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1. Einleitung

1.1  Neue Strategien in der Onkologie

Mit Uber 420.000 Neuerkrankungen und mehr als Z@D.Uodesfallen pro Jahr stellen
Krebserkrankungen die bedeutendste Todesursaclselmm dem 30. und 60. Lebensjahr dar
(Statistisches Bundesamt, 2005; RKI, 2006). Diesleleh gelten flr Deutschland und flhren
dramatisch vor Augen, wie unzureichend die aktukHiebstherapie ist und wie notwendig
neue Strategien und Konzepte fur die Onkologie.sind

Wahrend die konventionelle Onkologie sich vornebmlauf die drei Saulen Chirurgie,
Bestrahlung und Chemotherapie stiutzt, ricken zuealdmdie Erkenntnisse der
Tumorbiologie in den Mittelpunkt therapeutischer ddbgungen, die eine zielgerichtete
Therapie von malignen Zellen ermdglichen solleredei, Targeted Therapy” soll effizienter
und bekdmmlicher sein als die etablierten ZytostaRegime, da sie exklusiv die
Tumorzellen bekampfen will.

Hintergrund fir diese Entwicklung ist die Identiiming einiger Zielstrukturen, die
transformierte Zellen vom Normalgewebe unterscheidmd sich zur therapeutischen
Intervention anbieten. Diese kdnnen sich sowohl derf Membran als auch intrazellular
befinden.

Ist ersteres der Fall, so besteht die Mdglichkahaklonale Antikérper zu generieren und sie
anschlielend im Sinne einer passiven Immunisiederg Patienten zu verabreichen. Diese
binden dann an die Tumorzellen und fihren zu dimeraktion, die im Idealfall zum Zelltod
fuhrt. Antikorper sind dabei die Klassiker der Teteyl Therapy und sind seit Jahren
erfolgreich im Einsatz.

Im zweiten Fall handelt es sich vor allem um Abberen in der Signaltransduktion von
Wachstumsrezeptoren, die als Zielstruktur in Fregemen. Krebszellen sind unabhangig
von endokrinen und parakrinen Wachstumssignaleishale konnen sie unkontrolliert
wachsen und Uberleben (Hanahan und Weinberg, 2800grklaren sich die Mutationen, die
man an Tyrosinkinasen und vielen weiteren an dgnairansduktion beteiligten Proteinen
findet. Sie ermdglichen einen standigen Proliferagstimulus auch ohne Wachstumsfaktor.
Als gutes Beispiel kann hier das Krankheitsbild @aronisch Myeloischen Leuk&mie (CML)
dienen: Durch die in Gber 90% der Patienten anifatrée Translokation t(9,22) wird hier ein
Fusionsgen gebildet, dass fir eine Tyrosinkinagkek die als autokriner Wachstumsfaktor
fur die Krankheit verantwortlich ist. Diese sog. B@BL Proteinkinase ist Ziel des
Wirkstoffs Imatinib. Er gehort zur Substanzklasse,gdenall molecules” und inhibiert relativ
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unspezifisch dieses transformierte Enzym (Gilealgt2005). Imatinib ist hochwirksam, so
dass in der IRIS- Studie nach 4 Jahren immer no&b @8er Patienten eine komplette
hamatologische Remission zeigen (Kammerer, 2006).

Doch solche Erfolge lassen sich nur bei Tumorenekenz, die ausschlie3lich auf einen
einzigen veranderten Signalweg angewiesen sindleLajibt es mit Ausnahme der seltenen
gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) keinen igérz soliden Tumor, der solch eine
Achillesferse aufzeigen wirde (Broxterman und Gepeagadakou, 2005). Dazu kommt noch
die ausgepragte genetische Instabilitat von Tunllere¢Hanahan und Weinberg, 2000), die
zur Resistenz gegenuber der ,small molecules"/ Tigkisaseinhibitoren fihren kann.
Allerdings zeigen aktuelle Studien, dass es auchsbkden Tumoren innerhalb einer
Tumorentitat Subgruppen gibt, die vom Einsatz bastier Inhibitoren profitieren kénnen
(Tsao et al., 2005). Eine weitere Strategie istkesaseinhibitoren zu entwickeln, die ein
ganzes Spektrum an Onkoproteinen blockieren korbDiese ,multi-targeted therapy* feiert
derzeit die ersten grof3en Erfolge (Branca, 2006i, RD06).

Analog zu dieser Entwicklung werden mittlerweilechuAntikbrper kombiniert und in
Studien getestet. Erste Zwischenergebnisse zeigem @usgepragte Uberlegenheit der
Kombinationen gegeniiber den Monosubstanzen mit ®ieelopplung der Ansprechrate und
verlangertem progressionsfreien Intervall (Chung Gadtz, 2005). Die Zukunft wird eine
Vielzahl an neuen zielgerichteten Tumortherapeutikagen, die eines Tages ebenfalls zur
Kombination bereit stehen werden. Wenn die Nebdawigen kontrollierbar bleiben, kénnte

das ein entscheidender Schritt zu einer neuen Afimksit in der Onkologie werden.

1.2 Monoklonale Antikorper

Monoklonale Antikorper sind als Substanzgruppe in@ekologie langst etabliert. Seit 1998

wurden in Deutschland acht Antikérper zur Behangluan verschiedenen hamatologischen
und soliden Tumoren zugelassen. Durch ihren Eirtsattgich die therapeutische Situation fur
einige Tumore entscheidend verbessert. Antikorpan&id hier das Ansprechen verbessern
(Chung und Saltz, 2005), Zellen fir Chemo- und I8¢rtherapie sensibilisieren (Carter,

2006), Angiogenese inhibieren (de Castro Junioalet2006) und dadurch die Lebenszeit
verlangern wie sogar in seltenen Fallen heilen (@+&choffel, 2006).

Dennoch bleiben fur die Zukunft dieser neuen Sulzeia einige Herausforderungen

bestehen. Dabei ist die Identifizierung neuer Zielduren entscheidend. Die Auswahl

etablierter Targets ist nicht nur bescheiden (si€hbelle 1), sondern auch mitnichten

tumorspezifisch. CD 20 zum Beispiel ist als Diffezeerungsantigen auf allen B- Zellen



vorhanden. Andere Tumorantigene wie Her2/neu fig Mammakarzinom oder der EGF-
Rezeptor fur das Kolonkarzinom sind in Tumorzeberar Gberexprimiert, befinden sich aber
auch auf gesunden Zellen. Sie werden dem zu Falge aur als tumorassoziierte Antigene
bezeichnet.

Tumorspezifische Antigene zu finden, gestaltet sschwierig. Dem zu Grunde liegen
methodische Mangel. Antikdrper wurden nédmlich vibera durch das Immunisieren von
Mausen generiert, das heil3t, sie sind murinen Urgs. Daraus ergeben sich drei
Problemfelder. Erstens: Murine Antikdrper sind @&s menschliche Immunsystem fremdes
Protein. Dies hat die Eliminierung aus dem Organsmur Folge. Eine besondere Rolle
dabei scheinen menschliche Anti- Maus AntikdrpeAlAs, human anti-mouse antibodies)
zu spielen. Sie kdnnen murine Antikdrper binden danhit ihre Bioverfligbarkeit reduzieren.
Gleichzeitig wird aber auch ein anti- Tumor Effekskutiert (Khazaeli et al., 1994; Mirick et
al., 2004). Zum zweiten Problemfeld gehéren alkmige Reaktionen, die von harmlosen
grippeéhnlichen Symptomen bis hin zu schweren anakiischen Schockzustanden reichen
kénnen. Abhilfe brachte die Gentechnik, mit derelieHlas tierische Protein der Antikérper
durch menschliches ersetzt werden konnte. Das Eiggslmd chimare (66% menschlich) und

humanisierte (90% menschlich) Antikérper.

Tabelle 1: In Deutschland zugelassene Antikdrper ziKrebstherapie (Stand 4/2007))

Generika Name Format Target Indikation

Unkonjugierte Antikorper

Rituximab chimarisiert, IgG1  CD 20 NHL

Trastuzumab humanisiert, 1IgG1 Her2/neu  Her2/newstBrebs
Alemtuzumab humanisiert, IgG1 CD 52 CLL

Cetuximab chimarisiert, IgG1 EGFR metastasiertésrk@tales Karzinom
Bevacizumab humanisiert, IgG1  VEGF metastasiemdsréktales Karzinom

Konjugierte Antikérper

Ibritumomab tiuxetan murin, IgG1 CD 20 NHL
13_tositumomab murin, 1gG2a CD 20 NHL
Gemtuzumab humanisiert, IgG4  CD 33 CD 33+ AML

Als drittes Problemfeld bleiben die durch Maus-Imisierung gewonnenen Targets

bestehen. Da die Unterschiede zwischen gesundertransformierten Zellen gering sind

(Prendergast, 2004), wird das Immunsystem einer Maash Konfrontation mit

menschlichen Tumorzellfragmenten vor allem eine imamtwort induzieren, die gegen das

artfremde, menschliche Protein gerichtet ist. Irstéxe Fall erhélt man so Antikdrper gegen
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stark Uberexprimierte, tumorassoziierte AntigeneenMranstandige, tumorspezifische
Antigene lieBen sich durch Mausimmunisierung noeathtnidentifizieren. (Vollmers und
Brandlein, 2005)

Die Zukunft der monoklonalen Antikorper liegt wegaer besseren Vertraglichkeit, langeren
Halbwertszeit und der exakteren Spezifitat dah@einHerstellung rein humaner Antikorper.
(Vollmers und Brandlein, 2006a; Vollmers und Bréma) 2005)

1.3  Humane monoklonale Antikorper

Das aktive Immunisieren von gesunden Menschen mindrzellen verbietet sich aus
ethischen Grinden. Dennoch existieren derzeit dvigthoden, vollstdandig humane
Antikdrper herzustellen. Zum einen stehen transdéaese (HumAB-mice) zur Verfigung,
die mit dem genetischen Bestand fir humane Immibgjlte ausgestattet sind (Lonberg,
2005), zum anderen kann man mit Phagenbanken (plgm@ay) auch ohne die
Immunisierung von Versuchtieren vollstandig humakreikorper generieren (Boel et al.,
2000; Huls et al., 1999).

In der dritten Methode unterstellt man, dass auchKrebspatienten eine humorale
Immunantwort auf Tumorzellen stattfindet. Die Antigér produzierenden B-Zellen kdnnen
aus Milzen, Lymphknoten oder dem Blut erkranktetidden isoliert und mit Hilfe der
konventionellen Hybridomtechnik fur menschliche Ipmozyten (Triomtechnik)
immortalisiert werden (beschrieben in Vollmers &f &989). Diese Methode konnte als
einzige bisher humane, tumorspezifische Antikotiggern (Vollmers und Brandlein, 2006b;
Vollmers und Bréandlein, 2005).

Diese Immunglobuline sind in zweierlei Hinsichtargssant. Zum einen geben sie Einblicke
in die menschliche Tumorimmunitat (Brandlein et 2003b), zum anderen kénnen sie selbst
zur Diagnostik und Therapie maligner Erkrankungemgesetzt werden (Brandlein et al.,
2003a; Brandlein et al., 2004a).

Einige Eigenschaften haben humane tumorspezifigaitkdrper gemeinsam: Sie werden
von CD5 + B-Zellen gebildet und sind damit Proddé&t nattrlichen Immunitat (Brandlein et
al., 2003b). Sie sind vorwiegend vom IgM-Isotyp,nwgleich auch wenige IgGs identifiziert
werden konnten. lhre Targets sind modifizierte Kagmvate der Glykokalix, die nur auf
malignen Zellen exprimiert werden (Vollmers und @ikin, 2005b). Nach ihrer Bindung
I6sen die Antikorper Apoptose aus, und zwar inoviind in vivo (Brandlein et al., 2002;
Brandlein und Vollmers, 2004; lllert et al., 2005Bpbei bendtigen sie weder Komplement

noch Effektorzellen. Die molekularen Mechanismerr dgoptoseinduktion sind von



Antikdrper zu Antikorper verschieden. Tumorzellea chit dem humanen Antikérper SAM-6
behandelt wurden, zeigen beispielsweise eine ielltddare Akkumulation von Neutralfetten,
die die Apoptose (sog. Lipoptose) der Zelle eiete{Pohle et al., 2004). Als gemeinsamer
Nenner kann das Auslésen von Stress gesehen wéviddimers und Bréndlein, 2005a).
Dabei spielen Mitochondrien eine wesentliche Ralle,durch Freisetzung von Cytochrom c
die endogene Apoptosekaskade starten und zur Ediraing der Tumorzelle flhren.

Dieses gezielte Beseitigen von Tumorzellen istapeutisch nutzbar und wurde exemplarisch
fur den humanen Antikoérper SC-1 in einer PhaseStlidie demonstriert (lllert et al., 2005b;
Timmermann et al., 2002; Vollmers et al., 2000) bistomorphologische Evaluation zeigte
bei 84% der Patienten eine Zunahme der ApoptoseVargleich zum Zustand vor
Antikdrper-Gabe sowie eine Tumorregression in 60%R#ienten (Vollmers und Brandlein,
2005).

