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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome

Leukamien entstehen durch maligne Transformation weiler Blutkdrperchen und
stellen innerhalb der Krebserkrankungen eine bedeutende Untergruppe mit welt-
weit 3,1 Millionen neuen Fallen pro Jahr dar’ 2. Generell werden diese Krebszellen
je nach ihrer hamatopoietischen Abstammung in myeloische oder lymphatische
Formen eingeteilt. Wahrend sich erstere hauptsachlich im Knochenmark manifes-
tieren und Granulo- sowie Monozyten betreffen, findet man letztere vor allem in
den Lymphgeweben. Sie werden daher auch als Lymphome bezeichnet und ent-
wickeln sich aus B- oder T-Lymphozyten bzw. deren Vorlduferzellen. Historisch
bedingt werden die Lymphome noch einmal in zwei gro3e Gruppen unterteilt, den
Morbus Hodgkin einerseits und die Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) andererseits®.
Sie unterscheiden sich voneinander in ihren histologischen Charakteristika und
werden je nach zellularer Abstammung, Differenzierungsgrad sowie Lokalisierung
des Tumors in viele weitere Subtypen eingeteilt*. Wahrend es beim Morbus Hodg-
kin nur vier Typen gibt, werden alle anderen Lymphome unter der Bezeichnung
NHL zusammengefasst. Aulierdem erfolgt je nach Krankheitsverlauf der einzelnen
NHL-Typen eine weitere Klassifizierung in indolente und aggressive Lymphome®.
Dabei stellen die aggressiven bzw. hoch-malignen Lymphome eine akute, schnell
fortschreitende Erkrankung dar. Im Gegensatz dazu sind die indolenten bzw. nied-
rig-malignen Lymphome durch einen chronischen Krankheitsverlauf gekennzeich-
net, so dass zwischen Diagnose und Tod mehrere Jahre liegen konnen. Dabei
wechseln sich Phasen, in denen das Lymphom stabil ist, mit solchen ab, in denen
sich der Zustand langsam, aber kontinuierlich verschlechtert. Zu den indolenten
B-NHL zahlen z.B. die Chronische Lymphatische Leukamie (B-CLL), das Immuno-
zytom, das Plasmazell-Myelom und Friihstadien des Follikuldren Lymphoms (FL)°.
Bei den aggressiven B-NHL kann man noch einmal zwischen Vorlaufer- und
reifzelligen B-Zell-Lymphomen differenzieren; Beispiele hierfir sind das Akute

Lymphoblastische Lymphom (B-ALL) bzw. Spatstadien des FL und Mantelzell-
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Lymphome (MCL)°. Die genetischen Ursachen der einzelnen B-NHL sind sehr
vielfaltig. Durch Mutationen in den Onkogenen TP53 (B-CLL), BCL-2 (FL), Cyclin
D1 (MCL, Plasmazell-Myelom) oder BCR/ABL (B-ALL) kommt es zur Transforma-

tion und damit zur unkontrollierten Proliferation der betroffenen B-Lymphozyten®.

Jahrlich erkranken 13 — 14 von 100.000 Menschen an den verschiedenen Formen
der B-NHL?. Neben der Diagnose des Lymphomtyps ist das Erkrankungsstadium
fur eine erfolgreiche Behandlung von entscheidender Bedeutung. Je nach Aus-
breitung des Lymphoms im Korper werden die B-NHL in die Stadien | — IV ein-
geteilt, und die Stadienbezeichnung durch den Zusatz A flir das Fehlen bzw. B
fur das Vorhandensein von Allgemeinsymptomen wie Nachtschweil}, Fieber oder
Gewichtsverlust erganzt’. Fiir die Behandlung der B-NHL existiert keine einheit-
liche Standardtherapie; haufig werden auch verschiedene Therapieformen mitein-
ander kombiniert, um optimale Ergebnisse zu erzielen. Insbesondere bei einigen
indolenten Lymphomen mit sehr langsamem Krankheitsfortschritt besteht die Mog-
lichkeit einer abwartenden Haltung ohne sofortigen Behandlungsbeginn (sog. wait
and see). Daneben kommen klassische Methoden wie die Strahlen- oder Chemo-
therapie und seit einigen Jahren verstarkt die Antikorpertherapie zum Einsatz.
Bestes Beispiel fir letztere ist Rituximab, ein anti-CD20 Antikorper, der an B-Zel-
len bindet und damit Uber verschiedene Mechanismen zu ihrer direkten Zerstérung
fiihrt®. Allerdings ist die Wirkung von Rituximab aufgrund eines genetisch beding-
ten Polymorphismus bei ca. 27% der Patienten sowie bei einigen Lymphomtypen
stark eingeschrankt®. Trotz dieser unterschiedlichen Therapieformen ist zurzeit in
den meisten Fallen nur eine Verzdgerung des Krankheitsfortschritts, aber keine

vollstandige Heilung maoglich.

1.2. Das Immunsystem

Das Immunsystem wird durch Zellen und Molekile gebildet, die dem Organismus
Schutz vor Infektionskrankheiten verleihen und deren kollektive und koordinierte
Reaktion auf fremde Substanzen als Immunantwort bezeichnet wird. Generell
unterscheidet man zwischen angeborener und adaptiver Immunitat. Die wichtigs-

ten Bestandteile des angeborenen Immunsystems sind Phagozyten (Neutrophile,
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Makrophagen) und CD3'CD56" NK-Zellen, das Komplement-System sowie regu-
lierende Zytokinem. Charakteristisch flr diese Komponenten ist, dass sie unspezi-
fisch durch Oberflachen-Muster stimuliert werden, die verwandten Pathogenen ge-
meinsam sind, und bei wiederholten Infektionen mit einem bestimmten Pathogen
jeweils gleich reagieren. Im Gegensatz dazu ist das adaptive Immunsystem durch
die Speazifitat fur unterschiedliche Makromolekile und die Fahigkeit, sich bei wie-
derholtem Kontakt mit einem bestimmten Pathogen an dieses zu erinnern und
deshalb schneller und starker zu reagieren, gekennzeichnet''. Die Aufgaben des
adaptiven Immunsystems werden von den Lymphozyten Ubernommen, die in
B- und T-Zellen unterteilt werden. Jede dieser Zellen besitzt auf ihrer Oberflache
einen klonotypischen Antigen-Rezeptor, der sich in seiner Spezifitat von den Re-
zeptoren anderer B- bzw. T-Lymphozyten unterscheidet. Wahrend eine Zelle, die
durch Kontakt mit ihrem Antigen aktiviert wurde, proliferiert, so dass viele Zellen
mit dem gleichen Antigen-Rezeptor gebildet werden, bleibt eine Reaktion der Zel-

len, die dieses Antigen nicht erkennen kdnnen, aus (sog. clonal selection)'?.

B-Zellen exprimieren neben den jeweiligen spezifischen Antigen-Rezeptoren die
fir ihre Aktivierung essentiellen Oberflaichenmarker CD19 und CD20'3. Nach Anti-
gen-Kontakt differenzieren sie zu einer groRen Zahl von kurzlebigen, Antikoérper-
produzierenden Plasma-B-Zellen und wenigen, langlebigen Memory-B-Zellen, die
im Organismus zirkulieren und bei erneutem Antigen-Kontakt sehr effizient reakti-
viert werden. Neben den B-Zellen kommt den T-Zellen zentrale Bedeutung fir die
adaptive Immunitat zu. Der auf T-Zellen exprimierte Antigen-Rezeptor wird als
T-Zell-Rezeptor (TCR) bezeichnet und setzt sich bei den meisten T-Zellen aus je
einer a- und einer 3-Kette zusammen'®. Daneben existiert eine kleine Gruppe sog.
16 T-Zellen, deren TCR von je einer y- und einer 5-Kette gebildet wird und die im
Gegensatz zu den klassischen T-Zellen spezialisierte, intra-epitheliale Funktionen
ubernehmen. Der TCR ist in der Zellmembran mit weiteren Transmembranprotei-
nen assoziiert, die essentiell fur seine Oberflachenexpression und die Signaltrans-
duktion sind. Eines davon ist CD3¢, das zusammen mit CD3y und CD36 den CD3-

Komplex bildet™

. Wahrend der B-Zell-Rezeptor native Makromolekule binden
kann, erkennt der TCR nur kurze Peptide von prozessierten Antigenen, die von
anderen Zellen im Kontext von Major Histocompatibility Complex (MHC)-Mole-

kilen auf ihren Oberflachen prasentiert werden. Dabei kommt es zum raumlich
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engen Kontakt zwischen T-Zelle und Peptid-prasentierender Zelle, der als immu-
nologische Synapse bezeichnet wird"®. Bei der Erkennung der MHC-Molekiile
spielen zwei weitere Oberflachenmarker auf T-Zellen, CD4 und CD8, eine wichtige
Rolle. Anhand dieser Molekule, die sich in ihrer Expression gegenseitig ausschlie-
Ren, lassen sich die T-Zellen in zwei funktionell verschiedene Gruppen unterteilen:
CD4" T-Zellen erkennen Antigene in einem MHC II-Kontext auf spezialisierten
Antigen-prasentierenden Zellen (APC), die externe Molekile aufnehmen und zu
Peptiden prozessieren. Durch den Antigen-Kontakt werden die CD4" T-Zellen ak-
tiviert und unterstutzen die Proliferation und Differenzierung anderer Leukozyten
durch Ausschiittung von Zytokinen oder durch direkten Zell-Zell-Kontakt'®. CD4"
T-Zellen werden daher als Helfer-T-Zellen bezeichnet. Obwohl sie grundsatzlich
auch das Potential besitzen, infizierte kérpereigene Zellen zu zerstdren, spielen
sie dabei nur eine untergeordnete Rolle. Diese Funktion wird von den CD8"
T-Zellen Gbernommen, die man deshalb auch zytotoxische T-Lymphozyten (CTL)
nennt. Sie erkennen zellinterne Peptide, die von infizierten Zellen im Kontext von
MHC [-Molekllen prasentiert werden. Nach ihrer Aktivierung induzieren sie durch
Ausschuttung von Perforin und Granzymen oder durch die Expression von FasL
Apoptose in den infizierten Zellen'”. Neben den Helfer- und zytotoxischen T-Zellen
existiert eine weitere, funktionell distinkte T-Zell-Population, die sog. regulatori-
schen T-Zellen (T.g-Zellen). Sie besitzen eine grolRe Bedeutung bei der Kontrolle
autoreaktiver T-Zellen und exprimieren neben CD4 konstant sehr viele CD25-Mo-
leklle auf ihrer Oberflache. Um sie von aktivierten CD4" T-Zellen unterscheiden
zu kénnen, die CD25 transient hochregulieren, wird der Transkriptionsfaktor Foxp3
verwendet, dessen Expression fir den regulatorischen Phanotyp notwendig und
hinreichend ist'®. Treg-Zellen supprimieren insbesondere zytotoxische T-Zellen
durch Ausschittung des Zytokins TGF-B und durch direkte Zell-Zell-Kontakte und
verhindern dadurch, dass autoreaktive T-Zellen falschlicherweise erkannte kor-
pereigene Zellen zerstéren. Im Zusammenhang mit Krebserkrankungen wird des-
halb diskutiert, ob Tg-Zellen auch eine naturliche Immunantwort auf Krebszellen

unterdriicken und damit kontraproduktiv wirken kénnen'® %°.

Bei der Steuerung einer Immunantwort spielen neben direkten Zell-Zell-Kontakten
immun-spezifische Hormone, sog. Zytokine und Chemokine, eine wichtige Rolle.

Aktivierte Makrophagen und T-Lymphozyten produzieren fur den jeweiligen Zelltyp
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charakteristische Zytokine und regulieren dadurch die Art und Starke der Immun-
antwort?’. Zu Beginn einer Infektion schiitten Makrophagen TNF-o. aus, das lokal
Entzindungsreaktionen und das Einwandern von Neutrophilen und Lymphozyten
fordert sowie in héheren Konzentrationen systemisch zu Fieber fuhrt. Das zeitlich
nachfolgend produzierte Interleukin (IL)-12 bildet die Verbindung zum adaptiven
Immunsystem und aktiviert neben NK- vor allem T-Zellen. IL-12 fuhrt zur Differen-
zierung naiver CD4" T-Zellen in Effektor-Ty1-Zellen, die dann zusammen mit CD8"
T-Zellen grolle Mengen IFN-y produzieren. Dieses aktiviert erneut stark Makro-
phagen, so dass die Ty1-Differenzierung durch diese positive Ruckkopplung noch
verstarkt wird. AuBerdem steigert IL-12 die zytotoxische Funktion von CD8*
T-Zellen. Antigen-stimulierte T-Zellen bilden den autokrin wirkenden Wachstums-
faktor IL-2, der fUr die klonale Expansion verantwortlich ist. Sind an einer Immun-
antwort keine Makrophagen beteiligt, so dass die Stimulation durch IL-12 fehlt,
produzieren aktivierte naive CD4" T-Zellen IL-4, das zu ihrer Differenzierung in
Effektor-Ty2-Zellen fuhrt. Diese schitten weiteres IL-4 aus, das Makrophagen
hemmt und antagonistisch zu IFN-y wirkt, so dass die Ty2-Differenzierung dadurch
verstarkt wird. AuRerdem produzieren Ty2-Zellen ebenso wie Makrophagen selbst
IL-10, das die Funktion letzterer inhibiert und damit eine Uberschie}ende Immun-

antwort durch negative Ruckkopplung verhindert.

Chemokine sind chemotaktische Zytokine, die die Migration von Leukozyten aus
dem Blut in das Gewebe entlang eines Gradienten regulieren. Obwohl die Leuko-
zyten je nach Zelltyp und Differenzierung in unterschiedliche Gewebe wandern,
liegt diesem Vorgang prinzipiell der gleiche mehrstufige Mechanismus zugrunde?:
Nicht-aktivierte Leukozyten exprimieren Selectin-Liganden und das heterodimere
Integrin LFA-1, das in diesem Stadium in einer gebeugten Konformation vorliegt
und deshalb eine sehr niedrige Affinitat fir seinen Liganden ICAM-1 auf ruhenden
Endothelzellen besitzt. Im Gegensatz dazu exprimieren aktivierte Endothelzellen
Selectine und weitere Integrin-Liganden und prasentieren Chemokine auf ihrer
Oberflache. Durch schwache Selectin-Ligand-Interaktionen kdnnen jetzt Leukozy-
ten an die Endothelzellen adharieren; allerdings werden diese Bindungen immer
wieder durch die Scherkraft des Blutflusses unterbrochen, so dass die Leukozyten
letztlich entlang des Endothels rollen. Gleichzeitig werden sie durch die Chemo-

kine aktiviert, was zu einer Neuanordnung ihres Zytoskeletts und einer Konforma-
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Zytoplasma Inside-out signaling Outside-in signaling

| — —

 _
affinity
Low affinity state Intermediate affinity state state
(gebeugte Konformation) (gestreckte Konformation)

Abb. 1.1. Konformations- und damit einhergehende Affinititsdanderungen des Integrins
LFA-1. Das heterodimere Integrin LFA-1 setzt sich aus je einer a- und einer p-Kette (CD11a
bzw. CD18) zusammen und wird konstitutiv auf T-Zellen exprimiert. Auf ruhenden Zellen liegt es
in einer gebeugten Konformation vor, in der die eigentliche Bindungsdomane eine niedrige Affi-
nitat fur den Liganden ICAM-1 besitzt (sog. low affinity state). Die durch TCR-Stimulation oder
Chemokine induzierte Signaltransduktion fihrt u.a. zu einer Neuanordnung des Zytoskeletts,
die sich auch auf LFA-1 Ubertragt (sog. inside-out signaling). Dabei geht LFA-1 in eine gestreck-
te Konformation Uber, die mit einer steigenden Affinitat fir ICAM-1 verbunden ist (intermediate
affinity state). Die jetzt stattfindende Bindung von LFA-1 an ICAM-1 16st eine weitere Konforma-
tionsanderung in der Bindungsdomane von LFA-1 aus, die nochmals zu einer Zunahme der
Affinitat fur ICAM-1 fuhrt (high affinity state). Aufgrund dieser hoch affinen Bindung kénnen die
T-Zellen stabil an das Endothel adhéarieren. Gleichzeitig erhalten sie dadurch auch ein Signal,
das sie veranlasst, durch das Endothel hindurch in das umliegende Gewebe einzuwandern
(outside-in signaling).

tionsanderung des damit verbundenen LFA-1 fiihrt (sog. inside-out signaling)*: %*.

Dabei geht LFA-1 von der gebeugten in eine gestreckte Konformation Uber, die
eine mittlere Affinitét fir ICAM-1 aufweist (sog. intermediate affinity state)* ?°. Die
jetzt mogliche Interaktion mit ICAM-1 induziert in der an der Bindung beteiligten
Domane von LFA-1 eine weitere Konformationsanderung, wodurch es nochmals

t25

zu einer Steigerung der Affinitat fir ICAM-1 kommt*°. Aus dieser hoch affinen Bin-

dung zwischen LFA-1 und ICAM-1 resultiert eine stabile Adhasion der aktivierten
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Leukozyten an das Endothel. AuRerdem erhalten die Leukozyten dadurch ihrer-
seits ein Signal, das sie veranlasst, zwischen den Endothelzellen hindurch in das
umliegende Gewebe einzuwandern (sog. outside-in signaling)®*. Die einzelnen
Bindungsstadien von LFA-1 spielen also eine wichtige Rolle bei der Adhasion und

Extravasation der Leukozyten.

Die primare Immunantwort des adaptiven Immunsystems kann in vier Phasen
unterteilt werden: Antigen-Erkennung, Lymphozyten-Aktivierung und -Expansion,
Eliminierung des Antigens und Kontraktion der Lymphozyten. Dieser Ablauf soll im
folgenden anhand der T-Zellen naher erlautert werden. In den Lymphknoten wer-
den die durch APC prozessierten und auf MHC-Molekilen prasentierten Peptid-
Antigene von naiven T-Zellen erkannt, die einen fur das jeweilige Antigen spezi-
fischen TCR besitzen (clonal selection). Damit diese T-Zellen in der folgenden
Phase aktiviert werden, muissen sie gleichzeitig zwei unterschiedliche Signale
erhalten. Neben der eigentlichen Antigen-Erkennung durch den TCR ist eine Co-
Stimulation durch membrangebundene Molekuile auf den APC oder durch Zytokine
erforderlich?”. Die Aktivierung filhrt dann zu einer Neusynthese von Proteinen, zur
Proliferation und klonalen Expansion sowie zu einer Differenzierung in Effektor-
T-Zellen. Der zeitliche Verlauf der Aktivierung lasst sich anhand der Expression
verschiedener Oberflachenmarker verfolgen. Der bereits nach wenigen Stunden
detektierbare fruhe Aktivierungsmarker CD69, ein C-Typ Lectin, wird bis zu zwei
Tage lang gebildet und verhindert in diesem Zeitraum wahrscheinlich, dass die
T-Zellen den Lymphknoten schnell verlassen®® ?°. Nach ca. einem Tag wird die
Expression des Aktivierungsmarkers CD25 hochreguliert®®. Dabei handelt es sich
um die o-Kette des IL-2-Rezeptors, die die konstitutiv exprimierte - und y-Kette zu
einem funktionellen Rezeptor mit hoher IL-2-Affinitat erganzt®'. Der erst nach meh-
reren Tagen produzierte spate Aktivierungsmarker HLA-DR gehdrt zur Klasse der
MHC II-Molekile, die normalerweise nur auf APC vorzufinden sind. Die spezielle
Funktion dieses Markers auf aktivierten T-Zellen ist bislang nicht umfassend ge-
klart?®. In der sich an die Aktivierung anschlieBenden Effektorphase werden die
Antigene durch T-Zell-spezifische Mechanismen eliminiert. Nach Beseitigung der
Antigene sterben die Effektor-T-Zellen in der Kontraktionsphase durch Apoptose
ab, da sie wahrscheinlich von Antigen-induzierten Wachstumsfaktoren abhangig

sind®2. Allerdings gibt es auch Hinweise dafiir, dass durch die Aktivierung ein defi-
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niertes zellulares Programm ausgeldst wird, dass unabhangig von der vollstan-
digen Eliminierung der Antigene nach ca. vier Wochen zur Apoptose der Effektor-
T-Zellen fuhrt®> 34, Letzteres Modell wiirde auch erklaren, warum bei bestimmten
chronischen Virusinfektionen nach der primaren Immunantwort eine niedrige
Antigen-Konzentration persistiert, die letztlich in einer Anergie potentiell reaktiver

T-Zellen resultieren kann>® 3.

Die primare Immunantwort endet mit der Homdostase der T-Lymphozyten auf
Ausgangsniveau. Allerdings haben sich in ihrem Verlauf sog. Memory-T-Zellen ge-
bildet, die fur die urspriinglich erkannten Antigene spezifisch sind und auch ohne
deren Vorhandensein uber einen langen Zeitraum hinweg im Korper zirkulieren
kénnen®’. Bei erneutem Kontakt mit diesen Antigenen werden die entsprechenden
Memory-T-Zellen reaktiviert und l6sen eine sekundare Immunantwort aus. Grund-
satzlich entspricht deren Ablauf dem einer primaren Immunantwort, wobei die

Memory-T-Zellen schneller und stérker als naive T-Zellen reagieren®.

Die Memory-T-Zellen kénnen in funktionell unterschiedliche Subsets eingeteilt
werden*® . Dazu wird die Expression von drei Oberflichenmarkern miteinander
kombiniert. CD45RA ist eine das Exon A enthaltende Splice-Isoform von CD45
und enthalt zytosolisch eine Tyrosinphosphatase, die an der Signalverstarkung bei
der Aktivierung von T-Zellen beteiligt ist. Die Expression des Chemokinrezeptors
CCRY7 ist fur das Homing der T-Zellen in Lymphknoten erforderlich. Bei CD28
handelt es sich um den zentralen Rezeptor fur die Co-Stimulation von T-Zellen.
Wahrend die Definition der einzelnen Subsets inzwischen allgemein anerkannt ist,
wird deren Entwicklung weiterhin kontrovers diskutiert*" #>. Nach dem Modell der
linearen Differenzierung entstehen aus naiven CD45RA*CCR7°CD28" T-Zellen
zunachst Central Memory-T-Zellen (Tcu-Zellen, CD45RA'CCR7°CD28"). Dabei
bezieht sich Central auf die Tatsache, dass diese Zellen wie naive T-Zellen
Zugang zu lymphatischen Organen haben®> **. Im Gegensatz dazu halten sich die
aus Tcm-Zellen hervorgehenden Effector Memory-T-Zellen (Tgu-Zellen, CD45RA
CCR7°CD28"") aufgrund der fehlenden CCR7-Expression bevorzugt in peripherem
(nicht-lymphatischem) Gewebe auf. Sie besitzen vorwiegend zytotoxische Eigen-
schaften und kénnen nach Antigen-Kontakt stark expandieren®. Speziell bei den
CD8" Memory-T-Zellen wurde ein weiteres Subset beschrieben, die sog. Tewra-

Zellen. Es handelt sich dabei um Tgu-Zellen, die CD45RA wieder exprimieren
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Abb. 1.2. Modell der Memory-T-Zell-Differenzierung. Naive T-Zellen werden durch Antigen-
Kontakt entweder aktiviert oder entwickeln sich zu Pra-Memory-T-Zellen. Allerdings sind die
Mechanismen, die dieser unterschiedlichen Differenzierung zugrunde liegen, noch weitgehend
unbekannt. Die T-Zell-Aktivierung fuhrt zur Bildung zytotoxischer Effektor-T-Zellen, die nach
der Eliminierung des Antigens durch Apoptose absterben. Unabhangig davon entstehen aus
den Pra-Memory-T-Zellen durch eine gerichtete lineare Differenzierung die eigentlichen
Memory-T-Zell-Subsets (Tcy, Tem und Tegyra)- In diesem Modell verfigen Teura-Zellen Uber
das groéfte zytotoxische Potential aller Memory-T-Zellen, sind aber vergleichsweise prolifera-
tionsinkompetent. Allerdings gibt es inzwischen Hinweise, dass auch eine reversible Diffe-
renzierung maoglich ist. Demnach entstehen Tgyra-Zellen vorwiegend dadurch, dass der
entsprechende Antigen-Kontakt tUber einen langen Zeitraum hinweg fehlt. Bei erneuter Stimu-
lation kdnnen sie sich jedoch schnell wieder zu (phanotypischen) Tgy- und Tey-Zellen zurtick
entwickeln. Insofern besteht wahrscheinlich eine gewisse Dynamik zwischen den einzelnen
Memory-T-Zell-Subsets. AuRerdem wird vermutet, dass die Memory-T-Zellen auch direkt aus
Effektor-T-Zellen gebildet werden kénnen, nachdem diese das Antigen erfolgreich eliminiert

haben.

(CD45RA'CCR7°CD28"). In diesem Modell stellen Tgyra-Zellen die am weitesten
differenzierten Memory-T-Zellen dar, wofur ihre groRe Anzahl zytotoxischer Gra-
nula und ihr geringes proliferatorisches Potential sprechen wiirden*®. Allerdings
konnte letzteres auch ein Anzeichen herabgesetzter Reaktivitat sein, da Tewra-
Zellen verstarkt bei chronischen Virusinfektionen beobachtet werden®®. AuBerdem

mehren sich inzwischen Hinweise, dass Memory-T-Zellen entgegen einer strikt



Einleitung 10

linearen Entwicklung aus naiven T-Zellen auch aus bereits differenzierten Effektor-
T-Zellen entstehen kdnnen*?. Weiterhin deuten in vitro Experimente auf eine re-
versible Differenzierung hin. Danach flhrt Uber einen langeren Zeitraum fehlender
Antigen-Kontakt zur Bildung von Tgura-Zellen und zur Anhaufung zytotoxischer
Granula. Nach erneuter Antigen-Stimulation proliferieren diese Zellen jedoch, ver-
lieren CD45RA und entwickeln sich zu funktionellen Tgy- und TCM-ZeIIen44’ 45
Insofern sind die Ausléser und Zusammenhange der Differenzierung in die einzel-

nen Memory-T-Zell-Subsets noch nicht abschlieend geklart.

