man findet es auch auf den Gefäßen des Dickdarms, der 

Haut und der Gebärmutter. 

Seaman et al. zeigen, dass die infiltrierenden Gefäße in verschiedenen Maus-Tumormodellen 

(auch mit humanen Zelllinien) positiv für murines B7-H3 sind 182. Allerdings handelt es sich 

dabei um keine echten Tumore, sondern um Flankenmodelle mit Tumorzelllinien. Deshalb 

sollte verifiziert werden, ob ein in dieser Arbeitsgruppe etabliertes Tumormodell mit der 

huB7-H3 positiven Prostatakarzinom-Zelllinie LNCaP, ebenfalls muB7-H3 positive Gefäße 

aufweist 207.  

Dafür wurden 106 LNCaP Zellen subkutan in die Flanke von NSG Mäusen injiziert und der 

Tumor nach zwei Wochen entfernt. Anschließend erfolgte eine immunhistochemische 

Färbung mit den anti-muB7-H3 Antikörpern A1, C2 und HEK-5 SDIE (Abbildung 3-26). Der 

Antikörper A1 bindet nur murines B7-H3 und zeigt deshalb nur eine schwache 

Hintergrundfärbung des Tumors. Gefäße konnten von Prof. Bence Sipos (Pathologisches 

Institut, Universität Tübingen) in den LNCaP Tumoren nicht mit Sicherheit erkannt werden. 

Dies macht auch eine Aussage über deren mögliche B7-H3 Expression problematisch. Eine 

Schwierigkeit bestand darin, dass es sich bei Flankentumoren nicht um ein echtes Gewebe 

handelt, sondern eher um eine „weiche Masse“ loser Zellen, welche schwer für die 

immunhistochemische Färbung aufzubereiten ist. In der Peripherie sind einzelne muB7-H3 

positive Zellen zu erkennen, bei denen es sich wahrscheinlich um infiltrierende Makrophagen 

handelt. Die kreuz-reaktiven Antikörper C2 und HEK-5 SDIE färben den Tumor an und 

bestätigen damit die Expression von humanem B7-H3 auf LNCaP in vivo. Gefäße konnten 

allerdings auch in diesen Färbungen nicht sicher identifiziert werden.  
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An diesem Punkt wurde das Projekt aus folgenden Gründen nicht mehr weiterverfolgt: 

1. Es konnte zwar ein zielzellrestringierter huB7-H3xCD3 Antikörper generiert werden, 

aber kein ausreichend spezifischer muB7-H3xCD3 Antikörper. 

2. Murines B7-H3 wird in Mäusen nicht nur auf Tumorgefäßen exprimiert, sondern auch 

auf gesundem Gewebe und normalen Gefäßen. Dies könnte zu einer veränderten 

Antikörper-Konzentration am Tumor oder zu Nebenwirkungen der muB7-H3xCD3 

Antikörpern führen. 

3. Es konnte nicht mit Sicherheit gezeigt werden, dass Tumorgefäße in LNCaP 

Flankentumoren murines B7-H3 exprimieren. 

 

Tabelle 3-3: Immunhistochemische Färbung von murinem B7-H3 auf verschiedenen Geweben. 

Die Expression des Antigens B7-H3 auf verschiedenen murinen Geweben wurde mittels 

immunhistochemischer Färbung des Antikörpers C2 ermittelt. Die Auswertung erfolgte durch Prof. 

Bence Sipos (Pathologisches Institut, Universität Tübingen). 

Nicht vorhanden (-), schwach (+), mittel (++) und stark (+++). 

Gewebe Parenchym Stroma Gefäße 

Magen - - + 

Dünndarm - - - 

Dickdarm - - +++ 

Gehirn - - - 

Niere ++ - - 

Leber +++ - - 

Lunge ++ - - 

Pankreas - - - 

Haut - - +++ 

Skelettmuskulatur - - - 

Brust - - - 

Eierstock ++ - - 

Gebärmutter - + ++ 
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Abbildung 3-26: Expression von B7-H3 auf LNCaP Flankentumoren und Tumorgefäßen. Um 

sicherzustellen, dass die Tumor-infiltrierenden Gefäße wirklich positiv für murines B7-H3 sind, wurde 

ein huB7-H3 positiver LNCaP Flankentumor aus NSG Mäusen entnommen und versucht die 

Expression von humanem und murinem B7-H3 mittels Immunhistochemie zu verifizieren. Die 

Färbungen wurden mit drei verschiedenen anti-muB7-H3 Antikörpern durchgeführt. 
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4 DISKUSSION 

4.1 Immunstimulatorische Surrogat-Antikörper im syngenen Mausmodell 

Bispezifische Antikörper, welche eine zielzellrestringierte T Zellantwort am Tumor auslösen, 

haben in vergangen Jahrzehnten eine immer größere Bedeutung in der Krebstherapie erlangt. 

2009 wurde mit Catumaxomab (EpCAMxCD3) der erste bispezifische Antikörper zugelassen, 

welcher T Zellen aktivieren kann 115. 2014 folgte die Zulassung des sicherlich prominentesten 

Vertreters Blinatumomab 116. Auch in unserer Arbeitsgruppe wurde eine Plattform 

(IgGsc Format) zur Generierung bispezifischer Antikörper etabliert, welche über den TCR 

Co-Rezeptor CD3, eine Tumorzell-restringierte Aktivierung von T Zellen induzieren können 

119,207. Zu nennen sind hier unter anderem ein PSMAxCD3 Antikörper (CC-1) zur Behandlung 

von kastrationsresistenten Prostatakarzinomen (NCT04104607) und ein FLT3xCD3 

Konstrukt zur Behandlung von akuten myeloischen Leukämien (AML). 