Neben dem grof3en klinischen Potential dieser Mdéegibt die schlichte Existenz Apoptose-
auslésender, tumorspezifischer Antikdrper starkenwdise auf das Zutreffen der
Immunsurveillance-Theorie, die in den 70er Jahitaaezeitgleich von Burnet und Thomas
aufgestellt wurde (Burnet, 1970; Burnet, 1971; Them1982). Diese besagt, dass das
Immunsystem neben infektiosen Erregern auch maldgiken erkennen kann und an derer
Beseitigung beteiligt ist. Das gilt insbesondertdem es gelang, tumorreaktive Antikorper
auch in gesunden Spendern nachzuweisen. Sie kdantainer frihen Immunantwort auf
transformierte Zellen beteiligt sein und das Heraclvgen solider Tumore in vielen Fallen
verhindern (Vollmers und Brandlein, 2005b; Vollmarsl Brandlein, 2006b).

1.4  Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit ist es, aus einer Reihe von humafetikbrpern, die am Wirzburger Institut
fur Pathologie entwickelt wurden, sinnvolle Komhbioaen zu bilden (sog. Cocktails) und
diese hinsichtlich ihrer Zytotoxizitdt zu untersucheDes Weiteren sollen auch
Kombinationen mit Zytostatika evaluiert werden. Dietersuchungen sollen mit Hilfe vam
vitro Tests auf verschiedenen Tumor- Zelllinien durctiggfwerden. Darlber hinaus sollen
weitere Schritte in der Aufklarung der Apoptoseinuk und der unterschiedlichen

Wirkungsweisen der untersuchten Antikorper untenmem werden.



2. Material und Methoden

2.1 Material:

2.1.1 Puffer, Lésungen und Medien
PBS: 8 g NaCl

0,2 g KClI

1,15 g NgHPOx2 H,O

0,2 g KH2PO4

11 A. bidest
Lyse-Puffer: 0,1 % Natriumcitrat

0,1 % Triton X-100
FACS-Puffer 1 x PBS

0,01% NaN(w/v)

Lésung durch 0,1 pm Nitrozellulosemembran &ttri

BSA/PBS: 5 mg BSA (Albumin bovine, fraction V; ReoKarlsruhe) / ml PBS
MTT-Reagenz: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphdtetrazoliumbromid
Steinheim) 5 mg/ ml PBS
Trypanblau: 0,5% Trypanblau (Sigma, Steinheim)
0,9% NaCl
RPMI 1640: Basismedium (500 ml) (PAA Laboratorieisiz/ Osterreich)

1 % Glutamin (5 ml)

1 % Penicillin / Streptomycin (5 ml)

10 % FCS (Fetal Calf Serum) (50 ml)

vor Gebrauch auf 37°C vorgewarmt
Trypsin/EDTA PAA Laboratories, Linz/ Osterreich

2.1.2 Chemikalien und Antikorper
Die Chemikalien und Antikdrper wurden von folgende@mmen bezogen:

5- FU (5-Fluorouracil) Sigma

DMSO (Dimethylsulfoxid) Merck, Darmstadt
Fluorescent orange 548 reactive Fluka

Fluoro Tag" Conjugation Kit Sigma

Propidium lodid Sigma



RNaseA

Chrom Pure Human IgM

Rabbit anti human IgM, FITC

Sigma

Dako, Danemark

Dako, Hamburg

2.1.3 Verwendete humane monoklonale Antikorper:

Alle in dieser Arbeit verwendeten Antikorper sindt iHilfe der konventionellen Hybridom

Technik (Kohler und Milstein, 1975) am Pathologmschinstitut der Universitat Wirzburg

entstanden. Sie wurden direkt aus den Milzen ogendhknoten von Tumorpatienten und

gesunden Spendern isoliert, immortalisiert undibiribch ihrer antitumoralen Eigenschaften

selektioniert. Alle Antikérper sind vom IgM Typ undierden von CD5+ B - Zellen

produziert, gehdren also zur natirlichen Immunitét.

Tabelle 2 : Ubersicht der verwendeten humanen mondénalen Antikorper

Name Herkunft der Isotyp | Target Spezifitét | Funktion
Lymphozyten In vitro In vivo
LM-1 Lymphknoten, NSCLC IgM N-verknlpftes Karzinome| Apoptose Regression
Karbohydrat
SAM-3 | Milz, Magenkarzinom IgMx | n. b. Karzinome Apoptose n.b.
SAM-5 | Milz, Magenkarzinom IgMA | n. b. Karzinome Apoptose n.b.
SAM-6 | Milz, Magenkarzinom IgM). | O-verknlpftes Karzinome| Lipoptose Regression
Karbohydrat
PM-1 Milz, IgM, & | N-verknipftes Karzinome| Apoptose n.b..
Pankreaskarzinom Karbohydrat
PM-2 | N-/O-verknupftes Karzinome| Apoptose n.b..
Karbohydrat
CM-1 Milz, Kolonkarzinom IgM\ | N-verknupftes Karzinome| Apoptose Regression
Karbohydrat
NORM- | Milz, gesunder Spender IgM, | n. b. Karzinome| Apoptose n.b..
1
"NORM- | N-/O-verknupftes Karzinome| Apoptosel Regression
2 Karbohydrat




Die verwendeten Antikdrper standen in folgender Xaniration bereit:

LM-1: 7,6 pg/ ml
SAM-3: 9,55 pug/ ml
SAM-5: 13,6 pg/ ml
SAM-6: 10 pg/ mi
PM-1: 30,8 pg/ ml
PM-2: 22,3 ug/ ml
CM-1: 9,7 ug/ ml
NORM-1: 11,6 pg/ ml
NORM-2: 42,4 pg/ mi

2.1.4 Zelllinien:
BxPC-3: Pankreas  Adenokarzinom, adharent wachsend, Verdopplungszeit ca. 16h

HT29: Kolon Adenokarzinom, adhéarent wachsend, rdopplungszeit ca. 40h

Die Kultivierung erfolgte in RPMI 1640 Medium/ 1 %slutamin/l % Penicillin/
Streptomycin/ 10 % FCS bei 37° und 8 % LO

2.1.5 Haufig verwendete Verbrauchsmaterialien und Bborgeréate:

Aquabidest-Anlage Milli-Q Plus PF Millipore, &sborn
Brutschrénke Heraeus Thermotech, Hanau
ELISA-Reader Bio-Rad, Miinchen

FACScan BD Bioscience, San Jose, USA
FPLC Pharmacia, Freiburg

Minifuge T Heraeus, Hanau

Mikroskop Leica DMLB Leica Mikrosystems, Wedrl
Neubauer-Zahlkammer Hartenstein, Wirzburg
pH-Meter pH 525 WTW, Weilheim i. OB
Photometer Uvikon 810 Kontron Instrument, Selzw
Pipetten Gilson, Middleton, USA
Pipettierhelfer accu-jet Brand, Wertheim am iMai
Sephadex Protein A Saule Sigma

Sterilbank Lamin Air HLB 2448 Heraeus, Hanau

Vortex-Genie Bender & Hobein, Zirich,Schweiz



Wasserbad, WB10 Memmert, Schwabach
Waage Sartorius, Gottingen
Zentrifuge Biofuge 15R Heraeus Sepatech, Odeer

2.1.6 Software
Fur die graphische Darstellung wurden die PrograrBel€EEL, POWERPOINT und Adobe
Photoshop verwendet. Zur FACS Analyse diente Liysmur FACS Auswertung WinMDI 2.

2.2 Methoden der Zellbiologie

2.2.1 Zellkultur

Die Kultivierung von Tumorzelllinien erfolgte in RR 1640 Medium mit 10% FCS und den
Supplementen L-Glutamin (20 mM) und Penicillin/gtamycin (1%). Die Zellen wurden in
Zellkulturflaschen bei 37°C und 8% G@nm Brutschrank inkubiert. Zur Subkultivierung
wurden die Zellen mit 5 ml Trypsin/EDTA-LOsung voiflaschenboden abgelost, die
Reaktion mit 10 ml Medium abgestoppt und die Zeben1500 rpm 5 min zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in frischem Medium aufgenommen werdsprechend verdinnt zurlck in

Zellkulturflaschen gegeben.

2.2.2 Zellviabilitatsbestimmung:

2.2.2.1 Remnant-Viabilitats Test

Um antiproliferative Effekte kombinierter Antikbrpeu untersuchen, wurde der Remnant-
Viabilitats Test gewahlt. Das Prinzip dieser Methdabruht auf der Anderung der Zellzahl
nach Behandlung mit Antikdrpern im Vergleich zuegiKontrolle.

Hierzu wurden 1ml einer auf iZellen pro Milliliter eingestellten Zellsuspensiater
Zelllinie BxPC-3 in die Napfe einer sterilen 6 Wédtlatte gegeben und 4 Stunden im
Brutschrank inkubiert, bis die Zellen am Boden Népfe adhérieren konnten. Anschliel3end
wurde 1ml Antikérper-Uberstand bzw. 1ml Medium Ktntrolle zu den Zellen gegeben, um
anschlieBend mit einem weiteren Milliliter Mediumif @as Zielvolumen von 3ml aufzufillen.
Bei Antikorperkombinationen wurde je 1ml des engspenden Antikérper-Uberstands pro
Napf zu den Zellen gegeben. Jeder Ansatz lag inaltggpAusfihrung vor. Nach 48 Stunden
Inkubation im Brutschrank bei 37°C und 8% £@urden die Zellen abgelést und gezabhit.

Dazu wurde der Uberstand aus einem Napf in ein $shirchen pipettiert um tote oder nicht
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adharente Zellen beim spateren Zahlen mit zu beicitigen. Dann wurden die Zellen mit
500ul Trypsin/EDTA abgeldst (37°, 10min ) und mimllfrischem Medium versetzt und zu
dem bereits gesammelten Uberstand gegeben. Im NapEkbleibende Zellen wurden mit
einem weiteren Milliliter Medium abgespult und elsdlsf gesammelt. Diese Zellsuspension
wurde nun 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert, daslp&dlet in 1ml frisches Medium
aufgenommen und resuspendiert.

Zu letzt wurden die Zellen zur tot/ lebend Differesmang mit Trypanblau gefarbt und mit
Hilfe einer Neubauer Zahlkammer gezahlt. Trypanhj@hért zu den Azofarbstoffen und
bindet zytosolische Proteine wodurch tote Zellehtinikroskopisch blau erscheinen, lebende
hingegen ungefarbt bleiben (Luttmann, Mai, 2004lBkiund Terryberry, 1957). Es wurden
nur lebende Zellen gezahlt. Hierzu wurden 20ul delisuspension in 180ul Trypanblau
gegeben und in die Zahlkammer pipettiert. Es wulalauf geachtet, dass die Zellsuspension
gut durchmischt war, nicht zu hoch verdinnt wurdgf.( anderer Verdinnungsfaktor

berechnet) und die Zahlkammer nicht tberfullt wurde

2.2.2.2 Proliferationstest (MTT-Assay)

Um die Effekte einer Kombination von Antikérpern durdem Chemotherapeutikum 5-
Fluorouracil zu untersuchen, wurde der MTT Testgegetzt. Mit einem verhaltnismaRig
geringen eingesetzten Volumen (50ul) eignet sieselMethode im besonderen Mal3e fir die
Untersuchung toxischer Reagenzien wie 5- FU.(Cdragket al., 1987)

Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Redukties gelben Tetrazoliumsalzes (MTT)
zur violetten Formazankristallen. Fir diese Reaktsind mitochondriale Dehydrogenasen
verantwortlich. Diese Enzyme sind nur in vitalenl&e aktiv, so dass die Reduktion von
MTT zu Formazan als Mal3 fur die Proliferation diedann.

Hierzu wurden 50 pl einer auf 2 X16ingestellten Zellsuspension in die N&apfe einerilsh

96 Well Platte (flacher, transparenter Boden) pipett AnschlieRend wurden 50ul einer
entsprechend vorbereiteten 5-FU/ RPMI Lésung zu d&llen gegeben, in den
Endkonzentrationen von 5ug, 2ug und 1 pg 5-FU proAts Kontrolle wurde RPMI 1640
eingesetzt. SchlieRlich wurden die Zellen 24 Standlei 37°C und 8% C£m Brutschrank
inkubiert. Jeder Ansatz lag in vierfacher Ausfilgwor. Nachdem der Uberstand vorsichtig
abgesaugt worden war, wurde der zu testende AptkbrKontrolle (Chrompure IgM,
Dianova, in der gleichen Konzentration) auf diel@elgegeben und fir weitere 24 und 48
Stunden bei 37°C und 8% G@n Brutschrank inkubiert. Ausgewertet wurde indsth pl
MTT Losung (5 mg/ml MTT Pulver in PBS, steril fikrt) in jeden Napf gegeben, 30 min bei
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37° inkubiert und dann die Platte bei 2800 rpm 1@ mentrifugiert wurde. Nachdem der
Uberstand vorsichtig abgesaugt worden war, wurd@5@ipl DMSO pro Napf resuspendiert
und die Farbintensitat als Differenz der Absorptoi@iA = 540nm und. = 690nm mit Hilfe

eines ELISA Readers gemessen.