1.3. Charakteristika des BiTE-Antikorpers MT103

T-Zellen bilden also die zentrale Komponente des Immunsystems fir die spezi-
fische und effiziente Zerstorung erkrankter koérpereigener Zellen. Voraussetzung
dafur ist allerdings die Prasentation bakterieller oder viraler, d.h. korperfremder
Peptid-Antigene durch MHC-Molekule auf der Zelloberflache. Da es sich bei Krebs
um entartete korpereigene Zellen handelt, besteht gegentber ihren Proteinen
meist immunologische Toleranz. Selbst immunogene Mutationen l6sen oft keine
effiziente Immunantwort aus, da einerseits zu wenige naive T-Zellen mit entspre-
chender Spezifitat existieren und andererseits Tumore sog. Escape-Mechanismen
entwickeln kénnen, die das Immunsystem umgehen und/oder unterdriicken.
Daher kénnen T-Zellen alleine keinen naturlichen Schutz vor Krebserkrankungen
bieten. Wahrend Strahlen- oder Chemotherapien relativ unspezifisch wirken, sind
gerichtete, Antikorper-basierte Therapien meist nur begrenzt wirksam. Um diese
beiden Therapie-Anspriche, Spezifitat und Effizienz, miteinander zu verbinden,
wurde ein ganzlich neuartiges Konzept entwickelt. Es basiert auf der Idee, das
grolde zytotoxische Potential der T-Zellen unabhangig von ihrer durch den jeweili-
gen TCR vermittelten Spezifitat flr die Zerstérung von Krebszellen auszunutzen.
Dabei wird die fehlende Spezifitdt der T-Zellen durch sog. BiTE-Molekule aufge-

hoben, die sowohl an Krebs- als auch an T-Zellen binden kénnen.

BIiTE (Bispecific T Cell Engager)-Molekile bilden eine neuartige Wirkstoffklasse
bispezifischer single-chain (sc) Antikdrper-Konstrukte*” *®. Nachfolgend sollen ihre

grundlegenden Eigenschaften anhand des in dieser Arbeit eingesetzten Molekiils
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Abb. 1.3. Aufbau und Wirkmechanismus des BiTE-Molekiils MT103. A. MT103 ist ein
bispezifisches Antikérper-Konstrukt, das sich aus einer N-terminalen CD19-spezifischen scF,-
Domane und einer C-terminalen CD3g-spezifischen scF,-Doméane zusammensetzt, die Uber
einen kurzen, flexiblen Linker miteinander verbunden sind. Die scF,-Doméanen sind jeweils von
den variablen Regionen V, und V| eines CD19- bzw. CD3g-spezifischen murinen Antikdrpers
abgeleitet. B. Die BiTE-vermittelte Bindung von T-Zellen an mit MT103 bedeckte B-Zellen fihrt
zur Ausbildung einer immunologischen Synapse. Dabei erhalten die T-Zellen ein TCR-analoges
Signal, das eine polyklonale Aktivierung bewirkt. Durch Ausschuttung zytotoxischer Granula, die
in den gebundenen B-Zellen Apoptose induzieren, kommt es zu einer gerichteten Zelllyse der
B-Zellen. Gleichzeitig wird durch Proliferation und Expansion der aktivierten T-Zellen eine grof3e
Anzahl reaktiver T-Zellen gebildet, die anschlieBend ebenfalls fur die Eliminierung der B-Zellen

zur Verfigung stehen.

MT103 kurz dargestellt werden. MT103 ist ein ca. 55 kDa grofl3es rekombinantes
murines Protein*®. Es besteht aus einer N-terminalen CD19-spezifischen scF.-
Domane und einer C-terminalen CD3¢-spezifischen scF,-Domane, die Uber einen
kurzen, flexiblen Linker miteinander verbunden sind. Dieser ermdglicht die freie
Rotation und das Abknicken der beiden scF,-Domanen gegeneinander. Die bio-
chemische Charakterisierung der Bindungsaffinitaten lieferte fur CD19 und CD3¢
Dissoziationskonstanten von 10° M bzw. 10”7 M, d.h. MT103 bindet ca. 100 mal

starker an B- als an T-Zellen®®. Damit bilden mit MT103 bedeckte B-Zellen eine
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von der jeweiligen Spezifitat des TCR unabhangige Aktivierungsmatrix fur T-Zel-
len. Nach Bindung letzterer kommt es &hnlich wie in der naturlichen Immunantwort
zur Ausbildung einer immunologischen Synapse, die Uber einen langeren Zeit-
raum zu einem engen raumlichen Kontakt zwischen den beteiligten B- und T-Zel-
len fiihrt>'. Dabei erhalten die T-Zellen durch das Binden von MT103 an CD3¢, das
eine integrale Komponente der Signaltransduktion des TCR bildet, ein Signal, das
qualitativ der Stimulation des TCR durch Peptid-MHC-Komplexe entspricht. An-
ders als bei naiven T-Zellen ist jedoch fur die vollstandige Aktivierung der T-Zellen,
die bereits Antigen-Kontakt hatten, keine Co-Stimulation erforderlich. Aufierdem
kommt es aufgrund der TCR-Unabhangigkeit der BiTE-vermittelten Stimulation zu
einer polyklonalen Aktivierung, die sich in der Expression von Aktivierungsmar-
kern, der Ausschittung von Zytokinen, der Proliferation und Expansion sowie in
der Zytotoxizitdt gegeniiber den gebundenen B-Zellen duRert®. Dabei erfolgt die
Zerstorung letzterer durch naturliche, den T-Zellen inharente Mechanismen wie
die Ausschittung von Perforin und Granzyme B; MT103 initiiert lediglich diese
Reaktionen. Sind dagegen keine CD19" B-Zellen vorhanden, fiihrt die ausschlieR3-
liche Bindung von MT103 an T-Zellen nicht zu deren Aktivierung. Die ECsy von
MT103 betragt in vitro ca. 50 pg/ml und liegt damit ca. 100.000 mal niedriger als
die ECsg vergleichbarer Antikdrper wie z.B. Rituximab®. Diese hohe Effizienz lasst
sich u.a. dadurch erklaren, dass bereits wenige, durch MT103 gleichzeitig gebun-
dene CD3e-Molekule fur die Aktivierung einer T-Zelle ausreichen. Aullerdem ist
eine einzelne T-Zelle in der Lage, hintereinander mehrere B-Zellen zu eliminie-
ren®. Beide Beobachtungen zeigen das groRe zytotoxische Potential der BiTE-
Molekule. In einer toxikologischen Studie an Schimpansen, der einzig relevanten
Spezies, traten bei wiederholten 2-stiindigen MT103-Infusionen mit einer Dosie-
rung von 0,1 pg/kg Kérpergewicht nur geringe Nebenwirkungen auf®*. Pharmako-
dynamische Untersuchungen bestatigten die erwartete T-Zell-Aktivierung, die mit
einer transienten Depletion der B-Zellen im peripheren Blut verbunden war®*. Zu-
sammenfassend lasst sich sagen, dass MT103 ein TCR-analoges Signal vermittelt
und damit zur Aktivierung der T-Zellen fUhrt. Diese ist B-Zell-, aber nicht co-stimu-
lationsabhangig und resultiert in der Eliminierung der B-Zellen durch zytotoxische
T-Zellen. Dabei hat sich MT103 sowohl in vitro als auch in vivo als sicheres und

gleichzeitig sehr effizientes Molekul erwiesen.
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1.4. Zielsetzungen dieser Arbeit

Nach Abschluss der praklinischen Entwicklung wird zurzeit eine klinische Phase |-
Studie mit MT103 durchgeflhrt, in die austherapierte Patienten mit rezidiven indo-
lenten B-NHL eingeschlossen werden. Primares Studienziel ist die Beurteilung der
Sicherheit und Tolerierbarkeit einer kontinuierlichen intravenésen MT103-Infusion
auf steigenden Dosisstufen. Dabei kann sowohl die MTD als auch ein mdgliches
therapeutisches Dosisfenster ermittelt werden. Sekundare Studienziele sind die
Bestimmung pharmakokinetischer und -dynamischer Parameter sowie die Anti-
Tumor-Wirksamkeit der MT103-Therapie. Da es sich bei MT103 um das erste
BiTE-Molekll in der klinischen Erprobung handelt, ist es notwendig, die durch
MT103 ausgeldsten Reaktionen des adaptiven Immunsystems auf zellularer Ebe-
ne zu verstehen. Dazu wird in der vorliegenden Arbeit der zeitliche Verlauf der
involvierten Zellpopulationen sowie ihrer Aktivierung und Adhasion wahrend der
MT103-Behandlung mit Hilfe der Durchflusszytometrie untersucht. Dabei stehen

folgende Fragestellungen im Mittelpunkt:

. Welche Auswirkungen hat der fur MT103 beschriebene Wirkmechanismus
auf B-, T- und NK-Zellen? Welche Zell(sub)populationen sind an den MT103-

vermittelten Effekten beteiligt? Wie ist deren zeitlicher Verlauf?

. Wie erfolgt eine optimale MT103-Dosierung? Wie kann einerseits ein Be-
handlungsbeginn mit méglichst geringen Nebenwirkungen erreicht werden?
Wie lange soll andererseits ein Therapiezyklus dauern und wie viel Zeit zwi-

schen zwei Zyklen liegen, um eine moglichst grofde Wirksamkeit zu erzielen?

. Korrelieren Art und Starke der T-Zell-Antwort mit einem moéglichen Therapie-
erfolg? Existiert ein zellularer surrogate marker, anhand dessen Verlaufs die

klinische Wirksamkeit von MT103 abgeschatzt werden kann?

. Koénnen eventuell auftretende Nebenwirkungen mit den zeitlichen Verlaufen

einzelner Zell(sub)populationen erklart werden?
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2. Methoden

2.1. Studienprotokoll der Studie MT103-104

Die Phase |-Studie MT103-104 wurde nach einem 3+3 Dosiseskalationsschema
durchgefuhrt: Auf jeder Dosisstufe wurden zunachst 3 Patienten behandelt. Wenn
dabei keine DLT auftrat, konnte die Studie auf der nachst hoheren Dosisstufe fort-
gesetzt werden. Kam es dagegen zu einer DLT, mussten auf dieser Dosisstufe 3
weitere Patienten in die Studie eingeschlossen werden, bevor die Dosis gesteigert
werden konnte, wobei dabei keine weitere DLT auftreten durfte. Bei 2 DLT-
Ereignissen innerhalb einer Dosisstufe ware die Studie beendet gewesen, und die

nachst niedrigere Dosisstufe hatte die MTD dargestellt.

Die MT103-Applikation erfolgte in dieser Studie durch continuous infusion, d.h. die
jeweilige MT103-Menge pro m? Kérperoberflache innerhalb von 24 h wurde mit
Hilfe einer Pumpe kontinuierlich infundiert. Patienten, die die gleiche MT103-
Dosierung und Co-Medikation mit Methylprednisolon erhielten, wurden zu Kohor-

ten zusammengefasst (Tab. 2.1.):

Tab. 2.1. Zum Zeitpunkt der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Kohorten (Erlauterungen im

Text).
Kohorte MT103-Dosis Methylprednisolon-Dosis
1 0,5 pg/(m2*24 h) Tag 1 500 mg, Tag 2 250 mg, Tag 3+4 je 125 mg
2 1,5 pg/(m2*24 h) Tag 1 500 mg, Tag 2 250 mg, Tag 3+4 je 125 mg
2 min 1,5 pg/(m2*24 h) Tag 1 100 mg
3 5 pg/(m2*24 h) Tag 1 100 mg
4 step 15 pg/(m2*24 h) Tag 1+2 je 100 mg
4 ramp 15 pg/(m2*24 h) Tag 1+2 je 100 mg
4 flat 15 pg/(m2*24 h) Tag 1+2 je 100 mg

Die einzelnen Kohorten unterschieden sich hinsichtlich ihrer MT103-Dosierung
und Co-Medikation. Patienten in den Kohorten 1, 2, 2 min und 3 erhielten von Be-
handlungsbeginn an die der jeweiligen Dosisstufe entsprechende MT103-Dosis. In
der Kohorte 4 step wurde zunachst fiir 24 h die MT103-Dosis 5 pg/(m®*24 h) ver-
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abreicht, bevor diese auf 15 pg/(m?*24 h) erhéht wurde. Dieses Einstiegsschema
wurde in der Kohorte 4 ramp dahingehend verandert, dass die MT103-Dosis in-
nerhalb der ersten 24 h linear von 0 auf 15 pg/(m?*24 h) gesteigert wurde. Dage-
gen wurde in der Kohorte 4 flat die Behandlung unmittelbar mit der MT103-Dosis
15 ug/(m?*24 h) begonnen. Um eine mégliche, mit dem first dose effect verbunde-
ne hohe Zytokin-Ausschuttung zu minimieren, wurde zu Behandlungsbeginn das
synthetische Glucocorticoid Methylprednisolon eingesetzt. Dabei erhielten Patien-
ten in den Kohorten 1 und 2 zunachst 500 mg Methylprednisolon vor Behand-
lungsbeginn und jeweils weitere 250 bzw. 125 mg an den Tagen 2 bzw. 3 und 4
der Behandlung. Ab der Kohorte 2 min wurde die Methylprednisolon-Dosis auf
einmalig 100 mg vor Behandlungsbeginn (bzw. ab der Kohorte 4 step zusatzlich

auch an Tag 2 der Behandlung) reduziert.

Sofern keine gegenteilige medizinische Indikation vorlag, wurden die Patienten 4
Wochen mit MT103 behandelt. Falls sich der Krankheitsverlauf bei der anschlie-
Renden klinischen Beurteilung nicht verschlechtert hatte, konnten die Patienten
die MT103-Therapie weitere 4 Wochen erhalten. Aulderdem hatten Patienten ab
der Kohorte 4 step die Moglichkeit, nach einer jeweils mindestens 4-wdchigen

Pause an maximal 2 weiteren Behandlungszyklen mit MT103 teilzunehmen.

Die klinische Auswertung der Studie umfasste neben der Evaluation der Sicherheit
von MT103 den Lymphknoten- und Knochenmarksbefall durch (maligne) B-Zellen

und erfolgte nach standardisierten Cheson-Kriterien®.

2.2. Patientenkollektiv der Studie MT103-104

Zum Zeitpunkt der vorliegenden Arbeit waren 25 Patienten mit initial diagnostizier-
tem indolenten B-NHL in einem fortgeschrittenen Stadium in die Studie MT103-

104 eingeschlossen (Tab. 2.2.):

Tab. 2.2. Zum Zeitpunkt der vorliegenden Arbeit rekrutierte Patienten.

Kohorte |Patient” |Geschlecht |Alter? Diagnose Stadium
101-001 m 71 IC Binet C
101-002 w 67 MCL IV/A

1
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Kohorte |Patient” |Geschlecht |Alter? Diagnose Stadium
1 101-003 |m 67 CLL IV/B
101-004 |m 69 MCL IV/B
2 101-005 | m 49 MCL IV /A
103-001  |[m 71 MCL IV/B
107-001  |m 65 CLL IV/B
2 min 108-001  |m 77 MCL IV/B
105-001  |m 75 FL I1/B
102-001  |m 58 MCL /B
3 105-002 | w 68 FL IV/B
102-002 |m 65 MCL /A
102-003 |m 60 SLL IV/B
109-001 |m 73 MCL /A
105-003 | m 44 FL IV/B
4 step 109-002 m 61 FL IV/A
105-004Y | m 67 MZL IV/B
109-003 |[m 64 FL IV /A
102-004 |m 75 MCL /A
109-004 |w 65 FL /A
4 ramp 109-0054 m 60 MCL IV /A
109-006" | w 67 FL IV/B
109-061 | w 67 FL IV/B
109-007 |m 67 DLBCL /B
4 flat 105-005 | w 65 FL /A
105-006 | w 74 MW IV/B

" Die vorderen drei Ziffern geben das Studienzentrum an (101: Berlin; 102: Essen; 103: Gottin-

gen; 105: Mainz; 107: Nurnberg; 108: Ulm; 109: Wuirzburg), die hinteren drei Ziffern stellen die
individuelle Patienten-Nummer dar.

2 in Jahren zu Behandlungsbeginn

® Dieser Patient wurde aufgrund einer bereits zu Behandlungsbeginn vorliegenden, aber nicht

diagnostizierten Pneumonie von der Auswertung ausgeschlossen.
4)

Es handelte sich um die gleiche Patientin (1. und 2. Behandlungszyklus).

Alle eingeschlossenen Patienten gaben zu dem von den jeweiligen lokalen Ethik-
kommissionen gebilligten Studienprotokoll ihr schriftliches Einverstandnis, und die
Studie wurde in Ubereinstimmung mit den Prinzipien der Deklaration von Helsinki

der World Medical Association durchgefluhrt.
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2.3. FACS-Analysen

2.3.1. Abnahme, Lagerung und Versand von Blutproben

Zu bestimmten Zeitpunkten vor, wahrend sowie nach der Behandlung mit MT103
wurde den Patienten mit Hilfe von EDTA Vacutainer-Réhrchen (Becton Dickinson)
Blut abgenommen. Dafiir wurde standardmafig ein 6 ml Réhrchen verwendet, fur
die Bestimmung der T.g-Zellen ab Kohorte 4 ramp an dem jeweiligen Zeitpunkt
zusatzlich ein 3 ml Réhrchen. Als Behandlungsbeginn wurde ,, Tag 1“ festgelegt, so
dass mit dem jeweils nach 24 h stattfindenden Wechsel des Infusionsbeutels der
jeweils nachste Behandlungstag anfing. Damit ergaben sich in den Kohorten 1, 2,
2 min und 3 folgende Blutabnahme-Zeitpunkte (sofern der Zeitpunkt nicht durch
eine h-Angabe prazisiert wird, fand die Blutabnahme immer vor dem Wechsel des
Infusionsbeutels statt): Vor Behandlungsbeginn, an Tag 1 +6 h, an den Tagen 2,
3, 8, 15, 22 und vor dem Infusionsende an Tag 29. Falls Patienten weitere 4 Wo-
chen behandelt wurden, wurde zusatzlich an den Tagen 36, 43, 50 und vor dem
dann relevanten Infusionsende an Tag 57 Blut abgenommen. Aul3erdem war am 4
Wochen nach dem Infusionsende liegenden Studienende (Tag 57 oder 85) eine
weitere Blutprobe vorgesehen. Bei den Patienten in der Kohorte 4 step wurde auf-
grund der hoheren MT103-Dosis eine zusatzliche Blutprobe an Tag 2 +6 h abge-
nommen. Um die Einstiegs- sowie die Expansionsphase besser abzubilden,
wurden in den Kohorten 4 ramp und 4 flat in diesen Bereichen deutlich mehr Blut-
abnahme-Zeitpunkte eingefuhrt: Vor Behandlungsbeginn, an Tag 1 +45 min, an
Tag1+2h,anTag1+6 h,an Tag1 +12 h, an Tag 2, an Tag 2 +6 h, an den Ta-
gen 3, 8, 15, 17, 22, 24 und vor dem Infusionsende an Tag 29, bei 8-wdchiger Be-
handlung auRerdem an den Tagen 36, 43, 50 und vor dem Infusionsende an Tag
57 sowie am Studienende an Tag 57 bzw. 85. Davon abweichend wurde die Be-
stimmung der Tg-Zellen nur zu folgenden Zeitpunkten durchgefuhrt: Vor Behand-
lungsbeginn, an den Tagen 3, 8, 15, 22 und vor dem Infusionsende an Tag 29,
eventuell aulRerdem an den Tagen 36, 43, 50 und vor dem Infusionsende an Tag
57 sowie am Studienende an Tag 57 bzw. 85. Daneben konnte der behandelnde
Arzt entscheiden, ob zu bestimmten Zeitpunkten einzelne Blutproben zusatzlich

abgenommen wurden oder entfallen mussten.
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Die Lagerung der Blutproben in den Studienzentren erfolgte bis zum Versand bei
4°C. Die Proben wurden in Kuhlboxen bei 2 — 14°C verschickt und erreichten die
Micromet AG durchschnittlich 24 h, maximal jedoch 48 h nach dem Blutabnahme-
Zeitpunkt. Anschlie®end wurde unmittelbar mit der Proben-Aufarbeitung angefan-

gen.

2.3.2. Blutbild-Bestimmung

Um die Anzahl der Gesamtleukozyten sowie der Lymphozyten, Monozyten,
Neutrophilen, Eosinophilen und Basophilen im peripheren Blut zu einem bestimm-
ten Behandlungszeitpunkt zu erhalten, wurde durch ein externes Auftragslabor
von jeder Probe ein Blutbild erstellt. Dazu wurde das Blut durch mehrmaliges Um-
schwenken des EDTA Vacutainer-Rdhrchens gut gemischt. 300 pl Vollblut wurden
mit 600 ul Dulbecco’s PBS (Biochrom) verdinnt und anschlielend an das Labor

Dr. Tiller & Kollegen (Miinchen) verschickt.

2.3.3. Isolierung der PBMC aus den Blutproben

Zur Aufreinigung der PBMC aus Vollblut wurde ein modifiziertes Ficoll-Protokoll
verwendet®
(Greiner) mit 3,1 ml Biocoll (Dichte: 1,077 g/ml; Biochrom) beflllt und bei RT 30

sec bei 1050 g zentrifugiert, so dass sich das Biocoll unterhalb der pordsen Fritte

. Dazu wurde zunéachst fur jede Probe ein 10 ml Leukosep-Rdhrchen

des Leukosep-Rohrchens befand. Das auf RT erwarmte Vollblut wurde mit einer
mit FACS-Puffer (Dulbecco’s PBS, 2% [v/v] FBS; Biochrom) benetzten Pipette aus
dem EDTA Vacutainer- in das vorbereitete Leukosep-Rdhrchen uberfihrt. Das
leere EDTA Vacutainer-Réhrchen wurde mit dem zum Auffillen des Leukosep-
Roéhrchens bendtigten Volumen Dulbecco’s PBS nachgespult, und dieses eben-
falls in das Leukosep-Rdhrchen pipettiert. AnschlieRend wurde das Leukosep-
Roéhrchen in einem Ausschwingrotor (Hettich) bei 22°C 15 min bei 1050 g zentrifu-
giert, wobei die Zentrifuge danach ungebremst auslaufen gelassen wurde, um ei-

ne Durchmischung des sich gebildeten Dichtegradienten (Schichtung von oben
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nach unten: Blutplasma — PBMC — Biocoll — Erythrozyten / Granulozyten) zu ver-
meiden. Das Blutplasma wurde bis auf 1 cm oberhalb der PBMC-Schicht abge-
saugt und verworfen. Die PBMC-Schicht wurde mit einer mit FACS-Puffer
benetzten Pipette vollstdndig in ein 10 ml Spitzbodenréhrchen (Nalgene) Uber-
fuhrt, in das bereits 5 ml FACS-Puffer vorgelegt worden waren. Das Spitzboden-
rohrchen wurde mit FACS-Puffer aufgeflllt und bei 4°C 4 min bei 500 g
zentrifugiert (diese Bedingungen wurden auch bei allen nachfolgenden Zentrifuga-
tionsschritten verwendet). Der Uberstand wurde verworfen, und das Zellpellet je
nach Grofe in 2,5 — 5 ml Erythrozyten-Lysepuffer (150 mM NH4CI, 10 mM KHCOg3,
0,1 mM EDTA; pH 7,5) resuspendiert. Nach 5 min Inkubation der Zellsuspension
bei RT wurde das Spitzbodenréhrchen mit FACS-Puffer aufgeflllt und zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde wiederum verworfen, und das Zellpellet je nach GréRe
in 1 — 3 ml FACS-Puffer aufgenommen. Die Gesamtzellzahl wurde mit Hilfe einer
Neubauer improved-Zahlkammer und Anfarben mit Eosin-Rot (0,5% [w/v] Eosin G;
Roth; 0,9% [w/v] NaCl in H,0) bestimmt.

2.3.4. Farbung der PBMC mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern

fur die durchflusszytometrische Analyse

Bei den von jeder Probe durchgeflhrten Farbungen der PBMC zur Charakterisie-
rung der Lymphozyten-Subpopulationen handelte es sich ausschlielich um extra-
zellulare 4-Farben-Farbungen von Zelloberflachenantigenen. Dagegen war zur
eindeutigen Bestimmung der T.g-Zellen neben einer extrazellularen 3-Farben-
Farbung auch die intrazellulare Farbung des Transkriptionsfaktors Foxp3 nach

vorangegangener Fixierung und Permeabilisierung der Zellen erforderlich.

2.3.4.1. Farbungen der Lymphozyten-Subpopulationen

Insgesamt wurden 9 Farbungen (Tab. 2.4.) durchgefiihrt, fir die zwischen 5*10°
und 1,5*10° PBMC pro Farbung eingesetzt wurden. Falls die Gesamtzellzahl nicht
fur alle Farbungen ausreichte, wurden einzelne Farbungen weggelassen (in fol-
gender Reihenfolge: Nr. 1,9, 5,4, 7, 6, 10, 2, 3).
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Um den intermediate affinity state der Bindung von LFA-1 auf T-Zellen nachzuwei-
sen, wurden die Zellen bei der Farbung Nr. 10 vor der Farbung mit den fluores-
zenzmarkierten Antikérpern mit dem rekombinanten Fusionsprotein ICAM-1/F.
(R&D Systems) inkubiert. ICAM-1/F. besteht aus der extrazellularen Doméne von
humanem ICAM-1 und dem F.-Teil eines humanen IgG1-Antikdrpers; nach der
Bindung von ICAM-1 an LFA-1 kann der F.-Teil und damit indirekt LFA-1 im inter-
mediate affinity state durch Farbung mit einem entsprechenden Antikdrper detek-
tiert werden. Dazu wurden die Zellen in die entsprechende, mit FACS-Puffer
benetzte Vertiefung einer 96 Well-Spitzboden-Multititerplatte (Hartenstein) pipet-
tiert, zentrifugiert, und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden mit 150 pl
ICAM-1-Bindungspuffer (Dulbecco’s PBS, 2% [v/v] FBS, 10 mM HEPES; Bio-
chrom; 1 mM CaCl,;, 1 mM MgCl,) gewaschen, bevor das Zellpellet in 100 pl
ICAM-1/Fc-Losung (20 pg/ml in ICAM-1-Bindungspuffer) resuspendiert wurde.
Nach 15 min Inkubation bei 4°C wurden 50 pl ICAM-1-Bindungspuffer zugegeben,
die Multititerplatte zentrifugiert, und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden
ein weiteres Mal mit 150 ul ICAM-1-Bindungspuffer gewaschen, bevor sie mit der

entsprechenden Antikdrper-Kombination gefarbt wurden (siehe Tab. 2.4.).

Bei der Farbung Nr. 9 wurde neben 3 Antikérpern auch das fluoreszenzmarkierte
Protein Annexin V eingesetzt, das mit hoher Affinitat an Phosphatidylserin, einen
frihzeitigen Zelloberflichenmarker fiir Apoptose®’, bindet. Da dieser Vorgang von
Ca?*-lonen abhangig ist, musste fiir die Farbung ein spezieller Puffer verwendet
werden. Dazu wurden die Zellen vorab in die entsprechende, mit FACS-Puffer be-
netzte Vertiefung einer 96 Well-Spitzboden-Multititerplatte pipettiert, zentrifugiert,
und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden einmal mit 150 pl Annexin V-
Bindungspuffer (10 mM HEPES/NaOH [pH 7,4], 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl,)
gewaschen, bevor sie mit der entsprechenden Antikérper-Kombination gefarbt
wurden (siehe Tab. 2.4.).

