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1. EinfUhrung

1.1. Hintergrinde und Zielsetzung der Arbeit

Das Ovarialkarzinom ist die flinft haufigste Maligmerkrankung der Frau und steht aufgrund
der hohen Inzidenz der fortgeschrittenen Stadien vaerter Stelle krebsbedingter
Todesursachen (Hilpert et al. 2007). Aufgrund dgnfomarmut zu Beginn der Erkrankung
sowie das Fehlen suffizienter Friherkennungsmethatlerden tber 50 % der Falle im
Stadium 11l und 20 % im Stadium IV nach FIGO diagtimert (Wagner et al. 1997). Frihe
Stadien des Ovarialkarzinoms haben eine gute Psegnot Uberlebensraten von 65 bis zu
90%, wahrend fortgeschrittenen Stadien mit einfausten Prognose assoziiert sind: 25-50%
(FIGO Ill) bzw. 5% (FIGO 1V) (Harrison 2008). Themaziel der Ovarialkarzinome ist die
komplette bzw. maximal mégliche Tumorresektion sogine anschlieRende Chemotherapie
(z.B. Carboplatin/Paclitaxel i.v.). Die Mehrzahl rdé’atientinnen mit einem primar
fortgeschrittenen Ovarialkarzinom erleiden trotztimpler Priméartherapie ein Rezidiv
(Hilpert et al. 2007), so dass eine Erganzung @avé&ntionellen Therapiemalinahmen als
durchaus sinnvoll erscheint. So stellt die Immuarisng mit anti-idiotypischen Antikérpern
eine interessante Zusatzstrategie in der Thenagiemalignen Ovarialneoplasien dar und
zielt insbesondere auf eine spezifische Immunaritgegen Tumorzellen. Dabei kbnnen anti-
idiotypische Antikérper in ihren variablen Domé&nemB. Tumor-assoziierte Antigene
imitieren. Durch die Présentation dieser Tumor @aie in eine fremde molekulare
Umgebung ist es mdglich, eine spezifische Immunarttygegen an sich nicht oder nur
schwach immunogene Antigene und in Konsequenz geigehumorzelle selbst zu erzeugen
(Jerne 1994). Abagovomab (=ACA125) ist ein murimeonoklonaler anti-idiotypischer
Antikorper, der ein spezifisches Epitop des tunsmeaierten Antigen CA125 imitiert und
aktuell in einer internationalen Phase Il/lll SeIdMIMOSA/AGO-Ovarl0) in der Therapie
des fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms eingeseirl. WCA125 ist ein Tumor-assoziiertes
Antigen welches von der Uberwiegenden Anzahl dehtrnuzindsen Ovarialkarzinome
exprimiert wird. Allerdings sind Patienten mit CALpositiven Tumoren gegeniber diesem
Antigen tolerant (Kohler et al. 1998). Diese Immnulatanz kann mittels Abagovomab
Uberwunden werden, welcher als stellvertretende@ieR25 Antigen fungiert und somit in
der Lage ist eine spezifische Immunantwort in Feon anti-anti-idiotypischen Antikdrpern
gegen das an sich nicht immunogene CA125 zu interizigkohler et al. 1998, Reinartz et al.

2004). Bereits mehrere klinische Studien ergabeurtlidee Hinweise auf die therapeutische