2.2.3 Antikorper Depletion

Um die Vergleichbarkeit von Hybridom-Uberstanden uridschem Kulturmedium
einzuschatzen, wurden Uberstande der humanen Ap&kd@M-1 und NORM-2 iber eine
Protein A Saule gereinigt und der antikérper-fieigrchlauf (nephelometrisch bestimmt) im
Remnant-Viabilitats Test hinsichtlich seiner Wirluauf die Zellproliferation untersucht. Als
Kontrolle diente RPMI 1640.

2.3 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Mit Hilfe eines Durchflusszytometers/ fluorescersaivated-cell-sorter (FACS) lassen sich
Zellen, Partikel und deren gegebenenfalls vorhamddéluoreszenzmarkierte Marker
detektieren. Dies geschieht durch einen Laser merei komplexen optischen System, mit
dessen Hilfe sich Aussagen uber die Gro3e, Gratitland viele weitere Eigenschaften von
Zellen treffen lassen.

2.3.1 Apoptose Detektion durch Propidiumiodidfarbung

Propidiumiodid (PI) interkaliert in doppelstrangiB®A und eignet sich zur Darstellung des
DNA Gehalts einer Zelle. Zellen in der;-Bhase des Zellzyklus weisen einen zweifachen
Chromosomensatz (2n) auf, wahrend Zellen nachggeioMitose in G vierfach ausgestattet
sind (4n). Wahrend des Vorgangs der Apoptose baemthiedene Enzyme die DNA ab, so
dass Fragmente entstehen, die kleiner als 2n Biede SubG Fragmente sind spezifisch fur
Apoptose und lassen sich durchflusszytometrischtiroe®en. (Bertho et al., 2000;
Darzynkiewicz et al., 1992; Darzynkiewicz et alQ02; Tang et al., 2005a; Tang et al.,
2005b)

Vorbereitung

Um die Eignung dieser Methode fiir humane Antikorpertesten, wurde 1ml einer auf 5 x
10° Zellen eingestellten Zellsuspension der ZellliiePC-3 in die N&pfe einer sterilen 6
Well Platte gegeben und mit 1ml unverdiinntem SAMigerstand im Brutschrank (37°C,
8%CQ) stimuliert. Als Kontrolle wurde Chrompure IgM watztes Medium verwendet. Es
wurden Uber 5 Tage hinweg taglich Messungen vongemen. Dazu wurden die Zellen aus
den N&pfen geerntet und zweimal mit kaltem FACSfdPujewaschen (mit 500ul FACS
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Puffer versetzte Zellen bei 1400 rpm zentrifugieApschlieend wurden die pelletierten
Zellen direkt vor der Messung am FACS in 700uligen Lyse Puffer (0,1% Natriumcitrat,
0,1% Triton X-100, 50pg/ml Propidiumiodid, 100pg/RNAse, frisch zubereitet) auf Eis
resuspendiert. Da die Zellen innerhalb von Minuieseren, sollte dies erst unmittelbar vor
der Messung erfolgen.

FACS-Messung

Das Ausmald der Apotose wurde Uber die Anzahl dbeGSEragmente im Fluoreszenzkanal
2 bestimmt. Dabei erfolgte die Darstellung lineBro Probe wurden 30.000 Ereignisse

gemessen, die Zahlung erfolgte ohne Einschrankung.

2.3.2 Bindung

Uber das Bindungsverhalten einzelner Antikorper udédren Kombinationen an

Karzinomzellen kann die Durchflul3zytometrie ebdsfAluskunft geben.

Vorbereitung der Zellen

Zellen wurden trypsinisiert, pelletiert (5min, 150Pm) und in frischem Medium zur

Rekonstitution der Zellmembranen filr 30min auf géstellt. 2 x 10 Zellen wurden jeweils

in ein FACS Rohrchen uberfuhrt und anschlieBend kaltem FACS Puffer gewaschen
(500ul, 5 min, 1400 rpm) und mit den Primar-Antlgém fur 15 min auf Eis inkubiert

(Gesamtvolumen 200 pl/ Rohrchen). Als Isotyp-Kolgrdiente Chrompure IgM. Nach der
Inkubation wurden die Zellen abzentrifugiert, ddseldlstand verworfen und die Pellets mit
500 pl kaltem FACS-Puffer gewaschen. Danach edolghe 15minultige lichtgeschitzte
Inkubation mit dem FITC gekoppelten Sekundar-Antgi (Rabbit anti human IgM, FITC-

gekoppelt, 1:50 in FACS-Puffer). Nach einem ernew¢aschgang wurden die Zellen in
200ul kaltem FACS-Puffer aufgenommen und bis zursddeg lichtgeschitzt auf Eis
aufbewabhrt.

FACS-Messung

Die Bindung der humanen Antikérper wurde als Veisoshng zur Isotyp-Kontrolle auf

Fluoreszenzkanal 1 gemessen. Die Darstellung ¢efolggarithmisch. Bei jeder Probe
wurden 15.000 Zellen gemessen, die Zahlung erfabtee Einschrankung. Vgl. (Brandlein,
2003)
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2.4. Methoden der Immunfluoreszenz:

2.4.1 Antikérperkonjugation mit FITC/ Orange reactive 548

Die Markierung von Antikérpern mit Fluorochromerfadgte mit Hilfe des Fluoro Tdy
Conjugation Kit (Sigma) und dem Farbstoff Fluoregaarange 548 reactive (Fluka) nach den
Angaben der Hersteller.

Zuerst wurden die gereinigten Antikdrperlésungenr{gentrationen zwischen 400ug/ml und
5mg/ml) mit Hilfe einer Sephadex G 25 Saule in DINatriumbikarbonat Puffer (pH 9)
Uberfuhrt. Anschlielend wurde fur die FITC Konjugat250ul Antikorperldsung mit 50l
einer FITC- Stammlésung=ITC in 2 ml 0,1M Natriumbikarbonat Pufjeersetzt und 2
Stunden lichtgeschitzt auf dem Schittler inkubiEiir Fluorescent orange reactive wurde
1000p! Antikdrperlésung mit 50ul Stammldsung (1nmgoFescent orange reactive in 400ul
Bikarbonat Puffer) versetzt und fur eine Stundedmrh Schuttler inkubiert. In einem letzten
Schritt wurden freie Fluorochrome saulenchromatolgisch mit Hilfe einer FPLC Anlage
von den markierten Antikérpern abgetrennt.

2.4.2 Endozytose

10° Zellen wurden trypsinisiert, pelletiert und in $00 fluoreszenz-markierter
Antikdrperlésung aufgenommen und resuspendiert. réfih die Zellen im Brutschrank
(37°C, 8%CQ) inkubiert wurden, wurde nach 30, 60 und 120mitaQgl der Suspension auf
einen Objekttrager ausgestrichen, trockenfixierd umit einem konfokalen Mikroskop
ausgewertet.

2.4.3 Bindung kombinierter Antikérper/ Doppelfarbung

10° Zellen wurden trypsinisiert, pelletiert und in DO fluoreszenz-markierter
Antikdrperlosung (500ul Antikérper A und 500ul Akidirper B) aufgenommen. Nach 60min
Inkubation auf Eis wurden ungebundene AntikdrperckdwZentrifugieren (5min, 1500rpm)
abgetrennt, die Zellen in 1000ul PBS aufgenommaeth janlOpl der Suspension auf einen

Objekttrager ausgestrichen, trockenfixiert und emem konfokalen Mikroskop ausgewertet.

2.5 Imaging als Apoptosenachweis

2.5.1 Hanging Drops
Als dreidimensionales in vitro Tumormodell wurdemh&roide der Zelllinie BXPC-3

generiert. Hierzu wurde die von Kelm et al.(Del Bt al., 2004; Kelm et al., 2005; Kelm et
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al., 2003) beschriebene ,Hanging Drops" Methodeniodifizierter Form angewendet. 20ul
einer auf 16 Zellen eingestellten Zellsuspension wurden als ferfin eine Zellkulturschale
gegeben und tber Kopf 24 Stunden inkubiert (37°C,3%%. Am Platz gehalten durch die
Oberflachenspannung des Mediums, wandern die ZeleanSchwerkraft folgend in den
basalen Abschnitt des Tropfens und lagern sich aididnensionalen Tumorstrukturen
zusammen. Diese Spharoide wurden anschlielRend ddosbilen von der Zellkulturschale
geerntet und weiterverwendet.

2.5.2 Herstellung von Zellkulturen in 3D Kollagenmarices

Um die Struktur der Spharoide zu erhalten und detsidimensionales Wachstum zu
verfolgen, wurden diese in Kollagengele eingebettéerzu wurde zunachst der Gelansatz
vorbereitet, bestehend aus 50ul BIC, 100ul MEM Witbul Rattenschwanzkollagen
(2mg/ml). AnschlieRend wurden je ein Spharoide zAnsatz gegeben. Gelportionen von
etwa 150ul wurden in vorbereitete selbstkonstraeieGlaskammern bestehend aus
Objekttragern, Deckglasern und Wachs uberfuhrt.hNRalymerisierung des Gels (~20 min
bei 37°C und 5% C¢ wurden die Kammern mit in G@quilibriertem SAM-6 Uberstand
geflllt und mit Wachs luftdicht verschlossen. Alsrifrolle wurde Chrompure IgM versetztes
Medium eingesetzt. Beobachtungen unter dem Mikroskagen ohne Mediumwechsel Uber
48 h maglich.

2.5.3 Zeitraffervideomikroskopie

Die Wirkung des humanen Antikérpers SAM-6 auf dimiehsional proliferierende
Tumorzellen wurde mit Hilfe eines Umkehrlichtmikkag (DM-IL, Leica®) bei 400 facher
VergrofRerung gefilmt. Die Umgebungstemperatur wutdech ein Rotlichtsystem konstant
auf 37°C gehalten. Die Aufnahmefrequenz lag beild o 4 Minuten.
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3. Ergebnisse

3.1 Apoptose Sequenz (Abb.1)

Zur Untersuchung der Apotoseinduktion durch humangkorper wurde stellvertretend fir
diese Gruppe Hybridomiberstand des Antikérpers SAMr einer Konzentration von
30ug/ml zu Spharoiden der Zelllinie BxPC-3 gegehermd mit Hilfe der Zeitraffer-
Mikroskopie gefilmt. Als Kontrolle diente ChrompuigM versetztes RPMI 160 in der
gleichen Konzentration.

Nach 5 Stunden Proliferation erschienen die erapaptotischen Zellen, erkennbar durch das
Zerfallen in viele Fragmente (sogpoptotic bodieoderbleby. Ab diesen Zeitpunkt nahm
die Proliferation im Vergleich zur Kontrolle deuthi ab. Gleichzeitig begannen sich die Zell-
Zell-Kontakte aufzulésen und die einzelnen Tumderel bekamen eine rundliche
Morphologie. Das Zentrum des Spharoids begann daltes (Abbildung 1B). Immer mehr
Zellen wurden apoptotisch, bis nach 48 Stundenekeitale Zelle mehr vorhanden war
(Abbildung 1C). Im Gegensatz dazu, zeigte der mit Kontroll-lgvhéedelte Spharoid ein
kontinuierliches Wachstum ohne relevante Apoptd3as Experiment wurde drei Mal
wiederholt.

Nicht dargestellt sind Untersuchungen mit Monolayelerselben Linie am Boden einer
Zellkulturflasche. Hier zeigten alle behandelten llede die bereits beschriebenen
spindelférmigen Veranderungen der Morphologie. (ot al., 2004) Apoptotische
Kdrperchen lie3en sich nach 48 Stunden Beobachtiotg im selben Ausmald beobachten

wie in 3 dimensionaler Anordnung der Spharoide.
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Abbildung 1: Apoptoseinduktion an dreidimensionalenSphéaroiden

Spharoide wurden in Kollagengele eingebettet uratldieRend in selbstkonstruierte Glaskammern besteh

aus Objekttragern, Deckglasern und Wachs Uberflilath Polymerisierung des Gels wurden die Kammetn m
in CO, equilibriertem SAM-6 Uberstand gefiillt und mit Wacluftdicht verschlossen. Als Kontrolle wurde
Chrompure IgM versetztes Medium eingesetzt. Bedbagen unter dem Mikroskop waren ohne
Mediumwechsel Gber 48 h mdglich. Die Wirkung desnhoen Antikérpers SAM-6 auf dreidimensional
proliferierende Tumorzellen wurde mit Hilfe einesnkkehrlichtmikroskop (DM-IL, Leica®) bei 400 facher

VergréRerung gefilmt(A) zeigt das Bild nach 8 Stundg8) nach 24 Stunden un€) nach 48 Stunden. Die

Umgebungstemperatur wurde durch ein Rotlichtsy#tenstant auf 37°C gehalten.