Bei den anderen 7 Farbungen wurden die Zellen in die entsprechenden, mit
FACS-Puffer benetzten Vertiefungen einer 96 Well-Spitzboden-Multititerplatte pi-
pettiert, zentrifugiert und der Uberstand verworfen, bevor sie direkt mit den ent-

sprechenden Antikorper-Kombinationen gefarbt wurden (siehe Tab. 2.4.).
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Die jeweiligen Spezifitaten, konjugierten Fluoreszenzfarbstoffe, Klone, Isotypen

und Hersteller der fur die 9 Farbungen verwendeten Antikorper sind in der Tabelle

2.3. zusammengefasst.

Tab. 2.3. Fir die Farbungen der Lymphozyten-Subpopulationen verwendete Antikérper.

Spezifitat Fluoreszenzfarbstoff | Klon Isotyp Hersteller
Annexin V PE - - Becton Dickinson
CCR7 PE 3D12 Ratte 1gG2a Becton Dickinson
CCR8 APC 191704 Ratte IgG2b R&D Systems
CD3 PerCP SK7 Maus 1gG1 Becton Dickinson
CD3 APC SK7 Maus 1gG1 Becton Dickinson
CD4 PerCP SK3 Maus 1gG1 Becton Dickinson
CD5 FITC UCHT2 Maus 1gG1 Becton Dickinson
CD8 PE SK1 Maus 1gG1 Becton Dickinson
CD8 PerCP SK1 Maus 1gG1 Becton Dickinson
CD13 FITC TUKA1 Maus IgG1 Caltag

CD14 FITC TUK4 Maus IgG2a Caltag

CD19 APC HD37 Maus IgG1 DAKO

CD20 PerCP L27 Maus 1gG1 Becton Dickinson
CD25 APC 2A3 Maus 1gG1 Becton Dickinson
CD28 APC CD28.2 Maus 1gG1 Becton Dickinson
CD45RA FITC HI100 Maus 1gG2b Becton Dickinson
CD56 PE B159 Maus 1gG1 Becton Dickinson
CD69 PE FN50 Maus 1gG1 Becton Dickinson
CD154 APC TRAP1 Maus 1gG1 Becton Dickinson
186 TCR FITC 5A6.E9 Maus I1gG1 Caltag

HLA-DR FITC G46-6 Maus IgG2a Becton Dickinson
Elc.l_r_?:irr erlgGl Iere polyklonal ii;%(ranlgﬁeF(ab’)g- Dianova

Fir die 9 Farbungen wurden diese Antikérper in folgenden Kombinationen und

Verdlinnungen bzw. Volumina eingesetzt (Tab. 2.4.):

Tab. 2.4. 4-Farben-Farbungen der Lymphozyten-Subpopulationen (alle Angaben beziehen sich

auf die Farbung der PBMC einer Probe).

FACS-
Nr. |FITC ul PE 1] PerCP ul [APC ul Puffer (ul)
1 CD5 10 |CD69 10 |CD20 10 |CD19 10 |60
2 v TCR 5 CD8 10 |CD4 10 |CD3 25 |73
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Nr. |FITC ul | PE ul | PercP ul | APC ul Eﬁgfr'(pl)
3 | CD13/CD14 |[5/5 |CD56 10 |[CD3 10 |CD19 10 |60
4 |HLADR (10 |CD69 10 |cD8 10 |CD25 2,5 |68
5 |HLA-DR |10 |CD69 10 |CD4 10 |CD25 2,5 |68
6 |CD45RA {10 |CCR7 10 |cD8 10 |CD28 10 |60
7 |CD45RA {10 |CCR7 10 |CD4 10 |CCRS 20 |50
9 |CD45RA {10 |AnnexinV {25 |CD20 10 |[CD28 10 |68"
10 :‘g“(’;alr__‘ce_;e” 3 |cDs 10 |cD4 10 |CD154 10 |67?

Y Annexin V-Bindungspuffer
2 ICAM-1-Bindungspuffer

FUr die eigentliche Farbung wurden die Zellpellets in je 100 ul der entsprechenden
Antikdrper-Kombination resuspendiert. Nach 30 min Inkubation in Dunkelheit bei
4°C wurden je 50 pl des entsprechenden Puffers zugegeben, die Multititerplatte
zentrifugiert, und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden je einmal mit 150 pl
des entsprechenden Puffers gewaschen, bevor sie je nach urspringlich eingesetz-
ter Zellzahl in je 200 — 300 pl des entsprechenden Puffers aufgenommen und in 1
ml Polypropylen-Réhrchen (Micronic) Uberfuhrt wurden. Bis zur eigentlichen Mes-

sung am FACS-Gerat wurden die Zellsuspensionen bei 4°C gelagert.

2.3.4.2. Farbung der regulatorischen T-Zellen

Zur eindeutigen Bestimmung der T.g-Zellen wurde der Human Regulatory T Cell
Staining Kit (eBioscience) in Kombination mit einem zusatzlichen anti-CD3 Anti-
korper verwendet. Die Durchfihrung erfolgte nach einem geringfligig modifizierten
Protokoll des Herstellers. Im einzelnen wurden dazu zwischen 2*10° und 3*10°
PBMC in ein 2 ml Schnappdeckel-Reaktionsgefaly (Eppendorf) pipettiert, zentrifu-
giert und der Uberstand verworfen, bevor die Zellen mit der Antikdrper-

Kombination flir die extrazellulare Farbung gefarbt wurden (siehe Tab. 2.6.).

Die Spezifitaten, konjugierten Fluoreszenzfarbstoffe, Klone, Isotypen und Herstel-
ler der fUr die Farbung der Teg-Zellen verwendeten Antikdrper sind in der Tabelle

2.5. zusammengefasst.
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Tab. 2.5. Fiir die Farbung der T,.4-Zellen verwendete Antikorper.

Spezifitait Fluoreszenzfarbstoff | Klon Isotyp Hersteller

CD3 PerCP SK7 Maus 1gG1 Becton Dickinson
CD4 FITC RPA-T4 Maus 1gG1 eBioscience
CD25 APC BC96 Maus 1gG1 eBioscience
Foxp3 PE PCH101 Ratte IgG2a eBioscience

Fir die Farbung wurden diese Antikorper in folgenden Verdinnungen bzw. Volu-

mina eingesetzt (Tab. 2.6.):

Tab. 2.6. 4-Farben-Farbung der T.4-Zellen (alle Angaben beziehen sich auf die Farbung der
PBMC einer Probe).

FACS-
Nr. |FITC pl | PE pl | PerCP pul  |APC M| puffer (ul)
13 | cD4/CD25" {20 |Foxp3? 20 |CD3 10 |cD4/cD25" |- 120%

V' Die Antikérper-Kombination CD4/CD25 war bereits als gebrauchsfertiges Gemisch im Human

Regulatory T Cell Staining Kit enthalten.

2 Der Foxp3-Antikdrper wurde nicht zu der Antikérper-Mischung fur die extrazellulare Farbung

(CD3/CD4/CD25) pipettiert, sondern erst bei der nachfolgenden intrazellularen Farbung einge-

setzt.
3)

Es wurde der im Human Regulatory T Cell Staining Kit enthaltene FACS-Puffer verwendet.

FUr die extrazellulare Farbung wurde das Zellpellet in 150 ul der entsprechenden
Antikdrper-Kombination (CD3/CD4/CD25) resuspendiert. Nach 30 min Inkubation
in Dunkelheit bei 4°C wurden 1,5 ml FACS-Puffer (eBioscience) zugegeben, das
Reaktionsgefal zentrifugiert, und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden
durch Resuspendieren in 1 ml frisch angesetztem Fixation/Permeabilization-Puffer
(eBioscience) und 30 min Inkubation in Dunkelheit bei 4°C fixiert und gleichzeitig
fur die nachfolgende intrazellulare Farbung permeabilisiert. Anschlielfend wurde
0,7 ml Permeabilization-Puffer (eBioscience) zugegeben, das Reaktionsgefaly
zentrifugiert, und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden einmal mit 1,7 ml
Permeabilization-Puffer gewaschen. Um die unspezifische Bindung des aus der
Ratte stammenden Foxp3-Antikdrpers bei der nachfolgenden intrazellularen Far-
bung zu verhindern, wurde das Zellpellet in 100 pl Permeabilization-Puffer / 2%
[v/v] Rattenserum (eBioscience) resuspendiert und 15 min in Dunkelheit bei 4°C
inkubiert. Anschlief3iend wurden direkt 20 pl Foxp3-Antikorper zugegeben, und die

Zellsuspension durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Nach weiteren 30 min In-
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kubation in Dunkelheit bei 4°C wurden 1,7 ml Permeabilization-Puffer zugegeben,
das Reaktionsgefal zentrifugiert, und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden
einmal mit 1,7 ml Permeabilization-Puffer gewaschen, bevor sie je nach urspring-
lich eingesetzter Zellzahl in 300 — 400 pl FACS-Puffer aufgenommen und in 1 ml
Polypropylen-Réhrchen Uberfuhrt wurden. Bis zur eigentlichen Messung am

FACS-Gerat wurde die Zellsuspension bei 4°C gelagert.

2.3.5. Durchflusszytometrische Aufnahme der gefarbten PBMC

FiUr die Messung der einzelnen Farbungen wurde ein FACSCalibur-Gerat (Becton
Dickinson) verwendet, das fur die Detektion von 4 Fluoreszenzfarbstoffen mit 2
Lasern (488 und 633 nm Anregungswellenlange) ausgestattet war. Durch Ver-
wendung von entsprechenden Isotyp-Kontrollantikérpern wurden vorab fir jede
Farbung optimierte Instrument Settings etabliert, bei der eigentlichen Messung
wurde jedoch aufgrund der geringen zur Verfligung stehenden PBMC-Zahl pro
Blutprobe auf den Einsatz der Isotyp-Kontrollantikorper verzichtet. Die Aufnahme
erfolgte vollautomatisch mit Hilfe einer mit dem Programm CellQuest Pro (Becton
Dickinson) erstellten speziellen Aufnahmemaske, die fur jede Farbung definierte
Aufnahme-Gates enthielt. Damit wurden bei jeder Farbung nach Méglichkeit 1*10*
— 1,5*10* Zellen einer bestimmten Lymphozyten-Subpopulation aufgenommen,

um eine aussagekraftige statistische Auswertung durchfiihren zu kénnen.

2.3.6. Analyse der FACS-Rohdaten

Die am FACSCalibur-Gerat aufgenommenen Rohdaten wurden mit dem Pro-
gramm CellQuest Pro ausgewertet. Dabei wurde fur jede Farbung eine standardi-
sierte Auswertungsvorlage verwendet, mit deren Hilfe einzelne Lymphozyten-
Subpopulationen anhand bestimmter Kombinationen von Zelloberflachenantige-

nen erfasst wurden (Tab. 2.7.):
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Tab. 2.7. Bei der Auswertung erfasste Lymphozyten-Subpopulationen und korrespondieren-

de Kombinationen von Zelloberflachenantigenen.

Nr. Lymphozyten-Subpopulation

Kombination von Zelloberflachenantigenen

] CD5 B-Zellen CD19/CD20"/CD5
CD5" B-Zellen CD19/CD20"/CD5"

CD4" T-Zellen CD3*/CD4"

2 CD8" T-Zellen CD3*/CD8"

v/5 T-Zellen CD3"/y/8 TCR*
T-Zellen CD3"/CD137/CD14

3 NKT-Zellen CD3"/CD56°/CD13/CD14
NK-Zellen CD56°/CD3/CD137/CD14°
B-Zellen CD19%/CD37/CD13/CD14"
CD69'/CD8" T-Zellen CD8"/CD69"

4 CD25%/CD8" T-Zellen CD8'/CD25"
HLA-DR'/CD8" T-Zellen CD8*/HLA-DR"
CD69'/CD4" T-Zellen CD4'/CD69"

5 CD25%/CD4" T-Zellen CD4*/CD25"
HLA-DR'/CD4" T-Zellen CD4*/HLA-DR"

CD8" naive T-Zellen CD8"/CD45RA’/CD28"
CD8" T¢y-Zellen CD8'/CD45RA/CCR7"

° CD8" Tgy-Zellen CD8"/CD45RA/CCRT
CD8" Teyra-Zellen CD8"/CD45RA’/CD28
CD4" naive T-Zellen CD4"/CD45RA’/CCR7"

. CD4" Ty-Zellen CD4"/CD45RA/CCR7"
CD4" Tgy-Zellen CD4"/CD45RA/CCRT
CD4" T2-Zellen CD4'/CCR8"

o Apoptotische naive T-Zellen CD45RA’/CD28"/Annexin V
Apoptotische B-Zellen CD20"/Annexin V
LFA-1"/CD8" T-Zellen CD8'/ LFA-1/ICAM-1"

10 CD1 54+/CD8+ T-Zellen CD8’/CD1 54*
LFA-1"/CD4" T-Zellen CD4"/ LFA-1/ICAM-1*
CD154%/CD4" T-Zellen CD4"/CD154"

13 CD4" T,g-Zellen

CD3'/CD4"/CD25"/Foxp3”

i: intermediate affinity state

Die Auswertung lieferte den prozentualen Anteil jeder Lymphozyten-Subpopulation

an allen aufgenommenen Ereignissen bzw. an der entsprechenden Ubergeordne-

ten Subpopulation. Die Apoptose der B- und naiven T-Zellen wurde mit Hilfe der

MFI der Annexin V-Farbung dieser Zellen bestimmt.
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Diese Daten sowie die Blutbilder wurden unter Berlcksichtigung der jeweiligen
Blutabnahme-Zeitpunkte durch die Firma Metronomia (Minchen) in die validierte
klinische Datenbank Clintrial 4.5 (Phase Forward) eingegeben und bildeten die

Grundlage flr die weiteren Berechnungen.

2.3.7. Berechnungen und Endauswertung

Alle Berechnungen wurden mit den Programmen Excel (Microsoft) oder SigmaPlot
(Systat) durchgefihrt. Da neben den relativen Werten die absoluten Zellzahlen
einzelner Lymphozyten-Subpopulationen eine grof3e Rolle fur die Beurteilung der
Ergebnisse spielten, wurden diese aus den in der Analyse der FACS-Rohdaten
ermittelten prozentualen Anteilen berechnet. Dazu wurde die absolute Lymphozy-
ten-Zahl N(Lymphozyten) mit der Summe der prozentualen Anteile der T-, B- und
NK-Zellen (%T-Zellen, etc.) korreliert, da sich die Lymphozyten Uberwiegend aus
diesen drei Subpopulationen zusammensetzen. Die Berechnung der absoluten T-
Zellzahl N(T-Zellen) erfolgte dann zum Beispiel nach folgender Formel:
%T-Zellen

N(T-Zellen) = “ N(Lymphozyten)
%T-Zellen + %B-Zellen + %NK-Zellen

Die absoluten Zellzahlen der anderen Lymphozyten-, der B- und T-Zell- sowie der
CD4" und CD8" T-Zell-Subpopulationen lieken sich analog berechnen. Das Ver-
haltnis der absoluten Zellzahl einer Subpopulation zur entsprechenden Uberge-
ordneten Zellpopulation (z.B. CD8" Tgu-Zellen zu CD8" T-Zellen) lieferte dann

auch die relative Zellzahl der jeweiligen Subpopulation.

In der Endauswertung wurden die Leukozyten- und Lymphozyten-, die B- und T-
Zell- sowie die CD4" und CD8" T-Zell-Subpopulationen jeweils in absoluten Zell-
zahlen angegeben, die CD4" und CD8" T-Zell-Aktivierung sowie -Adhasion dage-
gen jeweils in Prozentwerten der entsprechenden Ubergeordneten Zellpopulation.
Fur die Apoptose der B- und naiven T-Zellen wurden die MFI-Werte der Annexin
V-Farbung dieser Zellen ohne weitere Berechnungen direkt aus der Datenbank

ubernommen.
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Durch Kombination dieser Werte mit den Blutabnahme-Zeitpunkten konnte der
Verlauf jeder Leukozyten- und Lymphozyten-Subpopulation Uber den Behand-

lungszeitraum hinweg dargestellt werden.

2.4. Quantifizierung von MT103 in humanem Serum

Die MT103-Konzentration in Serumproben der Patienten wurde mit einem validier-
ten pharmakokinetischen Bioassay ermittelt. Dabei handelte es sich primar um
einen zellbasierten, MT103-vermittelten Zytotoxizitatstest, bei dem nachfolgend
die Expression des Aktivierungsmarkers CD69 auf der Oberflache der als Effek-
torzellen verwendeten T-Zellen bestimmt wurde. Da die Aktivierung der T-Zellen
und damit auch die CD69-Expression mit der in den Assay eingesetzten MT103-
Konzentration korrelierte, konnten mit Hilfe einer Standardkurve die MT103-

Konzentrationen in den Serumproben berechnet werden.

Die Serumproben wurden analog zu den Blutproben flir die FACS-Analysen abge-
nommen, in den Studienzentren bei —80°C zwischengelagert und gesammelt auf
Trockeneis verschickt. Fiir den Zytotoxizitatstest wurden 2,5*10° HPBALL T-Zellen
(DSMZ ACC-483) in einer 96 Well-Rundboden-Multititerplatte (Hartenstein) mit
2,5*10* Raji B-Zellen (ATCC CCL-86) gemischt. Zu den einzelnen Ansitzen wur-
den entweder kein MT103 (Leerwert), serielle Verdinnungen einer definierten
MT103-Ausgangskonzentration (Standardkurve) oder die in gepooltem humanem
Serum entsprechend vorverdiinnten Serumproben der Patienten zugegeben. Alle
Ansatze wurden in Triplikaten durchgefuhrt. Nach 14 — 18 h Inkubation im Brut-
schrank (37°C, 5% CO.) wurden die Zellen gewaschen und anschliel3end 30 min
in Dunkelheit bei 4°C mit einem anti-CD69 Antikdrper (Becton Dickinson) gefarbt.
Die Zellen wurden erneut gewaschen und mit einem FACSCalibur-Gerat (Becton
Dickinson) aufgenommen. Die Auswertung der FACS-Daten erfolgte durch
Bestimmen der mittleren CD69-Fluoreszenzintensitat (Mean Values) der T-Zellen.
Nach Abziehen des Leerwerts konnte fur die gemessenen Werte der Standardkur-
ve eine sigmoidale Dosis-Wirkungskurve mit nicht-linearer Regression erstellt

werden. Uber den Bereich der konstanten Steigung dieser Kurve lieRen sich die
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unbekannten MT103-Konzentrationen in den Serumproben der Patienten interpo-

lieren.

2.5. Quantifizierung von Zytokinen in humanem Serum

Die Messung der Zytokin-Konzentrationen wurde aus den fur die Bestimmung der
MT103-Konzentrationen abgenommenen Serumproben durchgeflhrt. Dabei wur-

den je nach Zytokin zwei unterschiedliche Methoden eingesetzt.

2.5.1. Zytokin-Bestimmung durch CBA

Die Serumkonzentrationen der Zytokine IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNFa und IFNy
wurden mit Hilfe des Human Ty1/Ty2 Cytokine CBA-II Kits (Becton Dickinson) er-
mittelt. Dieser enthielt sechs Bead-Populationen, die durch ihre unterschiedlichen
Fluoreszenzintensitaten getrennt voneinander ausgewertet werden konnten und
durch spezifische Antikdrper auf ihren Oberflachen jeweils ein bestimmtes Zytokin
erkannten. Die Quantifizierung der an die Beads gebundenen Zytokine erfolgte
durch sechs weitere fluoreszenzmarkierte Antikérper, deren Signalstarke mit der

Serumkonzentration des jeweiligen Zytokins korrelierte.

Die Durchfliihrung des Assays richtete sich nach dem Handbuch des Kits, wobei
serumbedingt die Zytokin-Standardkurven und die Serumproben der Patienten in
gepooltem humanem Serum verdunnt wurden. Dementsprechend wurde auch der
im Kit enthaltene Serum Enhancement Buffer verwendet, um unspezifische Bin-
dungsstellen fir Serumproteine auf den Beads zu blockieren. Die vorbehandelten
Beads wurden entweder mit gepooltem humanem Serum (Leerwert), seriellen
Verdlinnungen definierter Zytokin-Ausgangskonzentrationen (Standardkurven)
oder den entsprechend vorverdinnten Serumproben gemischt. Nach Zugabe des
Detektionsreagenz wurden die in Triplikaten durchgeflhrten Ansatze 3 h bei RT in
Dunkelheit inkubiert, bevor die Beads gewaschen und mit einem FACSCalibur-

Gerat (Becton Dickinson) aufgenommen wurden. Die Auswertung der FACS-
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Daten erfolgte mit Hilfe der CBA Software (Becton Dickinson). Nach Abziehen des
entsprechenden Leerwerts konnten fir die gemessenen Werte der Standardkur-
ven bei halb-logarithmischer Auftragung jeweils Dosis-Wirkungskurven mit linearer
Regression erstellt werden, Uber die sich die Zytokin-Konzentrationen in den Se-

rumproben der Patienten berechnen lie3en.

2.5.2. Zytokin-Bestimmung durch ELISA

Die Serumkonzentrationen der Zytokine IL-8 und IL-12 (p70) wurden mit Hilfe des
Human IL-8 bzw. IL-12 ELISA Kits (Diaclone) ermittelt. Dabei handelte es sich um
Sandwich-ELISA, bei denen das jeweilige, durch einen spezifischen Antikorper
immobilisierte Zytokin mit einem zweiten, biotinylierten Antikérper nachgewiesen
wurde. Nach Bindung des Streptavidin-gekoppelten Enzyms HRP setzte dieses
das farblose Substrat TMB zu einem Farbstoff um, der quantifiziert werden konnte

und mit der Serumkonzentration des jeweiligen Zytokins korrelierte.

Die Durchfihrung der ELISA erfolgte nach Angaben des Herstellers, wobei se-
rumbedingt die Zytokin-Standardkurven und die Serumproben der Patienten in
gepooltem humanem Serum verdinnt wurden. In mit den entsprechenden Anti-
korpern beschichtete Flachboden-Multititerplatten wurden entweder gepooltes
humanes Serum (Leerwert), serielle Verdinnungen definierter Zytokin-Ausgangs-
konzentrationen (Standardkurven) oder die entsprechend vorverdiinnten Serum-
proben der Patienten pipettiert. Nach Zugabe des jeweiligen Detektionsantikorpers
wurden die in Triplikaten durchgefiihrten Ansatze 1 h (IL-8) bzw. 3 h (IL-12) bei RT
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden die Ansatze 30 min bei RT mit
Streptavidin-gekoppelter HRP inkubiert, bevor die Multititerplatten erneut dreimal
gewaschen wurden. AbschlieRend wurde das Substrat TMB zugegeben, die Farb-
reaktion nach 12 — 15 min Inkubation bei RT abgestoppt und mit einem ELISA-
Reader (BIO-TEK Instruments) gemessen. Nach Abziehen des entsprechenden
Leerwerts konnten fur die gemessenen Werte der Standardkurven jeweils Dosis-
Wirkungsbeziehungen mit linearer Regression erstellt werden, Uber die sich die

Zytokin-Konzentrationen in den Serumproben der Patienten berechnen lieen.
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2.6. Bestimmung des zytotoxischen Potentials der CD8"

T-Zell-Subpopulationen

2.6.1. Isolierung der CD8" T-Zell-Subpopulationen aus Vollblut

Zur Aufreinigung der PBMC aus Vollblut von gesunden Spendern wurde ein modi-
fiziertes Ficoll-Protokoll verwendet (siehe 2.3.3.). AnschlieBend wurden die CD8"
T-Zellen mit Hilfe des Dynal CD8 Negative Isolation Kits (Invitrogen) isoliert. Die
Durchfuhrung erfolgte nach einem geringflgig modifizierten Protokoll des Herstel-
lers. Im einzelnen wurden dazu 3*108 PBMC in 2,5 ml FACS-Puffer resuspendiert
und mit 250 ul des mitgelieferten Antikérper-Mix gemischt. Nach 20 min Inkubation
bei 4°C wurden die Zellen zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und in 25 ml
FACS-Puffer aufgenommen. AnschlieRend wurden 2,5 ml der mitgelieferten De-
pletion Dynabeads zugegeben, die zuvor zweimal mit FACS-Puffer gewaschen
worden waren. Der Ansatz wurde 15 min bei RT und 15 min auf Eis geschuttelt
und danach 5 min bei 4°C in den Dynal Magnet gestellt. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgenommen, und die darin enthaltenen Zellen zweimal mit FACS-

Puffer gewaschen. Die Reinheit der so isolierten CD8" T-Zellen betrug 91%.

Zur weiteren Aufreinigung der CD8" T-Zell-Subpopulationen wurden je 4*10” CD8*
T-Zellen in je 0,5 ml FACS-Puffer resuspendiert, mit den in der Tabelle 2.8. ange-

gebenen Antikdrpern gemischt und 30 min bei 4°C inkubiert.

Tab. 2.8. Fiir die Isolierung der CD8" T-Zell-Subpopulationen verwendete Antikorper

CD8’ T-Zell-Subpopulation | Spezifitit |Klon Isotyp Hersteller 1]}
. CD45R0O UCHL1 |MausIgG2a |Becton Dickinson |10
Naive CD8" T-Zellen
CD11b ICRF44 | Maus IgG1 Becton Dickinson |10
. CD45RA HI1100 Maus IgG2b | Becton Dickinson |10
CD8" Tgy-Zellen
CCR7 3D12 Ratte lgG2a | Becton Dickinson |5
. CD45R0O UCHL1 |MausIgG2a |Becton Dickinson |5
CD8 Temra-Zellen
CD28 CD28.2 |Maus IgG1 Becton Dickinson |10

Die Zellen wurden zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und in 3 ml FACS-Puffer

aufgenommen. Je nach Isotyp der fur die Depletion eingesetzten Antikdrper wur-
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den 300 ul Sheep anti-Mouse IgG Dynabeads und/oder 300 pl Sheep anti-Rat IgG
Dynabeads zugegeben, die zuvor zweimal mit FACS-Puffer gewaschen worden
waren. Die Ansatze wurden 30 min auf Eis geschuttelt und danach 5 min bei 4°C
in den Dynal Magnet gestellt. Der Uberstand wurde jeweils vorsichtig abgenom-
men, und die darin enthaltenen Zellen zweimal mit FACS-Puffer gewaschen. Die
Reinheit der so isolierten naiven CD8" T-Zellen, der CD8" Tgy-Zellen und der
CD8" Temra-Zellen betrug 98%, 95% bzw. 93%.

2.6.2. Radioaktive Markierung der Targetzellen

1*10° Kato Ill-Zellen (ATCC HTB-103) wurden in 100 pl Medium (RPMI 1640, 10%
[v/v] FBS; Biochrom) resuspendiert und mit 50 pl >'Cr (1 mCi/ml; GE Healthcare)
gemischt. Nach 1 h Inkubation im Brutschrank (37°C, 5% CO,) wurden die Zellen

zweimal mit je 10 ml Medium gewaschen und in 1 ml Medium aufgenommen.