-12 -



Wirksamkeit von Abagovomab mit verbesserten klinest Ansprechraten sowie verlangerten
Uberlebenszeiten (Kohler et al. 1998, Wagner e2@01, Reinartz et al. 2004). Allerdings
scheint die geringe Immunogenitat des anti-idiggpen Antikérper von Nachteil zu sein, so
dass zur Erhaltung einer spezifischen ImmunantWéehrfachapplikationen mit hohen
Antikorperdosen erforderlich sind (Kohler et al. 98), was Gefahren wie z.B.
Effektivitatsverlust, Allergisierung nach sich zexh konnte. Deshalb sind neue
gentherapeutische Ansatze erforderlich um elaeerhafteanti-tumorale Immunitat mittels
anti-ldiotypen zu erzeugen. In dieser Arbeit wirthee neuartige immuntherapeutische
Strategie vorgestellt, welche Uber die Erzeugungsin vivo Langzeit-Depotsystem mittels
kontinuierlicher endogener Synthese von Antikorpern darauf ziedt, lshmunogenitat von
anti-ldiotypen in der Weise zu verbessern, sodziesdauerhafte anti-tumoraler Effekt
eintritt. Die Generierung eines derartigen Antilg@rpApplikationssystems soll mittels
Bioverkapselungstechnologien rekombinanter Zelkéoigen, welche den anti-ldiotypen Uber
eine semipermeable Membran kontinuierlich in diegdbung sezernieren. In einer Vorarbeit
der Autorin (Hann 2005) wurde ein Makrokapselsysteantwickelt, welches die
kontinuierlichein vitro Expression und Freisetzung von anti-ldiotypen eslombinaten
Zellen ermdglichtim Rahmen dieser Arbeit soll num vivo Uberprift werden, inwiefern das
neuartige Antikorperfreisetzungssystem die Immundge eines anti-idiotypischen
Antikorpers verbessern kann bzw. welches die Viertgegenuber einer herkdbmmlichen
Vakzinierung sind.

Zunachst wurde in der oben erwéahnten Vorabeit ass dnurinen anti-ldiotypen
Abagovomab das chimare ACA125hFc Antikorperfragmdrdrgestellt, welches im
Unterschied zum Ursprungsantikérper Uber eine hemkonstante Immunoglobulin G
Domaéne (hFc) verfudsiehe Abb.1)
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Abb.1: Dargestellt ist das chiméare anti-idiotypische ACAGI#c Antikbrperfragment

Die variablen Regionen VH und VL stammen von denrimam Antikdrper Abagovomab und sind tber einentiBiepinker miteinander
verknlpft. Beachte die Fc Region ist humanen Ursgsu

In Hinblick auf eine mdgliche klinische AnwendungrvACA125hFc, soll durch den Wegfall
der konstanten Regionen murinen Ursprungs die Imalukunspezifischer Antikodrper
verringert werden, welche infolge der Immunisierung Abagovomab beobachtet wurden
und die spezifische anti-tumorale Immunantworineise tberlagerten.
Unter Verwendung von Makroverkapselungstechnologiemde anschliel3end ein vitro
Depotsystem zur kontinuierlichen Expression undseteung von ACA125hFc Antikoérpern
generiert. Hierbei wurden rekombinante murine C2®dblasten, die ACA125hFc stabil
exprimierten in synthetischen Hohlfasern eingehettder Membrandiffusion erfolgte die
kontinuierliche Freisetzung des anti-Idiotypensdia Umgebung (Kulturmedium). Um ein
maoglichst optimales ACA125hFc Makrokapselfreiseggggsystem zu generieren wurden
verschiedene Kapseltypen hergestellt (PVDF vs. PEBg@bei waren bestimmte
Biokapseltypen bis zum Versuchsende (=1 Jahr) in ldege konstante ACA125hFc
Antikorperlevel freizusetzen (fur weitere Detailshee Hann et al. 2005).
Die aktuelle Arbeit soll in einem murinen allogen€ierversuch dartber Aufschluss geben
inwiefern die neue anti-ldiotypen Applikationsforim der Lage ist die Immunogenitat des
ACA125hFc Antikorpers zu verbessern. Die Realisigrdieses Vorhabens erfolgt dabei Gber
folgende Teilschritte (siehe auch Abb. 2):

(1) Herstellung einesn vitro Zellkapselsystems zur kontinuierlichen Freisetzuwog

ACA125hFc Antikorpern. Zu diesem Zweck werden rekorante ACA125hFc
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)

Abb. 2:

Expression des anti-ldiotypen ACA125hFc mittels spermeabler Kapseln

C2C12 Myoblasten in eine semipermeable Hohlfasegediettet und zu einer dichten
Kapseleinheit verarbeitet, die Uber Membrandiffasioden anti-ldiotypen
kontinuierlich in ein entsprechendes Kulturmediunreidetzt. Da die
Antikdrperproduktion an die Langzeitvitalitat des@dtsystems gebunden ist und
somit eine wichtige Voraussetzung fur die vivo Anwendbarkeit des Systems
darstellt, werden verschiedene Makrokapseltypen lyfdwersulfon (PES) vs.
Polyvinylidenflourid (PVDF) Hohlfasern]hergestellt. Letztendlich solln vivo
untersucht werden inwiefern unterschiedliche phaigkhe (verschiedene
Membranporendurchmesser) bzw. chemische (PVDF VvES PHohlfasern)
Membraneigenschaften einen Einfluss auf die komgitiohe ACA125hFc
Freisetzung aus Makrokapseln ausuben.