3.2 DNA Fragmentierung

Als weitere Methode zur Untersuchung der Apoptabgition durch den humanen
Antikérper SAM-6 wurden Zellzyklusanalysen mit Prdipm lodid durchgefuhrt
(Abbildung 2). Dabei zeigten die SAM-6-stimulierten Zellen imrgkeich zur Kontrolle ein
unterschiedliches Zellzyklusprofil. Wahrend am Tagnd 2 die Verteilung der Zellen im G

S und G noch annahernd gleich war, zeigte sich an Tagainei deutliche Akkumulation der
SAM-6 behandelten Zellen in den Phasen S undd@s spricht fur einen Zellzyklusarrest, da
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die Zellen nicht mehr die Mitose durchlaufen und garcht mehr proliferieren. Am Tag 4
und noch deutlicher an Tag 5 formiert sich zunehdneim weiterer Peak noch vor den G
Zellen. Diese SubGFormation entspricht denen durch Apoptoseindukfimgmentierten
Zellkernen. Diese DNA Fragmente sind hochspeziffsicldie Apoptose und vergleichbar mit
der DNA- Leiter. Die mit Kontroll IgM behandeltenelflen zeigen keine SuhG-ragmente
und auch keine wesentlichen Veranderungen im Zdlisprofil.

3.3 Endozytose

Pankreaskarzinomzellen der Linie BxPC-3 wurden mITC bzw. Orange reactive
gekoppelten humanen Antikérpern gefarbt, um bderieiu kdnnen, ob eine Internalisierung
der Antikorper stattfindet. Getestet wurden SAMNRM-2, LM-1 und CM-1. Nach 60
Minuten Inkubation im Brutschrank zeigte sowohl S/&Mils auch LM-1 eine Konzentration
an den Polen von Zellen, die dem so genannsgping entspricht und einer Vorstufe der
Endozytose entspricht. Nach 120 Minuten sind bgidgkorper internalisiert. Die Antikdrper
CM-1 und NORM-2 hingegen bleiben Uber den gesarotaersuchungszeitraum streng auf
der Oberflache der Zellen und werden nicht aufgeanem

Tabelle 3: Endozytose humaner Antikdrper

Antikdrper | Gekoppeltes Fluorochrom| Reaktion

SAM-6 FITC Endozytose

LM-1 FITC Endozytose

CM-1 Orange reactive Membranfarbung
NORM-2 Orange reactive Membranfarbung

Abbildung 3 zeigt als Beispiel fir eine Endozytose rodpping die Sequenz fur den
Antikdrper SAM-6 (oben), sowie eine membranstandgelung fur den Antikbrper NORM-
2 (unten). Die entsprechenden Abbildungen fur digik®rper LM-1 und CM-1 sind nicht
gezeigt.
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Abbildung 2: SAM-6 fuhrt zur DNA Fragmentierung
5 x 10 Zellen der Zelllinie BxPC-3 wurden mit einem Mitér Medium in die Népfe einer sterilen 6 Well
Platte gegeben und mit 1ml unverdiinntem SAM-6 (taadsim Brutschrank (37°C, 8%GOstimuliert. Als
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Kontrolle wurde Chrompure IgM versetztes Mediumwemndet. Es wurden Uber 5 Tage hinweg téglich
Messungen vorgenommen. Dazu wurden die Zellen ansN#ipfen geerntet und zweimal mit kaltem FACS
Puffer gewaschen. Anschlieend wurden die Zelleektlivor der Messung am FACS in 700ul fertigen Lyse
Puffer (0,1% Natriumcitrat, 0,1% Triton X-100, 50pd Propidiumiodid, 100pg/ml RNAse, frisch zubee#jt
auf Eis resuspendiert. Das Ausmald der DNA Fragmemtg wurde Uber die Anzahl der Syb&agmente im
Fluoreszenzkanal 2 bestimmt. Dabei erfolgte diesidung linear. Pro Probe wurden 30.000 Ereignisse
gemessen, die Zahlung erfolgte ohne Einschrankung.
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Abbildung 3: Endozytose, Immunfluoreszenz auf BXPQG3 Zellen

10° Zellen wurden trypsinisiert, pelletiert und in $0Gluoreszenz-markierter Antikdrperlésung aufgencen
und resuspendiert. Wahrend die Zellen im Brutsdh(&@°C, 8%CQ) inkubiert wurden, wurde nach 30, 60 und
120min je 10ul der Suspension auf einen Objekttragsgestrichen, trockenfixiert und mit einem kddaden
Mikroskop ausgewertet. Die obere Sequenz zeigtidiibeEndozytose des Antikdrpers SAM-6, die untdie
Membranfarbung von NORM-2. Als Kontrolle dientedheszenz-gekoppelter Chrompure IgM.
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3.4  Immunfluoreszenz/ Doppelfarbung

Um Aussagen zum Bindungsverhalten kombinierter k&mper zu erlangen, wurden fur funf
Cocktails Doppelfarbungen durchgefiuhrt. Dazu wurdi® kombinierten Antikorper mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen konjugientd mit Pankreaskarzinomzellen der
Linie BXxPC-3 Farbungen durchgefihrt. Als Fluorochrdiente entweder FITC oder Orange
reactive, als Kontrolle diente Chrompure IgM, eladiafals Doppelfarbung angefertigt.

Tabelle 4: Farbungen mit zwei Antikbrpern

Cocktail Flourochrom Farbung
CM-1+NORM2 FITC/Orange reactive unterschiedlichétdjpe
CM-1+SAM-6 FITC/Orange reactive ahnliche Epitope
LM-1+SAM-6 FITC/Orange reactive ahnliche Epitope
LM-1+NORM-2 FITC/Orange reactive unterschiedlichatBpe
SAM-6+NORM-2 FITC/Orange reactive unterschiedlichgt&pe
Chrompure IgM FITC/Orange reactive Keine Farbung

In den untersuchten Cocktails haben die AntikOigeralle Zellen gebunden, und es lieRen
sich keine Subpopulationen ohne Farbung ausmadbefiir zeigten einige Kombinationen
unterschiedliche Farbintensitaten an verschied&telten einer Zelle auf. In diesen Cocktails
binden die Antikérper an unterschiedliche Epitdpéeressanterweise sind diese Epitope auch
innerhalb einer Zelllinie unterschiedlich stark geyragt, sodass einige Zellen starker grin
(FITC) und andere eher rot (Orange reactive) eisene Andere Kombinationen zeigen eine
homogene, membranstandige Doppelfarbung. Die Arg#&0 dieser Cocktails haben
offensichtlich sehr ahnliche Zielstrukturen, dieeighmafdig in der untersuchten Zelllinie

exprimiert sind. DiAbbildung 4 zeigt zwei Beispiele.
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Abbildung 4: Bindung kombinierter Antikdrper/ Doppe Ifarbung

10° Zellen wurden trypsinisiert, pelletiert und in D0 fluoreszenz-markierter Antikérperlésung (500pl
Antikérper A und 500ul Antikérper B) aufgenommenadih 60min Inkubation auf Eis wurden ungebundene
Antikérper durch Zentrifugieren (5min, 1500rpm) abrgnnt, die Zellen in 1000ul PBS aufgenommen @nd |

10ul der Suspension auf einen Objekttrager ausgestr, trockenfixiert und mit einem konfokalen Mikkop
ausgewertet.
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3.5 Vorbemerkung zum Arbeiten mit Hybridom-Uberstanden

Da die folgenden Experimente zur Zytotoxizitat Vamtikorperkombinationen ausschliel3lich
mit Hybridom-Uberstanden durchgefiihrt worden shetjarf es einer kurzen Vorbemerkung:
Fur die teilweise sehr sensitiven Methoden zur Megsvon Proliferationshemmung und
Zelltod, werden reprasentative Kontrollen benéti§tir Hybridom-Uberstande ist das
schwierig, da es sich nicht um eine einheitlicheigpe handelt, sondern viel mehr jeder
Uberstand unterschiedlich stark verbraucht ist, hzi8t, die Nahrstoffe des Mediums sind
ungleich erschopft und auch der pH Wert unterscheaidb. Dieser Erschopfungszustand des
Mediums kann einen antiproliferativen Effekt haben.

Um dieses Problem zu umgehen, wurde fur die folgenBrperimente zum einen ein
Versuchsaufbau gewahlt, in dem wenige Zellen i gebl3en Volumina untersucht werden
(10° Zellen in 3000pl) und zum anderen Vorversuche #ittikdrper- freiem, aber
verbrauchtem Hybridom-Uberstand durchgefiihrt.

Dazu wurden zwei unterschiedliche Uberstande sowuohl als auch ohne Antikorper
hinsichtlich ihrer Proliferationshemmung untersuantd mit frischem Medium verglichen.
Ausgewahlt wurden die Antikdrper NORM-2 und CM-13 dich diese im Gegensatz zu
anderen leicht Uber eine Protein A Saule reinigassdn. Fur CM-1 gelang die
Antikdrperdepletion auf <0,002pg/ml, fur NORM-2 wler ein AntikGrperkonzentration von
weniger als <0,0001pg/ml erreicht (nephelometrisestimmt). Die Ergebnisse des Remnant
Tests zeigAbbildung 5.

Aus den Erebnissen wird ersichtlich, dass in dies&rsuchsaufbau verbrauchtes Medium
eine untergeordnete Rolle spielt. Im Falle des K&mpers CM-1 reduziert dieser das
Wachstum der Pankreaskarzinomzellen um etwa 40%yend derselbe Uberstand ohne
Antikdrper keinen antiproliferativen Effekt hat. Fden Antikérper NORM-2 ergab sich eine
Wachstumshemmung von 22%, wobei der depletiertedidred zu einer Inhibition von 10%
fuhrte. Weitere Experimente mit verbrauchtem Medides Fusionspartners HAB-1 und
einem weiteren humanen Antikdrper kamen zu &hntickegebnissen. Dabei war die
maximal antiproliferative Wirkung eines verbrauchtéediums nie gréf3er als 10%. Diese
10% Inhibition sind bei den folgenden Ergebnissegelpenenfalls abzuziehen, um sicher

Effekte eines verbrauchten Mediums auszuschlief3en.
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Abbildung 5: Remnant Assay mit Antikorper freiem Hybridom-Uberstand

Um die Vergleichbarkeit von Hybridom-Uberstiandend uftischem Kulturmedium einzuschatzen, wurden
Uberstande der humanen Antikorper CM-1, NORM-2 0@l (iber eine Protein A Sdule gereinigt und der
Antikérper freie Durchlauf (nephelometrisch bestitfim Remnant-Viabilitats Test hinsichtlich seineirdting
auf die Zellproliferation untersucht. Als Kontrolligente RPMI 1640.

3.6  Cocktails mit humanen Antikdrpern

Um die zytotoxischen Effekte kombinierter humaneronwklonaler Antikdrper zu
untersuchen, wurden insgesamt 32 verschiedene Katidmen auf der
Pankreaskarzinomzelllinie BxPC-3 durchgefuhrt. Kamdst wurden immer zwei Antikbrper
miteinander. Gemessen wurde die Zellzahl einerk@énpier-behandelten Probe im Vergleich
zur Negativ Kontrolle, bestehend aus frischem Medwm Chrompure IgM. Ausgewertet

wurde nach 48 Stunden.

Insgesamt lieRen sich die Effekte der Kombinatiomewier Gruppen unterteilen: 1) Eine
additive Gruppe, 2) eine synergistische, 3) eirgbitorische und 4) Kombinationen, die
keine relevante Veranderung der Aktivitat verursach
1) Bei additiven Kombinationen handelt es sich uockzails, in denen sich die anti-tumorale
Aktivitat der Antikorper addiert. Das heil3t, ihr KMungsgrat ist mindestens starker als die
Inhibition des aktiveren Kombinationspartners, almcht hoéher als die Summe der
Einzelaktivitaten. Abbildung 6 verdeutlicht diesen Zusammenhang. Von 32 getestete
Kombinationen waren 11 additiv (34%). Der starkatiditive Effekt lief3 sich bei der
Kombination aus SAM-6 und LM-1 beobachten, mit eiReduktion der Tumorzellen um
67,2%); am zweitstarksten wirkte der Cocktail ausPihd SAM-5 mit 58% weniger Zellen.
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2) Bei synergistisch wirkenden Cocktails ist didginoliferative Aktivitat der Kombination

gro3er als Summe der Einzelaktivitdten. Diese Ampkr scheinen sich in ihrer Wirkung zu
unterstitzen. Von 32 getesteten Kombinationen fandgch neun Cocktails mit
synergistischer Wirkung (28%). Dabei war die Konaion aus PM-2 und NORM-2 am
starksten synergistisch. Die Aktivitat dieses Catktwar um 19,3% hoher als die zu
erwartende Summe der Einzelaktivitaten. Den stérkdtffekt auf die Gesamtzahl der
Tumorzellen hatte in der synergistischen Gruppekdimbination aus LM-1 und PM-1 mit
einer Reduktion um 49,5%. Cocktails mit dem Antp&r LM-1 zeigten am haufigsten
synergistische Effekte (4/ 8 KombinationeAhbildung 7 zeigt zwei Beispiele.
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Abbildung 6: Beispiele fiir additive Kombinationen, Remnant Assay

1ml einer auf 10 Zellen pro Milliliter eingestellten Zellsuspensiater Zelllinie BxPC-3 wurde in die Napfe
einer sterilen 6 Well Platte gegeben und 4 StumaeBrutschrank inkubiert, bis die Zellen am Bodeihdrieren
konnten. AnschlieRend wurde 1ml Antikérper-Uberdtasew. 1ml Medium als Kontrolle zu den Zellen
gegeben, um anschlielend mit einem weiteren NgltiiMedium auf das Zielvolumen von 3ml aufzufill@&ei
Antikérperkombinationen wurde je 1ml des entspredea Antikorper-Uberstands pro Napf zu den Zellen
gegeben. Jeder Ansatz lag in doppelter AusfiihrungNach 48 Stunden Inkubation im Brutschrank B&iC3
und 8% CQ wurden die Zellen abgeldst und zur tot/ lebenddbénzierung mit Trypanblau gefarbt und mit
Hilfe einer Neubauer Zahlkammer gezahlt.