2.6.3. Zytotoxizitatstest

In einer 96 Well-Spitzboden-Multititerplatte (Hartenstein) wurden in 100 yl Medium
jeweils 1*10* aufgereinigte Effektorzellen mit 1*10° radioaktiv-markierten Target-
zellen gemischt. Zu den einzelnen Ansatzen wurden entweder 100 pl Medium (un-
spezifische Lyse), 100 ul einer seriellen Verdunnung des EpCAM-spezifischen
BiTE-Moleklls MT110 oder 100 pl Saponin-Lésung (2% [v/v] Saponin in Medium;
Becton Dickinson; [maximale Lyse]) zugegeben. Alle Ansatze wurden in Triplika-
ten durchgefuhrt. Nach 16 h Inkubation im Brutschrank (37°C, 5% CO;) wurden
die Zellen abzentrifugiert, und die Menge des freigesetzten *'Cr in 100 pl Uber-
stand mit einem Wizard B’ 1480 Automatic Gamma Counter (Wallac) bestimmt.
Zur Berechnung der spezifischen Lyse wurden die um die unspezifische Lyse re-
duzierten Werte der BiTE-vermittelten Lyse ins Verhaltnis zur maximalen Lyse
gesetzt. Daraus konnten bei halb-logarithmischer Auftragung sigmoidale Dosis-

Wirkungskurven erstellt werden.
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3. Ergebnisse

3.1. Klinische Ergebnisse der Studie MT103-104

Primares Studienziel war die Beurteilung der Sicherheit und Tolerierbarkeit von
MT103 bei steigender Dosierung sowie die Identifizierung der MTD. Generell war
MT103 gut vertraglich. Die beobachteten Nebenwirkungen umfassten u.a. Leuko-
penie (65%), Lymphopenie (65%), Fieber (61%), Koagulationsstérungen (48%),
Anamie (39%), Neutropenie (36%), Thrombopenie (36%), Kopfschmerzen (32%)
und periphere Odeme (32%). Diese Symptome waren leicht bis mittel schwer aus-
gepragt, traten in den meisten Fallen zu Behandlungsbeginn auf und normalisier-
ten sich wahrend oder nach der MT103-Therapie. Sie konnten teilweise durch den
Einsatz des Glucocorticoids Methylprednisolon reduziert werden. Lediglich bei 2
von 25 im Rahmen dieser Arbeit behandelten Patienten kam es zu schwereren
Nebenwirkungen bzw. zu einer DLT. Bei Patient 102-003 flihrte der transiente,
starke Anstieg der Leberenzyme (Grad 3) zu einer Therapieunterbrechung nach
14-tagiger MT103-Infusion. Nach einer 2-wochigen Pause wurde der Patient er-
neut behandelt, allerdings nur weitere 3 Tage, da die Nebenwirkungen wieder auf-
traten. Eine durchgefiihrte Biopsie deutete darauf hin, dass sie auf die starke
Leberinfiltration mit Lymphomzellen zurickzufihren waren, deren therapiebeding-
te Zerstorung indirekt zum starken Anstieg der Leberenzyme flhrte. Insofern wa-
ren diese Symptome mit klinischer Wirksamkeit verbunden und wurden daher
nicht als DLT eingestuft. Bei Patient 102-004 zeigten sich zu Behandlungsbeginn
schwerere Nebenwirkungen in Form transienter und voll reversibler Schwindel-
und Verwirrungszustande (Grad 4), die letztlich zum Abbruch der MT103-Therapie
fuhrten. Die Ursache flir diese Symptome lag wahrscheinlich in dem spezifischen
Dosierungsschema ,step” dieser Kohorte fur den Einstieg in die Behandlung und
wird in Kapitel 3.5.1. ausfuhrlich dargestellt. Aufgrund dieser DLT musste die Ko-
horte 4 step gemall dem Studienprotokoll auf 6 auswertbare Patienten ausgewei-
tet werden. Trotz der aufgetretenen Nebenwirkungen stellte die Dosis 15 ug/

(m?*24 h) keine MTD dar, so dass die Dosiseskalation fortgefiihrt werden konnte.
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Sekundares Studienziel war die Beurteilung der klinischen Wirksamkeit von
MT103. Dazu wurde die durch die Behandlung erzielte Reduzierung des Volu-
mens der befallenen Lymphknoten herangezogen. Dabei stellte eine Abnahme
zwischen —25% und -50% eine Minor Response (MR) dar, zwischen —50% und
—80% eine Partial Response (PR) und > —80% eine Complete Response (CR).
Grélenschwankungen im Bereich von —25% bis +50% wurden als Stable Disease
(SD) eingestuft, Volumen-Zunahmen > +50% als Progressive Disease (PD). Ne-
ben den Lymphknoten wurde auch die Beseitigung der malignen B-Zellen im Kno-
chenmark bewertet, da fur die Diagnose einer CR neben der Abnahme der zuvor
befallenen Lymphknoten auf die Grofde eines normalen Lymphknotens (d.h. min-
destens 80% Reduzierung bzw. Durchmesser < 1 cm) auch die Lymphomfreiheit
des Knochenmarks erforderlich war. Daher lieferte die Knochenmarksdiagnostik
einen weiteren wichtigen Hinweis auf die klinische Aktivitat von MT103 insbeson-
dere beim Krankheitsbild des MCL.

Die folgende Tabelle 3.1. gibt einen Uberblick Uber die Behandlungsdauer der
zum Zeitpunkt dieser Arbeit eingeschlossenen Patienten und die klinische Wirk-
samkeit der MT103-Therapie.

Tab. 3.1. Diagnose, Behandlungsdauer und klinisches Ergebnis der zum Zeitpunkt dieser

Arbeit eingeschlossenen Patienten (siehe auch Tab. 2.2.).

Kohorte |Patient |Diagnose 5::::};"““95' . Kln;lsches Ergebnlss)
ymphknoten< | Knochenmark® | Gesamt
101-001 |IC 28 -7% nein SD
1 101-002 |MCL 28 +61% n.b. PD
101-003 | CLL 56 -36% n.b. MR
101-004 | MCL 56 +37% n.i. SD
2 101-005 |MCL 28 +13% n.b. SD
103-001 | MCL 23 +96% n.i. PD
107-001 |CLL 28 +7% n.b. SD
2 min 108-001 |MCL 25 +1% n.i. SD
105-001 |FL 28 +4% n.i. SD
102-001 |MCL 30 +63% n.i. PD
3 105-002 |FL 28 +/-0% n.b. SD
102-002 |MCL 30 +8% n.i. SD
4 step 102-003 |SLL 14 +3 -57% vollstandig PR
109-001 |MCL 28 -2% n.i. SD
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Kohorte |Patient |Diagnose 5:3::};"“"95' . Kln;lsches Ergebnlss)
ymphknoten® | Knochenmark® | Gesamt

105-003 |FL 56 -78% teilweise PR
109-002 |FL 56 -81% vollstandig CR

4 step 105-004 |MZL 3 n.a. n.i. (PD)
109-003 |FL 31 +66% n.i. PD
102-004 |MCL 1,5 n.a. n.i. (SD)
109-004 |FL 51 +8% n.i. SD

4 ramp 109-005 |MCL 53 +22% nein SD
109-006 |FL 58 -28% vollstandig MR
109-061 |FL 29 -33% vollstandig (MR)
109-007 |DLBCL 4 n.a. n.i. (PD)

4 flat 105-005 |FL 39 -24% n.b. SD
105-006 | MW 56 -9% teilweise SD

1)
2)

3)

Behandlungsdauer in Tagen

Beseitigung des Knochenmarksbefalls nach der MT103-Therapie

n.a.: nicht auswertbar (da Behandlungsdauer < 7 Tage)

Veranderung der Lymphknotengrél3e gegeniiber dem Ausgangswert vor der MT103-Therapie

n.b.: nicht bestimmt (infiltriert, aber keine 2. Knochenmarksbiopsie nach der MT103-Therapie

durchgefihrt)

n.i.. nicht infiltriert (kein Knochenmarksbefall vor der MT103-Therapie)

Mehr als 80% der auswertbaren 22 Patienten erzielten eine SD oder besser, ge-

geniiber 18% mit einer PD. Entsprechend den standardisierten Cheson-Kriterien®

erreichten je 9% eine MR bzw. PR, 5% sogar eine CR. Ein erster Hinweis auf die

klinische Aktivitat von MT103 zeigte sich zwar bereits auf der ersten Dosisstufe;

konsistent zu beobachten war die klinische Wirksamkeit von MT103 aber erst ab

der vierten Dosisstufe (15 ug/(m?*24 h)). Zudem konnte bei den Patienten auf die-

ser Dosisstufe erstmals eine vollstandige Beseitigung des Knochenmarksbefalls

(soweit vorhanden) festgestellt werden.
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3.2. Pharmakokinetik

MT103 wurde als intravendse Dauerinfusion (continuous infusion) verabreicht.
Aufgrund der kurzen in vivo Halbwertszeit von MT103 (ca. 2 h) war zu erwarten,
dass sich nach einer bestimmten Zeit ein Gleichgewicht zwischen infundiertem
und Uber die Nieren ausgeschiedenem MT103 ausbilden wurde. In diesem soge-
nannten steady state sollte dann eine konstante MT103-Serumkonzentration vor-
liegen. Der Zeitpunkt tss, an dem der steady state erreicht wurde, war abhangig
vom gewahlten Dosierungsschema beim Einstieg in die MT103-Therapie. In den
Kohorten 1 bis 3 sowie 4 flat, in denen unmittelbar mit der jeweiligen Enddosis
bzw. —flussrate begonnen wurde, war tss 16 h nach Behandlungsbeginn erreicht.
Im Gegensatz dazu wurde in der Kohorte 4 step zweimal ein steady state erreicht,
namlich einmal nach 16 h fur die wahrend der ersten 24 h verabreichte niedrige
Einstiegsflussrate 5 ug/(m?24 h) und anschlieRend 40 h nach Behandlungsbeginn
fiir die eigentliche Behandlungsflussrate 15 pg/(m*24 h), d.h. 16 h nach der Do-

siserhohung. In der Kohorte 4 ramp, in der die MT103-Flussrate wahrend der ers-
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Abb. 3.1. Pharmakokinetische Profile von 3 Patienten auf der Dosisstufe 4 (15 ug/
(m2*24 h)). Gezeigt ist je ein reprasentativer Patient fir die beim Einstieg in die MT103-
Therapie verwendeten unterschiedlichen Dosierungsschemata step (Pat. 109-001), ramp
(Pat. 109-061) und flat (Pat. 105-006).
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ten 24 h linear auf die Enddosis gesteigert wurde, war tss nach 36 h erreicht. Die
jeweiligen steady state-Werte wurden durch Extrapolation der gemessenen phar-
makokinetischen Profile der Patienten ermittelt (Abb. 3.1.). Nach Erreichen des
jeweiligen steady state blieb die MT103-Serumkonzentration Uber den gesamten
weiteren Behandlungszeitraum hinweg auf einem fur die jeweilige Dosisstufe typi-
schen Niveau konstant. Eine Verdopplung der Behandlungsdosis fuhrte entspre-
chend zu einer Verdopplung der gemessenen MT103-Serumkonzentration. Die
nach Infusionsende bestimmte Abklingkinetik bestatigte die bereits im Tierversuch
ermittelte in vivo Halbwertszeit von MT103 von ca. 2 h54, so dass die Serumkon-
zentration bei allen Dosisstufen bereits nach 12 h unterhalb des Detektionslimits
lag. Bei einer 8-wochigen Behandlung ergab sich ein analoger, entsprechend ge-

streckter Zeitverlauf der Pharmakokinetik.

3.3. Verlaufe der Lymphozyten-Subpopulationen in Ab-

hangigkeit der unterschiedlichen Dosisstufen

Aufgrund des Wirkmechanismus wurde erwartet, dass die MT103-Therapie die
Zahl der im peripheren Blut zirkulierenden B- und T-Zellen beeinflussen wirde,
wohingegen andere Zellpopulationen des Immunsystems wie z.B. die NK-Zellen
nicht direkt betroffen sein sollten. Um diese spezifische Aktivitat von MT103 sowie
die Dosisabhangigkeit der zu beobachtenden Effekte beurteilen zu kénnen, wurde
der Verlauf einzelner Lymphozyten-Subpopulationen im peripheren Blut wahrend
der Behandlung gemessen. Im folgenden wird fir jede Dosisstufe exemplarisch
ein Patient dargestellt (Abb. 3.2.). Alle hier gezeigten Patienten hatten zu Behand-
lungsbeginn peripher zirkulierende B-Zellen. Patienten ohne periphere B-Zellen,
d.h. solche, deren maligne B-Zellen nicht aus den Lymphomen ausgeschwemmt
wurden und die u.a. aufgrund der multiplen Vorbehandlungen auch kaum noch
normale B-Zellen in der Zirkulation aufwiesen, verhielten sich grundsatzlich ahn-
lich wie die Patienten mit peripheren B-Zellen. Einzig zu Behandlungsbeginn er-
gaben sich groflere Unterschiede zwischen diesen beiden Patientengruppen, die

in Kapitel 3.5. ausfuhrlich dargestellt werden.
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Seite 37 und 38:

Abb. 3.2. Zeitliche Verldufe der CD4" und CD8" T-Zellen sowie der B- und NK-Zellen
wahrend der MT103-Therapie und der 4-w6chigen Nachbeobachtung. Gezeigt ist je ein
reprasentativer Patient der 4 durchgeflihrten Dosisstufen; die entsprechende MT103-Dosis

ist angegeben. Der jeweilige Behandlungszeitraum ist blau hinterlegt.
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Nach dem Infusionsbeginn kam es bei allen Patienten zu einem charakteristischen
Abfall der CD4" und der CD8" T-Zellen. Dieser Vorgang erfolgte sehr schnell, so
dass die T-Zellzahl meist nach 2 — 6 h ein Minimum erreichte, das teilweise mit
dem vollstandigen Verschwinden der T-Zellen aus der Zirkulation verbunden war.
Dieser Effekt trat dosisunabhangig bereits auf der niedrigsten Dosisstufe auf und

war auch bei steigender Dosis nicht starker ausgepragt. Das Verschwinden der T-
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Zellen war jedoch nur transient, so dass sie meist nach einer Behandlungswoche
wieder ihr ursprungliches Niveau erreicht hatten. Insbesondere der Zeitpunkt der
T-Zell-Ruckkehr in die Zirkulation erwies sich an den Zeitpunkt des endgultigen
Verschwindens zirkulierender B-Zellen gekoppelt, d.h. die T-Zell-Ruckkehr war so
lange verzogert, bis keine peripheren B-Zellen mehr vorhanden waren. Dies kann
dadurch erklart werden, dass an B-Zellen gebundenes MT103 ein Aktivierungs-
signal an T-Zellen liefert, das letztlich zu deren Auswandern aus den Blutgefalien
in das Gewebe fihrt. Nach der T-Zell-Ruckkehr ins periphere Blut konnte im weite-
ren Behandlungsverlauf meist eine Expansion der T-Zellen beobachtet werden.
Diese trat sowohl bei CD4" als auch bei CD8" T-Zellen auf, war jedoch insbeson-
dere bei Patienten, die ein klinisches Ansprechen auf die MT103-Therapie zeigten,
bei CD8" T-Zellen starker ausgepragt. AuRerdem wurde bei Patienten mit einer
8-wochigen Behandlungsdauer festgestellt, dass die Expansion vor allem in den
ersten 4 Behandlungswochen stattfand, gefolgt von einer teilweisen Kontraktion
des expandierten T-Zell-Pools und einer mdglichen zweiten, meist jedoch schwa-

cheren Expansion (siehe Kapitel 3.6.1.).

Dieser zeitliche Verlauf der T-Zellen hat zwei unterschiedliche Ursachen: Das an-
fangliche Verschwinden der T-Zellen aus der Zirkulation beruht auf einer Umver-
teilung. Dabei verlassen die T-Zellen das periphere Blut und adharieren an die
Gefallwand bzw. wandern in das Gewebe ein. Die T-Zell-Ruckkehr erfolgt in Ab-
hangigkeit von der peripher vorhandenen B-Zellzahl. Erst wenn diese stark abge-
nommen hat, kommen die T-Zellen zurlick, d.h. bei einer anfanglich gro3en B-Zell-
zahl dauert es durchschnittlich langer, bis die T-Zellen wieder im peripheren Blut
erscheinen. Im Gegensatz dazu beruht das Verschwinden der B-Zellen aus der
Zirkulation wahrscheinlich nicht auf einer vergleichbaren Umverteilung. Neben der
direkten Lyse von B-Zellen im Blut durch MT103-aktivierte T-Zellen kommt daflr
auch noch ein zweiter Mechanismus in Frage. Die in der Zirkulation befindlichen
B-Zellen stehen im Gleichgewicht mit den im Gewebe und in den Lymphknoten
vorhandenen (malignen) B-Zellen. Werden diese durch MT103-aktivierte T-Zellen
abgetotet und damit der Tumor kleiner, sinkt gleichzeitig auch die B-Zellzahl im
peripheren Blut. Die im weiteren Behandlungsverlauf auftretende Expansion der T-

Zellen beruht auf einer durch die BiTE-Stimulierung ausgeldsten Proliferation der
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T-Zellen. Diese findet vor allem in den Lymphknoten bzw. im Tumorgewebe statt,

|&sst sich aber auch im peripheren Blut beobachten.

Im Gegensatz zu diesem fur T-Zellen typischen Verlauf, der weitgehend unabhan-
gig von der MT103-Dosis ist und mehr von der anfanglichen T-Zellzahl und der
,Reaktionsbereitschaft der T-Zellen nach vorangegangenen Therapien abhangt,
war die Depletion der B-Zellen direkt proportional zur MT103-Dosis. Wahrend auf
den ersten beiden Dosisstufen trotz einer eindeutigen Abnahme der zirkulierenden
B-Zellen diese noch nicht vollstandig eliminiert wurden, waren ab der Dosisstufe 3
(5 ug/(m?*24 h)) im Verlauf der Behandlung keine peripheren B-Zellen mehr detek-
tierbar. Die Geschwindigkeit der B-Zell-Depletion nahm mit steigender MT103-
Dosis zu, wurde aber auch von der anfanglichen B-Zellzahl beeinflusst. Auf der
Dosisstufe 3 dauerte es durchschnittlich noch 14 Tage, auf der Dosisstufe 4 konn-
ten dagegen bei den meisten Patienten bereits nach 7 Tagen keine B-Zellen mehr
nachgewiesen werden. 4 Wochen nach Behandlungsende erfolgte im Rahmen der
Nachbeobachtung eine weitere Analyse der Lymphozyten-Subpopulationen. In
den meisten Fallen kehrte die T-Zellzahl auf den Ausgangswert vor der Behand-
lung zurtick, wahrend die B-Zellzahl auf niedrigem Niveau stagnierte oder wieder
leicht anstieg. Bei Patienten, deren B-Zellen nach Behandlungsende deutlich zu-
nahmen, handelte es sich ausschlieBlich um maligne, CD5" Lymphomzellen, die
nach Absetzen von MT103 und dem damit verbundenen Wegfall des Therapie-
drucks wieder aus dem Tumor ausgeschwemmt wurden (Daten nicht gezeigt).
Dieses Ergebnis wies auf eine unvollstandige Zerstérung des Tumors hin, die u.U.
durch eine unzureichende T-Zell-Infiltration des Tumorgewebes aufgrund schlech-

ter Zuganglichkeit begunstigt war.

Als weitere Lymphozyten-Subpopulation wurden auch die NK-Zellen untersucht.
Da sie nicht direkt am BiTE-vermittelten Wirkmechanismus beteiligt sind, zeigten
sie bei den meisten Patienten auch keine auffalligen Effekte, sondern schwankten
wahrend der Behandlung um ihren Ausgangswert. Dies beweist die hohe Spezifi-
tat von MT103 sowie den gerichteten Wirkmechanismus der BiTE-Molekule, der

andere Komponenten des Immunsystems relativ wenig beeinflusst.
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3.4. MT103-induzierte B-Zell-Apoptose

T-Zellen, die durch MT103 aktiviert werden, zerstéren B-Zellen durch die Aus-
schattung I6slicher Mediatoren wie Perforin und Granzyme B oder durch die
Expression von FasL®® *°. Beide Mechanismen fiihren zum apoptotischen Zelltod
der B-Zellen. Das Fruhstadium der Apoptose lasst sich durch eine Farbung mit
Annexin V nachweisen, das mit hoher Affinitat an Phosphatidylserin-Lipide bindet.
Diese befinden sich bei intakten Zellen ausschlieBlich auf der zytosolischen
Membraninnenseite, gelangen jedoch bei Verlust der Membranintegritat auch auf
die extrazellulare Aulienseite. Wahrend die Zerstérung der B-Zellen beabsichtigt
ist, stellt sich gleichzeitig die Frage, ob auch die naiven T-Zellen anerg bzw. apop-
totisch werden wuirden, da bei der BiTE-Stimulierung das fir die Aktivierung nor-
malerweise benotigte co-stimulatorische Signal durch CD28 fehlt. In den Experi-
menten zeigte sich, dass die zu Behandlungsbeginn beobachtete B-Zell-Depletion
tatsachlich mit einer Verschiebung der mittleren Annexin V-Fluoreszenzintensitat
der B-Zellen verbunden war (Abb. 3.3.). Nach einem anfanglich starken Anstieg
erreichte die MFI das bis zu 30-fache des Ausgangswerts vor Behandlungsbeginn
und blieb bis zur vollstandigen B-Zell-Depletion auf diesem hohen Niveau. Dieser
Zusammenhang wies darauf hin, dass das Verschwinden der B-Zellen aus der
Zirkulation auf eine Depletion durch Apoptose und nicht auf eine reine Umvertei-
lung zwischen mehreren Kompartimenten zurtickzufihren war. Dagegen zeigten
die naiven T-Zellen den in Kapitel 3.3. beschriebenen charakteristischen Zellver-
lauf. Zu Behandlungsbeginn verlieRen sie schnell das periphere Blut und kehrten
erst nach erfolgter B-Zell-Depletion wieder in die Zirkulation zurtick. Im Gegensatz
zu den B-Zellen handelte es sich aber hier beim Verschwinden nicht um eine De-
pletion durch Apoptose, da einerseits die naiven T-Zellen bereits nach kurzer Zeit
wieder im Blut nachgewiesen werden konnten und da andererseits die Verschie-
bung der Annexin V-MFI sehr gering ausfiel. Zusammenfassend kann festgestellt
werden, dass MT103 spezifisch zur Apoptose und damit zur Zerstérung von B-

Zellen fuhrte, wahrend die naiven T-Zellen nicht beeinflusst wurden.
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Abb. 3.3. Korrelation zwischen B-Zell-Depletion und —Apoptose. Gezeigt sind die abso-
luten Zellverldufe (oben) und die mittlere Annexin V-Fluoreszenzintensitat (unten) der nai-
ven T-Zellen und der B-Zellen bei zwei reprasentativen Patienten. Die Darstellungen enden

jeweils zum Zeitpunkt der vollstdndigen B-Zell-Depletion.
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3.5. T-Zell-Effekte wahrend der Einstiegsphase

3.5.1. T-Zell-Verlaufe in Abhangigkeit der B-Zellzahl bei unter-

schiedlichen Einstiegsvarianten

Die Einstiegsphase erstreckte sich bis zum Erreichen des jeweiligen steady state
der MT103-Serumkonzentration. Je nach der gewahlten Einstiegsvariante step,
ramp oder flat wurde dieser zu unterschiedlichen Zeitpunkten tss erreicht (40 h, 36
h bzw. 16 h nach Behandlungsbeginn; siehe Kapitel 3.2.). Aufgrund der niedrigen
MT103-Dosis erhielten die Patienten auf den ersten 3 Dosisstufen bei Infusions-
beginn unmittelbar die jeweilige Enddosis (Einstiegsvariante flat). Die T-Zell-Ver-
laufe dieser Patienten zeigten wahrend der Einstiegsphase kein auffalliges Verhal-
ten. Um Nebenwirkungen beim Einstieg, insbesondere durch eine starke Zytokin-
Ausschuttung, zu minimieren, wurde ab der folgenden Dosisstufe eine Adaptation
durch stufenweise Erhéhung der MT103-Dosis durchgefuhrt (Einstiegsvariante
step). Dabei wurde zunéchst 24 h die Einstiegsdosis 5 pg/(m%*24 h) verabreicht,
bevor auf die eigentliche Behandlungsdosis 15 pg/(m*24 h) gesteigert wurde. Fiir
das Verstandnis der T-Zell-Verlaufe waren die folgenden beiden Punkte wichtig:
Einerseits musste zwischen Patienten mit und solchen ohne zirkulierende B-Zellen
zu Behandlungsbeginn unterschieden werden, da dies Einfluss auf die Ruckkehr-
kinetik der T-Zellen nach ihrem anfanglichen Verschwinden hatte. Andererseits
spielte der Zeitpunkt tss des Erreichens des jeweiligen steady state eine Rolle. Bei
Patient 102-003 wurden trotz einer deutlichen Abnahme nach Infusionsbeginn
wahrend der gesamten Einstiegsphase periphere B-Zellen detektiert (Abb. 3.4.).
Die T-Zellen zeigten den bereits beschriebenen typischen Verlauf. Sie verschwan-
den schnell aus der Zirkulation und kehrten aufgrund der vorhandenen B-Zellen
bis zum Erreichen von tss, nicht zurlick. Insofern hatte die Dosissteigerung nach
24 h keinen Einfluss auf den T-Zell-Verlauf. Im Gegensatz dazu konnten bei Pati-
ent 102-004 wahrend der gesamten Einstiegsphase keine peripheren B-Zellen
nachgewiesen werden (Abb. 3.4.). Dementsprechend unterschied sich auch die T-
Zell-Kurve deutlich von der des Patienten 102-003. Nach dem steilen Abfall der

Zellzahl zu Behandlungsbeginn kehrten die T-Zellen nach Erreichen von tss1 auf
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Abb. 3.4. Einstiegsszenarien in der Kohorte 4 step bei je einem reprasentativen Pati-
enten mit (links) und ohne (rechts) periphere B-Zellen. Dabei bezeichnet ts; den Zeit-
punkt, an dem der steady state der Einstiegsdosis 5 pg/(m2*24 h) erreicht wurde, step die
Dosissteigerung und tss; den Zeitpunkt, an dem der steady state der Behandlungsdosis 15

ug/(m2*24 h) erreicht wurde.

ihr urspriingliches Niveau im Blut zurlick. Die folgende Dosissteigerung von 5 auf
15 ug/(m?*24 h) filhrte erneut zu einem sehr schnellen Verschwinden von ca. 60%
der T-Zellen aus der Zirkulation. Aufgrund der zu diesem Zeitpunkt (nach ca. 38 h)
aufgetretenen Nebenwirkungen musste die MT103-Therapie bei Patient 102-004
abgebrochen werden. Die Nebenwirkungen standen wahrscheinlich in Zusammen-
hang mit dem zweimaligen, in kurzem zeitlichen Abstand erfolgten Verschwinden
der T-Zellen aus der Zirkulation, das jeweils mit Kontakt und dadurch mit Stress
des BlutgefaR-Endothels verbunden war (siehe Kapitel 4.1.). Jede Dosisanderung
hatte also auf die im peripheren Blut vorhandenen T-Zellen den Effekt, dass sie
aus der Zirkulation verschwanden. Der Unterschied zwischen Patient 102-003 und
Patient 102-004 bestand in der An- bzw. Abwesenheit von zirkulierenden B-Zellen,
die die Ruckkehr der T-Zellen nach deren anfanglichem Verschwinden verhinder-
ten, so dass diese zum Zeitpunkt der Dosissteigerung nach 24 h nicht im periphe-

ren Blut waren.
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Wahrend der initiale ,Dosissprung“ bei Infusionsbeginn nicht zu vermeiden war,
sollte in der folgenden Kohorte keine zusatzliche abrupte Dosissteigerung durch-
gefuhrt werden, um bei Patienten ohne zirkulierende B-Zellen kein erneutes Ver-
schwinden der T-Zellen und moglicherweise damit verbundene Nebenwirkungen
auszulésen. Deshalb wurde die Einstiegsvariante ramp eingeflihrt, bei der die
MT103-Dosis wahrend der ersten 24 h der Behandlung linear von 0 auf 15 pg/
(m?*24 h) gesteigert wurde. Bei Patient 109-005 waren wihrend der gesamten
Einstiegsphase mehr B- als T-Zellen im peripheren Blut vorhanden (Abb. 3.5.).
Dabei nahmen die B-Zellen kontinuierlich bis Tag 3 ab. Die T-Zellen verschwan-
den geringfugig schneller und erreichten bereits an Tag 1,5 ein Minimum. Sie
kehrten jedoch nicht unmittelbar in die Zirkulation zurick, sondern blieben zu-
nachst auf diesem niedrigen Niveau. Erst nach dem Erreichen von tss und der na-
hezu vollstandigen Depletion der B-Zellen im peripheren Blut konnten sie wieder in
der Zirkulation detektiert werden. Da zu diesem Zeitpunkt keine Dosiséanderung
mehr stattfand, kam es zu keinem erneuten Verschwinden der T-Zellen. Im Ge-

gensatz dazu konnten bei Patient 109-004 wieder keine peripheren B-Zellen
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Abb. 3.5. Einstiegsszenarien in der Kohorte 4 ramp bei je einem reprasentativen Pati-
enten mit (links) und ohne (rechts) periphere B-Zellen. Dabei bezeichnet ramp den Zeit-
raum der linearen Dosissteigerung von 0 auf 15 pg/(m2*24 h) und tss den Zeitpunkt, an dem

der steady state der Behandlungsdosis erreicht wurde.
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nachgewiesen werden (Abb. 3.5.). Die T-Zell-Kurve wies eine gewisse Ahnlichkeit
mit der des Patienten 102-004 auf. Nach dem anfanglich schnellen Verschwinden
der T-Zellen kehrten diese teilweise noch wahrend der linearen Dosissteigerung
bzw. vor dem Erreichen von tss in die Zirkulation zurtick. Dadurch waren sie einer
weiteren Dosisanderung ausgesetzt, die zu ihrem erneuten Verschwinden fuhrte.
Dieser Effekt trat im Vergleich zu Patient 102-004 zwar in deutlich abgeschwach-
terer Form auf, brachte aber weiterhin das Risiko moglicher Nebenwirkungen mit
sich. Deshalb war auch die Einstiegsvariante ramp flr Patienten ohne periphere

B-Zellen noch nicht optimal.