Eine präklinische Bewertung solcher Antikörper erfolgt in vivo häufig in Xenograft-

Modellen. Sie ermöglichen die Evaluation von klinisch relevanten Antikörpern an humanen 

Tumorzelllinien. In Xenograft-Modellen sind Spender und Empfänger also nicht genetisch 

identisch und die Versuche müssen daher in immunsupprimierten Mäusen durchgeführt 

werden. Diese verfügen über kein intaktes Immunsystem 199–203. Um trotzdem eine Bewertung 

immunstimulatorischer Antikörper in Xenograft-Modellen vornehmen zu können, erfolgt 

deshalb die Applikation von humanen Leukozyten, häufig in Form von PBMCs 204. Dabei 

stellt sich aber die Frage, wie akkurat diese die komplexen Vorgänge eines intakten 

Immunsystems abbilden können und ob die Analyse von immunstimulatorischen Antikörpern 

in solchen Systemen überhaupt sinnvoll ist. Heutzutage werden deshalb zunehmend 

humanisierte Mäuse in der Tumorforschung verwendet. Dabei werden zum Beispiel die 

murinen Gene für immunregulatorische Antigene, wie den TCR oder CD28, durch die 

orthologen humanen Gene ersetzt 162. Doch auch hier sind Zweifel an der Aussagekraft der 

Modelle angebracht. Es ist nicht abschließend geklärt, ob die humanen Proteine in der Maus 

tatsächlich die Funktion des ursprünglichen Proteins restlos abbilden können. 

Eine alternative zu den immunsupprimierten Modellen sind daher die syngenen Modelle. 

Diese zeichnen sich dadurch aus, dass die Antikörper in Gegenwart eines intakten 

Immunsystems getestet werden können, für immunstimulatorische Antikörper ein Vorteil von 

unschätzbarem Wert. Obwohl die ersten bispezifischen Antikörper zur zielzellrestringierten 

T Zellantwort schon seit über einem Jahrzehnt zugelassen sind, gibt es nur sehr wenige Daten 

über sie in immunkompetenten Mäusen. Dies liegt unter anderem an dem hohen Aufwand der 
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betrieben werden muss, um die passenden Surrogat-Antikörper für diese Modelle zu 

entwickeln. Diese werden meistens benötigt, weil die klinischen interessanten Moleküle nicht 

mit den orthologen Proteinen in der Maus kreuz-reagieren. Erst in den letzten Jahren gab es 

einige Publikationen, welche sich zum Beispiel mit der Effektivität von 

immunstimulatorischen anti-CD3 Antikörpern in syngenen Mausmodellen beschäftigt haben 

208,215,231,232. Noch dünner ist die Datenlage, wenn es um die Kombination verschiedener 

bispezifischer Antikörper geht 157. Dabei ist gerade diese in den letzten Jahren immer stärker 

in den Fokus der Forschung gerückt, da man sich durch die Inklusion verschiedener 

Kostimuli, wie CD28 oder 4-1BB, eine verstärkte T Zellantwort verspricht 162–164. Viele 

bispezifische Antikörper scheitern schlussendlich in der klinischen Studie, weil die während 

der präklinischen Entwicklung durchgeführten Tiermodelle keine hinreichend 

aussagekräftigen Daten liefern 184,187.  

Vor diesem Hintergrund beschäftigte sich der erste Teil der Arbeit mit der Evaluation von 

bispezifischen Antikörpern in syngenen Mausmodellen. Dafür wurden verschiedene 

immunstimulatorische Surrogat-Antikörper generiert und deren Effizienz in 

immunkompetenten Mäusen analysiert.  Damit handelt es sich bei dieser Arbeit um eine der 

ersten, welche sich mit der Kombinationstherapie von verschiedenen bispezifischen 

Antikörpern zur T Zellaktivierung in syngenen Mausmodellen beschäftigt. Diese konnten 

erfolgreich in vitro charakterisiert und anschließend in einem B16-F10 

Lungenmetastasenmodell in immunkompetenten C57BL/6 Mäusen eingesetzt werden. 

4.1.1 Generierung und biochemische Charakterisierung 

Viele rekombinante Antikörper werden durch die Immunisierung von Mäusen mit humanen 

Antigenen generiert. Diese mittels Hybridom-Technologie hergestellten Antikörper binden 

meist nicht an die orthologen murinen Proteine und sind daher für syngene Modelle 

unbrauchbar 88. 

Aus diesem Grund wurde zunächst ein bispezifischer anti-CD3 Surrogat-Antikörper im IgGsc 

Format generiert, stellvertretend für die bereits in unserer Arbeitsgruppe entwickelten und 

klinisch relevanten Antikörper. Der Surrogat-Antikörper bindet über den Fab-Arm (Klon 

TA99) an das Melanozyten-Antigen TRP1, welches unter anderem auf der murinen 

Melanomzelllinie B16-F10 exprimiert wird. Der Antikörperklon TA99 wurde in der 

Vergangenheit bereits vielfach eingesetzt, um in syngenen Modellen B16-F10 Tumore zu 

behandeln 233,234. In neueren Arbeiten wurde er auch erfolgreich als bispezifischer Antikörper 

zur T Zellrekrutierung verwendet 208,215. Zusätzlich bindet der hier entwickelte Surrogat-



DISKUSSION 

 

93 
 

Antikörper über seinen C-terminalen scFv, welcher vom monoklonalen Antikörper 2C11 

abgeleitet wurde, an murines CD3. An dieses und an TRP1 zeigt er eine gute Bindung, im 

niedrigen nanomolaren Bereich. TA99x2C11 basiert, wie alle anderen bispezifischen 

Antikörper in diesem Kapitel, auf einem humanen Igγ1κ Antikörper. Durch die FcKo 

Mutationen im Fc-Teil des Antikörpers wird die systemische Aktivierung von T Zellen 

verhindert 207. 

Während sich bei hämatologischen Krebserkrankungen Ziel- und Effektorzellen in räumlicher 

Nähe befinden, stellt die Penetration einer ausreichenden Zahl von T Zellen in solide Tumore 

eines der zentralen Probleme der T Zell-basierten Immuntherapie dar 110. Dabei konnte bereits 

eine direkte Korrelation zwischen klinischer Prognose und der Anzahl infiltrierender 

Immunzellen hergestellt werden 26. Um die Effektivität von T Zellen, in der 

immunsuppressiven Umgebung des Tumors, weiter zu verbessern, wurde in dieser Arbeit 

versucht die physiologische T Zellaktivierung durch Inklusion der T Zell Kostimuli CD28 

und 4-1BB besser abzubilden. Beide Antigene wurden in jüngster Vergangenheit erfolgreich 

in bispezifischen Formaten in verschiedenen Mausmodellen eingesetzt 162,235.  

Deshalb wurden zwei weitere Surrogat-Antikörper im IgGsc Format generiert, welche neben 

dem Tumorantigen TRP1 an die Kostimuli CD28 (Klon PV1) und 4-1BB (LOB12.3) binden. 