3) In der Gruppe der inhibitorischen Kombinatiorianden sich Cocktails, deren Antikorper
sich in ihrer Aktivitdt abschwachen, das heildt ilvekung ist schwacher als der stérkste
Kombinationspartner. Das war der Fall fur siebers &2 Kombinationen (22%). Die
ausgepragteste Inhibition war bei der Kombination 8AM-3 und PM-1 zu beobachten mit
einem Wirkungsverlust von 25,4%. Die zweitstarkatabition zeigte der Cocktail aus LM-1
und PM-2 mit 20% weniger Aktivitat. Interessanteiseehandelt es sich bei vier der sieben

getesteten inhibitorischen Kombinationen um Cotktaderen Antikorper aus ein und
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demselben Patienten isoliert wurden. Auch fur diegém Cocktails gilt, dass sich keine
gunstigen Effekte (additiv/ synergistisch) eingezl] wenn Antikdrper aus dem selben

Patienten miteinander kombiniert wurden.
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Abbildung 7: Beispiele fiir synergistische Kombinathnen, Remnant Assay

4) In der letzten Gruppe sind Kombinationen veeinetdie weder zu einem relevanten
Wirkungszuwachs noch -verlust fihrten. Als nichievant wurde eine Aktivitatsdifferenz
zum starksten Kombinationspartner von <5% angeséien 32 Cocktails gehdren funf in
diese Gruppe (16%). Cocktails die mit SAM-3 durdiibet wurden zeigten am haufigsten
inhibitorische oder nicht relevante Effekte (5/ @ribinationen). Einen Uberblick Uber alle

durchgefuhrten Kombinationen gibabelle 5

Tabelle 5: Ubersicht Cocktails mit humanen monokloalen Antikérpern
+ = additiv, ++ = synergistisch, - = inhibitorisch- = keinen Effekt, n.d. = nicht durchgefiihrt

SAM6 SAM3 LM-1 PM1 PM2 NORM1 NORM2 SAM5 CM-1
SAM6 - + + ++ +/- +/- - ++
SAM3 - ++ - n.d. - + - +/-
LM-1 + ++ ++ - ++ ++ +/- +
PM1 + - ++ +/- + + + ++
PM2 ++ n.d. - +/- n.d. ++ ++ n.d.
NORM1 +/- - ++ + n.d. - + +
NORM2 +/- + ++ + ++ - + +
SAM5 - - +/- + ++ + + n.d.
CM-1 ++ +- + ++ n.d. + + n.d.
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3.7  5-Fluorouracil und humane Antikdrper

Alle Antikérper, die sich bereits in der klinischeAnwendung zur Behandlung von
Tumorerkrankungen befinden, werden zusammen mitmOtieerapie oder zumindest an
Patienten verabreicht, die stark mit Chemotherapidehandelten wurden. Das hat zwel
Grinde: Zum einen sollen Patienten in Studien miteneMedikamenten keine Nachteile
gegenuber der Standarttherapie (i.d.R. Chemoth&rdg@ben, zum anderen lasst sich die
Wirkung der Antikérper durch Chemotherapie erhéhienginigen Beispielen sogar erst
erzeugen (Gerber und Ferrara, 2005). Um das Palténtmaner Antikdrper in Kombination
mit Zytostatika zu evaluieren, wurden drei Antikérpmit dem Pyrimidinanalogon 5-
Fluorouracil (5-FU) kombiniert und hinsichtlich érranti-proliferativen Wirkung untersucht.
Bei 5-FU handelt es sich um einen Antimetabolitéar,an unterschiedlichen Stellen mit dem
Nukleinstoffwechsel interferiert. 5-FU hemmt didd®ing von Thymidin-Phosphat und kann
in RNA und DNA eingebaut werden.(Lullmann et aD03)

Die Wabhl fiel auf 5-FU, da fur dieses Zytostatik@ine Wirksamkeit sowohl fir das Kolon-
als auch fiur das Pankreaskarzinom beschriebemdstdie getesteten Zelllinien HT29 und
BxPC-3 diesen Tumorentitaten entsprechen (Eckall ,e2006; Pallis und Mouzas, 2006). Als
Testverfahren diente der MTT-Assay, da dieser ddeeifen mit kleinen Volumina erlaubt
und so die eingesetzte Menge des potentiell gesitsdhhadlichen Zytostatikums gering
gehalten werden konnte. Es wurden die Antikérper-CM.M-1, SAM-6 und NORM-2
eingesetzt. Bei den verwendeten Antikbrpern haadedtsich nicht um Hybridomiberstande,
sondern um gereinigte Antikdrper. Sie wurden jesvail einer Konzentration von 200ug/ml
in frischem Medium eingesetzt. Als Kontrolle die@brompure IgM - versetztes Medium in

der gleichen Konzentration.

Tabelle 6: Ubersicht 5- Fluorouracil und humane Anikérper
++ synergistisch, + additiv, +/- kein Effekt, nmdcht durchgefihrt

Antikorper BxPC-3 HT-29

Ergebnis nach 24h 48h 24h 48h
SAM-6 + +/- +/- +/-
NORM-2 ++ + + +
LM-1 + + n.d. n.d.
CM-1 + - n.d. n.d.
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Der Versuchsaufbau wurde so angelegt, dass dietiSituaines durch Chemotherapie
vorbehandelten Patienten in vitro simuliert wurBazu wurden Tumorzellen 24 Stunden mit
5-FU vorinkubiert und anschlieBend mit Antikorpefir weitere 24 bzw. 48 Stunden

behandelt (s. Material und Methoden). Dabei wuridflJ Konzentrationen angestrebt, die
die Zellen sensibilisieren aber selbst nicht zieeielevanten Wachstumsreduktion fiihren.
Diese lag fur Pankreaskarzinomzellen der Linie Bx3@wischen 2-5 pg/ml, fur die

Kolonkarzinome der Linie HT-29 deutlich niedrigeribetwa 1ug/ml. Ein &hnlicher

Versuchsaufbau wird beschrieben fir Mammakarzinontguan et al., 2005.

Ahnlich wie bei den Cocktails aus verschiedenenikénpern fanden sich auch bei der
Kombination aus Antikdrper und 5-FU additive undnesgistische Kombinationen.

Grundsatzlich profitierte jeder Antikbrper von deiinzunahme des Zytostatikums. Den
starksten synergistischen Effekt zeigte interessaise die Kombination mit NORM-2,

einem Antikorper, der ohne Chemotherapie keinekstaktivitat aufzeigt. Die behandelten
Pankreaskarzinomzellen in diesem Experiment zeigéam 24 Stunden fast keine Aktivitat
mitochondrialer Dehydrogenasen mehr, und zwar sbweh 5-FU Konzentrationen von

5ug/ml als auch bei 1ug/ml. SieAdbildung 8. Die anderen Antikorper zeigten vor allem
additive Effekte mit einem Zuwachs der Wirksamkewischen 10% und 30%. Einen

Uberblick gibtTabelle 6
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Abbildung 8: 5-FU sensibilisiert BxPC-3 Zellen firden humanen Antikérper NORM-2, MTT-Assay

50 pl einer auf 2 xIVeingestellten Zellsuspension wurden in die N&jferesterilen 96 Well Platte gegeben
und mit weiteren 50ul einer entsprechend vorbeeitd-FU/ RPMI Lésung aufgefilllt. Jeder Ansatz lag
vierfacher Ausfiihrung vor. Nach 24 Stunden bei 3@ 8% CGQ im Brutschrank wurde der Uberstand
vorsichtig abgesaugt und der zu testende Antikétoentrolle (Chrompure IgM) auf die Zellen gegehend fiir
weitere 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Ausgdet wurde durch die Durchfiihrung des MTT-Assaies w
bereits oben beschriebenen (s. Material und Methode
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3.8 FACS Analysen mit 5-FU vorbehandelten Zellen und honanen Antikdrpern

Um erste Hinweise auf den Wirkungsmechanismus dsiSilisierung von Tumorzellen
durch 5-FU zu erlangen, wurden FACS Analysen dwtiifyt. Dabei wurde der Frage
nachgegangen, ob die Vorinkubation zu einem vedntss Bindungsverhalten fihrt. Die
Untersuchungen wurden fir die Antikorper SAM-6 UMNORM-2 auf BxPC-3 und HT-29
Zellen durchgefiihrt. Dabei konnte erneut beobachtetien, dass vor allem NORM-2 von
der Vorbehandlung mit 5-FU profitiert und seine Ring an BxPC-3 Zellen deutlich
zunimmt. Das spricht dafur, dass das Epitop dids#skorpers durch die Exposition der
Zellen zu 5-FU eine starkere Expression erfahrt. JAiM-6 ergaben sich weder auf BXxPC-3
noch auf HT-29 gunstige Effekte. Die zu beobachtenddditiven Efekte lassen sich somit
nicht durch eine starkere Bindung erklaren. Bisbildungen 9 und 10verdeutlichen diesen

Zusammenhang.
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Abbildung 9: FACS Analysen mit 5-FU vorbehandelterZellen und dem humanen Antikérper NORM-2

10’ Zellen der Zelllinie BXPC-ZA) bzw der Zellinie HT-29B) wurden in einer Zellkulturflasche mit 5-FU in
einer Konzentration von 5ug/ml Gber Nacht im Brhtank vorinkubiert. Nach 12 Stunden wurden die etell
trypsinisiert, pelletiert (5min, 1500 rpm) und insthem Medium zur Rekonstitution der Zellmembrari@n
30min auf Eis gestellt. 2 x $@ellen wurden jeweils in ein FACS Réhrchen tberfiimd entsprechend der im
Material und Methodenteil dargestellten Vorgehensgéehandelt. Die Bindung der Antikdrper wurde als
Verschiebung zur Isotyp-Kontrolle auf Fluoreszematal gemessen.
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Abbildung 10: FACS Analysen mit 5-FU vorbehandelterZellen und dem humanen Antikérper SAM-6
BxPC-3 (A), HT-29 (B)
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4. Diskussion

Die in dieser Arbeit beschriebenen immunhistocheh@a und zellbiologischen Experimente
sollen Aufschluss Uber den potentiellen Nutzenreinanorimmuntherapie mit Cocktails aus
humanen Antikérpern geben und einen Beitrag zurklduing weiterer Mechanismen der

Apoptoseinduktion dieser Molekile leisten.

Im Einzelnen konnte gezeigt werden, dass sich giepfosinduktion humaner Antikdrper mit
Hilfe der Zeitraffervideomikroskopie filmen lasst. Antikdrper-behandelte
Pankreaskarzinomzellen stellten ihre Proliferagomund zerfielen in zahlreiche Fragmente,
den sog. apoptotischen Korperchen. Diese Apoptdskiion konnte auch bei der
Durchfuhrung von Zellzyklusanalysen beobachtet werdDie behandelten Tumorzellen
akkumulierten in der S- und®hase des Zellzyklusses im Sinne eines Zellzykiestes und
apoptose-spezifische SubG1- Fragmente konntentaetekerden.

Zum Themenkomplex ,Cocktails aus humanen Antikénperkonnten folgende
Beobachtungen gemacht werden: Antikérperkombinatipndie mit unterschiedlichen
Fluorochromen konjugiert wurden, farbten die Memlera von Tumorzellen auch an
unterschiedlichen Stellen. Die Antikorper in dies€ncktails binden an unterschiedliche
Epitope. DarUber hinaus konnte gezeigt werden, @asge Antikdrper von den Zellen
endozytiert werden, andere hingegen streng auZeléimembran bleiben.