Zur weiteren Reduzierung des Risikos wurde daher trotz der relativ hohen MT103-
Dosis in der folgenden Kohorte wieder die Einstiegsvariante flat eingesetzt. Dabei
erhielten die Patienten unmittelbar die Behandlungsdosis 15 pg/(m?*24 h), wo-
durch der Zeitraum bis zum Erreichen von tss von 36 h auf 16 h gesenkt werden
konnte. Dies bedeutete insbesondere, dass T-Zellen, die 16 h nach Infusionsbe-
ginn in die Zirkulation zurtiickkehrten, keiner weiteren Dosisdnderung ausgesetzt
waren und damit nicht zum erneuten Verschwinden veranlasst wurden. Tatsach-
lich zeigten die T-Zellen bei Patient 105-005, der wieder keine peripheren B-Zellen
besald, einen entsprechenden Verlauf (Abb. 3.6.). Innerhalb der ersten 6 h der Be-
handlung verschwanden ca. 80% der T-Zellen aus der Zirkulation, um anschlie-
Rend deutlich langsamer wieder zurtickzukehren. Da bei der Einstiegsvariante flat
Anderungen der MT103-Serumkonzentration 12 h nach Infusionsbeginn nur noch
sehr gering ausfielen und tss bereits nach 16 h erreicht wurde, war kein erneutes
Auswandern der T-Zellen zu beobachten. Damit konnte bei Patienten ohne peri-
phere B-Zellen zwar nicht die schnelle Ruckkehr der T-Zellen nach dem ersten
Verschwinden verhindert werden, durch das frihzeitige Erreichen von tss wurde
jedoch ein erneutes Auswandern vermieden. Dies reduzierte die Wahrscheinlich-
keit fir das Auftreten von damit verbundenen Nebenwirkungen deutlich. Zum Ver-
gleich ist in Abbildung 3.6. auch ein Patient mit peripheren B-Zellen dargestellt.
Allerdings gehdrte dieser zu Kohorte 3, da zum Zeitpunkt der vorliegenden Arbeit
noch kein Patient mit peripheren B-Zellen auf der Dosisstufe 15 pg/(m?*24 h) mit
der Einstiegsvariante flat behandelt worden war. Daher liegen fur diesen Patienten
auch deutlich weniger Messpunkte wahrend der Einstiegsphase vor. B- und T-

Zellverlaufe entsprechen weitestgehend denen der anderen gezeigten Patienten
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Abb. 3.6. Einstiegsszenarien in den Kohorten 3 bzw. 4 flat bei je einem reprasentati-
ven Patienten mit (links) und ohne (rechts) periphere B-Zellen. Dabei bezeichnet ts; den
Zeitpunkt, an dem der steady state der jeweiligen Behandlungsdosis 5 bzw. 15 pg/(m2*24 h)

erreicht wurde.

mit peripheren B-Zellen, da sie bei dieser Patientengruppe relativ unabhangig von
der gewahlten Einstiegsvariante waren. Die B-Zellen verschwanden kontinuierlich
aus der Zirkulation, wahrend die T-Zellen direkt nach Infusionsbeginn schnell ver-
schwanden, um erst nach der Depletion der B-Zellen und dem Erreichen von tgg
zuruckzukehren. Zusammenfassend lasst sich damit feststellen, dass die T-Zell-
verlaufe sowohl von Patienten mit als auch von Patienten ohne periphere B-Zellen
bei der Einstiegsvariante flat relativ ahnlich aussahen und ein zweites Verschwin-

den der T-Zellen aus der Zirkulation verhindert werden konnte.

3.5.2. Korrelation zwischen B-Zellzahl und T-Zell-Riickkehrkinetik

Die Ergebnisse der unterschiedlichen Einstiegsvarianten deuteten darauf hin, dass
zwischen dem zu Behandlungsbeginn existenten Verhaltnis von B- zu T-Zellen
einerseits und der RUckkehrkinetik der T-Zellen nach ihrem anfanglichen Ver-

schwinden andererseits ein Zusammenhang bestand. Die Rickkehrkinetik wurde
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durch die prozentuale T-Zell-Ruckkehr an Tag 2 ausgedruckt. Dazu wurde die Dif-
ferenz zwischen dem 24 h- und dem 6 h-Wert der T-Zellen ins Verhaltnis zur Diffe-
renz zwischen den Werten vor Behandlungsbeginn und nach 6 h gesetzt. Dieser
Quotient konnte bei allen Patienten ermittelt werden und stellte ein Mal} fir die
Geschwindigkeit der T-Zell-Ruckkehr dar. Bei halblogarithmischer Auftragung er-
gab sich ein linearer Zusammenhang zwischen dem B/T-Zell-Verhaltnis und der
prozentualen T-Zell-Ruckkehr an Tag 2 (Abb. 3.7.). Patienten mit einem kleinen
B/T-Zell-Verhaltnis, d.h. solche ohne periphere B-Zellen, zeigten bereits an Tag 2
eine ausgepragte Ruckkehr der T-Zellen in die Zirkulation, teilweise sogar Uber
den Ausgangswert hinaus. Im Gegensatz dazu kehrten bei Patienten mit einem
groRen B/T-Zell-Verhaltnis, d.h. bei Patienten mit peripheren B-Zellen, vergleichs-
weise wenig T-Zellen bereits an Tag 2 zurtick. Wenn man nur die Falle betrachtet,
in denen mehr als 50% der anfangs vorhandenen T-Zellen vor Erreichen des je-
weiligen Zeitpunkts tss zurickgekehrt waren, hatten fast alle ein B/T-Zell-Verhalt-
nis, das kleiner als 0,1 war. Da diese Patienten wahrend der Einstiegsphase ein

gréfleres Risiko fir Nebenwirkungen besitzen, sollten sie mit der Einstiegsvariante
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Abb. 3.7. Lineare Korrelation zwischen dem B/T-Zell-Verhéltnis und der T-Zell-Riick-
kehrkinetik. Letztere wird durch die prozentuale T-Zell-Rickkehr an Tag 2 ausgedrickt
(Einzelheiten zur Berechnung im Text). Patienten mit einem B/T-Zell-Verhaltnis unter 0,5

besitzen wahrend der Einstiegsphase ein potentiell groReres Risiko fur Nebenwirkungen.
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flat behandelt werden. Folglich wurden im Laufe der Studie neue Patienten, deren
B/T-Zell-Verhaltnis unter 0,5 lag (d.h. solche, die mehr als doppelt so viele zirkulie-
rende T- wie B-Zellen aufwiesen), aus Sicherheitsaspekten als Patienten ohne

periphere B-Zellen eingestuft und dementsprechend der Kohorte 4 flat zugeordnet.

3.5.3. CD8" T-Zell-Aktivierung wahrend der Einstiegsphase

Die T-Zell-Aktivierung wurde getrennt nach CD4" und CD8" T-Zellen untersucht.
Im Folgenden wird exemplarisch die Aktivierung der CD8" T-Zellen dargestellt, da
bei den CD4" T-Zellen &hnliche Effekte, aber meist in abgeschwachterer Form
auftraten. In Zusammenhang mit dem Einstieg in die MT103-Therapie spielte der
Aktivierungsmarker CD69 eine wichtige Rolle, da die CD69-Expression an der
Auswanderung und der Ruckkehr der T-Zellen aus dem Lymphgewebe beteiligt
ist?®. Insbesondere scheint eine transiente Erhéhung der CD69-Expression den
Kontakt von T-Zellen mit Endothelzellen anzuzeigen; dies wurde v.a. bei Patienten
ohne zirkulierende B-Zellen deutlich. Auch die Aktivierungsmarker CD25 und HLA-
DR wurden bei einigen Patienten (mit vielen zirkulierenden B-Zellen) wahrend der
Einstiegsphase hochreguliert, als mittel- bzw. langfristige Aktivierungsmarker be-
sitzen sie jedoch eine groliere Aussagekraft fir die Effektorphase und werden da-

her in diesem Zusammenhang besprochen (siehe Kapitel 3.6.4.).

Wie schon bei den T-Zell-Profilen wirkten sich die unterschiedlichen Einstiegsvari-
anten und das Vorhandensein zirkulierender B-Zellen auch auf den CD69-Verlauf
aus (Abb. 3.8.). Grundsatzlich lasst sich feststellen, dass der Prozentsatz der
CD69'CD8" T-Zellen nach Infusionsbeginn um das 2- bis 5-fache anstieg und zwi-
schen Tag 2 und 3 sein Maximum erreichte. Anschlieend fiel er bis zum Ende der
ersten Behandlungswoche wieder auf sein urspriingliches Niveau zurlick. Im Ge-
gensatz zur Einstiegsvariante flat zeigte der CD69-Verlauf bei der Variante step
jedoch anfangs einen flacheren Anstieg und ein geringfugig verzogertes Erreichen
des Maximums. Dies ist darauf zurtickzufuhren, dass hier die maximale MT103-
Serumkonzentration stufenweise und erst 40 h nach Infusionsbeginn (tss2) erreicht
wurde. Diese Beobachtung weist darauf hin, dass das Verschwinden der T-Zellen

aus der Zirkulation bei der Einstiegsvariante step Uber einen langeren Zeitraum
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Abb. 3.8. Expression des Aktivierungsmarkers CD69 auf CD8" T-Zellen wihrend der
Einstiegsphase. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der CD69'CD8" T-Zellen (CD69-
Verlauf) von je einem Patienten mit bzw. ohne zirkulierende B-Zellen fur die Einstiegsvarian-
ten flat (links) und step (rechts). Dabei bezeichnen t, tss1 und tss, die Zeitpunkte, an denen
der steady state der jeweiligen MT103-Dosis 5 bzw. 15 pg/(m2*24 h) erreicht wurde, step

zeigt die Dosissteigerung an.

gestreckt wurde. Aulierdem wirkte sich bei dieser Einstiegsvariante erneut die
Abwesenheit zirkulierender B-Zellen auf den CD69-Verlauf aus. Wahrend die pro-
zentualen Anteile der CD69'CD8" T-Zellen bei der Variante flat mit bzw. ohne B-
Zellen weitgehend deckungsgleich verliefen, zeigten sich bei der Variante step
deutliche Unterschiede. Dabei war der CD69-Verlauf bei Patient 102-004 (ohne
zirkulierende B-Zellen) komplementar zum entsprechenden T-Zell-Verlauf (siehe
Abb. 3.4.). Zu Behandlungsbeginn stieg die CD69-Aktivierung an, um nach Errei-
chen des ersten steady state (tss1) wieder auf den Ausgangswert abzusinken.
Nach der Dosissteigerung an Tag 2 nahm der Prozentsatz der CD69°CD8" T-Zel-
len erneut stark zu und erreichte 30 h nach Infusionsbeginn sein Maximum. Der
nachfolgende Rickgang der CD69-Aktivierung ist wahrscheinlich auf den Abbruch
der MT103-Therapie nach 38 h aufgrund der oben beschriebenen Nebenwirkun-
gen zurUckzufuhren. Trotzdem zeigt der Vergleich des T-Zell- und des CD69-Ver-

laufs bei diesem Patienten eine deutliche Korrelation zwischen dem Auswandern
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der T-Zellen aus der Zirkulation und der gleichzeitig erhdhten CD69-Expression.
Insofern kann letztere als allgemeiner Indikator fur die T-Zell-Aktivierung durch
Endothelkontakt sowie flr das Auswandern der T-Zellen aus dem peripheren Blut
angesehen werden, da sich die CD69-Aktivierung zeitlich mit dem bei allen Patien-

ten beobachteten Verschwinden der T-Zellen zu Behandlungsbeginn deckte.

3.5.4. Erhohte Adhasivitiat der CD8" T-Zellen

Sowohl die T-Zell- als auch die CD69-Verlaufe zeigten, dass die T-Zellen direkt
nach Infusionsbeginn aus dem zirkulierenden Blut an das Gefal3-Endothel adha-
rierten und eventuell auch in das Gewebe Ubertraten. Es wurde daher vermutet,
dass die Adhasivitat der T-Zellen bei diesem Vorgang anstieg, damit sie in Kontakt
mit den Endothelzellen treten konnten. Eine daran beteiligte, wichtige Komponente
ist das Adhasionsmolekul LFA-1 auf der Oberflache von T-Zellen, das in mehreren
Affinitdtsstadien vorliegen kann. Nach dem Wechsel in den intermediate affinity
state bildet es eine stabile Bindung mit ICAM-1 auf der Oberflache von Endothel-
zellen aus und ermdglicht damit den T-Zellen das Auswandern aus der Zirkulation.
In den ab Kohorte 4 ramp durchgefiihrten Experimenten wurde der Ubergang von
LFA-1 in den intermediate affinity state durch Farbung mit einem rekombinanten
ICAM-1-Protein nachgewiesen. Bei der Mehrheit der Patienten stieg der Anteil der
CD8" T-Zellen, auf denen LFA-1 im intermediate affinity state vorlag, kurz nach
Infusionsbeginn um das 2- bis 7-fache an und machte durchschnittlich 20% der
gesamten CD8" T-Zellen aus (Abb. 3.9.). Im weiteren Verlauf lieBen sich drei Sze-
narien unterscheiden: Bei Patient 109-004 (Einstiegsvariante ramp, ohne zirkulie-
rende B-Zellen) schwankte der Anteil wahrend der folgenden 28 h um das erreich-
te Niveau und fiel erst an Tag 3 und damit nach Erreichen von tss wieder auf den
Ausgangswert zurlick. Dies weist darauf hin, dass die CD8" T-Zellen Uber einen
relativ langen Zeitraum hinweg das Potential besalien, an die Endothelzellen zu
binden. Auch der entsprechende T-Zell-Verlauf (siehe Abb. 3.5.) zeigte bereits,
dass die T-Zellen bis 30 h nach Infusionsbeginn vermehrt an das Gefal-Endothel
adharierten bzw. das zirkulierende Blut verliel3en. Damit decken sich die Aussa-

gen dieser beiden Verlaufe. Im Gegensatz dazu blieb der Anteil der CD8" T-Zellen
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mit hoher affinem LFA-1 bei Patient 109-006 (Einstiegsvariante ramp, mit zirkulie-
renden B-Zellen) nur 10 h auf seinem Maximum und fiel bereits an Tag 2 und da-
mit vor Erreichen von tss auf ein gegenlber dem Ausgangswert leicht erhdhtes
Niveau zuriick (Abb. 3.9.). Der Zeitraum, in dem die CD8" T-Zellen eine starkere
Adhasivitat besallen und mit den Endothelzellen in Wechselwirkung treten konn-

ten, war also im Vergleich deutlich kirzer. Dieser Effekt zeigte sich auch bei Pati-
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enten ohne zirkulierende B-Zellen, die mit der Einstiegsvariante flat behandelt
wurden. So erreichte der Anteil der CD8" T-Zellen mit héher affinem LFA-1 bei
Patient 105-005 ebenfalls 2 h nach Infusionsbeginn sein Maximum, fiel dann je-
doch unmittelbar wieder auf den Ausgangswert zurlick (Abb. 3.9.). AuRerdem
spiegelte sich der unterschiedlich lange Zeitraum erhdhter Adhasivitat auch in der
auf die maximale Amplitude normierten Flache unter dem jeweiligen LFA-1-Verlauf
zwischen Tag 1 und 3 wider. Dieser Quotient betragt bei den Patienten 109-004,
109-006 und 105-005 1,36, 1,01 bzw. 0,43. Im Vergleich zur Einstiegsvariante flat
fuhrte damit die Variante ramp, insbesondere in Abwesenheit zirkulierender B-Zel-
len, zu einem deutlich lAngeren Zeitraum, in dem die CD8" T-Zellen eine starkere
Adhasivitat aufwiesen. Die erhohte Affinitat von LFA-1 ist ein Hinweis auf die
Wechselwirkung zwischen Blutgefal3-Endothel und T-Zellen sowie auf das aktive
Verschwinden letzterer aus der Zirkulation. Aufgrund der damit mdglicherweise
verbundenen Nebenwirkungen sollte dieser Vorgang durch Verwendung der Ein-

stiegsvariante flat moglichst kurz gehalten werden.

3.6. T-Zell-Effekte wahrend der Effektorphase

3.6.1. Expansion der CD8" T-Zellen

Auf die vergleichsweise kurze Einstiegsphase folgte die Effektorphase, die sich
von Tag 8 bis zum jeweiligen Behandlungsende erstreckte. Wahrend dieses Zeit-
raums fand in den Tumorlasionen die Eliminierung der (malignen) B-Zellen durch
BiTE-aktivierte T-Zellen statt. Wie bereits in der Einleitung dargestellt, fihrte die
Aktivierung u.a. zu einer Proliferation der T-Zellen. Diese fiel je nach Patient un-
terschiedlich stark aus und trat sowohl bei den CD4" als auch den CD8" T-Zellen
auf (siehe Abb. 3.2.). In ca. 75% der Falle war jedoch die Proliferation bei den
CD8" T-Zellen ausgepragter als bei den CD4" T-Zellen; erstere leisten aufgrund
ihres hoheren zytotoxischen Potentials vermutlich auch einen gréieren Beitrag zur
BiTE-vermittelten Lyse der B-Zellen. Daher werden nachfolgend nur die CD8" T-
Zellverlaufe betrachtet. Nach dem schnellen Verschwinden unmittelbar nach Infu-

sionsbeginn kehrten die CD8" T-Zellen meist noch innerhalb der ersten Behand-
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lungswoche in die Zirkulation zurtick (Abb. 3.10.). Dabei korrelierte der Zeitpunkt
der T-Zell-Ruckkehr mit dem Verschwinden der B-Zellen aus dem peripheren Blut.
Letzteres ist wahrscheinlich nicht nur auf die direkte Lyse der im Blut befindlichen
B-Zellen zurtickzufiihren, sondern die ausgewanderten T-Zellen zerstérten die ma-
lignen B-Zellen in den Tumorlasionen, so dass diese keine weiteren B-Zellen ins
Blut ausschwemmten. Erst nach einer Reduktion der Tumormasse wuirden die T-
Zellen nicht mehr in den befallenen Lymphknoten bzw. im Knochenmark zurGck-
gehalten und wieder in der Zirkulation erscheinen. Daher handelte es sich in der
ersten und teils auch zweiten Behandlungswoche vermutlich um Umverteilungs-
effekte zwischen verschiedenen Kompartimenten, aber noch nicht um T-Zell-
Proliferation. Von einer echten Expansion ist erst dann auszugehen, wenn die
CD8" T-Zellzahl deutlich tber ihren Ausgangswert steigt. Dies war bei einigen Pa-
tienten bereits am Ende der zweiten Behandlungswoche der Fall, trat jedoch meist
erst in der dritten und vierten Woche auf (Abb. 3.10.). Dabei nahm die CD8" T-
Zellzahl durchschnittlich um den Faktor 2 bis 5 zu; in Einzelfallen (z.B. Pat. 109-
002) wurde eine bis zu 60-fache Steigerung beobachtet. Gegen Ende der vierten

Behandlungswoche erfolgte bei ca. 90% der Patienten trotz weiterhin bestehender
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Abb. 3.10. Expansion der CD8" T-Zellen in der dritten Therapiewoche. Dargestellt sind
drei reprasentative Patienten mit 4- (Pat. 101-002) bzw. 8-woéchiger Behandlungsdauer (Pat.
109-002 und 109-005).
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Anwesenheit von MT103 ein Riickgang der CD8" T-Zellzahl auf das jeweilige
Ausgangsniveau. Zwar kam es bei einigen Patienten mit 8-wochiger Behandlungs-
dauer auch in der zweiten Therapiehalfte zu einer erneuten Proliferation der CD8"
T-Zellen, aber diese Expansion fiel im Vergleich zu den Effekten in der dritten
und vierten Woche deutlich geringer aus. Zusammenfassend lasst sich festhalten,
dass die CD8" T-Zell-Expansion unabhéngig von der Behandlungsdauer vorwie-
gend in der dritten Therapiewoche stattfand und durch MT103 nicht entscheidend
verlangert werden konnte. Eine anfanglich groRe CD8" T-Zellzahl im peripheren
Blut beglnstigte wahrscheinlich die Expansion wahrend der Behandlung, war
jedoch nicht unbedingt erforderlich, da die Expansion hauptsachlich in den Tumor-
|l&sionen ablief und daher von der dort vorliegenden Zellzahl abhangig war. So
konnten z.B. bei Patient 109-002 zu Behandlungsbeginn fast keine CD8" T-Zellen
in der Zirkulation detektiert werden, aber nach der Tumorlyse in der dritten Woche
erreichten sie eine der hochsten bisher gemessenen CD8" T-Zellzahlen (iber-
haupt. Damit ist auch gezeigt, dass die im peripheren Blut beobachtbaren Effekte

nicht notwendig fur effiziente T-Zell-Reaktionen in den Tumorlasionen sind.

3.6.2. CD8" Tem-Zellen bilden das fiir die Expansion verantwort-
liche CD8" T-Zell-Subset

Die Expansion der CD8" T-Zellen in der dritten Behandlungswoche bestétigte den
Wirkmechanismus von MT103, der auf der Aktivierung und Zytotoxizitat von BiTE-
stimulierten T-Zellen beruht. Um das zytotoxische Potential genauer zuordnen zu
kénnen, wurde die Zusammensetzung der CD4" und der CD8" T-Zellen hinsicht-
lich ihrer jeweiligen T-Zell-Subsets untersucht. Nach dem Modell der linearen T-
Zell-Differenzierung sollte die Expansion vorwiegend von den proliferationskompe-
tenten Tow- und Tew-Subsets ausgehen*'. Dagegen wiirde man erwarten, dass die
Zahl der Tgura-Zellen relativ konstant bliebe, da dieses T-Zell-Subset entweder
nicht proliferiert oder dabei in Tey-Zellen tbergeht*. Allerdings sind Tewra-Zellen
aufgrund ihres groRen zytotoxischen Potentials®® in Zusammenhang mit einem
moglichen klinischen Ansprechen auf die MT103-Therapie zu beachten. In Abbil-
dung 3.11. ist die Analyse der CD8" T-Zell-Subsets der Patienten 109-002 und
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Abb. 3.11. Préaferentielle Expansion der CD8" Tgy-Zellen. Dargestellt sind jeweils die
Verlaufe der drei CD8" Memory-T-Zell-Subsets und der naiven CD8" T-Zellen von zwei
reprasentativen Patienten mit 8-wdchiger Behandlungsdauer. Der Vergleich mit Abbildung
3.10. zeigt, dass eine Korrelation zwischen dem entsprechenden Verlauf der Gesamt-CD8"
T-Zellen und dem der CD8" Tgy-Zellen besteht, d.h. Expansion bzw. Kontraktion sowie die
absoluten Zellzahlen sind nahezu identisch. Die zwei anderen CD8" Memory-T-Zell-Subsets
und die naiven CD8" T-Zellen spielen dagegen bei der CD8" T-Zell-Expansion nur eine
untergeordnete Rolle.
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109-005 dargestellt. Der direkte Vergleich mit den Verlaufen in Abbildung 3.10.
zeigte, dass die Expansion der CD8" T-Zellen nahezu ausschlieBlich auf die zeit-
gleiche Zunahme der CD8" Tegu-Zellen zurlickzufiihren war. Wahrend diese signi-
fikante Korrelation bei ca. 85% der Patienten festgestellt wurde, expandierten in
ca. 15% der Falle die CD8" Teumra-Zellen starker als das CD8" Tey-Subset (Daten
nicht gezeigt). Allerdings war dieser Effekt teilweise auch durch die schlechte ge-
genseitige Abgrenzung der beiden Subsets durch den Marker CD45RA bedingt.
Naive T-Zellen spielten bei der Expansion keine Rolle, da sie daflir neben dem
BiTE-vermittelten TCR-Signal auch noch ein co-stimulatorisches Signal brauchten.
AuRerdem konnte eine deutliche Expansion des Tcu-Subsets nur bei den CD4*
T-Zellen beobachtet werden; diese machte dort jedoch zum Teil bis zu 50% der
gesamten Zunahme aus (Daten nicht gezeigt). Moglicherweise ist damit ein Hin-
weis auf den eher regulatorischen als zytotoxischen Charakter der CD4" T-Zellen
gegeben, wenn sie nach der BiTE-vermittelten Aktivierung weniger Effektorzellen
als die CD8" T-Zellen bilden. Generell lasst sich aber sagen, dass die unter
MT103-Therapie aufgetretene T-Zell-Expansion, insbesondere der CD8" T-Zellen,

auf den Zuwachs des Teu-Subsets zurtiickzufuhren war.