Der Klon PV1 zeigt eine eher schwache Bindung an CD28, während die Bindung von 

LOB12.3 an 4-1BB im subnanomolaren Bereich liegt. Dieser Unterschied sollte beim 

funktionellen Vergleich der beiden Kostimuli unbedingt beachtet werden, auch wenn nicht 

notwendigerweise eine strenge Korrelation zwischen Affinität und Effektivität besteht. 

Alle Antikörper wurden vor ihrer Verwendung biochemisch analysiert. Die Produktion von 

bispezifischen, von 2C11 abgeleiteten IgGsc Antikörpern in ExpiCHO-STM Zellen 

verdeutlicht, wie wichtig die biochemische Charakterisierung von Antikörpern durch 

SDS-PAGE und Größenausschlusschromatographie ist 212. In Verbindung mit einer MS 

Analyse konnte gezeigt werden, dass ein 2C11-scFv im ExpiCHO-STM System nicht 

produziert werden kann. Die fehlerhafte Synthese von scFvs in ExpiCHO-STM Zellen wurde 

in unserer Arbeitsgruppe anschließend noch häufiger beobachtet. Aus der Literatur ist 

bekannt, dass ExpiCHO-STM Zellen Antikörpertiter generieren, welche bis zu 100fach höher 

als in FreeStyleTM CHO-S Zellen erreichte Titer sein können 236. Es wird vermutet, dass es 

durch die erhöhte Translationsgeschwindigkeit zum Abbruch der Proteinbiosynthese an der 

artifiziellen Struktur von verschiedenen scFvs kommt. Des Weiteren konnte durch die 
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biochemische Charakterisierung ausgeschlossen werden, dass Aggregate oder Endotoxine 

eine unspezifische Immunantwort induzieren.  

4.1.2 Funktionelle in vitro Charakterisierung 

Die in dieser Arbeit generierten Surrogat-Antikörper sollen eine zielzellrestringierte 

Aktivierung und Proliferation von T Zellen sowie eine Antikörper-abhängige Zielzell-Lyse 

induzieren. Eine erste funktionelle Charakterisierung der Antikörper erfolgte in verschiedenen 

in vitro Experimenten. 

Der Antikörper TA99x2C11 induziert, durch die Aktivierung des CD3 Rezeptors, eine 

konzentrations- und Tumorzell-abhängige Proliferation von CD4 und CD8 T Zellen. Dies 

resultiert in der Lyse der Tumorzellen. Durch die Aktivierung der T Zellen kommt es auch zur 

Ausschüttung von Zytokinen, vor allem von IFN-γ, einem Zytokin, welches von T Zellen 

nach Antigenkontakt gebildet wird 129. 

Die Kombination von TA99x2C11, mit einem der beiden kostimulatorischen Moleküle, 

TA99xPV1 (anti-CD28) oder TA99xLOB12.3 (anti-4-1BB), führt zu einer deutlich 

verstärkten Proliferation der T Zellen und zu einer verstärkten Freisetzung von Zytokinen. 

Besonders hervorzuheben ist, dass die Kostimuli allein zu keiner Aktivierung und auch zu 

keiner Proliferation der T Zellen führen. Dies hebt die Abhängigkeit der Kostimuli vom 

primären Signal der T Zellaktivierung hervor. Schließlich führt die Kombinationstherapie 

auch zu einer verstärkten Tumorzelllyse. 

Durch diese Experimente konnte gezeigt werden, dass die Surrogat-Antikörper, in einem 

autologen in vitro System, eine zielzellrestringierte T Zellantwort induzieren und dass die 

Kombinationstherapie mit kostimulierenden bispezifischen Antikörpern der Monotherapie 

dabei deutlich überlegen ist. 

4.1.3 T Zelldifferenzierung und Anergie 

Neben einer verstärkten T Zellproliferation erhofft man sich von der Kombinationstherapie 

auch eine bessere Aktivierung von naiven T Zellen. Aus der Literatur ist bekannt, dass 

bispezifische anti-CD3 Antikörper vor allem T Gedächtniszellen zur Proliferation anregen. 

Naive T Zellen hingegen sind deutlich abhängiger vom sekundären Signal und haben 

allgemein eine höhere Aktivierungsschwelle 154–156. Dies wurde sehr genau anhand von 

Blinatumomab (CD19xCD3) untersucht, welcher 2014 für die Behandlung von akuter 

lymphatischer Leukämie (ALL) zugelassen wurde 116. 
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Deshalb wurde auch in dieser Arbeit in in vitro Experimenten untersucht, wie sich die 

T Zellpopulationen in Abhängigkeit verschiedener immunstimulatorischer Surrogat-

Antikörper entwickeln. Der anti-CD3 Antikörper TA99x2C11 führt dabei, ähnlich wie 

Blinatumomab, vor allem zur Expansion von T Gedächtniszellen. Besonders die 

Subpopulation der CM Zellen besitzt offensichtlich ein hohes proliferatives Potential 130. 

Zusätzlich kommt es zu einer schwachen Proliferation von naiven T Zellen, ob es allerdings 

auch zu einer Differenzierung dieser Zellen kommt, konnte in dieser Arbeit nicht geklärt 

werden. Es sollte auch nicht unerwähnt bleiben, dass die Identifizierung von 

T Zellpopulationen komplex ist und ihre Funktionen in vielen Aspekten noch nicht 

abschließend definiert und charakterisiert sind. In jedem Fall führt die Kombination mit den 

beiden kostimulatorischen Antikörpern TA99xPV1 (anti-CD28) und TA99xLOB12.3 

(anti-4-1BB) zu einer verstärkten T Zellproliferation, aber zu keiner qualitativen Änderung 

der T Zellpopulationen. Eine Fragestellung, die es deshalb in Zukunft zu klären gilt, ist, ob es 

eine Antikörper-vermittelte Differenzierung von T Zellen gibt. In Verbindung mit einem 

erhöhten Antigenkontakt, durch die Antikörper-induzierte Tumorzelllyse, könnte dies eine 

Immunität gegen den Tumor erzeugen. Dies wurde zwar schon in verschiedenen 

Mausmodellen untersucht, allerdings mit widersprüchlichen Ergebnissen 157,208. 