Nachfolgend soll die Immunogenitat des Makrokapstésns zur kontinuierlichen
Freisetzung von ACA125hFc Uberpriuft werden. Anhames allogenen Tiermodells
(s.c. Implantation von ACA125hFc C2C12 Kapseln iall3c M&ause) soll die
Immuntoleranz der verschiedenen Makrokapseltypem. loite Beziehung zwischen
den unterschiedlichen = Membraneigenschaften  und r eineventuellen
Implantatabstol3ung untersucht werden. Letztendlsdil festgestellt werden,
inwiefern die kontinuierliche in vivo Freisetzungesd Antikdrpers aus den
Depotkapseln die Immunogenitat des ACA125hFc Ampkés verbessert bzw.
welche Vorteile und Nachteile im Vergleich zur harkmlichen Vakzinierung

bestehen.

..........
Verkapsiung :‘Gb. @:

ST

Darstellung der Teilschritte zur Herstellung einesy vivo Depotsystems zur kontinuierlichen

A) Rekombinate murine C2C12 Myoblasten, die ACA125kkarimieren werden in semipermeable Kapseln eieetB) Die Kapseln
werden in Mause implantiert und auf die Induktiamee spezifischen Immunantwort Uberpri@). Zu Versuchsende erfolgt die Explantation
sowie die Uberpriifung der Implantat Vitalitét.
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1.2. Das Ovarialkarzinom

1.2.1. Inzidenz und Epidemiologie

Ovarialkarzinome sind mit einem Anteil von 85 % di&ufigsten malignen Ovarialtumore
sowie die haufigste Todesursache durch gynékolbgisc Malignome (ohne
Mammakarzinome) in den USA. Allein 2007 wurden andJSA 22.430 Neuerkrankungen
diagnostiziert und 15.280 Frauen starben daraDelmtschland erkrankten im Jahr 2002 etwa
9.950 Frauen an einem Ovarialkarzinom. Die Inzidésizin den letzten Jahren gleich
geblieben bei kontinuierlicher Abnahme der MortdliDie altersbezogene Inzidenz steigt mit
zunehmendem Alter und gipfelt in der siebten bigterc Lebensdekade (Harrison 2008). Die
hdchste Inzidenz wird zurzeit in Nord- und Stdearspwie in Nordamerika beobachtet, die
niedrigste Inzidenz in Afrika und Asien (Colomboadt 2006). Ovarailkarzinome werden in
folgende Hauptgruppen unterteilt: serdse (50%), intise (25%), endometroide (15%),
klarzellige (5%) und Brenner Tumoren (1%) (Kumar at 2007). Maligne epitheliale
Tumoren werden in der Regel bei Frauen jenseitgdldesebensjahrs diagnostiziert.

Aufgrund der Symptomarmut zu Beginn der Erkranksogiie durch das Fehlen suffizienter
Friherkennungsmethoden werden dber 50 % der Fa#le malignen epithelialen
Ovarialneoplasien im Stadium Il und 20 % im StadilvV nach FIGO diagnostiziert (
Wagner et al. 1997). Die Gesamt-5-Jahresiberlestenalier Stadien lag in Deutschland im
Jahr 2002 bei 41 %. Frihe Stadien des Ovarialkamzsnhaben eine gute Prognose mit
Uberlebensraten von etwa 90% (FIGO 1) bzw. 70-86%Q Il) wahrend fortgeschrittene
Stadien mit einer infausten Prognose assoziied: £26-50% (FIGO Ill) bzw.1- 5% (FIGO
IV) (Harrison 2008).

Gesicherte Risikofaktoren fur die Entwicklung ein®sarialkarzinoms sind Alter und
positive Familienanamnese, maoglicherweise auch défodigkeit, Infertilitat und
Lifestylefaktoren (z.B. Alkohol, Zigaretten).