3.6.3. CD8" Tem-Zellen besitzen ein groBes zytotoxisches Potential

Aufgrund der starken Expansion des CD8" Teu-Subsets stellte sich die Frage, in-
wiefern diese Zellen fur die klinische Wirksamkeit von MT103 verantwortlich wa-
ren. Um das zytotoxische Potential der einzelnen CD8" T-Zell-Subsets in vitro zu
bestimmen, wurden diese aus Vollblut von gesunden Spendern aufgereinigt und
anschlieBend in einen Zytotoxizitatsassay eingesetzt. Dabei zeigte sich, dass die
CD8" Temra-Zellen Uber das grofte zytotoxische Potential verfligten, gefolgt von
den CD8" Tgy-Zellen (Abb. 3.12.). Dies steht in Einklang mit der Beobachtung,
dass insbesondere CD8" Tewmra-Zellen bereits im nicht-aktivierten Zustand groRe
Mengen Perforin und Granzyme B gespeichert haben*®. Beide Subsets wiesen
eine deutlich hdhere Zytotoxizitat als die nicht-aufgetrennten Gesamt-CD8" T-Zel-
len auf. Dies spiegelte sich sowohl in der vergleichsweise grof3eren maximalen

spezifischen Lyse (70% bzw. 66% vs. 48%) als auch im kleineren ECsp-Wert wider
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Abb. 3.12. BiTE-vermittelte in vitro Zytotoxizitit der angegebenen CD8" T-Zell-
Subsets, der Gesamt-CD8" T-Zellen und der nicht-aufgetrennten PBMC. Ein groRes
zytotoxisches Potential ist sowohl durch eine grolle maximale spezifische Lyse als auch

durch einen kleinen ECso-Wert gekennzeichnet.

(0,7*10% pg/ml bzw. 2,3*10% pg/ml vs. 3,2*10 pg/ml). Naive CD8" T-Zellen besa-
Ren dagegen fast kein zytotoxisches Potential; d.h. je nach Grolie ihres Anteils an
den CD8" T-Zellen wiirden sie also deren Gesamt-Zytotoxizitat reduzieren. Da
jedoch bei den meisten Patienten nur wenige naive CD8" T-Zellen detektiert wur-
den, und zudem die Zahl der CD8" T-Zellen weitgehend der der CD8" Tgy-Zellen
entsprach, konnte das zytotoxische Potential der Gesamt-CD8" T-Zellen dem des
CD8" Tew-Subsets gleichgesetzt werden. Damit stellten die selektive Expansion
der CD8" Tem-Zellen sowie ihre groRe Zytotoxizitat wichtige Voraussetzungen fir
die klinische Wirksamkeit von MT103 dar.
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3.6.4. CD8" T-Zell-Aktivierung wahrend der Effektorphase

Im Gegensatz zur Einstiegsphase (siehe Kapitel 3.5.3.) spielte der Aktivierungs-
marker CD69 in der Effektorphase keine Rolle. Nach dem schnellen Anstieg der
CD69-Expression unmittelbar nach Infusionsbeginn und dem noch wahrend der
ersten Behandlungswoche folgenden Rlckgang auf das urspringliche Niveau tra-
ten unabhangig von der weiteren Therapiedauer meist keine zusatzlichen Maxima
auf. Diese kurzzeitige Erhéhung der CD69-Expression war wahrscheinlich auf die
Anderung der BiTE-vermittelten T-Zell-Stimulierung bis zum Erreichen des steady
state zurlckzufihren. Dagegen zeigte die konstante Stimulierung wahrend der
Effektorphase keine Auswirkungen auf die CD69-Expression. Erst nach einer Be-
handlungspause, in der die T-Zell-Aktivierung quasi zuruckgesetzt wurde, kam es
bei erneuter Stimulierung wieder zu einer transient erhéhten CD69-Expression

(Daten nicht gezeigt).

In der Effektorphase waren insbesondere die Aktivierungsmarker CD25 und HLA-
DR von Bedeutung (Abb. 3.13.). Gegen Ende der ersten bzw. zu Beginn der zwei-
ten Behandlungswoche exprimierten die CD8" T-Zellen verstarkt CD25. Erst diese
o-Kette bildet gemeinsam mit der konstitutiv exprimierten p- und y-Kette den funk-
tionellen IL-2-Rezeptor, der es T-Zellen ermdglicht, den autokrin sezernierten
Wachstumsfaktor IL-2 zu binden und anschlieRend zu proliferieren®®. Dies erklart
auch, warum das Maximum der CD25-Expression vor der eigentlichen CD8" T-
Zell-Expansion auftrat und die CD25-Expression zum Zeitpunkt der im peripheren
Blut detektierbaren Expansion in der dritten Behandlungswoche bereits wieder
ricklaufig war. Im Gegensatz dazu zeigte die HLA-DR-Expression auf CD8" T-
Zellen einen weitgehend kongruenten Verlauf zur CD8" T-Zell-Expansion (Abb.
3.13.). Insbesondere die Maxima dieses langfristigen Aktivierungsmarkers und der
entsprechenden Expansion fielen zusammen (vgl. Abb. 3.10.: Pat. 109-002 Tag
22 und Patient 101-002 Tag 29). Dabei deutete der zwischen 80% und 100% lie-
gende Anteil an HLA-DR'CDS8" T-Zellen auf eine effiziente und dauerhafte T-Zell-
Aktivierung durch MT103 zu diesem Zeitpunkt der Behandlung hin. Weiterhin un-
terstutzte diese Beobachtung die Aussage, dass die fur die Expansion verantwort-

lichen CD8" Tem-Zellen ein grolRes zytotoxisches Potential besitzen. Damit lieferte
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die Analyse der Aktivierungsmarker CD25 und HLA-DR in der Effektorphase auch

einen wichtigen Hinweis auf die klinische Aktivitadt von MT103.
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Abb. 3.13. Expression der Akti-
vierungsmarker CD69, CD25
und HLA-DR auf CD8" T-Zellen
wahrend der Effektorphase.
Dargestellt ist jeweils der prozen-
tuale Anteil der CD69'CD8",
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T-Zellen an den Gesamt-CD8" T-
Zellen von je einem reprasentati-
ven Patienten mit 4- (unten) bzw.
8-wochiger  Behandlungsdauer

(oben).
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3.6.5. T-Zell-assoziierte Zytokin-Sekretion

Um den Zusammenhang zwischen der MT103-induzierten Zytokin-Ausschuttung
durch aktivierte T-Zellen einerseits und den T-Zell-Reaktionen, aber auch maogli-
chen Nebenwirkungen zu Behandlungsbeginn andererseits beurteilen zu konnen,
wurden die Serumkonzentrationen der Zytokine IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12
p70, IFN-y und TNF-a zu definierten Zeitpunkten gemessen. Bei den Patienten der
Kohorten 1 bis 2 min war keine Aussage Uber den zeitlichen Verlauf der Zytokine
moglich, da die Konzentrationen ausnahmslos unterhalb der Nachweisgrenze la-
gen. Dies konnte einerseits auf die sehr niedrige MT103-Dosis dieser Kohorten
zurtckzuflhren sein, andererseits aber auch auf die anfangs eingesetzte hohe
Methylprednisolon-Dosis, die gerade zu Behandlungsbeginn die T-Zell-Aktivierung
und damit die Zytokin-Ausschittung unterdriickte. Bei den Patienten der Kohorten
3 bis 4 flat konnten die oben genannten Zytokine teilweise im Serum detektiert
werden. Allerdings lagen nur die Konzentrationen von IL-6, IL-10 und IFN-y signifi-
kant Uber der Nachweisgrenze und lieferten daher aussagekraftige Verlaufe. Wie
anhand von Patient 109-005 exemplarisch dargestellt, wurde IL-10 Uberwiegend
zu Behandlungsbeginn ausgeschuttet (Abb. 3.14.). Die innerhalb von 12 h bis 24 h
erreichte maximale Serumkonzentration lag zwischen 160 pg/ml und 1531 pg/ml
und fiel in den folgenden 48 h wieder unter die Nachweisgrenze. IL-6 zeigte einen
sehr ahnlichen Verlauf, wenn auch bei weniger Patienten und in abgeschwachter
Form mit Maximalwerten zwischen 223 pg/ml und 365 pg/ml (Abb. 3.14.). Diese
Verlaufe korrelierten in der Einstiegsphase mit denen des Aktivierungsmarkers
CD69 und des Adhasionsmolekiils LFA-1 und sind auf die simultane, starke T-
Zell-Aktivierung zu Behandlungsbeginn zuruckzufuhren. Moéglicherweise wird das
hemmende Zytokin IL-10 in einer negativen Ruckkopplungsschleife ausgeschuttet,
um ein UberschieBen der initialen T-Zell-Reaktion zu verhindern. IL-10 kénnte
aber auch durch die Glucocorticoid-Pramedikation induziert worden sein. In der
nachfolgenden Effektorphase spielte IL-10 nur eine untergeordnete Rolle, so dass
die fur die Eliminierung der B-Zellen notwendige T-Zell-Aktivitat nicht gehemmt
wurde. Vielmehr konnte in dieser Behandlungsphase bei mehreren Patienten das
pro-inflammatorische Zytokin IFN-y detektiert werden, das dabei maximale Serum-

konzentrationen zwischen 129 pg/ml und 740 pg/ml erreichte. So zeigte der IFN-y-
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Abb. 3.14. Sekretion der T-Zell-assoziierten Zytokine IL-6, IL-10 und IFN-y. Dargestellt
sind die Verlaufe der jeweiligen Serumkonzentration von zwei reprasentativen Patienten mit
8-wochiger Behandlungsdauer. Da die Zytokin-Konzentrationen in der zweiten Therapie-
halfte durchgdngig unterhalb der Nachweisgrenze lagen, sind nur die Verldufe bis ein-

schlieRlich Tag 29 gezeigt.

Verlauf bei Patient 109-002 an Tag 22 ein Maximum (Abb. 3.14.), das genau mit
der bei diesem Patienten beobachteten CD8" T-Zell-Expansion und —Aktivierung
zusammenfiel (siehe Kapitel 3.6.1. und 3.6.4.). IFN-y aktiviert u.a. Makrophagen,
Tumorzellen zu phagozytieren®', und unterstiitzt damit die BiTE-vermittelte Tumor-
lyse durch T-Zellen. Die Korrelation zwischen simultaner T-Zell-Expansion, Akti-
vierung sowie Zytokin-Sekretion einerseits und der Depletion der malignen B-
Zellen andererseits untermauerte in vivo den hocheffizienten Wirkmechanismus
des BiTE-Molekils MT103.
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3.6.6. Regulatorische CD4" T-Zellen sind an der T-Zell-Expansion
nicht beteiligt

Eine Population des adaptiven Immunsystems, die die zytotoxische Aktivitat der T-
Zellen beeinflussen kdnnte und daher bei der Aufklarung des Wirkmechanismus
von MT103 zu beriicksichtigen war, bildeten die regulatorischen CD4" T-Zellen
(CD4" Teg-Zellen). Diese Zellen, deren natiirliche Funktion in der Supprimierung
autoreaktiver T-Zellen besteht62, konnten auch die Effizienz der BiTE-vermittelten
Tumorlyse reduzieren. Neben dem inhibierenden Effekt ist bekannt, dass CD4"
Treg-Zellen in vitro ein sehr geringes Potential besitzen, zu proliferieren®®. Dies wird
teilweise durch die fiir CD4" Treg-Zellen charakteristische, konstitutiv hohe CD25-
Expression kompensiert, die eine effiziente Bindung des Wachstumsfaktors IL-2
ermdglicht. Allerdings gibt es auch Hinweise, dass CD4" T.g-Zellen in vivo durch-
aus proliferationskompetent sein kénnen®®. Da eine funktionelle Charakterisierung

der CD4" Treg-Zellen aus den Blutproben nicht moglich war, wurde ab Kohorte 4
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Abb. 3.15. Zeitlicher Verlauf der Gesamt-CD4" T-Zellen gegeniiber dem der CD4" Treg-
Subpopulation. Wahrend der 8-wdchigen Behandlung des reprasentativen Patienten 109-
006 blieben die CD4" Tg-Zellen auf ihnrem urspriinglichen, niedrigen Niveau und zeigten

insbesondere keine Expansion.
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ramp zumindest der Verlauf ihrer Zellzahl wahrend der MT103-Therapie bestimmt
und mit dem der Gesamt-CD4" T-Zellen verglichen. Dabei konnte entgegen der
bei CD4" T-Zellen evidenten Expansions- und Kontraktionseffekte bei keinem Pa-
tienten eine simultane Zunahme der CD4" T..g-Subpopulation beobachtet werden
(Abb. 3.15.). Vielmehr blieb deren Zellzahl weitgehend konstant auf dem bereits
vor Infusionsbeginn existenten, niedrigen Ausgangswert. Daher flhrte die Stimu-
lierung durch MT103 wahrscheinlich nicht zur Aktivierung und Proliferation der
potentiell supprimierenden CD4" Tg-Zellen. Allerdings kann nicht ausgeschlossen
werden, dass sich bereits in den Tumorlasionen vorhandene CD4" Tq-Zellen
negativ auf die BiTE-induzierten Effektormechanismen auswirkten. Die geringe
Anzahl der im peripheren Blut nachweisbaren CD4" T,.g-Zellen sowie die effiziente
Aktivierung und Expansion der zytotoxischen CD8" T-Zellen (siehe Kapitel 3.6.4.
und 3.6.1.) sprechen jedoch gegen einen signifikanten inhibierenden Einfluss der

CD4" Teg-Zellen auf die BiTE-vermittelte Tumorlyse.

3.7. Klinische Implikationen der CD8" T-Zell-Daten

3.7.1. Lange eines Behandlungszyklus

Neben der nebenwirkungsarmen Einstiegsvariante flat (siehe Abschnitt 3.5.) lie-
Ren sich aus den CD8" T-Zell-Verladufen weitere Erkenntnisse zum Design der
MT103-Therapie ableiten, um die klinische Applikation zu optimieren und damit
den Nutzen fir die Patienten zu maximieren. In bezug auf die Lange eines Be-
handlungszyklus wird in der Krebstherapie allgemein davon ausgegangen, dass —
abgesehen von der Entstehung von Resistenzen — die Dauer direkt mit der Effi-
zienz korreliert. Daher hatten Patienten, die nach 4-wochiger Behandlung mindes-
tens eine Stable Disease erreichten, die Option, die MT103-Therapie weitere 4
Wochen fortzusetzen. Danach musste eine mindestens 4-wdchige Pause erfolgen,
bevor mit einem zusatzlichen Behandlungszyklus begonnen werden konnte. Da
die Verlangerungsoption in vielen Fallen ausgenutzt wurde, dauerte ein Behand-
lungszyklus dann insgesamt 8 Wochen. Allerdings stellte sich die Frage, ob sich

das Konzept ,je langer, desto effizienter” ohne weiteres auf die MT103-Therapie
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Abb. 3.16. Reduzierte T-Zell-Aktivitat in der zweiten Halfte eines 8-wochigen Behand-
lungszyklus. Dargestellt ist jeweils der Verlauf der CD8" T-Zellen von drei reprasentativen
Patienten, deren MT103-Therapie um 4 Wochen verlangert wurde. CD8" T-Zell-Expansion
findet Gberwiegend zwischen Tag 8 und 22 statt, wohingegen der Zeitraum zwischen Tag

22 und 57 von Kontraktion und Homdostase der CD8" T-Zellen geprégt ist.

Ubertragen lasst, deren Wirksamkeit funktionale zytotoxische T-Zellen voraussetzt.
Dazu wurden die CD8" T-Zell-Verlaufe und die klinischen Ergebnisse von Patien-
ten mit 8-wdchiger Behandlungsdauer betrachtet (Abb. 3.16.). Wie in Kapitel 3.6.1.
ausfuhrlich dargestellt wurde, kam es vorwiegend in der dritten Therapiewoche zur
Expansion der CD8" T-Zellen, die auf die Proliferation des zytotoxischen CD8"
Tem-Subsets zurickzufiihren war (siehe Kapitel 3.6.2.). Am Ende der vierten Be-
handlungswoche fiel jedoch bei mehr als 80% der Patienten die CD8" T-Zellzahl
wieder auf den jeweiligen Ausgangswert und stagnierte wahrend der weiteren 4-
wochigen Behandlung auf diesem Niveau. Trotz der vorhandenen Stimulierung
durch MT103 fand also keine erneute T-Zell-Expansion statt. Auch die Expression
der Aktivierungsmarker CD25 und HLA-DR auf CD8" T-Zellen war in der zweiten
Behandlungshalfte rucklaufig bzw. sehr niedrig (siehe Abb. 3.13. Patient 109-002).
Damit lieferten die reprasentativen CD8" T-Zell-Daten keinen Hinweis auf eine
starke T-Zell-Aktivitat zwischen Tag 29 und 57 der 8-wochigen Behandlung. Diese
Beobachtung wurde aulerdem durch den klinischen Befund unterstutzt, dass die

TumorgroRe (bei einem Ansprechen auf die MT103-Therapie) in der zweiten Be-
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handlungshalfte nur noch geringflgig reduziert wurde (siehe Kapitel 3.7.3.). So-
wohl die immunologischen als auch die klinischen Ergebnisse zeigten keinen ein-
deutigen Nutzen eines verlangerten 8-wochigen Behandlungszyklus, so dass

aufgrund der vorliegenden Arbeit eine 4-wochige Zyklusdauer vorgeschlagen wird.

3.7.2. Lange der Pause zwischen zwei Behandlungszyklen

Neben der Zyklusdauer (siehe Kapitel 3.7.1.) stellt die Ladnge der Pause zwischen
zwei Behandlungszyklen einen weiteren wichtigen Faktor fur die optimale Gestal-
tung der MT103-Therapie dar. Ahnlich einer sekundaren Immunantwort sollte da-
bei das Ziel sein, bei einer Folgebehandlung eine schnellere und starkere T-Zell-
Reaktion als bei einer vorangegangenen (Erst-) Behandlung zu induzieren. Fir die
Beurteilung dieser Fragestellung konnten zwei Falle aus der laufenden Studie he-
rangezogen werden. Patienten, die nach einem Behandlungszyklus mindestens
eine Stable Disease erreichten, hatten die Option, nach einer mindestens 4-wdchi-
gen Pause einen weiteren Zyklus zu erhalten. Ein solches Additional Treatment
wurde bei Patient 109-006 durchgeflihrt; es bestand aus einem zusatzlichen 4-wo-
chigen Behandlungszyklus nach einer 6-wochigen Pause. Damit handelte es sich
um eine vergleichsweise lange Unterbrechung nach der 8-wdchigen Erstbehand-
lung. Der Vergleich zwischen der Erst- und der Folgebehandlung zeigte bei den
CD8" T-Zellverlaufen dieses Patienten keine signifikanten Unterschiede auf (Abb.
3.17.). In beiden Fallen kam es nach dem schnellen anfanglichen Verschwinden
der CD8" T-Zellen aus der Zirkulation zur Rickkehr und einer maRigen Expansion
in der zweiten und dritten Behandlungswoche; in der vierten Woche folgte dann
ein Ruckgang auf den jeweiligen Ausgangswert. Wahrend des ersten Behand-
lungszyklus expandierten die CD8" T-Zellen um 52% von 278 Zellen/ul (Vorwert)
auf 422 Zellen/ul (Tag 15). Beim zweiten Zyklus nahm die CD8" T-Zellzahl von
226 Zellen/ul (Vorwert) auf 310 Zellen/ul (Tag 22) zu; das entspricht einer prozen-
tualen Steigerung von 37%. Die insgesamt etwas langsamere und schwachere
Expansion beim Additional Treatment ist wahrscheinlich auf die durch die Erstbe-
handlung bereits reduzierte Tumormasse zuruckzufuhren, die damit eine kleinere

Aktivierungsmatrix bot. Prinzipiell verliefen jedoch die CD8" T-Zellzahlen bei
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Abb. 3.17. Keine verstarkte T-Zell-Antwort bei der Folgebehandlung nach einer 6-
wochigen Pause zwischen den beiden Behandlungszyklen. Dargestellt ist der Verlauf
der CD8" T-Zellen wahrend der 8-wdchigen Erst- und der 4-wéchigen Folgebehandlung von
Patient 109-006. Fur das Additional Treatment erhielt der Patient die Nummer 109-061.

beiden Behandlungszyklen auf einem absolut wie prozentual analogen Niveau;
insbesondere konnte unter diesen Voraussetzungen bei der Folgebehandlung kein
Verstarkungseffekt beobachtet werden. Es kann daher davon ausgegangen wer-
den, dass die BiTE-induzierte T-Zell-Antwort durch die relativ lange Pause wieder
vollstandig in den Grundzustand zurlickgesetzt wurde. Bei dem zweiten Behand-
lungszyklus stimmten dann sowohl der Verlauf als auch die Amplitude der CD8" T-

Zell-Reaktionen weitgehend mit denen des ersten Zyklus Uberein.

Dieser Fall zeigte, dass eine 6-wdchige Pause zu lang war, um bei einer Folgebe-
handlung eine schnellere und starkere T-Zell-Antwort zu erzielen. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde zwar kein weiteres Additional Treatment durchgefuhrt,
aber der Therapieverlauf von Patient 102-003 lieferte ebenfalls Hinweise auf die
richtige Lange der Behandlungspause. Dieser Patient wurde zunachst 2 Wochen
behandelt, bevor die MT103-Infusion aufgrund stark erhdhter Leberwerte unter-
brochen werden musste. Nach einer 2-wdchigen Pause hatten sich diese soweit
normalisiert, dass der Patient weitere 372 Tage behandelt werden konnte. Damit

lag ein vergleichsweise kurzer Zeitraum zwischen den beiden Behandlungsab-
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schnitten. Wahrend des ersten Abschnitts verschwanden die CD8" T-Zellen inner-
halb von 48 h vollstandig aus der Zirkulation und kehrten ndherungsweise erst an
Tag 19 auf ihr urspriingliches Niveau (209 Zellen/ul) zurtick (Abb. 3.18.). Diese T-
Zell-Kinetik beruhte auf der anfanglich sehr grolen B-Zellzahl im peripheren Blut,
die die friihere Riickkehr der CD8" T-Zellen in die Zirkulation wahrscheinlich ver-
hinderte (siehe Kapitel 3.5.1.). Bis zum Ende der Behandlungspause fuhrten die
Expansion und damit verbundene Umverteilungseffekte zu einer Zunahme der
CD8" T-Zellzahl im peripheren Blut auf 461 Zellen/ul. Zu diesem Zeitpunkt konnten
auch wieder B-Zellen im Blut nachgewiesen werden. Beim Restart der MT103-Be-
handlung an Tag 29 verschwanden die CD8" T-Zellen erneut sehr rasch aus der
Zirkulation und fielen dabei innerhalb von 24 h auf ein Minimum von 117 Zellen/pl.
Im Gegensatz zum ersten Behandlungsabschnitt kehrten sie jedoch viel schneller
zuruck; so erreichte die Zellzahl bereits am Ende des zweiten Abschnitts an Tag
327> wieder den entsprechenden Ausgangswert. Anschliel3end folgte bis Tag 36
eine Expansion auf ein Behandlungsmaximum von 689 Zellen/ul. Damit zeigte
sich, dass beim Restart sowohl die Kinetik des Verschwindens der CD8" T-Zellen
(24 h vs. 48 h) als auch die ihrer Ruckkehr auf das jeweilige Ursprungsniveau (2%2
Tage vs. 16 Tage) deutlich schneller ablief. Aullerdem war die Expansion, bezo-
gen auf die dafur bendtigte Zeit, nach dem zweiten Behandlungsabschnitt starker
(65 Zellen/(pI*Tag) vs. 25 Zellen/(ul*Tag)). Neben dem Zellverlauf deutete auch
die Expression der Aktivierungsmarker auf eine effektivere CD8" T-Zell-Antwort im
zweiten Behandlungsabschnitt hin (Abb. 3.18.). CD69 und HLA-DR konnten 7 Ta-
ge nach dem ersten Infusionsbeginn auf 69% bzw. 65% der CD8" T-Zellen detek-
tiert werden. In der Behandlungspause ging der Anteil an CD69*CD8" T-Zellen auf
34% zurick, wahrend der langerfristige Aktivierungsmarker HLA-DR das erreichte
Niveau hielt. Beim nachfolgenden Restart stiegen die CD69- und HLA-DR-Expres-
sion erneut an; sie kamen 1 bzw. 7 Tage nach dem zweiten Infusionsbeginn auf
Maximalwerte von 78% bzw. 85%. Damit waren mehr CD8" T-Zellen aktiviert als
zu einem vergleichbaren Zeitpunkt im ersten Behandlungsabschnitt. AuRerdem
lie® sich HLA-DR trotz beendeter MT103-Infusion Uber die gesamte Nachbeob-
achtungsphase hinweg auf durchschnittlich 77% der CD8" T-Zellen nachweisen.
Auch diese hohe und langanhaltende Expression wies auf die Steigerung der
CD8" T-Zell-Aktivierung durch eine relativ kurze Pause zwischen zwei Behand-

lungsabschnitten hin. Ein weiteres Indiz fur die verstarkte T-Zell-Reaktivitat beim
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Abb. 3.18. Verstarkte T-Zell-Antwort beim Restart der MT103-Behandlung nach einer
2-wéchigen Pause. Dargestellt sind die Verlaufe der CD8" T- und der B-Zellen (oben) so-
wie die Expression der Aktivierungsmarker CD69 und HLA-DR auf den CD8" T-Zellen (un-
ten) von Patient 102-003. Die blau hinterlegten Bereiche markieren die beiden Behand-

lungsabschnitte, die durch eine 2-wdchige Pause voneinander getrennt waren.
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Restart lieferte die sehr schnelle und Uber den eigentlichen Behandlungszeitraum
hinausgehende B-Zell-Depletion. Im Gegensatz zu einer langen (= 4-wochigen)
Pause zwischen zwei Behandlungszyklen kann also eine kurze (2-wochige) Pause
die Aktivierung und Expansion der CD8" T-Zellen verstarken und damit die Effi-
zienz der MT103-Behandlung erhéhen. Moglicherweise lasst sich dadurch auch

eine Steigerung der T-Zell-Antwort von Zyklus zu Zyklus erzielen.