Ein weiterer Vorteil der Kombinationstherapie könnte die Verhinderung von Anergie sein. 

Diese entsteht immer dann, wenn kostimulatorische Signale fehlen. Bei CAR T Zellen konnte 

bereits gezeigt werden, dass durch die Inkorporation kostimulatorischer Signaldomänen wie 

CD28 und 4-1BB in den chimären Antigenrezeptor Anergie verhindert werden kann 47,48. 

Allerdings sind anerge T Zellen nur sehr schwer zu charakterisieren und von anderen 

Zellpopulationen wie erschöpften T Zellen abzugrenzen 24,25. Während Anergie durch einen 

fehlenden Kostimulus induziert wird, entsteht Erschöpfung durch wiederholte Stimulation. 

Die Abgrenzung mag eventuell aber auch eher eine Definitionsfrage sein, als durch 

tatsächliche, funktionelle Unterschiede messbar. In dieser Arbeit wurde Anergie durch die 

Marker Lag3 (CD223) und PD-1 (CD279) definiert 132. Von ihnen ist bekannt, dass sie auf 

aktivierten T Zellen exprimiert werden und diese inhibieren 24. 

Die Tumorzell-abhängige Stimulation durch TRP1xCD3 führt in vitro zu einer 

zielzellrestringierten Expression von Lag3 auf T Gedächtniszellen. PD-1 hingegen wird 

Antikörper-unabhängig auf T Gedächtniszellen exprimiert. Die Kombination mit 

kostimulatorischen Molekülen verändert dieses Expressionsmuster nicht. Dies könnte darauf 

hindeuten, dass aktivierte T Zellen tatsächlich mit der Zeit einen anergen bzw. erschöpften 
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Zustand erreichen. Insbesondere weil aus der Literatur bekannt ist, dass B16-F10 eine wenig 

immunogene Zelllinie ist, die hohe Mengen an PD-L1 exprimiert 214,219. 

Daraus wurde geschlussfolgert, dass es in diesem System zu einer Interaktion zwischen PD-1 

und seinem Liganden kommen könnte. Waite et al. konnten in syngenen Mausmodellen 

zeigen, dass der anti-PD1 Antikörper RMP1-14 erfolgreich bei der Behandlung von 

Flankentumoren eingesetzt werden kann 164. In klinischen Studien konnte gezeigt werden, 

dass die beiden therapeutischen anti-PD-1 Antikörpern Pembrolizumab und Nivolumab 

ebenfalls Anergie durchbrechen können 148. In vitro Experimente mit RMP1-14 konnten, in 

Kombination mit unseren IgGsc Surrogat-Antikörpern, jedoch keinen Effekt der Blockierung 

der PD-1/PD-L1 Interaktion nachweisen. 

In dieser Arbeit konnten damit keine Hinweise gefunden werden, dass zusätzliche 

kostimulatorische Signale durch bispezifische Antikörper T Zelldifferenzierung fördern oder 

T Zellanergie verhindern können. Anerge oder erschöpfte T Zellen entstehen allerdings erst 

nach einem längeren Zeitraum, wenn zum Beispiel der Kostimulus fehlt, oder es im Rahmen 

einer chronischen Krankheit zu einer permanenten T Zellaktivierung kommt 24. Deshalb 

müssen die in vitro Daten in Zukunft um Daten aus syngene Mausmodelle erweitert werden. 

Dort könnten die Tumor-infiltrierenden T Zellen dann in Langzeitstudien untersucht werden. 

4.1.4 Serumhalbwertszeit und Verträglichkeit 

Neben der Spezifität und Funktionalität sind auch die Serumhalbwertszeit und die 

Verträglichkeit von immunstimulatorischen Antikörpern entscheidend für ihren 

therapeutischen Erfolg. 

Im Blutstrom zirkulierende IgG Antikörper haben eine Halbwertszeit von 10-21 Tagen. Die 

hier vorgestellten Surrogat-Antikörper, im IgGsc Format, haben ein Molekulargewicht von ca. 

200 kDa und sind damit deutlich größer als normale IgG Antikörper. Außerdem können sie, 

trotz der im Molekül enthaltenen FcKo Mutationen, über ihren Fc-Teil mit den humanen und 

murinen FcRn Rezeptoren interagieren. 207,237. In C57BL/6 Mäusen konnte eine Halbwertszeit 

der bispezifischen IgGsc Surrogat-Moleküle von 22 Stunden ermittelt werden. Dieser Wert 

deckt sich mit Daten aus Literatur. Zekri et al. geben für unseren PSMAxCD3 Antikörper 

ebenfalls eine Halbwertszeit von 22 Stunden in C57BL/6 Mäusen an 207. 

Neben der Serumhalbwertszeit wurde auch die Verträglichkeit von bispezifischen anti-CD3 

Surrogat-Antikörpern in C57BL/6 überprüft. Während es durch den monoklonalen anti-CD3 

Antikörper 2C11 bereits nach wenigen Stunden zu einer massiven Freisetzung von IFN-γ 
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kommt und die Mäuse nach wenigen Tagen sterben, kann dies durch das bispezifische Format 

verhindert werden. Die FcKo Mutationen verhindern dabei eine Immobilisierung der 

Antikörper über Fc-Rezeptoren und damit eine unspezifische, nicht auf den Tumor 

beschränkte Immunantwort. 

Die hier vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass das in dieser Gruppe etablierte IgGsc Format, 

auch als Surrogat-Molekül in immunkompetenten Mäusen, eine gute Halbwertszeit hat und 

Nebenwirkungen, durch eine auf den Tumor beschränkte Aktivität, reduziert werden können. 

Durch die Zielzellrestriktion könnten somit deutlich höhere und damit therapeutisch effektive 

Dosen verabreicht werden, während eine systemische T Zellaktivierung, wie bei 

monoklonalen Antikörpern (z.B. Muromonab-CD3 oder TGN1412), verhindert werden kann 

134,140. 

4.1.5 Funktionelle in vivo Charakterisierung 

Ziel dieses Kapitels war es die Effektivität von immunstimulatorischen Surrogat-Antikörpern 

in syngenen Modellen zu bewerten, also in Mäusen mit einem funktionellen Immunsystem. 