Protektive Faktoren stellen orale KontrazeptivasiRireduktion fur die Entwicklung eines
Ovarialkarzinom um etwa 50 %, nach ca. 5 Jahrenef@nahme), Multiparitat (jede
Schwangerschaft reduziert das Risiko fur die Erkluitg eines Ovarialkarzinoms um 10%),
maoglicherweise auch Stillen, Tubenligatien sowiestdyektomie dar (Permuth et al. 2009,
Kumar et al. 2007).

Onkogene wie HER2/NEU sowie K-RAS werden in 28:30% der Ovarialkarzinome

Uberexprimiert, wobei das Tumorsupressorgen p&2in50 % der Ovarilaneoplasien mutiert
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ist (Kumar et al. 2007). HER2/NEU positive Tumoremigen ein Ansprechen auf
Transtuzumab. Der Nachweis von Rezeptoren fur dqadelfmal Growth Factor auf Zellen
des Ovarialkarzinoms, ist mit einem hohen Risikogiile progrediente Erkrankung assoziiert
(Harrison 2008).

1.2.2. Genetisches Risiko

Etwa 10 % der Ovarialkarzinome sind genetisch lggdimd werden in der Mehrzahl der
Falle autosomal dominant mit unterschiedlicher Bane vererbt. Meistens sind sie mit
einem gehauften Auftreten von Brustkrebs, selteméeinem gehauften Auftreten von Darm
und Gebarmutterkrebs (Lynch Syndrom II) oder anmdefeimoren (z.B. Li-Fraugmeni
Syndrom) assoziiert (Colombo et al. 2006, Harrig®®8). Das Lebenszeitrisiko fur ein
Ovarialkarzinom betragt 1,8 % (Modugno et al. 2008urde eine Keimbahnmutation in
einem verantwortlichen Gen nachgewiesen z.B. BRQA(bei hereditdrem Ovarialkarzinom
bzw. hereditarem Brust-Ovarialkarzinom Syndrom), IMH MSH2 (bei hereditdrem
nonpolypdsen kolorektalem Karzinom= Lynch Syndridnbetragt das Lebenszeitrisiko fur
ein Ovarialkarzinom bis zu 60 % (Columbo et al. )0

BRCA 1/2 stellen Tumorsupressorgene dar, deren @dogte eine Rolle in der Hemmung
von Tumorwachstum spielen und in hohen Mengen wmederem in den Epithelzellen der
Ovarien exprimiert werden. Bei Tragerinnen von Motzen dieser Gene betragt das
Lebenszeitrisiko fur die Entwicklung eines Ovaratknoms 20-30 % (Modugno et al.
2003), wobei die serdsen Zystadenokarzinome eimderh Anteil ausmachen. Manner aus
diesen Familien weisen ein erhdhtes Risiko fur Rtakarzinom auf (Harrison 2008). Etwa
30 % der Adenokarzinome des Ovars exprimieren iehdViasse das HER2/neu Onkogen,
das mit einer schlechten Prognose korreliert (Kuebatl. 2007).

Die prophylaktische bilaterale Salpingoovarektoratellt nach bisheriger Studienlage die
Methode der Wahl sowohl zur Senkung der Mortabiatauch des Erkrankungsrisikos beim

hereditaren Ovarialkarzinom (Kauff et al. 2002).
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1.2.3. Fruherkennung und Screening