3.7.3. Korrelation zwischen der Expansion der CD8" Tgy-Zellen

und der klinischen Wirksamkeit

Fir die Beurteilung der Wirksamkeit der MT103-Therapie war die mittels Compu-
tertomographie ermittelte Veranderung der Tumorgrof3e ausschlaggebend. Dazu
wurde die Zu- oder Abnahme des Volumens von 6 befallenen Referenzlymphkno-
ten nach 4 und ggf. 8 Wochen Behandlung bestimmt und in Prozent des Aus-
gangswerts vor Therapie angegeben. Kénnen Zeitraum und Starke einer eventuel-
len Reduktion des Tumorvolumens in Korrelation mit einem Parameter der FACS-
Analysen gebracht werden, um neben der klinischen Beurteilung auch einen bio-
logischen Marker fur die Effizienz der MT103-Therapie zur Verfigung zu haben?
Die Auswertung der FACS-Daten ergab, dass sich daflir insbesondere der Verlauf
der CD8" Tew-Zellen eignet (Abb. 3.19.). Die drei Patienten 109-003, 105-003 und
109-002 erreichten am jeweiligen Behandlungsende nach 4 bzw. 8 Wochen eine
Progressive Disease, Partial Response bzw. Complete Response. Entsprechend
dem progredienten Krankheitsverlauf konnte bei Patient 109-003 keine Abnahme
des Tumorvolumens festgestellt werden. Bei den anderen zwei Patienten erfolgte
die starkste Reduktion der Tumorgrofie in den ersten 4 Wochen der Behandlung:
-58% bei Patient 105-003 und -67% bei Patient 109-002. In den zweiten 4 Wochen
kam es dagegen nur noch zu einer weiteren Abnahme um -20% bzw. -14%. Damit
lag der Schwerpunkt der BiTE-vermittelten Tumorlyse innerhalb der ersten 4 Wo-
chen der MT103-Therapie. Dies spiegelte sich auch in den Verlaufen der CD8"
Tem-Zellen der Patienten 105-003 und 109-002 wider. So fand bei diesen beiden
Patienten jeweils in den ersten 4 Wochen der Behandlung eine deutliche Expansi-

on des CD8" Tey-Subsets statt, die damit zeitlich mit der ausgepragten Reduktion
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Abb. 3.19. Korrelation zwischen T-Zell-Expansion und Wirksamkeit. Dargestellt sind die
Verlaufe der CD8" Tgy-Zellen der reprasentativen Patienten 109-002, 105-003 und 109-003.

Die jeweiligen prozentualen Veranderungen des Tumorvolumens sowie das erzielte klini-

sche Gesamtergebnis sind angegeben. Die Uberlagerung verdeutlicht die unterschiedlichen

Malstébe der einzelnen Graphiken. AUCy,.9, auf den jeweiligen Ausgangswert bezogene

Flache unter der CD8" Tgy-Zell-Kurve zwischen Tag 1 und 29.
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des Tumorvolumens zusammenfiel. Dagegen schwankten die CD8" Tgy-Zellen in
den zweiten 4 Wochen um den Ausgangswert bzw. stagnierten auf einem im Ver-
gleich zur vorangegangenen Expansion deutlich niedrigeren Niveau. Insbesondere
kam es nicht zu einer erneuten Expansion, was ebenfalls mit der nur geringen zu-
satzlichen Abnahme der Tumorgrofde in diesem Zeitraum korrelierte. Bei Patient
109-003 war die Zunahme der CD8" Tgy-Zellen generell nur sehr schwach ausge-
pragt. Dies deutet darauf hin, dass die Proliferation dieses zytotoxischen T-Zell-
Subsets eine Voraussetzung fur die klinische Wirksamkeit der MT103-Therapie
bildet. Dabei hangt die Starke des Ansprechens sowohl von der absoluten CD8"
Tem-Zellzahl als auch von der prozentualen Zunahme gegenuber dem Ausgangs-
wert ab. So erreichte Patient 109-002 nicht nur die héchste CD8" Tgy-Zellzahl
wahrend der MT103-Behandlung (1810 Zellen/ul), sondern erzielte auch die grofR-
te Steigerung gegenuber dem Wert vor Behandlungsbeginn (Faktor 150). Diese
zwei Parameter gingen auch in die Berechnung der Area under the Curve (AUC)
ein, die der auf den jeweiligen Ausgangswert bezogenen Flache unter der CD8"
Tem-Zell-Kurve entspricht und ein Mal} fir die Expansionsstarke darstellt. Die
AUC, ermittelt von Tag 1 bis 29, betragt bei den Patienten 109-003, 105-003 und
109-002 0,26, 1,78 bzw. 14,53. Dieses Ergebnis korreliert sehr gut mit den ent-
sprechenden klinischen Befunden der Patienten (PD, PR bzw. CR) und unter-
streicht die groRe Bedeutung einer ausgepragten Expansion der CD8" Tgu-Zellen
fur die optimale Wirksamkeit von MT103. Insofern scheint die AUC einen biologi-
schen Marker fur die Effizienz der MT103-Therapie zu bilden. Dabei besteht eine
sehr gute Ubereinstimmung zwischen Zeitpunkt und Starke der T-Zell-Expansion
einerseits und der Reduktion der Tumorgréfe andererseits, so dass die gemesse-
nen FACS-Daten einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis des in vivo Wirkme-

chanismus von MT103 liefern.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden im Rahmen der Phase I-Studie MT103-104 die
Reaktionen des Immunsystems auf die Therapie mit dem BiTE-Molektl MT103
untersucht. Die Behandlung flhrte bei 68% der auswertbaren Patienten zu einer
Krankheitsstabilisierung (SD oder MR), in 14% der Falle sogar zu einem objekti-
ven klinischen Ansprechen mit einer ausgepragten Reduktion des Tumorvolumens
(PR oder CR). Die dabei aufgetretenen Nebenwirkungen waren leicht bis mittel-
schwer ausgepragt, gut kontrollierbar und vollstandig reversibel. Nur bei einem
Patienten musste die Behandlung aufgrund von Nebenwirkungen mit ZNS-Beteili-
gung vorzeitig beendet werden. Die MTD wurde in dieser Arbeit jedoch noch nicht

erreicht.

Die Analyse der durch MT103 induzierten in vivo Effekte erfolgte durch Bestim-
mung einzelner Lymphozyten-Subpopulationen im peripheren Blut der Patienten.
In diesem Zusammenhang ist zu beachten, dass sich die B-NHL vor allem in den
Lymphknoten und im Knochenmark manifestieren®. Dabei schwemmen einige
Subtypen massiv maligne B-Zellen ins Blut aus, wahrend bei anderen Patienten
praktisch keine zirkulierenden B-Zellen nachweisbar sind. Auch die gemessenen
Parameter der T-Zellen geben nur den Zustand der im Blut vorhandenen Zellen
wider, so dass eine lokal begrenzte Aktivierung und Expansion in einem befalle-
nen Lymphknoten unter Umstanden nicht oder erst verspatet erfasst wird. Die Va-
liditat der FACS-Analysen beruht also auf der Annahme, dass sich aufgrund der
Lymphozyten-Rezirkulation ein Gleichgewicht zwischen den Zellzahlen im Blut
und denen im lymphatischen System einstellt, so dass beide miteinander korrelie-
ren®*. Damit kénnen aus den im Blut messbaren Veranderungen indirekt auch
Aussagen uber entsprechende Effekte in den Lymphknoten und im Knochenmark
abgeleitet werden. Umgekehrt ist die Abwesenheit signifikanter Veranderungen im
Blut nicht unbedingt gleichbedeutend mit dem Ausbleiben von T-Zell-Reaktionen
in den Lymphknoten und im Knochenmark. Insofern sind die im Blut messbaren
Effekte hinreichend, aber nicht notwendig fur eine Wirkung von MT103 in den vom
Lymphom befallenen Regionen. Da zwischen letzterer und dem klinischen An-

sprechen ein direkter Zusammenhang besteht, konnen die im peripheren Blut ge-
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messenen Effekte auch als Hinweis auf die klinische Wirksamkeit der MT103-
Therapie gewertet werden. Dies bestatigte sich bei der Analyse der Patientenda-
ten. Wahrend Patienten ohne ausgepragte T-Zell-Expansion progredient waren
oder maximal eine SD erreichten, zeigten Patienten mit einer deutlichen T-Zell-
Expansion ein klinisches Ansprechen in Abhangigkeit von deren Starke. Trotzdem
sollte bei der Beurteilung der Ergebnisse immer bericksichtigt werden, dass mit
Hilfe der FACS-Analytik die durch MT103 induzierten und fir das Verstandnis des
Wirkmechanismus relevanten Effekte nicht direkt in den vom Lymphom befallenen

Regionen gemessen werden kénnen.

Fir die Diskussion der Sicherheit und Effizienz der MT103-Therapie ist es wichtig,
die unterschiedlichen Einstiegsszenarien, die Behandlungsdauer sowie die mal}-

geblich beteiligten T-Zell-Subpopulationen zu betrachten.

4.1. Einstiegsvarianten in die MT103-Therapie

Im Verlauf der Studie zeigte sich, dass die Einstiegsphase fur die Beurteilung der
Vertraglichkeit von MT103 eine deutlich grof3ere Rolle spielt als die nachfolgende
Effektorphase, da die Mehrzahl der beobachteten Nebenwirkungen unmittelbar zu
Behandlungsbeginn auftrat. Sie sind hoéchstwahrscheinlich auf die MT103-indu-
zierte T-Zell-Aktivierung und das damit verbundene schnelle Verschwinden der T-
Zellen aus dem peripheren Blut zurlckzufuhren. Eine in diesem Zusammenhang
diskutierte Zytokin-Ausschuttung kann dagegen als Ursache weitgehend ausge-
schlossen werden, da zu Behandlungsbeginn bis auf das immunsupprimierende
IL-10 keine Zytokine detektiert werden konnten. Dies liegt auch an der Applikation
des Glucocorticoids Methylprednisolon, das die Zytokin-Ausschuttung aktivierter
T-Zellen hemmt®. Da es in einem Mausmodell bei intraperetonealer Injektion des
BiTE-Molekills MT110 zu starken Zytokin-assoziierten Nebenwirkungen kommt (B.
Schlereth, persénliche Kommunikation), ist zumindest bei Vorhandensein von B-
Zellen im peripheren Blut eine Steroid-Applikation vor Behandlungsbeginn not-
wendig, um einen méglichen ,Zytokin-Sturm* zu vermeiden®®. Im Kontext dieser
Steroid-Applikation ist auch zu diskutieren, ob sie flr das schnelle Verschwinden

der T-Zellen direkt nach Behandlungsbeginn verantwortlich ist®”. In diesem Fall
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sollten die T-Zellen bei allen Patienten nach 2 bis 3 Tagen in die Zirkulation zu-
ruckkehren, wenn das Steroid verstoffwechselt und ausgeschieden worden ist.
Dies konnte jedoch so nicht beobachtet werden. Vielmehr besteht eine Korrelation
zwischen der T-Zell-Ruckkehr und der gleichzeitigen Depletion der B-Zellen im
peripheren Blut. Letztere kann bei einer groRen Tumorlast bis zu 14 Tage in An-
spruch nehmen (siehe Abb. 3.18.). Insofern ist wahrscheinlich nicht die Steroid-
Applikation, sondern die MT103-induzierte Aktivierung fir das schnelle Verschwin-

den der T-Zellen zu Behandlungsbeginn ausschlaggebend.

Um die zugrundeliegenden Ablaufe zu verstehen, muss man zwischen Patienten
mit (T/B < 2) und solchen ohne B-Zellen (T/B = 2) im peripheren Blut unterschei-
den. Bei ersteren stellen die mit MT103 bedeckten zirkulierenden B-Zellen eine
Aktivierungsmatrix fur T-Zellen dar. Die simultane Bindung von MT103 an CD3
fuhrt zur Entstehung von CD3-Clustern, zur Ausbildung einer immunologischen
Synapse sowie zur Signaltransduktion in den Zellkern und damit zur vollstandigen
Aktivierung der T-Zellen®'. Dies duRerte sich u.a. in der erhéhten Expression des
Aktivierungsmarkers CD69, im Ubergang des Adhasionsmolekiils LFA-1 in den
intermediate affinity state und nachfolgend in der temporaren Extravasation der T-
Zellen aus dem Blut. Die ausgewanderten T-Zellen kehrten erst in die Zirkulation
zuruck, als im Blut keine B-Zellen mehr nachweisbar waren, da wahrscheinlich
das Lymphom aufgrund des Therapiedrucks zu diesem Zeitpunkt keine B-Zellen
mehr ausschwemmte. Dagegen kann MT103 bei Patienten ohne periphere B-Zel-
len ausschlieBlich an CD3 auf den zirkulierenden T-Zellen binden. Da die fur eine
Quervernetzung notwendigen CD19-Molekule fehlen, kommt es nicht zur Entste-
hung von CD3-Clustern und zur Ausbildung einer immunologischen Synapse®'.
Allerdings |6st wahrscheinlich bereits die MT103-Bindung eine Konformationsan-
derung im zytoplasmatischen Teil von CD3 aus. Diese fuhrt aufgrund der fehlen-
den Cluster-Bildung zwar nicht zur vollstdndigen Aktivierung der T-Zellen, kann
sich aber durchaus auf das Zytoskelett auswirken. Einerseits existiert namlich Gber
das Protein Nck eine Verbindung zum intrazellularen Teil von CD3, andererseits
ist das Zytoskelett durch das Adapter-Protein Talin an den intrazellularen Teil von
LFA-1 gekoppelt®® . Es ist also vorstellbar, dass die Konformationsanderung im
zytoplasmatischen Teil von CD3 eine Konformationsanderung von LFA-1 nach

sich zieht, ohne dass daran eine mehrstufige Signaltransduktion wie bei der voll-
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standigen Aktivierung der T-Zellen beteiligt ist. Vielmehr handelt es sich dabei um
eine Pseudoaktivierung, die durch eine transient erhdhte Adhasivitat aufgrund des
Ubergangs von LFA-1 in den intermediate affinity state gekennzeichnet ist. Dies
ermdglicht es den T-Zellen dann, mit BlutgefaR-Endothelzellen zu interagieren’.
Im Gegensatz zu vollstandig aktivierten T-Zellen kommt es aber wahrscheinlich
nur zu einer kurzzeitigen Adhasion ohne nachfolgende Extravasation, so dass die

T-Zellen innerhalb von 24 h wieder in der Zirkulation erscheinen.

Unabhangig von einer Extravasation der T-Zellen findet also immer eine Adhasion
an das BlutgefaR-Endothel statt, die wahrscheinlich die mit MT103 assoziierten
Nebenwirkungen auslosen kann. Adhasion und Transmigration von Lymphozyten
bedeuten prinzipiell Stress fiir das betroffene Endothel”". Solange dieser Vorgang
nur lokal begrenzt auftritt, kommt es allerdings nicht zu schwerwiegenden Neben-
wirkungen. Infolge der MT103-induzierten T-Zell-Aktivierung adharieren jedoch
alle zirkulierenden T-Zellen nahezu gleichzeitig an das Blutgefa3-Endothel. Diese
simultane und umfassende T-Zell-Adhasion kann letztlich eine vorlibergehende
Storung der Endothel-Integritat zur Folge haben. Einerseits kann dadurch die Bar-
rierefunktion des Endothels beeintrachtigt werden, so dass Flissigkeit aus dem
Blut in die umliegenden Gewebe einsickert’?. Die durch dieses sog. vascular leak
hervorgerufenen Odeme wurden bei mehreren Patienten beobachtet. Andererseits
werden die Endothelzellen durch die T-Zell-Adhasion ebenfalls aktiviert”. Infolge-
dessen erhdhen sie die Expression von Adhasionsmolekilen und Selektinen, was
wiederum ihre Adhasivitat fir Lymphozyten und Neutrophile steigert. Ferner sind
aktivierte Endothelzellen in der Lage, die Expression von Cyclooxigenase 2 zu in-
duzieren™. Dieses Enzym férdert die Bildung von Prostaglandin E,, das letztlich
im Hypothalamus eine Erhdhung der Korpertemperatur bewirkt. Dies erklart auch
das bei vielen Patienten — unabhangig von der anfanglichen B-Zellzahl und damit
einer mdglichen Zytokin-Ausschittung — aufgetretene Fieber zu Behandlungsbe-
ginn. In Ubereinstimmung mit dem riicklaufigen Endothel-Stress klang es jedoch
nach 2 bis 3 Tagen wieder ab. Aullerdem kdnnen aktivierte Endothelzellen die
Expression prokoagulatorischer Molekiile wie z.B. Gewebethromboplastin induzie-
ren’®. Dadurch kann es zu transienten Mikrozirkulationsstérungen in den Kapillar-
gefallen kommen, die mit einer reduzierten Durchblutung der betroffenen Areale

verbunden sind. Treten diese Mikrozirkulationsstérungen im Gehirn auf, hat dies
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u.U. die bei Patient 102-004 beobachteten neurologischen Symptome (Verwirrtheit
und Sprachschwierigkeiten) zur Folge. Alle hier beschriebenen Nebenwirkungen
sind transient und vollstandig reversibel. Da sie aber zu einem vorzeitigen Thera-
pieabbruch fuhren kénnen, missen sie auf jeden Fall vermieden werden. Daflr
wird einerseits ein erweitertes Applikationsschema fir Steroide diskutiert, um die
Endothel-Integritéit aufrecht zu erhalten’. Andererseits stehen die durch Endothel-
Stress verursachten Nebenwirkungen in direktem Zusammenhang mit der Adhasi-
on der T-Zellen an das Blutgefal3-Endothel; deshalb muss sie auf ein Minimum
reduziert werden. Je haufiger und starker die T-Zell-Adhasion stattfindet, desto

wahrscheinlicher und ausgepragter kdnnen auch die Nebenwirkungen sein.

Was ist die Ursache flr die wiederholte Adhasion der T-Zellen an das Blutgefaf3-
Endothel und wie kann sie minimiert werden? Die Ergebnisse der hier durchge-
fuhrten FACS-Analysen sprechen dafiir, dass T-Zellen durch den Ubergang von
LFA-1 in den intermediate affinity state ihre Adhasivitat erhéhen, wenn sie einer
Anderung der Stimulusstarke Uber CD3 ausgesetzt sind. Zu Behandlungsbeginn
erfolgt eine solche Anderung durch die kontinuierlich steigende MT103-Serum-
konzentration; erst nach Erreichen des steady state bleibt die Serumkonzentration
und damit die Stimulusstarke weitgehend konstant. Daher lasst sich eine einmalig
erhdhte T-Zell-Adhasivitat in den ersten 12 h der Behandlung nicht vermeiden, die
zum schnellen Verschwinden der T-Zellen aus dem peripheren Blut fuhrt. Im Ge-
gensatz zu Patienten mit zirkulierenden B-Zellen, bei denen dieses Verschwinden
aufgrund der vollstandigen T-Zell-Aktivierung mit einer langanhaltenden Extrava-
sation einhergehen durfte, kommt es bei Patienten ohne zirkulierende B-Zellen
wahrscheinlich nur zu einer Adhasion der T-Zellen an das Blutgefal-Endothel.
Diese T-Zellen kehren dann innerhalb der ersten 24 h der Behandlung in die Zirku-
lation zuriick. Sind sie dabei einer erneuten Anderung der Stimulusstérke wie z.B.
durch eine weitere Zunahme der MT103-Serumkonzentration ausgesetzt, fuhrt
dies wahrscheinlich wieder zu einer Adhasion an das Blutgefal-Endothel. Dieser
wiederholte Endothel-Kontakt der T-Zellen kann letztlich Endothel-Stress auslésen
und so die beschriebenen klinischen Nebenwirkungen nach sich ziehen. Deshalb
sollte der Einstieg in die MT103-Therapie moglichst so gestaltet werden, dass es
nur zu einer einmaligen (nicht vermeidbaren) Adhasion der T-Zellen kommt. Dies

ist unabhangig von der gewahlten Einstiegsvariante bei Patienten mit zirkulieren-
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den B-Zellen der Fall, die dementsprechend deutlich weniger Nebenwirkungen
zeigten. Allerdings wurde sich die Anzahl der behandelbaren Patienten durch eine
Beschrankung auf solche mit B-Zellen reduzieren, so dass diese Mdglichkeit nicht
praktikabel ist. Aulkerdem kénnte bei vielen Patienten trotz eines moglichen Fort-
bestehens des Tumors kein weiterer Behandlungszyklus angeschlossen werden,
da die Depletion der zirkulierenden B-Zellen meistens 4 Wochen uber das Thera-
pieende hinaus anhalt. Daher musste fur Patienten ohne B-Zellen eine Einstiegs-
variante gefunden werden, die auch auf héheren Dosisstufen einen risikoarmen
Therapiebeginn gewahrleistet. Ziel dabei war es, den steady state der jeweiligen
MT103-Serumkonzentration noch vor der Ruckkehr der T-Zellen in die Zirkulation
zu erreichen, damit diese keiner erneuten Konzentrationsanderung ausgesetzt
werden. Aus diesem Grund erweist sich die Einstiegsvariante step als ungeeignet.
Zwar kehrt ein Grofteil der T-Zellen erst dann in die Zirkulation zurick, als der
steady state der Einstiegsdosis 5 pg/(m?*24 h) bereits erreicht ist. Da jedoch die
Dosis danach sprunghaft auf 15 ug/(m?24 h) erhéht wird, erfolgt auf jeden Fall
eine Anderung des MT103-induzierten Stimulus, die die beschriebenen Nebenwir-
kungen nach sich ziehen kann. Auch die Einstiegsvariante ramp ist noch mit ei-
nem relativ groRen Risiko verbunden, da dabei die Dosis in den ersten 24 h der
Behandlung kontinuierlich von 0 auf 15 ug/(m?24 h) gesteigert und somit der
steady state erst nach 36 h erreicht wird. Trotz einer moglicherweise starkeren
Zytokin-Ausschuttung bei Patienten mit initial vielen zirkulierenden B-Zellen bietet
die Einstiegsvariante flat zurzeit den sichersten Therapiebeginn flr Patienten ohne
B-Zellen. In diesem Fall kehren die meisten T-Zellen erst nach Erreichen des
steady state in die Zirkulation zurlick, so dass sie nur das einmalige Adhasions-
signal unmittelbar nach Behandlungsbeginn erhalten. Dieser minimierte Endothel-
Stress ist jedoch in der Regel nicht mit schwereren Nebenwirkungen verbunden.
Daher sollten alle im weiteren Verlauf der Studie eingeschlossenen Patienten mit

der Einstiegsvariante flat behandelt werden.
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4.2. Behandlungsdauer und —pausen

Far die Interpretation der MT103-induzierten T-Zell-Aktivierung und —Expansion in
der Effektorphase muss man zunachst den Verlauf der natirlichen Immunantwort
betrachten. Diese erstreckt sich flr das adaptive Immunsystem von der Antigen-
erkennung bis zur Ruckkehr in die Homoostase Uber einen ca. 4-wochigen Zeit-
raum’” "8, Dabei kommt es zu einer selektiven Aktivierung und nachfolgenden
Expansion antigenspezifischer T-Zellen, die sicherstellt, dass das Antigen effizient
und vollstandig eliminiert wird. AnschlieRend erfolgt durch apoptotischen Zelltod
eine Kontraktion der expandierten Effektorpopulation, so dass die T-Zellzahl wie-
der auf ihr urspringliches Niveau zuriickgeht. Gleichzeitig werden persistierende,
antigenspezifische Memory-T-Zellen gebildet, die bei erneutem Antigenkontakt
eine schnellere und starkere Immunantwort auslésen. Eine ahnliche Abfolge von
Expansion und nachfolgender Kontraktion konnte auch bei den MT103-induzierten
T-Zellverlaufen beobachtet werden, was trotz unterschiedlicher Ausgangsstimuli
eine gewisse Analogie der zugrundeliegenden Mechanismen vermuten lasst. Wie
kann diese Erkenntnis fir eine effiziente Gestaltung der MT103-Therapie genutzt
werden? Ziel sollte eine mdglichst starke Expansion bzw. grof3e Absolutzahl der
zytotoxischen Tgemy-Zellen sein, die dann fur die Zerstorung der Lymphomzellen
zur Verfigung stehen. Um dies auch bei einer anfanglich geringen Expansions-
tendenz zu erreichen, sollten die Behandlungszyklen der MT103-Therapie so auf-
gebaut werden, dass sich die Tgmy-Zellzahl zu Beginn eines jeden Zyklus auf
einem hoheren Ausgangsniveau als zu Beginn des jeweils vorangegangenen Zy-
klus befindet. Dieses ,Aufschaukeln® der Tgwm)-Zellzahl ist von zwei Parametern
abhangig: einerseits der Behandlungsdauer und andererseits der Lange der Pau-

se zwischen zwei Behandlungszyklen.