Dazu wurde das gut etablierte B16-F10-C57BL/6 System verwendet. In diesem werden die 

Zellen entweder subkutan als Flankentumor inokuliert oder sie werden intravenös in die 

Schwanzvene verabreicht, wonach sich die Zellen nach kurzer Zeit in der Lunge ablagern und 

dort Metastasen bilden 214. 

Im Flankenmodell konnte kein Therapieerfolg erzielt werden, weder mit dem bispezifischen 

anti-CD3 Surrogat-Antikörper TA99x2C11 noch in der Kombination mit dem anti-CD28 

Antikörper TA99xPV1. Dies ist bemerkenswert, da das Dosierungsregime aus der Literatur 

übernommen wurde. Benonisson et al. konnten dort mit einer „knob-into-hole“ Variante von 

TA99x2C11 erfolgreich etablierte B16-F10 Flankentumore behandeln 208,215. Allerdings 

konnte in der hier vorgelegten Arbeit auch kein homogen wachsendes Flankenmodell mit 

dieser Zelllinie etabliert werden. Damit verdeutlicht dieses Experiment, wie schwierig sich die 

Behandlung von soliden Tumoren auch mit einer Kombinationstherapie gestalten kann, 

besonders wenn es sich wie bei B16-F10 um eine sehr schnell wachsende und wenig 

immunogene Zelllinie handelt 214. 

In der Literatur wurde bereits gezeigt, dass die murine IgG2a Variante von TA99 nur bedingt 

effektiv bei der Behandlung von soliden Tumoren ist, auch wenn es sich dabei nur um kleine 

Läsionen handelt 238. Allerdings konnte sie schon erfolgreich bei der Behandlung von 

B16-F10 Lungenmetastasen eingesetzt werden. Deshalb wurden die bispezifischen Surrogat-

Antikörper anschließend noch in diesem Modell getestet. Hier konnte nun ein Therapieerfolg 
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verzeichnet werden. Der anti-CD3 Surrogat-Antikörper verhinderte in der höchsten 

Konzentration (12.5 µg) fast vollständig das Anwachsen der Tumorzellen in der Lunge. 

Durch die Kombination mit dem CD28 Surrogat-Antikörper konnte die injizierte Menge des 

anti-CD3 Antikörpers um 50% reduziert werden, ohne einen Verlust an Effektivität. Dabei 

konnte gezeigt werden, dass die Aktivität der Antikörper, und die damit verbundene 

Aktivierung der T Zellen, von der Immobilisierung des Antikörpers an die Tumorzellen 

abhängig ist. 

Damit konnte erstmals im syngenen Mausmodell, unter Verwendung von rekombinanten 

Surrogat-Antikörpern, gezeigt werden, dass die Kombinationstherapie - durch CD3 und CD28 

- mit bispezifischen Antikörpern der Monotherapie - durch CD3 alleine - überlegen ist. Dies 

könnte ein wichtiger Schritt sein, um solche Reagenzien in Zukunft besser verstehen zu 

können und damit ihren Einsatz im Patienten zu ermöglichen. 

4.1.6 Ausblick 

Während bispezifische anti-CD3 Antikörper in der Klinik bereits etabliert sind, liegt die 

Zukunft der modernen Immuntherapie in der Kombination mit kostimulatorischen Signalen. 

Insbesondere bei der Behandlung von soliden Tumoren. Hier könnten die in dieser Arbeit 

beschriebenen syngenen Mausmodelle und Surrogat-Antikörper helfen zu verstehen, wie eine 

verbesserte und langanhaltende T Zellaktivierung induziert werden kann. Sie könnten 

außerdem wichtige Daten liefern, um unerwünschte Nebenwirkungen zu minimieren. In 

Zukunft sollten diese Modelle deshalb weiter optimiert und durch andere Zelllinien und 

Antigene erweitert werden. 
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4.2 „Dual targeting über B7-H3“ – Gleichzeitige Lyse von Tumor und 

Tumorgefäßen 

Der erste Teil dieser Arbeit widmete sich den Effektorfunktionen von immunstimulatorischen 

Antikörpern und deren Charakterisierung in syngenen Mausmodellen. Der zweite Teil 

fokussierte sich auf das Tumorantigen, welches für die Antikörper-vermittelte 

Zielzellrestriktion der Immunantwort verantwortlich ist. In den vergangenen Jahren haben 

verschiedene Arbeitsgruppen die These aufgestellt, dass ein „ideales“ Tumorantigen nicht nur 

auf dem Tumor selbst exprimiert wird, sondern auch auf den Tumorgefäßen („dual 

targeting“) 182,207. Die Idee dahinter ist, dass es durch die lysierten Tumorgefäße zu einem 

verstärkten Influx von Immunzellen in den Tumor kommt.  

B7-H3 (CD276) scheint diesen Anspruch in besonderer Weise zu erfüllen, da es in der 

Literatur als Tumorantigen und als Marker für Neo-Angiogenese beschrieben ist 179. Dies gilt 

für Mensch und Nager gleichermaßen. Die hohe parenchymale und vaskuläre Expression von 

B7-H3 auf verschiedenen humanen Tumorentitäten konnte in dieser Arbeit 

immunhistochemisch verifiziert werden. Allerdings darf nicht unerwähnt bleiben, dass B7-H3 

auch auf einigen gesunden Geweben exprimiert wird. Im Menschen und in der Maus betrifft 

dies vor allem die Leber. Während der klinischen Studie mit einem B7-H3xCD3 Antikörper 

(MGD009) wurde bereits gezeigt, dass dies zu reversiblen Schädigungen der Leber führen 

kann (NCT02628535). 

Ziel dieses Kapitels war es, ein Xenograft-Modell mit adoptiv transferierten PBMCs zu 

entwickeln, um die These des „dual targeting“ in Mäusen zu überprüfen. Dafür sollte eine 

huB7-H3 positive Zelllinie als Flankentumor in immundefizienten NSG Mäuse etabliert 

werden. Die infiltrierenden Gefäße sollten dann laut Literatur positiv für murines B7-H3 sein. 

Durch die Kombination verschiedener B7-H3xCD3 Antikörper, gegen das humane oder 

murine Protein, sollte überprüft werden, welchen Einfluss die Lyse der Tumorgefäße auf die 

Therapie hat.  
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4.2.1 Biochemische Charakterisierung der anti-B7-H3 Antikörper 

Als Grundlage für spätere bispezifische Konstrukte wurde zuerst eine Reihe von anti-B7-H3 

Antikörpern auf ihre Eigenschaften getestet. Diese wurden mittels Hybridom- oder Phage-

Display-Technologie hergestellt.  