Die Zytotoxizitat kombinierter humaner Antikdrper umde in 32 unterschiedlichen
Kombinationen getestet. In 11 von 32 Kombinatiomerhielten sich die Antikdrper in ihrer
anti-proliferativen Aktivitdt additiv zu einandeDamit wurden additive Cocktails am
haufigsten beobachtet. Synergistische Effekte erigteun von 32, inhibitorische sieben
Kombinationen. Keine Zu- oder Abnahme der Aktivit@l3 bei finf der getesteten 32
Kombinationen beobachten.

Tumorzellen, die mit dem Pyrimidinanalogon 5-Fluoemil (5-FU) vorbehandelt wurden,
zeigten eine deutlich gesteigerte Vulnerabilitatnbnen Antikbrpern gegeniber. Es lieRen
sich additive und synergistische Kombinationen bebtem. Den starksten Effekt hatte der
Antikérper NORM-2 bei vorbehandelten Pankreaskamnirellen. Uber die verstarkte
Zytotoxizitdt hinaus, fuhrte eine Vorbehandlung dBumorzellen mit 5-FU zu einer
gesteigerten Bindung der Antikbrper an die Membmander Zellen, wie in

durchflusszytometrischen Untersuchungen gezeigtievekonnte.
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4.1 Apoptose durch humane Antikorper

Als Beispiel fur die Apoptoseinduktion dieser Aridrtper wurden Spharoide einer
Pankreaskarzinomzelllinie mit Uberstand des Antikeis SAM-6 behandelt und mit Hilfe der
Zeitraffermikroskopie gefilmt. Bei Spharoiden halhdes sich um 3 dimensionale
Tumorkonstrukte, die gewissermalRen einen Kompronass in vitro und in vivo
Experimenten darstellen, da sie zwar aus sekundéwerorzelllinien gebildet werden, aber
wie im Kdrper ein 3 dimensionales Wachstum zeideipds et al., 2003). SAM-6, ein IgM
Antikdrper, der aus einem Magenkarzinompatientewog@en wurde, fihrte zu einer
erheblichen Wachstumsregression und Apoptoseinatuktder Sphéaroide. Bei Apoptose
handelt es sich um einen gezielten Selbstzerstépmogess, in dem verschiedene
intrazellulare Enzyme (sog. Caspasen) zunadchstZédlkern abbauen und dann zu einer
Fragmentierung der gesamten Zelle fihren. Als Rdbdilieser Zergliederung bleiben
zahlreiche Vesikel zurtick, die als apoptotic bodieer blebs bezeichnet werden. Diese
Kdrperchen kbnnen im Organismus von Makrophagenamai@éren Immunzellen phagozytiert
werden, ohne dass eine lokale Inflammation entst@hs ist der wesentliche Unterschied
zum unkontrollierten Zelluntergang, der Nekrosején es zu einer erheblichen entziindlichen
Begleitreaktion kommt (Doseff, 2004). Apoptose dstmit die sauberste Beseitigung von
geschadigten Zellen und fir eine Tumortherapiel iBr@ndlein und Vollmers, 2004).

Im Experiment zeigten sich bereits nach vier Stanbit&kubation die ersten apoptotischen
Zellen, zu erkennen an der Fragmentierung in apigptee Koérperchen. Darlber hinaus
l6sten sich zunehmend Zelle aus dem Epithelverharadbekamen eine abgerundete, ovale
Morphologie. Diese Anderung der Gestalt ging deroptpse voraus. Nach 48 Stunden
Beobachtung waren keine vitalen Zellen mehr voreandwahrend die Kontrolle
kontinuierlich weiter proliferierte. Das Experimentirde mit dem gleichen Versuchsaufbau
auch fur plan wachsende Zellen auf dem Boden efedkulturflasche durchgefuhrt (sog.
Monolayer). Uberraschenderweise konnte hier keinggleiehbare Apoptose beobachtet
werden. Es kam zwar auch zu einem Proliferatiopgstand einer Veranderung der
Zellmorphologie hin zu einer bereits beschriebesigindelférmigen, fibroblastoiden Gestalt
der Zellen (Pohle et al., 2004), aber nicht zuigRrantierung mit apoptotischen Kérperchen.
Diese Beobachtungen fuhren vor Augen, wie schle@ngleichbar Untersuchungen mit
Zellkulturen zu der tatsachlichen in vivo Situatisimd. Monolayer sind im Vergleich zur
Situation in vivo optimal mit Sauerstoff und Nalofé¢n versorgt. Sie wachsen nur mit
zweidimensionalen Zell-Zell-Kontakten auf einer Etlithen Oberflache und sind damit im

gewissen Male artifiziell. Dreidimensional wachseridimorzellen hingegen wachsen im
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Zellverband und zeichnen sich durch biochemisclhek morphologische Eigenschaften aus,
die einem Tumor in vivo viel &hnlicher sind (Kunzkoighart et al., 2004). Auch ihre
Wachstumskinetik ist mit der in vivo Situation vigighbar (McLeod et al., 1997). Fir die
verwendete Zelllinie BxPC-3 konnte dartber hinaweszeigt werden, dass sowohl die
Strukturen der Zellmembran, die Anzahl von Muzira@irla, als auch die Anzahl andere
Zellorganellen sich zwischen Monolayer und Sphananderscheiden (Sipos et al., 2003).
Tumorzellen scheinen als Sphéroid wieder eine nadedifferenzierung zu unterlaufen. Die
sich daraus ergebenen Eigenschaften fihrten iVelgrangenheit oft zu einem Fehlschlagen
von in vitro erfolgreich getesteten pharmakologé&sthSubstanzen (Jacks und Weinberg,
2002; Smalley et al., 2006). Im Gegensatz dazuisehalreidimensional wachsenden Zellen
fur die Behandlung mit SAM-6 noch vulnerabler zunseein Umstand, der zusatzliche
Hoffnung fr einen therapeutischen Einsatz dieset#karpers hegt. Humane Antikdrper sind
als Ergebnis einer menschlichen Tumorimmunitat anstdoe an die tatsachliche

Tumorbiologie in vivo angepasst.

Neben dem bereits beschriebenen apoptotischen bigre ist ein weiters Kennzeichen der
Apoptose die DNA Fragmentierung (Nagata et al., 330@-0r diesen Vorgang werden
DNAsen verantwortlich gemacht, von denen einigeeitercharakterisiert werden konnten
(Huang et al., 2005). Diese schneiden die DNA im#&igigkeit von verschiedenen Kationen
(z.B. C&") an definierten Abschnitten, so dass abhangigdemDauer der Apoptose immer
kleinere DNA-Fragmente entstehen, die sich in delel@ktrophorese als Leiter darstellen
(Arends et al., 1990; Huang et al., 2005). DiesHABVerlust apoptotischer Zellen l&sst sich
auch in der Durchfluss- Zytometrie darstellen, waran Zellzyklusanalysen durchfihrt. Hier
macht man sich zu Nutze, dass bei der DegradiedengDNA Fragmente entstehen, die
kleiner als die in der GPhase sind. Diese suh-Gragmente, auch hypodiploide Fragmente
genannt, formen in der Durchfluss- Zytometrie eifeak, der spezifisch flr die Apoptose
ist. Zellzyklusanalysen, die mit dem Antikérper SAMVidurchgefuhrt wurden, konnten in
dieser Arbeit erstmals dieses Apoptosespezifikum diinen humanen Antikorper zeigen
(siehe Abbildung 2). Nach drei Tagen Inkubation g SAM-6 behandelte
Pankreaskarzinomzellen eine deutliche Akkumulation Zellen in der S und GPhase.
Dieses Phanomen spiegelt den Zellzyklusarrest wieder dem zu beobachtenden
Proliferationstopp entspricht. Nach vier Tagen lokiion schliel3t sich ein solider Peak von
sub-G Zellen an, welcher die apoptotischen Zellen keinmreet und an Tag funf noch an

GroRe zunimmt (Brandlein et al., 2007). Interessatt die zeitliche Differenz der
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Apoptoseinduktion in der Zellzyklusanalyse und déen beschriebenen Experimenten mit
Tumorsphéroiden. Zwei Erklarungsansatze kommen etraBht: Zum einen wurden die
Zyklusanalysen mit Zellen durchgefiihrt, die als Miayer wachsen. Die sich daraus
ergebenden Probleme der Vergleichbarkeit wurdeeitsediskutiert. Zum anderen ist die
Entstehung von subsGFragmenten vom Zeitpunkt der Apoptoseinduktionerhalb des
Zellzyklus abhéngig. Fragmente, die in durch Apoptose entstehen, fallen als Peak zunachst
in die S- Phase und sind erst nach weiterer Fragemeny als hypodiploide Zellen zu
detektieren. Das braucht Zeit (Huang et al., 200&zarowski et al., 2003). Die beobachtete
Akkumulation in S und @ist durchaus in dieser Hinsicht zu interpretierBas wirft die
Frage auf, in wiefern der AntikGrper SAM-6 Zellzyklabhangig Apoptose induziert. Andere
Experimente mit diesem Antikoérper scheinen dieses@hzu unterstiitzen. So konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass Tumorzellen, die eiA&1% Behandlung Uberlebt haben, nach
einer zweiten Stimulation doch noch die Apoptoseetiefen. SAM-6 kdnnte damit seine
Wirkung vor allem in einer spaten Phase des Zell/kntfachen. Bei nicht synchronisierten
Zellen mussen auf diese Weise immer Zellen vorhanskn, die initial nicht auf den
Antikdrper ansprechen. Eine therapeutische Konseuéire, den Antikdrper analog zur
Therapie mit Zytostatika in Zyklen zu verabreichem statistisch méglichst viele Zellen in

ihrer vulnerablen Phase des Zellzyklus zu erreichen.

Die exakte Aufklarung der an der Apoptoseinduktibnmaner Antikérper beteiligten
Mechanismen, ist von hohem Stellenwert fur die @diminische Forschung. Sie ermdglicht
zum einen die molekularen Unterschiede zwischemurgen und transformierten Zellen
naher zu definieren, zum anderen bietet sich dieli®tdgeit, das menschliche Immunsystem
in der Abwehr von Tumorzellen besser zu verstehehtberapeutisch nutzbarer zu machen.
Fur einen Teil der am Wiurzburger Institut fir Patigié entwickelten Antikdrper konnten
bereits die Zielstrukturen identifiziert werden uadch Hypothesen zur Wirkungsweise
aufgestellt werden (Brandlein et al.,, 2003b; Braidlet al., 2004c; Hensel et al., 2001;
Hensel et al., 1999). Fir den Antikérper SAM-6 kiengezeigt werden, dass er Tumorzellen
durch eine intrazellulare Akkumulation von oxidesrt LDL (low density lipoprotein) totet.
Die malRlose Ansammlung von Cholesterolestern undtrbléetten in der Zelle fuhrt zur
Apoptose, die auch als Lipoptose bezeichnet wiahlget al., 2004). In dieser Arbeit konnte
in Zusammenarbeit mit N. Rauschert gezeigt werd#sss SAM-6 von Tumorzellen
endozytiert wird (Brandlein et al., 2007). Dabendet er zum einen an oxidiertes LDL

(oxLDL), zum anderen an einen tumorspezifischenelRex der Zelloberflaiche, der die
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Endozytose einleitet. In Experimenten mit Fluoregzenarkierten Antikorpern konnte nach
30 Minuten eine Konzentration der Antikorper an &aten der untersuchten Karzinomzellen
beobachtet werden. Diese Konzentration wird auslt@bpingbezeichnet, einem Vorgang,
indem sich Antikorper-Rezeptor-Komplexe an defit@arStellen der Zellmembran sammeln.
Darauf folgt die Abschnirung der Membran zu Vesikahd die eigentliche Endozytose
findet statt. Im Experiment liel3 sich diese Aufnghwon SAM-6 nach 60 Minuten beinahe
bei allen Zellen beobachten.

Inzwischen ist auch der Rezeptor bekannt. Es hasitsh dabei um eine Isoform des
Heatshockproteins GRP 78 (Rauschert et al, 2008)EDRdozytose ist dabei kein Phanomen,
welches fur alle humanen Antikoérper zutreffen wire&perimente, die fur drei weitere
Antikdrper durchgefihrt wurden, zeigten, dass NORMind CM-1 streng auf der
Zelloberflache bleiben und nicht endozytiert werdeas lasst sich gut mit der Beobachtung
in Einklang bringen, dass jeder humane Antikdrpemen eigenen Mechanismus zur
Beseitigung von transformierten Zellen besitzt, escermdglicht Einblicke in die ,apoptotic
phantasy“ des menschlichen Immunsystems (BrandlainVollmers, 2004).