Laut derzeitigem Studienprotokoll haben Patienten, die nach der initialen 4-wochi-
gen Behandlung mindestens eine SD erreichen, die Option, weitere 4 Wochen mit
MT103 behandelt zu werden. Allerdings sprechen einige Beobachtungen gegen
diese 8-wochige Behandlungsdauer. Bei Patienten mit klinischer Wirksamkeit wa-
ren durchschnittlich 71% der Tumorreduktion bereits nach den ersten 4 Wochen
messbar. Die zweiten 4 Wochen der Behandlung trugen dagegen nur noch 29%

zum Gesamtergebnis bei. Dieser allgemeine Befund wird auch durch einen Effekt
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bei Patientin 105-006 unterstutzt. Der bei dieser Patientin diagnostizierte Morbus
Waldenstrom produzierte groRe Mengen eines IgM-Antikdrpers. Wahrend bis Tag
29 der MT103-Therapie ein stetig fallender IgM-Serumspiegel nachgewiesen wer-
den konnte, stagnierte dieser in den nachfolgenden 4 Wochen der Behandlung auf
einem gegenuber dem Referenzwert leicht erhdhten Niveau. Dies deutet darauf
hin, dass in der zweiten Therapiehalfte keine signifikante weitere Eliminierung
noch vorhandener Lymphomzellen stattfand. Diese klinischen Ergebnisse stimmen
mit den entsprechenden T-Zellverldufen Uberein. So zeigten die Tgm)-Zellen bei
den meisten Patienten mit 8-wochiger Behandlungsdauer eine ausgepragte Kon-
traktion gegen Ende der ersten Therapiehalfte sowie nur schwache Anzeichen fur
eine erneute Expansion und langfristige Aktivierung wahrend der zweiten Halfte.
Wahrscheinlich benotigen die Tgwm)-Zellen nach der Kontraktionsphase eine ge-
wisse Stimulationspause, bevor sie wieder aktiviert werden kdénnen®® 7°. Diese
Vermutung wird auch durch die bei Patient 109-008 beobachtete Expansion eines
hochmalignen B-Zellklons nach 4 Wochen Behandlung gestitzt, nachdem zuvor
die B-Zellen (zumindest in der Zirkulation) erfolgreich eliminiert worden waren.
Dies kdnnte einerseits auf eine therapiebedingte Selektion hochmaligner B-Zellen
zuriickzufiihren sein®, andererseits wére aber auch ein fehlender Therapiedruck
nach 4-wdéchiger Behandlungsdauer aufgrund nicht erneut aktivierbarer T-Zellen
denkbar. Auflierdem kénnten die Memory-T-Zellen, aus denen die Mehrzahl der
eigentlichen Effektor-T-Zellen hervorgeht, durch die konstante MT103-Stimulation
auf Dauer depletiert werden. Insgesamt weisen diese Beobachtungen auf einen
autonomen, selbstlimitierenden 4-wochigen Ablauf der MT103-induzierten T-Zell-
Reaktionen hin, wie er auch fir die natirliche Immunantwort diskutiert wird®'. Da-
bei handelt es sich um einen T-Zell-inharenten Mechanismus aus initialer Aktivie-
rung durch Peptid-Antigene (oder BiTE-Molekule), nachfolgender Expansion und
abschlieRender Kontraktion, die weitgehend unabhangig von auleren Einflussfak-
toren ablaufen. Wahrscheinlich spielt es daflir auch nur eine untergeordnete Rolle,
ob die Stimulation vorwiegend zu Beginn der Immunantwort erfolgt oder wie im
Fall der BiTE-Moleklle wahrend des gesamten 4-wochigen Zeitraums vorhanden
ist. Erst nach der Ruckkehr in die Homodostase und einer gewissen Stimulations-
pause lassen sich die T-Zellen erneut effizient aktivieren. Da die BiTE-induzierten
T-Zell-Reaktionen vermutlich auf einem analogen Mechanismus beruhen, findet

nach der Expansion zwangslaufig auch eine Kontraktion statt. Diese kann durch



Diskussion 81

eine fortwahrende BIiTE-Stimulation weder verhindert, noch kénnen die T-Zellen
dadurch unmittelbar wieder aktiviert werden. Deshalb sprechen die hier gewonne-
nen Erkenntnisse flr 4-wochige, durch Pausen voneinander getrennte Behand-

lungszyklen anstelle der bisherigen, meist 8-wdchigen MT103-Infusion.

Wie lange sollte die Pause zwischen zwei Behandlungszyklen dauern? Einerseits
ist eine gewisse Pause erforderlich, bevor die T-Zellen nach der Kontraktionspha-
se erneut aktiviert werden kénnen®® . Andererseits sollen sie aber auch vor der
vollstandigen Ruckkehr in die Homdostase bzw. auf ihr Niveau vor Behandlungs-
beginn wieder stimuliert werden, um eine Verstarkung der T-Zell-Reaktionen Uber
mehrere Zyklen hinweg zu erreichen. Um diese beiden Anforderungen maoglichst
gleichzeitig zu erfullen, musste die dafur geeignete Pausenlange ermittelt werden.
Von den in die vorliegende Arbeit einbezogenen Patienten wurden zwei nach einer
Therapie-Unterbrechung erneut mit MT103 behandelt. Dabei erhielt die Patientin
109-006 zunachst einen 8-wdchigen Behandlungszyklus, an den sich nach einer
672 Wochen dauernden Pause ein 4-wochiges Additional Treatment anschloss.
Alle im Verlauf des zweiten Zyklus beobachteten T-Zell-Effekte glichen hinsichtlich
ihrer zeitlichen Abfolge und Intensitat weitgehend denen, die schon wahrend der
ersten Halfte des ersten Zyklus aufgetreten waren. Insbesondere ging der Neu-
start nicht von einer im Vergleich zum ersten Zyklus héheren T-Zellzahl aus, so
dass kein ,Aufschaukeln“ der T-Zell-Reaktionen von Zyklus zu Zyklus erreicht
wurde. AulRerdem gibt eine langere Pause zwischen zwei Behandlungszyklen dem
Tumor — gerade, wenn dieser noch nicht im Sinne einer CR vollstandig eliminiert
wurde — Zeit, erneut zu wachsen, was die bereits erzielte Reduktion wieder zu-
nichte machen wiirde®. Deshalb sollte eine kiirzere Behandlungspause gewahit
werden, wie sie auch durch die bei Patient 102-003 beobachteten T-Zellverlaufe
impliziert wird. Bei diesem Patienten kam es nach einer 14-tagigen Behandlung zu
einer 2 Wochen dauernden Unterbrechung der MT103-Infusion. Beim anschlie-
Renden Neustart traten die Ubliche, mit dem Therapieeinstieg assoziierte T-Zell-
Umverteilung und —Aktivierung auf, wobei diese Effekte jedoch deutlich schneller
und starker als beim urspriinglichen Behandlungsbeginn ausfielen. Es liegt daher
nahe, dass T-Zellen nach einer kurzen Pause besser auf eine wiederholte BiTE-
Stimulation reagieren, da sie wahrscheinlich noch in einem praaktivierten Zustand

vorliegen® 8. Im Gegensatz dazu ergibt sich nach einer langen Pause kein signi-
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fikanter Unterschied zur initialen BiTE-Stimulation, da die T-Zellen bereits wieder
in die Homoostase zuriuckgekehrt sind. Zusammenfassend sprechen die Ergeb-
nisse daher fir 4-wochige Behandlungszyklen, die durch 2-wdchige Stimulations-
pausen unterbrochen werden. Dieses Studiendesign wird bei der Durchflihrung

einer Phase II-Studie in der ALL bereits angewendet.

4.3. Essentielle Bedeutung der CD8" Tgm-Zellen fiir die
MT103-vermittelte Zytotoxizitat

Bei knapp 83% der auswertbaren Patienten erfolgte zwischen der 2. und 4. Be-
handlungswoche eine Expansion der CD8" T-Zellen, die in Uber 90% der Falle auf
eine selektive Proliferation des Tgy-Subsets zurlckzufihren war. Welches zyto-
toxische Potential besitzt diese T-Zell-Subpopulation und welche klinische Bedeu-

tung kommt ihrer Expansion zu?

Im Gegensatz zu naiven T-Zellen vermitteln Tgy-Zellen — ebenso wie das kleinere
Temra-Subset — eine starke Zytotoxizitat gegenlber entsprechenden Zielzellen.
Dies ist auf die groRe Anzahl praformierter zytotoxischer Granula zurtckzufuhren,
die Uberwiegend Perforin und Granzyme B enthalten®. Die Speicherung dieser
Granula in ruhenden Tgy-Zellen erlaubt nach deren Aktivierung eine sehr schnelle
Sezernierung des Inhalts in die gebildete immunologische Synapse. Dabei gelangt
Granzyme B mit Hilfe des porenbildenden Perforins in das Zytoplasma der Zielzel-
len, wo es durch Spaltung von Procaspase-3 letztlich zum apoptotischen Zelltod
fuhrt. Die gespeicherten Granula ermdglichen es auch, dass einzelne Tgy-Zellen
mehrere Zielzellen nacheinander abtéten kénnen (sog. serial ki//ing)53' % Bei die-
sem in vitro beobachteten Phanomen ,scannt” eine T-Zelle Uber einen langeren
Zeitraum hinweg eine mit MT103 bedeckte B-Zelle, leitet deren Zerstérung ein und
wandert anschlieBend zur nachsten B-Zelle. Dieser Vorgang wiederholt sich so
lange, bis der Vorrat zytotoxischer Granula der T-Zelle verbraucht ist und durch
Gentranskription neu gebildet werden muss. Aufgrund des serial killing eliminiert
also eine einzelne T-Zelle innerhalb weniger Stunden mehrere B-Zellen. Dieser

Effekt tragt neben der starken Zytotoxizitat zur groRen Effizienz von MT103 selbst
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bei ungunstigen (d.h. kleinen) T:B-Verhaltnissen bei. Weiterhin schutten aktivierte
Tem-Zellen IFN-y aus, das proinflammatorisch wirkt und seinerseits Makrophagen
aktiviert, zur Beseitigung von Lymphomzellen beizutragen®. AuRerdem polarisiert
IFN-y die Immunantwort in Richtung zytotoxischer Effektor-T-Zellen und verstarkt
dadurch noch zusatzlich die Wirksamkeit von MT103. Aus immunologischer Sicht
stellt also das Tgu-Subset die effektivste T-Zell-Population fir die Eliminierung der

malignen B-Zellen dar.

Vergleicht man das klinische Ansprechen mit den entsprechenden T-Zellverlaufen,
zeigt sich, dass die selektive Expansion der CD8" Tgu-Zellen in der Effektorphase
eine Voraussetzung fur die Reduktion des Tumorvolumens bildet. Damit kommt
diesem T-Zell-Subset eine grofle Bedeutung bei der Beurteilung der biologischen
und klinischen Aktivitat von MT103 zu. Fur die Wirksamkeit spielen wahrscheinlich
sowohl die prozentuale Zunahme als auch die absolute Zahl der CD8" Tgy-Zellen
eine wichtige Rolle. So liefert bei gleichem Ausgangswert eine Vervierfachung der
Zellzahl ein besseres Ergebnis als eine Verdopplung; gleichzeitig scheint nach der
Expansion eine CD8" Tgy-Zellzahl von mehr als 800 pro pl fur ein sehr gutes An-
sprechen erforderlich zu sein. Beide Faktoren gehen auch in die Berechnung der
entsprechenden AUC ein. Dabei wird die Flache unter dem jeweiligen Verlauf der
CD8" Tem-Zellen unter Berlicksichtigung des Ausgangswerts ermittelt; diese ist um
so grofer, je starker die Expansion ausfallt. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt
werden konnte, besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der AUC und dem
klinischen Ansprechen: je groRer die berechnete AUC ist, desto starker ist auch
die gemessene Reduktion des Tumorvolumens. Damit kénnte die AUC als surro-
gate secondary endpoint marker dienen, um die Wirksamkeit der MT103-Therapie
zu beurteilen®” 8. Allerdings sollte in diesem Kontext beriicksichtigt werden, dass
eine im peripheren Blut sichtbare Expansion der CD8" Tgy-Zellen nicht zwingend
notwendig fur das klinische Ansprechen sein muss, da es letztlich auf die nicht
direkt messbare Expansion in den Tumorlasionen ankommen durfte. Daher konnte
es Patienten geben, die trotz einer Verkleinerung des Tumorvolumens keine aus-
gepragte AUC aufweisen. In jedem Fall dirfte aber eine grolte AUC eine glinstige

Voraussetzung fur ein klinisches Ansprechen auf die MT103-Therapie anzeigen.
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4.4. Ausblick

BiTE-Molekille bilden eine neuartige Wirkstoffklasse bispezifischer single-chain
Antikdrper-Konstrukte. Mit MT103 befindet sich zurzeit der erste Produktkandidat
in einer klinischen Phase |-Studie, um seine Sicherheit und Tolerierbarkeit bei der
Behandlung von B-NHL zu evaluieren. In dieser Indikation stellt R-CHOP die am
haufigsten angewendete Therapieform dar®. Dabei handelt es sich um eine Kom-
bination des chimaren monoklonalen anti-CD20 Antikdrpers Rituximab mit den
Zytostatika Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Prednison. Die Bindung
von Rituximab fiihrt sowohl durch Offnen des von CD20 gebildeten lonenkanals
als auch durch die dem Immunsystem eigenen Effektormechanismen ADCC und
CDC zur Zerstérung der B-Zellen®. Neben diesem therapeutischen Standard wer-
den weitere Substanzen flr die Behandlung von B-NHL entwickelt. Angesichts des
grolien Erfolgs von Rituximab werden zurzeit die humanisierten oder voll huma-
nen anti-CD20 Antikdrper Ofatumumab, GA101 und hA20 in Phase I/II-Studien
erprobt® °1: 92, Diese Antikdrper besitzen eine niedrigere Immunogenitét sowie teil-
weise eine hohere Affinitat oder nutzen die Effektormechanismen ADCC und CDC
aufgrund eines modifizierten F.-Teils besser aus. Weitere in der praklinischen Ent-
wicklung oder in Phase I/ll-Studien befindliche Antikdrper richten sich gegen die B-
Zell-Oberflachenmarker CD40, CD70 bzw. CD152% ** % Neben ADCC und CDC
spielen fir die Wirksamkeit dieser Antikérper auch zellulare Mechanismen wie bei-
spielsweise die Beeinflussung der Signaltransduktion der spezifisch gebundenen
Molekule eine Rolle. Zusatzlich werden gezielt Zytostatika an Antikdrper gekop-
pelt, um die Selektivitat dieser Wirkstoffe fur (maligne) B-Zellen zu erhdhen. Zu
diesen Konjugaten gehdren z.B. anti-CD22/Calicheamicin und anti-CD79/MCC-
DM1%: % Im Bereich der small molecules wird u.a. ein Fusionsprotein entwickelt,
das die proliferationsfordernde Wirkung der B-Zell-Zytokine BLyS und APRIL inhi-
bieren soll*®. AuRerdem wird zurzeit die Wirksamkeit des Purinnukleosidphospho-
rylase-Inhibitors BCX-1777 in einer Phase II-Studie gepriift®™. Auch bei den single-
chain Konstrukten existiert ein neuer, im Forschungsstadium befindlicher Ansatz.
Dabei werden T-Zellen ex vivo mit membranstandigen anti-CD19 scF,-Fragmen-
ten transfiziert, an die auf zytoplasmatischer Seite die Signaltransduktionsdoma-
nen von CD28, 4-1BB und CD3(, gekoppelt sind'®. Dieses Konzept dhnelt dem
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MT103-vermittelten Wirkmechanismus, da CD19 auf B-Zellen zum Clustern der
scF,-Fragmente fuhren kénnte. Dadurch Iasst sich moglicherweise eine Signal-
transduktion induzieren, die letztlich eine Aktivierung der T-Zellen zur Folge haben
konnte. Allerdings steht flr eine daraus resultierende Zytotoxizitat der T-Zellen

gegenuber B-Zellen der proof-of-concept in vivo noch aus.

Die meisten der genannten Substanzen verbinden bekannte Wirkmechanismen
mit neuen Zielstrukturen. Dies gilt sowohl fur die breite Palette der monoklonalen
Antikoérper als auch flr die small molecule-Inhibitoren. Im Gegensatz dazu liegt der
BIiTE-Plattform ein ganzlich neuartiger Wirkmechanismus zugrunde. Die bispezifi-
schen Molekulle dienen als Bindeglieder zwischen den Tumor- und T-Zellen und
fuhren letztlich durch Aktivierung der T-Zellen zur gezielten Eliminierung der ge-
bundenen Tumorzellen. Dabei wird unabhangig von der jeweiligen TCR-Spezifitat
das zytotoxische Potential des gesamten T-Zellpools ausgenutzt, das bisher nur
sehr eingeschrankt und unter groRem technischen Aufwand fir die Krebstherapie
zur Verfigung stand'" %2 Gegeniiber herkdémmlichen Behandlungsformen greift
die BiTE-Therapie auf einen evolutionar optimierten und daher sehr effizienten
Effektormechanismus des koérpereigenen Immunsystems flir die Zerstérung der
Tumorzellen zurlick. Aufgrund dieser grof3en intrinsischen Zytotoxizitat besteht
natlrlich auch die Gefahr Uberschiel3ender T-Zell-Reaktionen und daraus resultie-
render Nebenwirkungen. Sie lassen sich jedoch durch die Anwendung von Gluco-
corticoiden und die in der vorliegenden Arbeit erfolgreich etablierte Einstiegs-
variante flat auf ein akzeptables Minimum reduzieren. Aul3erdem ist mit der sehr
kurzen in vivo Halbwertszeit von MT103 ein weiterer Sicherheitspuffer vorhanden,
da die Serumkonzentration innerhalb von 24 h nach Therapieende unter die
Nachweisgrenze sinkt; dadurch wird eine weitere T-Zell-Aktivierung ausgeschlos-
sen. Insgesamt bietet die BiTE-Therapie aufgrund der hohen spezifischen Wirk-
samkeit einerseits und der breiten Anwendungsmaoglichkeiten andererseits ein
sehr grol3es Potential. Nach der Ermittlung der optimalen MT103-Dosis in der lau-
fenden Phase |-Studie muss in nachfolgenden Wirksamkeitsstudien die bereits
beobachtete Effizienz bestatigt werden. In den kommenden Jahren sollte dann mit

MT103 ein neuer Wirkstoff flr die Behandlung von B-NHL zur Verfliigung stehen.
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5. Zusammenfassung

MT103 ist ein bispezifisches anti-CD19 x anti-CD3 single-chain Antikdrper-Kon-
strukt, das zur neuartigen Wirkstoffklasse der BiTE-Antikérper gehdrt. Durch die
gleichzeitige Bindung an B- und T-Zellen fihrt MT103 zu einer polyklonalen T-Zell-
Aktivierung und —Proliferation sowie zu einer gerichteten Zelllyse der gebundenen
B-Zellen. Zurzeit wird die Sicherheit und Tolerierbarkeit von MT103 in einer Klini-
schen Phase |-Studie in der Indikation B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome evaluiert.
Dabei erhalten die Patienten eine 4- bis 8-wochige kontinuierliche MT103-Infusion.
Hat sich eine MT103-Dosis in einer Kohorte von 3 Patienten als sicher erwiesen,
werden die Patienten der nachsten Kohorte mit einer hdheren Dosis behandelt. Da
MT103 der erste BiTE-Antikorper in der klinischen Entwicklung ist, sollen parallel
verschiedene pharmakodynamische Parameter untersucht werden, um den in vivo
Wirkmechanismus von MT103 genauer zu verstehen. In der vorliegenden Arbeit
wurden daher mit Hilfe der Durchflusszytometrie die zeitlichen Verlaufe der rele-
vanten Lymphozytenpopulationen sowie ihrer Zelloberflachenmarker hinsichtlich
Aktivierung und Adhasion analysiert. Folgende Ergebnisse kénnen in die kinftige

Gestaltung klinischer Studien mit BiTE-Antikorpern einflieRen:

1. Durch die kontinuierliche Infusion wird die MT103-Serumkonzentration schnell
erreicht und bleibt wahrend der restlichen Behandlungsdauer konstant (steady
state). Dabei steigt die jeweilige MT103-Serumkonzentration linear mit den ent-

sprechenden Dosisstufen.

2. Es findet eine dosisabhangige Depletion der B-Zellen im peripheren Blut statt,
die ab der MT103-Dosis 5 ug/(m?*24 h) vollstandig und langanhaltend sowie auf

die Induktion von Apoptose in den B-Zellen zurickzufihren ist.

3. Der Verlauf der T-Zellen ist zu Behandlungsbeginn durch eine Umverteilung
gekennzeichnet. Das schnelle Verschwinden der T-Zellen aus dem peripheren
Blut ist dabei mit einem Anstieg der Expression des Aktivierungsmarkers CD69
und einem Wechsel des Adhasionsmolekils LFA-1 in den intermediate affinity

state verbunden. Nach dieser Adhasion an das Blutgefa3-Endothel und einer
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moglichen Extravasation kehren die T-Zellen in Abhangigkeit der B-Zellzahl in
die Zirkulation zurtck. In der 2. und 3. Behandlungswoche kommt es meist zu
einer Expansion der T-Zellen Uber den Ausgangswert hinaus, die am Ende der
4. Woche von einer Kontraktion der expandierten T-Zell-Population abgeschlos-

sen wird.

4. Als haufigste Nebenwirkungen der MT103-Therapie treten Fieber, Odeme und
Kopfschmerzen auf, die meist einstiegsassoziiert sind. Sie kdnnen wahrschein-
lich durch die zu Behandlungsbeginn auftretende erhdhte T-Zell-Adhasivitat und
den damit verbundenen Endothel-Stress erklart werden. Da die Starke der Ne-
benwirkungen mit der Anzahl der Adhasionsvorgange korreliert, muss diese
Zahl minimiert werden. Eine erhdhte Adhasivitat geht wahrscheinlich auf Ande-
rungen der MT103-Serumkonzentration vor Erreichen des steady state zurick,
so dass dieser flr einen sicheren Behandlungseinstieg mdglichst schnell er-
reicht werden sollte. Dies lasst sich mit der Einstiegsvariante flat erzielen, bei
der die MT103-Infusion unmittelbar mit der jeweiligen Behandlungsdosis be-

ginnt und der steady state bereits 16 h nach Behandlungsbeginn erreicht wird.

5. Die Expansion der T-Zellen in der 2. und 3. Behandlungswoche beruht Gber-
wiegend auf einer Proliferation des zytotoxischen CD8" Tey-Subsets. Gleichzei-
tig steigt der Anteil der T-Zellen, die die Aktivierungsmarker CD25 und HLA-DR
exprimieren, und es kommt teilweise zur Ausschittung pro-inflammatorischer
Zytokine. Am Ende der 4. Woche erfolgt meist eine Kontraktion des expandier-
ten CD8" Tew-Subsets, die zu einer Rickkehr der Zellzahl auf den Ausgangs-
wert fihrt. Eine Expansion der supprimierend wirkenden regulatorischen CD4"

CD25"Foxp3* T-Zellen ist dagegen bei keinem Patienten zu beobachten.

6. Die optimale Dauer fir einen Behandlungszyklus betragt 4 Wochen, da in der
zweiten Halfte eines 8-wochigen Behandlungszyklus meist nur eine schwache
T-Zell-Aktivitat hinsichtlich Expansion und Aktivierung auftritt. Als Pausenlange
zwischen zwei aufeinander folgenden Behandlungszyklen bieten sich 2 Wochen
an, um eine vollstdndige Ruckkehr der T-Zell-Aktivitat auf ihr ursprungliches
Niveau zu verhindern. Dadurch konnte ein ,Aufschaukeln® der Aktivitat Gber

mehrere Behandlungszyklen erreicht werden.
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7. Die Expansion des CD8" Teu-Subsets korreliert mit der klinischen Wirksamkeit
der MT103-Therapie. Dies spiegelt sich auch in der auf den Ausgangswert be-
zogenen Flache unter dem Verlauf der CD8" Tgw-Zellen wider, die damit als
surrogate secondary endpoint marker fur die Beurteilung der in vivo Aktivitat

von MT103 dienen konnte.
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6. Summary

MT103 is a bispecific anti-CD19 x anti-CD3 single-chain antibody construct be-
longing to the novel therapeutic class of BiTE antibodies. Simultaneous binding of
MT103 to B- and T-cells leads to polyclonal T-cell activation and proliferation as
well as targeted cell lyses of bound B-cells. Currently, the safety and tolerability of
MT103 is evaluated in a clinical phase | study in the indication B-cell non-Hodgkin
lymphoma. Included patients receive a 4 to 8 weeks’ continuous infusion of MT103.
If a MT103 dose proves to be safe in a cohort of 3 patients, the patients of the next
cohort will be treated at a higher dose level. As MT103 is the first BiTE antibody in
clinical development, different pharmacodynamic parameters shall be investigated
concurrently to understand more precisely the in vivo mode of action of MT103. In
the present work the time courses of the relevant lymphocyte populations as well
as their cell surface markers with regard to activation and adhesion were analyzed
by flow cytometry. The following results might influence the future design of clinical
studies with BiTE antibodies:

1. The MT103 serum concentration is rapidly reached by the continuous infusion
and remains constant during the remaining treatment period (steady state). The
respective MT103 serum concentration increases linear with the corresponding

dose levels.

2. There is a dose-dependent B-cell depletion in the peripheral blood which is
complete and sustained starting at an MT103 dose rate of 5 pg/(m**24 h) and

can be attributed to the induction of apoptosis in B-cells.

3. The T-cell course at treatment initiation is characterized by a redistribution. The
rapid disappearance of T-cells out of the peripheral blood is associated with an
increase of expression of the activation marker CD69 and a transition of the ad-
hesion molecule LFA-1 into the intermediate affinity state. This might trigger an
adhesion to the blood vessel endothelium and possibly also an extravasation of
T-cells which later return into the circulation in dependence of the B-cell count.

In the 2" and 3™ treatment week most of the time there is a T-cell expansion
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beyond the initial cell count which finally is terminated by a contraction of the

expanded T-cell population at the end of the 4" week.

4. The most frequent adverse events of the MT103 therapy include pyrexia, ede-
mas and headache mainly occurring at treatment initiation. Probably, they can
be explained by the elevated T-cell adhesiveness and the associated endothe-
lial stress at the beginning of the MT103 infusion. As the intensity of adverse
events correlates with the number of adhesion incidents the latter has to be
minimized. An elevated adhesiveness probably traces back to variations of the
MT103 serum concentration before reaching the steady state level. Therefore
the steady state should be reached as fast as possible for a safe treatment ini-
tiation. This can be achieved by using the initiation protocol flat directly starting
the MT103 infusion with the respective treatment dose and hence reaching the

steady state 16 h after the beginning of the infusion.

5. The T-cell expansion in the 2" and 3™ treatment week is predominantly due to
a proliferation of the cytotoxic CD8" Tgy subset. At the same time the proportion
of T-cells expressing the activation markers CD25 and HLA-DR increases and
partly there is a secretion of pro-inflammatory cytokines. Most of the time a con-
traction of the expanded CD8" Tgy subset takes place by the end of the 4"
week leading to a return of the cell count back to the initial value. In contrast, an
expansion of the suppressive regulatory CD4"'CD25'Foxp3® T-cells has not

been observed in any patient.

6. The optimal duration of a treatment cycle is 4 weeks as only weak T-cell activity
regarding expansion and activation occurs in the second half of an 8 weeks’
treatment cycle. A break of 2 weeks between two consecutive treatment cycles
is proposed to prevent a complete return of T-cell activity to its original level.
Thereby, an amplification of this activity across multiple treatment cycles may

be achieved.

7. The CD8" Tgw subset expansion correlates well with the clinical efficacy of the
MT103 therapy. This is also reflected by the area under the curve (AUC) of the
CD8" Tem-cells referring to the initial value. Therefore, the AUC might serve as
a surrogate secondary endpoint marker for the assessment of the in vivo activity
of MT103.
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