Die Hybridom-Antikörper erwiesen sich als hoch-affin für humanes B7-H3. Die Affinität der 

Phage-Display Antikörper dagegen gestaltet sich deutlich variabler. Während manche Klone 

eine Bindung im subnanomolaren Bereich aufweisen, zeigen andere fast gar keine Bindung. 

Dies liegt vermutlich an den unterschiedlichen Techniken, mit denen die Antikörper generiert 

wurden. Während es bei der Immunisierung von Mäusen zur Affinitätsreifung in den 

Antikörper-produzierenden B-Zellen kommt, fehlt diese beim Phage-Display 88. Dort werden 

die Antikörper aus den Keimbahngenen einer humanen Antikörper-Bibliothek generiert 96. 

Ein großer Vorteil der Phage-Display Technologie ist jedoch, dass es, anders als bei der 

Hybridom-Technologie, zu keiner „Selektion gegen Selbst“ kommt. Dadurch konnte eine 

Reihe hoch-affiner Antikörper gegen murines B7-H3 etabliert sowie einige kreuz-reaktive 

Antikörper identifiziert werden.  

In Kombination ermöglichten beide Technologien die Herstellung verschiedener Antikörper 

gegen das humane und/oder das murine B7-H3 Protein, wie sie später für die Etablierung von 

unterschiedlichen B7-H3xCD3 Antikörpern benötigt wurden. Anschließend erfolgte noch eine 

weitere Charakterisierung, insbesondere der Hybridom-Antikörper. 

Nach der Bindung eines Antikörpers an sein Antigen, kommt es häufig zu einer 

Internalisierung des Antigen-Antiköper-Komplexes. Für die anti-B7-H3 Hybridom-

Antikörper konnte hier eine deutliche Korrelation zwischen Internalisierung und Affinität 

nachgewiesen werden. Je stärker die Bindung, desto stärker ist auch die Internalisierung. 

Bei der Entwicklung von therapeutischen Antikörpern sollte daher ein Klon gewählt werden, 

welcher den Wirkmechanismus optimal unterstützt. Bei einigen Anwendungen, wie bei 

ADCs, kann eine Internalisierung von Vorteil sein, da das Toxin seine Wirkung in der Zelle 

entfalten muss 105. Bei anderen Indikationen verhindert eine Internalisierung unter Umständen 

den Therapieerfolg. Dies gilt insbesondere, wenn, wie in dieser Arbeit gewünscht, eine 

Interaktion mit Immunzellen stattfinden muss 225.  
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4.2.2 Epitop Charakterisierung der anti-B7-H3 Hybridom-Antikörper 

Ein weiterer Parameter, welcher für die Funktionalität eines Antikörpers, als bispezifisches 

Konstrukt zur T Zellrekrutierung, entscheidend sein kann, ist das Epitop. Der extrazelluläre 

Teil des humanen B7-H3 Proteins besteht aus 4 Ig-Domänen, welche durch Exon-Duplikation 

entstanden sind (IgV1-IgC1-IgV2-IgC2) 226. Ergebnisse aus dieser Arbeit lassen vermuten, 

dass zwei Antikörper zur selben Zeit an ein B7-H3 Molekül binden. Für einige der Hybridom-

Antikörper konnte das Epitop im Übrigen genau bestimmt werden. 

TIM7C4 und TIM7E10 binden an die membrannahe IgC Domäne. In der Literatur wird 

beschrieben, dass Antikörper mit membrannahen Epitopen sich besonders gut für 

bispezifische Konstrukte eignen, weil die immunologische Synapse, also der Abstand 

zwischen Tumor- und T Zelle, so möglichst gering ist 239,240. Für TIM7C4 konnte in dieser 

Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass er daher in bispezifischen Formaten besonders potent ist 

(Dr. Latifa Zekri-Metref, AG Jung, Universität Tübingen). Die Antikörper TIM11G3 und 

TIM10A7 binden an die IgV Domäne. Die dritte Gruppe der Hybridom-Antikörper bindet an 

den Loop zwischen der IgV und IgC Domäne.  

Sequenzvergleiche mit anderen Mitgliedern der B7 Familie legen nahe, dass dieser Loop für 

die Interaktion von B7-H3 mit seinem Rezeptor verantwortlich ist 227. Der Rezeptor selbst 

wurde allerdings noch nicht identifiziert, man vermutet ihn auf (aktivierten) T Zellen. In 

dieser Arbeit konnte er aber weder auf aktivierten noch auf ruhenden T Zellen gefunden 

werden. Ebenso wenig ist die Funktion von B7-H3 bekannt, wahrscheinlich handelt es sich 

aber um einen Immunregulator 177,178. Ergebnisse von Vigdorovich et al. und aus dieser Arbeit 

lassen vermuten, dass B7-H3 die T Zellaktivierung inhibiert. Die hier generierten anti-B7-H3 

Hybridom-Antikörper scheinen, in Abhängigkeit ihres Epitops, die Interaktion zwischen 

Ligand und Rezeptor beeinflussen zu können. Dies drückt sich in einer weiter reduzierten 

T Zellantwort aus. 

Neben der Verwendung von B7-H3 als Tumorantigen gibt es deshalb auch verschiedene 

Überlegungen, über Antikörper die Interaktion zwischen B7-H3 und seinem Rezeptor zu 

beeinflussen 241. Mit dem Ziel eine verbesserte T Zellantwort zu ermöglichen. Die 

Identifizierung der Epitope der einzelnen anti-B7-H3 Antikörper könnte in Zukunft dabei 

helfen einen geeigneten Klon zu wählen. Voraussetzung hierfür ist allerdings ein besseres 

Verständnis über die Funktion von B7-H3 und dessen bisher unbekanntem Rezeptor.    
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4.2.3 Generierung und biochemische Charakterisierung der B7-H3xCD3 Antikörper 

Im Folgenden wurden ausgewählte anti-B7-H3 Antikörper ins IgGsc-Format überführt. 