Patientinnen in einem frihem Stadium des Ovarialkams (FIGO Stadium I-II) sind im
Gegensatz zu den fortgeschrittenen Stadien (FIG@i8h IlI-1V) zu einem Grossteil durch
eine konventionelle Therapie heilbar. Daher wirdee eeffektive Screeninguntersuchung
welche die Fruherkennung des Ovarialkarzinoms elioliig auch dessen Heilungsraten
verbessern. Ein generelles Screening fiur die Fkiémewung des Ovarialkarzinoms gibt es
zum jetzigen Zeitpunkt leider nicht. Die derzeitig€tudien konnten nicht beweisen, dass
eine routinemanig durchgefuhrte Vaginalsonograptientuell in Kombination mit z.B. einer
Bestimmung des Tumormarkers CA 125 eine effektivgh€rkennung gewahrleisten kann
(Modugno et al. 2003). Dies ist unter anderem dazaulickzufiihren, dass etwa die Halfte
der Patientinnen mit Ovarialkarzinom im Stadiurmtul normale CA 125 Konzentrationen
aufweisen. AulRerdem kdnnen auch andere maligneufidltkngen wie Endometrium-, Zervix-
, Tuben-, Mamma-, Pankreas-, Bronchial- und Kolonke&m sowie nicht maligne
Veranderungen wie Schwangerschaften, Endometriddegrusfiorome, entzindliche
Unterbaucherkrankungen und 1% der gesunden Frauemhthten CA 125 Konzentrationen
assoziiert sein (Harrison 2008). Beachtlich istrade Tatsache, dass in ca. 20 % der Falle
die Tumorzellen kein CA 125 exprimieren und somibemalls einer CA 125
Serumbestimmung entgehen (Bast et al. 2005). CA d@&ative Tumore exprimieren
allerdings z.B. humanes Kallikrein 6, 10 sowie ©ptmtin und Claudin 3 und stellen
potentielle Zusatzmarker in der Diagnose des Olamzinoms dar (Bast et al. 2005).
Nichtdestotrotz liegen bei etwa 80-85 % der epidheh Ovarialkarzinome die
Konzentrationen des Tumormarkers CA 125 im Serunmigdir als 35 U/ml. Die Sensitivitat
der CA 125 Bestimmung liegt bei postmenopausaleudir mit einem asymptomatischen
Ovarialtumor und einer CA 125 Konzentration von dastens 65 U/ml bei 97 % und die
Spezifitat bei 78 % (Harrison 2008).

Ein neuartiges Screeningverfahren konnte moglicessv mittels Proteomanalyse
bewerkstelligt werden. Erste Studienergebnissegglinvielversprechend: Patientinnen im
Stadium 1 des Ovarialkarzinoms konnten mit einens8eitdt von 100 % bzw. einer
Spezifitat von 95 % identifiziert werden (Petricahal. 2002).
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1.2.4. Klinik

Der Krankheitsverlauf ist in frihen Stadien (FIGOumd II) haufig symptomlos bzw.
symptomarm und erklart somit die hohe Inzidenz etwa 70 % der fortgeschrittenen
Stadien. Die am haufigsten angegebenen Beschwerdem Abdominal- und
Ruckenschmerzen, eine Zunahme des Leibesunfangestroigtestinale Beschwerden,
Stérungen der Harnorgane, abnorme vaginale Blutusgeie eine Gewichtszunahme bzw. —
abnahme weisen allerdings in den meisten Falleneauffortgeschrittenes Stadium hin
(Hilpert et al. 2007).

1.2.5. Diagnostik und TNM/FIGO Klassifikation

Die Transvaginalsonographie nimmt unter den bilégelen Verfahren den hochsten
Stellenwert in der Diagnostik des Ovarialkarzinoens. Das Tumor assoziierte Antigen CA
125 ist aufgrund der geringen Spezifitdt nicht Euilherkennung geeignet, wird aber zur
Verlaufsbeurteilung vor Therapiebeginn bestimmtmZietzigen Zeitpunkt besteht keine
apparative diagnostische Mallnahme, die ein opemtiStaging des Ovarialkarzinoms
ersetzen und die Operabilitat verlasslich einsa@rakdnnte (S2K Leitlinien 2007, Colombo
et al. 2006).

Die Stadieneinteilung nach FIGO wurde den S2K lmegh 2007 entnommen und setzt sich

wie folgt zusammen:

FIGO | Tumor begrenzt die Ovarien
IA Tumor auf ein Ovar begrenzt, Kapsel intakt
B Tumor auf beide Ovarien begrenzt, Kapsel intakt
IC Kapselruptur, Tumor an der Ovaroberfliche odealigne Zellen in

Peritonealspllung bzw. in Aszites

FIGO I Tumor breitet sich im Becken aus
IIA  Ausbreitung auf Uterus und oder Tube(n)
[IB  Ausbreitung auf andere Beckengewebe