DarlUber hinaus bieten Antikérper, die spezifisch Yomorzellen aufgenommen werden, die
Maglichkeit Zellgifte ins Tumorgewebe zu bringengmn diese an den Antikorper konjugiert
werden. Diese Verabreichung hat den Vorteil, daspagentiell zu einer Akkumulation von
hochpotenten Wirkstoffen im Tumor kommt, ohne saleMgebenwirkungen zu verursachen
(Schrama et al., 2006). Humane Antikoérper sind afioh diese Situation die idealen
Molekile, da sie im Vergleich zu chimaren oder hnisiarten Antikorpern die hochste
Bioverfugbarkeit besitzen und am besten vertragBaid. Interessanterweise scheint der
humane Antikérper SAM-6 bereits durch solch eineachanismus seine Zytotoxizitat zu
verursachen: Er bindet sowohl an oxLDL als auckeritumorspezifische Rezeptor und fihrt
nach seiner Internalisierung zur intrazellularen ékkilation von toxischem oxLDL und
Cholesterolestern, die zur Apoptose der KrebszZéleen (Brandlein et al., 2007). Dieser
Weg des Immunsystems zeigt erneut auf, wie vieleahgeblich neuen und artifiziellen

Therapiestrategien bereits auf natlrlichem Wegblenschen existieren.

4.2 Cocktails mit humanen Antikérpern
Das Kernstick der vorliegenden Arbeit stellte digkpnische Evaluation kombinierter
humaner Antikdrper dar. Dabei wurden Antikorper ebiv mit einer herkdmmlichen

Substanz, dem Chemotherapeutikum 5-Flurouracill{p¥embiniert, als auch untereinander,
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also Kombinationen aus zwei zielgerichteten SubstanFur beide Strategien konnten
eindeutige Vorteile der Kombination gegentber eMenotherapie gezeigt werden.

Es gibt heute viele Beispiele sowohl fir erfolgh&ials auch fur unerfolgreiche Studien, in
denen Antikérper in Kombination mit Chemotherapigrabreicht worden sind. Teilweise
erhebliche Uberlebensvorteile lieRen sich unter mmdir den Antikdrper Trastuzumab in
der Behandlung des Mammakarzinoms (Slamon et &01)2 beobachten, so wie flr
Bevacizumab in der Behandlung von kolorektalen Kemnen (Hurwitz et al., 2004) und
dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (Sandlealet 2006). Es gibt aber auch Studien, in
denen ein Antikdrper keinen Benefit zusatzlich @memotherapie brachte, wie das Beispiel
Cetuximab in der Behandlung von HNO-Tumoren zdigir{ness et al., 2005).

Die in dieser Arbeit durchgefuihrten praklinischear8iche mit humanen Antikérpern und
Chemotherapie, lassen aber durchaus einen gewi@p@imismus fir spatere, klinische
Studien zu:

Behandelt man Pankreaskarzinomzellen der Linie BRIt 5-FU, so bindet der humane
Antikdrper NORM-2 besser an die Zellen und fihrtemmem massiven zytotoxischen Effekt.
Als ein Grund fir diesen starken Wirkungszuwachs Aatikorpers kann die durch 5-FU
verursachte Uberexpression der NORM-2 Rezeptoremutet werden. Hier binden mehr
Antikdrper pro Krebszelle, und die anti-tumor Wingunimmt zu. Da der Rezeptor bisher
nicht bekannt ist, kann Gber seine Funktion nukslert werden. Sicher scheint, dass eine
tumorspezifische Modifikation in der Glykosylierurtgr Tumorzelle eine Rolle spielt, da
eine Behandlung mit N/O-Glykosidase zu einem Birggwerlust von NORM-2 fihrt. Dass
Tumorzellen haufig ein verandertes, oft verstarkidgkosylierungsprofil besitzen, ist seit
den frithen 70er Jahren bekannt (Dube und Bertd@95; Kobata und Amano, 2005; Meezan
et al., 1969). Dass diese modifizierten Zuckerstmdn Ziel einer Immuntherapie sein
kénnen, konnte ebenso gezeigt werden (Monzavi-kKaitet al., 2005; Slovin et al., 2005). In
Ergebnissen der letzten Jahre wird nun zunehmenk diecRolle der Glykokalyx in der
Entstehung von Resistenzen gegeniiber bestimmten@herapeutika deutlicher (Aouali et
al., 2005; Gouaze et al., 2004; Kudo et al., 20@#). es sich dabei tatsachlich um eine
generelle Uberexpression von Glykokalyxbestandtdilandelt, oder vielmehr um ein Mehr
an glykosylierten Membranproteinen, wurde bishechniabschlieRend geklart. Da die
untersuchte Zelllinie mit einer Uberexpression dig Konfrontation mit 5-FU reagiert,
konnte es sich beim NORM-2 Rezeptor auch um eikagiyliertes Schutzmolekil handeln,
welches die Zellen vor den toxischen Effekten déer@otherapie schitzen soll. Solche

Schutzmolekile als Targets sind fir humane Anti&brgchon in der Vergangenheit
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beschrieben worden. Der humane IgM Antikorper Skintlet beispielsweise an CD55, ein
Molekul, dass vor autologer Komplementaktivierumtpigzt (Hensel et al., 1999), oder der
Wachstumsrezeptor CFR-1, der vom humanen Antikdpgevl-1 erkannt wird (Brandlein et
al., 2004b). Auch bereits etablierte Targets wie lder2neu Rezeptor reagieren ahnlich auf
eine Chemotherapie. Nur sind diese nicht tumoréigeldi und fihren durch ihre
Chemotherapie assoziierte Uberexpression zu tei@vechweren Nebenwirkungen wie der
Entwicklung einer Herzinsuffizienz (Feldman et aD0O0).

Diese Kombination aus einem humanen Antikorpereindm Chemotherapeutikum stellt ein
klassisches Beispiel fir einen Synergismus datJ5tirt zum Einbau falscher Nukleotide in
die DNA der Tumorzelle und verursacht dadurch gesonen Stress, der die Proliferation
stort und bestenfalls zum Zelltod fuhrt. Gleichipitersucht sich die Zelle vor dem toxischen
Agens zu schitzen und exprimiert verstarkt versidne Schutzmolekile inklusive des
NORM-2 Rezeptors. Das fuhrt zur gesteigerten Aldivides Antikdrpers und hat den
beobachteten zytotoxischen Effekt zur Folge. Hiereifgn zwei unterschiedliche
Mechanismen ineinander, die gemeinsam eine vietes& Wirkung erzielen kdnnen, als sie
allein in der Lage gewesen waren. Fir das Pankaesisbm konnte bis heute noch kein
einziges zielgerichtetes Molekll seine Wirksamkeéikweisen, obwohl gerade diese
Tumorentitat mit seiner erhebliche Einschrankung debensqualitdit und einem 5-
Jahresuberleben von unter 5% dringend neue Thegztmaen bendtigt (Saif, 2007). Sollten
sich die beobachteten Effekte der Kombination at#J5und NORM-2 auch in vivo zeigen,
so ware dies ein Durchbruch in der Behandlung diesher weitgehend therapieresistenten
Tumorentitat.

In der vorliegenden Arbeit konnten auch fur LM-1IM@ und SAM-6 deutlich additive
Effekte in der Kombination mit 5-FU beobachtet werdmwiefern humane Antikdrper von
einer Kombination mit anderen zytostatischen Meai&aten profitieren, bedarf weiterer
Forschung und wird gerade in Hinblick auf zukUrdtigtudien mit Patienten sehr interessant
bleiben.

Versuche, die mit Cocktails aus humanen Antikorpaah der Pankreaskarzinomzelllinie
BxPC-3 durchgefiihrt wurde, zeigten ein heterogeBiés Es liel3en sich Kombinationen
ermitteln, deren Wirkung sich addierte oder sogaesgistisch war, das heil3t, deren Effekt
groBer war als die erwartete Summe der Einzelaten. Es fanden sich aber auch
Kombinationen, in denen die Antikdrper nicht voragider profitierten, sich teilweise sogar
hemmten. In der Mehrzahl scheint eine Kombinatibaraylnstig zu sein. Dabei stellt sich

die Frage, ob fir zukiunftige Therapiestrategier €uwektails aus der additiven oder aus der
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synergistischen Gruppe bevorzugt verwendet werdéters. Der aktivste Cocktail war aus
der additiven Gruppe und bestand aus der Kombmation SAM-6 und LM-1. Die
behandelten Karzinomzellen zeigten eine Proliferstihemmung von 67,2%. Allerdings zeigt
SAM-6 auch als Monosubstanz eine Aktivitat von e&@&o, sodass der durch Kombination
gewonnene Effekt klein ist. Dennoch kann eine Karation in Hinsicht auf eventuelle
Resistenzentwicklung und weitere Aspekte doch slnsein, wie weiter unten noch
besprochen wird. Synergistische Cocktails, wie K@mbination aus NORM-2 und PM-2
zeigen den besten Wirkungszuwachs, bergen aberesnigewisses Risiko. Denn sollte es im
Rahmen von Anpassungsvorgangen im Tumor zum Vesdusts Antigens kommen, so
wurde das potentiell zu einer dramatischen Abnalklere Antikorper-Wirkung fihren (de
Kruif et al.,, 2006). Deshalb bieten sich vor allesynergistische Cocktails an, deren
Einzelaktivitaten relativ hoch sind. Das ware bikgwveise der Fall fir die Kombination aus
LM-1 und PM-1 mit einer Gesamtaktivitat von 50%.

Kombinationen mit LM-1 kénnen dartber hinaus alsdmelers glinstig gesehen werden, da
diese am haufigsten synergistische Effekte zeigté&hKombinationen). Nur ein Cocktail war
inhibitorisch. Interessanterweise handelte es daiei um die Kombination aus LM-1 und
PM-2, einem Antikdrper, der seinerseits in andekombinationen auch vor allem
synergistisch war (3/6). Diese zwei Antikorper soba einen &hnlichen Mechanismus zu
besitzen, der sich von den anderen Antikoérpern recheidet, und deshalb in der
Kombination mit diesen so wirksam ist. Gemeinsahesen sie sich vielmehr zu hemmen.
Fir diese inhibitorischen Kombinationen sind versdene Ursachen denkbar: Zum einen
kénnen sich Antikorper funktionell antagonisier&as ware beispielsweise der Fall, wenn
ein Antikorper zum Zellzyklusarrest in;Glhren wirde, ein anderer Antikérper aber erst in
einer spateren Phase wirken wirde. Genau das fapdiklinischen Versuchsreihen bei der
Kombination von Antiéstrogenen und Chemotherapeautikh der Behandlung von
Mammakarzinomen statt. Tamoxifen fuhrte hier zumesr in G, wahrend die simultan
verabreichte Chemotherapie ihre Wirkung in der Mdehaicht mehr entfachen konnte
(Osborne et al., 1989). Es ist auch denkbar, das&@dper um ein Target konkurrieren und
sich auf diese Art in ihrer Bindung am Rezeptoribeérn. Das kann auch auf molekularer
Ebene stattfinden, indem am selben Rezeptor gebendé&ntikrper ein fur die
Apoptoseinduktion erforderliches Crosslinking vedern. Grundsétzlich muss auch in
Betracht gezogen werden, dassvitro Antikbrper untereinander binden und prazipitieren
kénnen und damit zur Apoptoseinduktion nicht malnr erfligung stehen. Inwiefern dieser

Mechanismus aucin vivo relevant ist, muss in weiteren Untersuchungen&ekierden,
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damit eventuell untereinander prazipitierende Anfiled nacheinander und nicht als Cocktail
appliziert werden.

Interessant war, dass sich keine gunstigen Effeddéditiv/ synergistisch) einstellten, wenn
Antikdrper miteinander kombiniert wurden, die aus and demselben Patienten isoliert
wurden. Diese Beobachtungen kénnen dafur spredass, die humorale Tumorimmunitat in
diesen Patienten nicht optimal zusammengesetzt Bas. wirde Cocktails aus humanen
Antikdrpern noch attraktiver machen, da sich hiee diloglichkeit bietet, die besten
menschlichen Antikérper neu zu arrangieren, damitha Patienten mit insuffzienter

Tumorimmunitat geholfen werden kann.

Schon heute profitieren Tumorpatienten von den Newgen der Targeted Therapy. Gerade
die Therapie mit monoklonalen Antikérpern brachteseheidende Vorteile sowohl in der
Reduktion von Nebenwirkungen als auch fir das Gagaernleben der Patienten. Doch liel3e
sich die Effektivitat dieser neuen Substanzen éeigdend verbessern, wenn man beginnen
wurde, sinnvollen Kombinationen zielgerichteter Megdnenten einzusetzen. Gerade in
Cocktails aus verschiedenen Antikdrpern sehen eiAgtoren den entscheidenden néchsten
Schritt hin zu einer individualisierten und wirksarman onkologischen Therapie (Dancey und
Chen, 2006; Glassy und McKnight, 2005; Vitetta urigetie, 2006).

Die Grunde fur solch eine Einschatzung sind vigalZum einen ist die Therapie mit
Cocktails eine Antwort auf die ausgepragte Hetanageeines Tumors. Diese Heterogenitat
gehort zu den Kerneigenschaften jeden Tumors (Hanaha Weinberg, 2000)und stellt eine
wichtige Limitation der Targeted Therapy dar. Devird eine Zielstruktur nicht gleichmalfig
innerhalb eines Tumors exprimiert, so wird eine btberapie immer zur Selektion der
rezeptor-negativen Subpopulation fihren und beslienfdie Ausbreitung des Tumors
verzogern. Das Ziel einer Kombinationstherapie nieser sein, moglichst alle Zellen einer
Population zu erreichen. Dabei ist es nicht zwidgeatwendig, Cocktails zu finden, deren
Rezeptoren von allen Zellen koexprimiert werdenchawenn dies wohl das effektivste
ware.(Glassy und McKnight, 2005; Mukerjee et a899) Es ist vielmehr moglich, mit einer
Therapie gegen mehrere Tumorantigene die Anzahkdeichten Zellen auszudehnen und
damit soviel Tumorheterogenitat wie méglich zu éti@ren.