Dieses beinhaltet einen C-terminalen, von UCHT-1 abgewandelten, scFv zur 

T Zellaktivierung über den CD3 Rezeptor 207. Ziel dabei war es diese Antikörper anschließend 

in einem Xenograft-Modell auf ihre Effektivität zu testen. Die verwendete Tumorzelllinie soll 

dabei humanes B7-H3 exprimieren, während die Tumorgefäße murines B7-H3 exprimieren. 

Durch die Wahl des entsprechenden Antikörperklons sollte eine gezielte Lyse des huB7-H3 

positiven Tumors und/oder des muB7-H3 positiven Tumorendothels erzielt und diese 

anschließend bewertet werden („dual targeting“). 

Es konnten zwei bispezifische Antikörper generiert werden, welche ausschließlich an die 

humane Variante von B7-H3 binden (TIM8D9xUCHT-1 und TIM11A7 xUCHT-1). Eine 

Bindung an murines B7-H3 findet nicht statt, da die Antikörper durch die Immunisierung von 

Mäusen hergestellt wurden und Hybridom-Antikörper meist nicht mit murinen Antigen 

interagieren. Zusätzlich wurden zwei kreuz-reaktive Antikörper im IgGsc Format generiert 

(HEK-5xUCHT-1 und C2xUCHT-1). Antikörper, welche ausschließlich an das murine 

Protein binden, konnten in dieser Arbeit nicht identifiziert werden. Der Antikörper 

A1xUCHT-1 weißt hier zwar eine hohe Spezifität auf, war aber auf Grund seiner hohen 

Tendenz Aggregate zu bilden für funktionelle Versuche unbrauchbar. Der Antikörper 

G11xUCHT-1, ursprünglich als muriner Binder identifiziert, zeigt neben der Bindung an das 

murine Protein auch eine residuale Bindung an humanes B7-H3. Der Grund dafür könnte die 

hohe Sequenzidentität von ca. 88% zwischen beiden Proteinen und eine fehlende 

Negativselektion auf humanes B7-H3 beim Phage-Display sein 177. 

Insgesamt konnten so fünf bispezifische Antikörper generiert werden, welche neben ihrer 

Bindung an CD3 unterschiedliche Affinitäten an die humane und/oder die murine Variante 

von B7-H3 zeigen.  
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4.2.4 Funktionelle Charakterisierung der B7-H3xCD3 Antikörper 

Entscheidend in diesem Kapitel der Arbeit war, dass die bispezifischen Antikörper absolut 

zielzellrestringiert sind. Denn nur dann kann der mögliche Effekt der Therapie klar auf seine 

Ursache zurückgeführt werden. In diesem Fall sollte ein Xenograft-Modell entwickelt 

werden, in welchem es entweder zu einer B7-H3 vermittelten Lyse des Tumors oder der 

infiltrierenden Gefäße kommt. 

In den funktionellen Versuchen konnten zwei Antikörper identifiziert werden 

(TIM8D9xUCHT-1 und TIM11A7xUCHT-1), welche spezifisch T Zellen in Gegenwart des 

humanen B7-H3 Proteins aktivieren. In vivo würde dies zu einer spezifischen Lyse der B7-H3 

positiven Tumorzellen führen. Zwei weitere Antikörper (HEK-5xUCHT-1 und C2xUCHT-1) 

induzieren als kreuz-reaktive Antikörper eine Proliferation von T Zellen in Gegenwart des 

humanen und murinen Proteins. In vivo hätte dies wahrscheinlich eine Lyse des huB7-H3-

positiven Tumors und des muB7-H3 positiven Tumorendothels zur Folge gehabt und eine 

tatsächliche Unterscheidung beider Vorgänge wäre damit in vivo allerdings kaum zu 

unterscheiden gewesen. Spezifischer wäre hier der Einsatz eines Antikörpers gewesen, 

welcher nur die Lyse der infiltrierenden Gefäße induziert, um diese dann mit der spezifischen 

Lyse des Tumors zu vergleichen. Hier wurden die Antikörper A1xUCHT-1 und 

G11xUCHT-1 als vielversprechend eingestuft. Beide erwiesen sich in funktionellen 

Versuchen aber nicht als spezifisch genug, da sie in hohe Konzentrationen auch in Gegenwart 

von humanem B7-H3 T Zellen aktivieren. Bei A1xUCHT-1 lässt sich dies durch den hohen 

Anteil an Aggregaten erklären und bei G11xUCHT-1 durch die residuale Bindung an das 

humane Protein in hohen Konzentrationen. 

In immunhistochemischen Untersuchungen wurden zudem folgende Befunde erhoben: 

1) Die Ergebnisse aus dieser Arbeit zeigen eine deutliche Expression von murinem 

B7-H3 auf gesundem Gewebe, wie der Leber. Dadurch hätten murine Binder auch in 

diesen Organen lokalisieren können, während humane Binder im Xenograft-Modell 

wohl hochspezifisch am Tumor akkumuliert wären. Dies hätte eine aufwendige 

Dosiskompensation zur Folge gehabt. 

2) In der Literatur wird beschrieben, dass B7-H3 auf der Neovaskulatur von 

Flankentumoren in verschiedenen Mausmodellen exprimiert wird 182. Dies konnte in 

dieser Arbeit nie zweifelsfrei bestätigt werden. 
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Deshalb wurde entschieden, die Fragestellung des „dual targeting“ im Rahmen dieser Arbeit 

nicht mehr weiter zu verfolgen. 

4.2.5 Ausblick 

Obwohl dieses Projekt zu keinem erfolgreichen Abschluss gebracht werden konnte, bleibt die 

Fragestellung des „dual targeting“ weiterhin von zentraler Bedeutung. Durch die zusätzliche 

Lyse der Tumorzellen könnte es zu einer verbesserten T Zellinfiltration in den Tumor 

kommen. Dies könnte eine Behandlung von soliden Tumoren durch bispezifische Antikörper 

ermöglichen, welche bis heute, aufgrund der immunsuppressiven Bedingungen innerhalb 

eines Tumors, nur unzureichend möglich ist 109,110. In Zukunft sollte der Fokus deshalb noch 

auf andere vaskuläre Antigene wie Endoglin (Eng, CD105) und ED-B (eine Spleißingvariante 

von Fibronektin) gerichtet werden 106–108,176. 