[IC  lla oder IIB und maligne Zellen in Perigalspilung bzw. in Aszites
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FIGO I Tumor mit histologisch nachgewiesenen Peritonealastsen aul3erhalb
des Beckens und/oder regionare Lymphknotenmetastase
[IA  mikroskopische Peritonealmetastasen jensats Beckens
1B makroskopische Peritonealmetastasen jendesBeckens 2cm

IIC  makroskopische Peritonealmetastasen jendegBeckens 2cm

FIGO IV Fernmetastasen (ausschlief3lich Peritonealmetastgsen

1.2.6. Prognosefaktoren

Etablierte Prognosefaktoren des Ovarialkarzinones signifikant die Uberlebenszeit der
Patientinnen beeinflussen sind: 1) Tumorstadiumpdtoperativer Tumorrest, 3) Alter, 4)
Allgemeinzustand, 5) histologischer Typ sowie dag®morgrading (Colombo et al. 2006,
Leitlinien S2K 2007).

1.2.7. Therapie

Therapie des friihen Ovarialkarzinoms (FIGO I-11a)

Bei etwa 30 % der Patientinnen ist das Ovarialkemi zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
auf das kleine Becken begrenzt und die Aussichténeme dauerhafte Heilung sind gut,
wobei die 5-Jahres-Uberlebensraten stadienabhaaggghen 65-90 % betragen.

Therapie der Wahl im Frihstadium ist zum einemvdidstandige operative Entfernung des
Tumors und zum anderen die platinhaltige adjuvaGteemotherapie, wobei folgende
Operationsschritte bzw. Inspektions- notwendig sirdd Langsschnittlaparotomie, 2)

beidseitige Adnektomie, 3) Hysterektomie, 4) Omkitimie, 5) beidseitige pelvine und

paraaortale (entlang A/V. cava bis HOhe Vv. renaléymphadenektomie, 6) ev.

Appendektomie (bei muzinésen und unklaren Tumortyp)Biopsien aus allen auffalligen

sowie aus multiplen unauffalligen peritonealen I8tel8) Peritonealzytologie, 9) Inspektion
und Palpation der gesamten Abdominalhdhle 10) Riesekles Tumors zum Peritoneum
Patientinnen im Stadium I-1l aul3er Stadium IA, beyen im Anschluss einer Operation eine
platinhaltige adjuvante Chemotherapie (Mittel deralMlV aufgrund des gunstigeren
Nebenwirkungsprofil: Carboplatin/AUC5), die sowalds Risiko eines Rezidiv als auch die
GesamtlUberlebensrate um ca. 8% verbessert (S2kniegit 2007, Colombo et al. 2006).
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Nichtsdestotrotz erleiden auch in friihen Stadier8BaA®0 der Frauen ein Rezidiv, was mit
einer infausten Prognose korreliert (Colombo e2@06).

Therapie des fortgeschrittenen Ovarialkarzinomsg®lllb-1V)

Aufgrund der Symptomarmut zu Beginn der Erkrankwsmoyie das Fehlen suffizienter
Friherkennungsmethoden werden tber 50 % der FalBtadium Il und 20 % im Stadium
IV nach FIGO diagnostiziert ( Wagner et al. 1997 Mehrzahl der Patientinnen mit priméar
fortgeschrittenem Ovarialkarzinom erleiden trotztimpler Priméartherapie ein Rezidiv
(Hilpert et al. 2007), sodass fortgeschrittenendigta mit einer sehr schlechten Prognose
assoziiert: sind 25-50% (FIGO I1ll) bzw. 5% (FIGO)I{Harrison 2008).

Die Bedeutung der radikalen Tumorresektion ist Bertgeschrittenen Stadien des
Ovarialkarzinoms bekannt, wobei der postoperativedrrest nach dem Tumorstadium den
starksten unabhangigen Prognosefaktor darstelitlifiien S2k 2007). Folgendes operatives
Vorgehen wird hierbei durchgefiihrt:1) beidseitigen&ktomie und Hysterektomie sowie
hohes Absetzen der Ovarialblndel, 2) Netzresektifsagastrisch unter Mithahme milznaher
Anteile, 3) Resektion des befallenen PeritoneumsRdsektion infiltrierter DUnn- sowie
Dickdarmanteile, bei Befall auch Appendektomie, ribir bei kompletter Tumorresektion
pelvine und paraaortale Lymphadenektomie (Leithris2K 2007).