Ein weiterer Vorteil einer Therapie mit CocktailsisaAntikorpern stellt die gesteigerte
Zytotoxizitat dieser Kombinationen dar. Wie die hegende Arbeit zeigen konnte, kann die
Aktivitat eines Cocktails sowohl additiv als augmergistisch gesteigert sein. Grundsatzlich

kommen folgende Mechanismen in Frage. Cocktails &inmehrere Zielstrukturen
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gleichzeitig binden, zellulare Kompensationsvorgéngemmen und Resistenzen gegen
Monosubstanzen verhindern. Solch eine Kombinatiannkzur Apoptose der Zelle fuhren,
auch wenn die Monosubstanzen allein nur antipratife gewirkt haben (Dancey und Chen,
2006). Diese Resistenzverhinderung ist von entdehéier Bedeutung. Tumorzellen sind
namlich alles andere als passive Zielstrukturea,ndir darauf warten, von einem Antikoérper
zerstort zu werden (Stevens und Glatstein, 1996)igAn-Antikorper Komplexe kénne von
der Zelle abgeschieden werden (sog. shedding) aagsdr internalisiert werden und damit als
Target verschwinden. Dass letzteres nicht immer Naaohteil sein muss, zeigt das Beispiel
SAM-6, in dem gerade die Internalisierung die Td#izerst vermittelt. Eine Kombinations-
Therapie erhoht in jedem Fall den Druck auf dielezaeind kann die unerwinschten
Anpassungsvorgange im besten Fall verhindern.

DarUber hinaus handelt es sich bei Antikdrpern uoielile, die in der Lage sind weitere
Immunmechanismen zur Beseitigung eines Tumors ztivieden. Dazu gehdren
klassischerweise die antibody-dependent cellultatoyicity (ADCC) und die complement-
dependent cellular cytotoxicity (CDCC). Fir letengnnte konnte bereits in den friihen 80er
Jahren synergistische Steigerungen erzielt werdeamn man Kombinationen einsetzte
(Hellstrom et al., 1981). Nach Glassy et al. bastid ideale Situation darin, Kombinationen
zu verwenden, in denen die Antikdrper unterschobali Aspekte der Immunantwort
aktivieren, wie die Komplementkaskade einerseit$ Apoptoseinduktion andererseit (Glassy
und Koda, 2002; Glassy und McKnight, 2005).

Der wichtigste Vorteil einer Therapie mit mehrerentikdrpern gleichzeitig liegt jedoch in
dem Konzept der Immuntherapie selbst. Das Immueasyskennt keine monoklonalen
Strategien, die physiologisch waren. Monoklonalen@mpathien sind immer ein Hinweis
auf pathologische Prozesse wie Autoimmunitét ogsfuhktionale B-Zellen. Die effektivste
humorale Antwort ist stets polyklonal. Was sich Nfillionen von Jahren Evolution als
erfolgreich erwiesen hat, muss auch fir eine ,Kigh&“ Immuntherapie gelten. Das trifft
insbesondere fur eine Therapie mit humanen Antiédrp zu. Die natirliche
Antikdrperantwort auf Tumorzellen ist nicht monokéh sondern mindestens oligoklonal.
Das zeigen alle bisher unternommen Untersuchur{@eéndlein et al., 2003b; Kirman et al.,
2002; Koda et al., 1990; Stockert et al., 1998) D#éshste Generation der Antikorper -
Immuntherapie wird deshalb die natirliche Situatesser nachempfinden, indem Cocktails
monoklonaler Antikérper verabreicht werden (Glassg McKnight, 2005).
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In der Literatur finden sich bisher nur wenige, atliem préklinische Daten zur Antikérper-
Kombinationstherapie. Die hier kombinierten Antigér richten sich in erster Linie gegen
bekannte, tumorassoziierte Antigene. Nahta et ahnten beispielsweise zeigen, dass
Panituzumab, ein neuartiger anti-Her2neu Antikorper Kombination mit dem
herkdbmmlichen Trastuzumab bei Brustkrebszellen gysisch Apoptose induziert (Nahta et
al., 2004). Analog zu diesen Ergebnissen konntesh aawei Antikorper gegen den EGF
Rezeptor gunstige Effekte bei Gliomzellen aufweis@Perera et al., 2005). Fur
Pankreaskarzinomzellen konnte im Mausmodell sysgsghe Effekte erzielt werden, wenn
Antikdrper gegen Her2neu und den EGF Rezeptor koieti wurden (Larbouret et al.,
2007). Fir dieselbe Tumorentitdt konnten &hnlichgeBnisse mit einem Cocktail aus
Cetuximab und dem anti-VEGF2 Antikdrper DC101bedtibeicwerden (Tonra et al., 2006).
Ein Cocktail gegen das embryonale Antigen Tenaskimnte zur einer additiven
Anreicherung von Antikérpern im Tumorbett von Kdkamnzinom-Mausmodellen fihren
(Petronzelli et al., 2005). Aber auch fur diagnedte Zwecke konnen Cocktails erfolgreich
genutzt werden, wie es exemplarisch fur das Melageereigt werden konnte (Pacifico et al.,
2006).

Klinische Daten zur Antikérper-Kombinationstherapsend fast nicht vorhanden. Zwei
randomisierte Studien laufen derzeit zum kolorektdfarzinom, in denen eine Kombination
von Bevacizumab und Cetuximab mit und ohne Chemayine getestet wird (BOND-2 trail,
Cancer and Leukemia Group B/SWOG 80405 trail). dtérerstgenante Studie liegen bereits
erste, vorlaufige Ergebnisse vor. Dabei erhohteh sitas klinische Ansprechen bei
Hinzunahme von Bevacizumab zu Cetuximab von 11%28@ (RR), mit Chemotherapie
sogar auf 38%. Die Zeit bis zur Tumorprogressionrite ebenfalls von vier Monate auf 8,5
Monate verlangert werden (Chung und Saltz, 2003tzSa et al., 2005b). Daten zum
Gesamtuberleben liegen noch nicht vor. Es ist dabdbeachten, dass es sich hier nur um
eine kleine Studie mit insgesamt 74 Patienten Hanbigeressanterweise waren 90% der
Patienten bereits intensiv mit Chemotherapie vonbeélh, sodass die Kombination
zusatzlich als Alternativtherapie flir Chemotherapieaktare Patienten gesehen werden
kann. Unerwartete, schwere Nebenwirkungen tratelnt muf (Chung und Saltz, 2005). Es ist
dariber hinaus bemerkenswert, dass die Kombindeoieiden Antikdrper etwa das gleiche
Ansprechen besitz, wie Cetuximab und das Chemaibat&kum Irenotecan (beide ~23%),
nur mit dem Unterschied, dass es in der Antikdmagge keine Chemotherapie- assoziierten
Nebenwirkungen gab wie Diarrhoe, Neutropenie, atigder Ubelkeit, lediglich ein Akne

ahnlicher Hautausschlag konnte bei 20 % der Patieheobachtet werden (Saltz L et al.,
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2005a). Das lasst die Hoffnung zu, dass zukunftigemortherapien tatséchlich
nebenwirkungsarmer zu gestalten sind.

Auch fur Patientinnen mit metastasiertem Mammakarn wird derzeit eine Antikorper-
Kombination in einer kleinen Phase I/ll Studie get& Dabei handelt es sich um den anti-
Her2neu Antikdrper Trastuzumab, sowie den obenitsesgwdhnten Bevacizumab. Beide
konnten in verschiedenen Studien mit teilweise gnoRatientenzahlen ihre Wirksamkeit als
Monosubstanz in Kombination mit Chemotherapie bserei(Miller et al., 2005; Slamon et
al., 2001). In vorlaufigen Analysen konnte nun ekembination der beiden Antikérper
Ansprechraten von tber 50% erreichen, sodass vedsrie Anschlussstudien sowohl fir das
metastasierte Mammakarzinom als auch fur adjuvatddien geplant sind (Lin und Rugo,
2007; Miller et al., 2007). Allerdings scheint dieastuzumab induzierte Kardiomypathie in
dieser Kombination mit Bevacizumab haufiger aufeigin (Widakowich et al., 2007), sodass
zunachst Zuriickhaltung in der Bewertung dieserdnilargebnisse geboten ist.

Fur weitere klinische Studien bleiben allerdingshamoch andere Herausforderungen. So
sind viele neue Substanzen von unterschiedlichernpdzeutischen Herstellen entwickelt
worden, deren Zusammenarbeit nicht immer geradistigDas erschwert die Planung neuer
Kombinationsstudien zusatzlich (Dancy und Chen, 20D6zu kommen Schwierigkeiten in
der Zulassung kombinierter Arzneimittel. Diese naissin der Regel zunéchst als
Monosubstanz erfolgreich getestet worden sein. deeii@ Cocktails, die ihre Wirkung erst in
der Kombination voll entfalten, kdnnte das schvgererden. Glassy et al. schlagt daher vor,
fur die Zulassung primérer Kombinationstherapien®uwdien zur Toxizitat (Phase I) mit den
Monosubstanzen durchzufiihren, um moglichst rasctki@ds zum klinischen Einsatz zu
bringen (Glassy und McKnight, 2005). Die grol3te adesforderung wird allerdings sicher in
der Finanzierung dieser neuen Therapien bestehemnit® die Monotherapien belasten das
Gesundheitssystem schwer. Daher ist es unbedingtendig, geeignete Biomarker zu
finden, die bereits vor einer moglichen Therapie Aasprechen des Patienten voraussagen.
Das waére ein entscheidender Schritt hin zu einesgpalisierten Krebstherapie, die nicht nur
der interindividuellen Tumorheterogenitat gerechitdywsondern auch Kosten sparen kann,

indem sie unndétige Behandlungen vermeidet.
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5. Zusammenfassung

Humane oder humanisierte monoklonale Antikdrperehasich in den letzten zehn Jahren als
Arzneimittel etabliert. Sie sind hochspezifisch wegen in ihrer Anwendung im Vergleich
zu konventionellen Therapeutika viel weniger Nebiekemgen.

In den 80er Jahren gelang es am Pathologischatutré#r Universitat Wirzburg eine Reihe
von humanen Antikdrpern aus Patienten zu isoliedlenhochspezifisch mit malignen Zellen
reagieren und diese sowohl in vitro als auch imeexpentellen Tiermodel selektiv durch
Induktion von Apoptose téten.

Um die Wirkungsweise von monoklonalen Antikdrpemder Krebstherapie zu erhdhen,
werden die meisten in Kombination mit herkémmlichiglethoden, wie Chemotherapie,
eingesetzt. Die ideale Therapieform sind hinsichtller Nebenwirkungen sog. Cocktails aus
verschiedenen monoklonalen Antikorpern. Allerdirsysd die Studien hierzu noch relativ
wenig fortgeschritten.

Das Ziel dieser Arbeit war es, in praklinischen &(mhsreihen den Einsatz verschiedener
tumorspezifischer humaner monoklonaler Antikérplsr @ocktail und in Kombination mit
Chemotherapie zu evaluieren. Hierzu wurden neunikérger in 32 verschiedenen
Antikdrperkombinationen hinsichtlich ihrer Auswirkgen auf dien vitro Proliferation einer
Pankreaskarzinom-Zellinie untersucht. In Immunfaszenz-Aufnahmen liel3 sich zeigen,
dass kombinierte Antikérper an unterschiedlichell&t an der Zelle binden, was eindeutig
auf verschiedene Zielstrukturen hinweist. Einigedea dabei endozytiert, wahrend andere
auf der Zellmembran bleiben. Interessanterweidgéehesich Kombinationen identifizieren,
deren antiproliferative Wirkung sowohl additiv @sch synergistisch ist, das heil3t grol3er als
die Summe ihrer Einzelaktivitaten. Wurden AntikGrpait Zytostatika (5-Flurouracil)
kombiniert, so lieRen sich ebenfalls synergistiséfilekte beobachten. In FACS-Analysen
zeigt sich ein gesteigertes Bindungsverhalten detik8rper, wenn die Zellen mit 5-FU
vorinkubiert wurden. Zusammenfassend bestétigen [igebnisse dieser Arbeit die
Beobachtung, dass die Wirkung humaner monoklonAlgikdrper in Kombination mit
Chemotherapie erhdht werden kann. Fir die Zukunfidner Antikorper als Therapiemittel
gegen maligne Erkrankungen mag allerdings nochtigiehsein, dass Antikdper in Cocktails
tatsachlich synergistische Wirkung zeigen kénnen.
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