Bisher ist die Funktion von B7-H3 noch nicht eindeutig geklärt, wahrscheinlich handelt es 

sich aber um einen Immunregulator, welcher auf aktivierte T Zellen wirkt 177,178. Zukünftige 

Arbeiten sollten sich deshalb damit beschäftigen, inwieweit therapeutische anti-B7-H3 

Antikörper die Interaktion mit dem bisher noch nicht identifizierten Rezeptor beeinflussen 

können. Trotzdem bleibt B7-H3 ein hoch interessantes Tumorantigen, da es auf vielen 

Tumorentitäten eine hohe parenchymale und vaskuläre Expression zeigt, wie in dieser und 

anderen Arbeiten gezeigt werden konnte 179. 

Des Weiteren lieferte diese Arbeit wichtige Daten für die Generierung eines B7-H3xCD3 

Konstrukts, dessen GMP („good manufacturing practice“) Produktion und klinische Phase I 

Studie in Kürze folgen sollen.  
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5 ANHANG 

5.1 Abbildungen 

 

Abbildung 5-1: Konzentrationsabhängige Antigen-Bindung der Isotyp-Kontrolle MOPCx2C11. 

Der Antikörperklon MOPC-21 hat keine bekannte Spezifität und bindet daher nicht an die 

Tumorzelllinie B16-F10, während der Klon 2C11 an CD3 auf CD4 T Zellen binden kann. Die 

Messung erfolgte durch Durchflusszytometrie. 

 

 

Abbildung 5-2: Konzentrationsabhängige Antigen-Bindung von 10B3x2C11. Der Antikörperklon 

10B3 bindet an humanes PSMA, welches auf der Prostatakarzinomzelllinie LNCaP exprimiert wird 

(links), während der Klon 2C11 an murines CD3 bindet, welches man auf murinen CD4 T Zellen 

findet (rechts). Die Messung erfolgte durch Durchflusszytometrie. 

 

Abbildung 5-3: Konzentrationsabhängige Antigen-Bindung von T99huFcKo. Der Antikörperklon 

TA99 bindet an das Melanozyten-Antigen TRP1, welches auf der Melanomzelllinie B16-F10 

exprimiert wird. Die Messung erfolgte durch Durchflusszytometrie. 
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Abbildung 5-4: SDS-PAGE verschiedener B7-H3-Fc Fusionsproteine. Das 4IgB7-H3-Fc bzw. die 

beiden 2IgB7-H3-Fc Fusionsproteine haben ein theoretisches Molekulargewicht von 144 bzw. 98 kDa, 

migrieren in der SDS-PAGE, auf Grund vieler Glykosylierung, aber deutlich höher.   

 

 

Abbildung 5-5: Aminosäure-Sequenzvergleich von humanem und murinem B7-H3. 

Aminosäuren, welche im Rahmen der Epitop Charakterisierung ausgetauscht wurden, sind mit einem 

Pfeil gekennzeichnet.  
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Abbildung 5-6: Konzentrationsabhängige Bindungskompetition verschiedener anti-B7-H3 

Antikörper an humanes B7-H3. Die Antikörper wurden in verschiedenen Konzentrationen für 15 

min mit B7-H3 positiven Granta-519 Zellen inkubiert. Anschließend wurde biotinylierter TIM7E10, 

TIM8D9, TIM10A7 oder HEK-5 in Sättigung (10 µg/mL) zugegeben und diese über Streptavidin-PE 

abgegriffen. Die Analyse erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Mittelwerte aus zwei unabhängigen 

Experimenten.  
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Abbildung 5-7: Vektorkarte des Plasmids pGH1.2. Exemplarisch ist die schwere Kette eines IgGsc 

Moleküls gezeigt. AmpR = β-Lactamase Gen für die Ampicillin-Resistenz, pBR322 = 

Replikationsursprung, NeoR = Neomycin-Geneticin(G418)-Resistenzgen, SV40 prom = Promotor, 

hCMVlnA = humaner CMV Promotor, bGH_PA term = C-terminaler Poly A Teil. Das Gen für den 

Antikörper selbst ist in Gelb und die Binderegionen für die Sequenzierungsprimer sind in grün 

dargestellt. 
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5.2 Tabellen 

Tabelle 5-1: Zusammensetzung der in dieser Arbeit verwendeten Medien und Puffer.  

Puffer oder Medium Zusammensetzung 

Advanced DMEM 

compl. 

Advanced DMEM (Thermo Fisher Scientific), 1.25% FCS, 100 U/mL 

Penicillin, 100 µg/mL Streptomycin (alle Sigma-Aldrich) 

Brilliant Blue 

Entfärbelösung 

50% H2O, 40% Methanol (Merck), 10% Essigsäure (Roth) 

Brilliant Blue 

Färbelösung 

50% H2O, 40% Methanol (Merck), 10% Essigsäure (Roth), 0.1 % Brillant 

Blau R 250 (Roth) 

Einfriermedium 90% FCS (Sigma-Aldrich), 10 % DMSO (Merck) 

FACS Puffer 1% FCS (Sigma-Aldrich), 0.02% NaN3 in DPBS (Merck) 

IMDM compl. IMDM 1640, 1x MEM-NEAA (beide Thermo Fisher Scientific), 10% FCS, 

100 U/mL Penicillin, 100 µg/mL Streptomycin, 1x Natrium-Pyruvat (alle 

Sigma-Aldrich), 50 µM β-Mercaptoethanol (Merck) 

LB(Amp) Medium 10 g/L Bacto-Trypton, 5 g/L Bacto-Hefeextrakt (beide BD), 5 g NaCl 

(Roth), (0.1 mg/mL Ampicillin (Roth)) 

LBAmp Agarplatten 10 g/L Bacto-Trypton, 5 g/L Bacto-Hefeextrakt, 15g/L Bacto-Agar (alle 

BD), 0.1 mg/mL Ampicillin (Roth) 

RPMI compl. RPMI 1640, 1x MEM-NEAA (beide Thermo Fisher Scientific), 10% FCS, 

100 U/mL Penicillin, 100 µg/mL Streptomycin, 1x Natrium-Pyruvat (alle 

Sigma-Aldrich), 50 µM β-Mercaptoethanol (Merck) 

TAE-Puffer (50x) 2 M Tris-Base (Roth), 1 M Essigsäure (Roth), 50 mM EDTA (Roth) in H2O, 

pH 8.5 
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