Standard ist nach der primaren Operation mit mal@maumorreduktion eine taxanhaltige
sowie platin- Kombinationschemotherapie Uber 6 g£gklalle 3 Wochen (Paclitaxel
175mg/nf tiber 3 h i.v. und Carboplatin/AUC 5).

Therapie des Ovarialkarzinomrezidivs

Von einer Rezidivoperation profitieren wahrschahli nur Patientinnen mit einem
platinsensiblen Ovarialkarzinom (therapiefreieseimall > 6 Monate), bei denen eine
Tumorfreiheit erreichbar scheint. Bei platinsersibOvarialkarzinomen erfolgt im Anschluss
eine platinhaltige Kombinationstherapie mit entwed€arboplatin/Paclitaxel oder
Carboplatin/ Gemcitabin.

Bei platinrefraktdaren Rezidiven (Rezidiv innerhalbn 6 Monaten nach abgeschlossener
Primartherapie) ist eine erneuerte tumorreduktiy@r@tion nur in Einzelféllen sinnvoll.
Mittel der Wahl stellt hier eine nicht platinhakigMonochemomotherapie mit folgenden
Zytostatika: Topotecan, peglyriertes liposomalesc@abicin, Paclitaxel (bei nicht Taxan
vorbehandelten Patientinnen) (Leitlinien S2K 2007).
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1.3. Anti-ldiotypen basierte Strategien zur Immuntherapie von Krebs

1.3.1. Immuntherapeutische Strategien zur Behandlupvon malignen Neoplasien

Das ideale Ziel der Immuntherapie maligner Tumor@&renvdie mdglichst spezifische,
komplette und nebenwirkungsarme Eliminierung adlatarteten Zellen. Dies kbnnte durch
eine potente Immunreaktion erzielt werden, die t@ialen Tumorelimination fihrt und
gleichzeitig Uber die Entwicklung eines Immunlantggedachtnissystems eine anhaltende
Tumorregression garantiert (Pejawar-Gaddy et al8P0Ansatze zur Immuntherapie von
Krebs konzentrieren sich auf unterschiedliche 2itn, diese erstrecken sich von
Tumorzellen, Uber Zellen des Immunsystems bizhihdmatopoetischen Stammzellen.

Zu den potentiellen Kandidaten fur die Herstellwngn Tumorvakzinen zéhlen unter
anderem: Tumor-Antigene (Ward et al. 2002, Cheukalet2008), Hitzeschockproteine
(Roman et al. 2007), dendritische Zellen (Osadal.e2006, Steinmann et al. 2007), virale
Vektoren (Harrop et al. 2006), DNA/RNA (Yu et al(), anti-idiotypische Antikorper bzw.
sonstige Antikorper (Wagner et al. 2001, de Ceiral.2007).

1.3.2. Anti-idiotypische Antikdrper in der Immuntherapie maligner Tumore

Anfang der siebziger Jahre postulierte Niels Jemeseiner Hypothese Uber den
Netzwerkaufbau des Immunsystems das Prinzip detyigen/Anti-ldiotypen Vakzinierung
(Jerne 1974). Eine der ersten klinischen Hinweisedfe Wirksamkeit von anti-ldiotypen in
der Immuntherapie von Tumoren lieferte 1982 dieeftdgruppe um Ron Levy, welche ein
an B-Zell Lymphom erkranktes Patientenkollektiv telg dieser Antikorper behandelte
(Miller et al. 1982). Wie funktioniert nun das GafzLaut Jerne werden fremde Antigene
Uber ein Netzwerk von miteinander interagierendemtik®rpern, der sogenannten
Idiotypen/anti-ldiotypen Kaskade reguliert. Soméagiert das Immunsystem auf externe
Antigene mit idiotypischen Antikérpern (Abl), weklin ihren variablen antigen-bindenden
Domanen immunogenesogenannte Idiotope enthalten die gegen das Urgpamtigen
gerichtet sind. Idiotypische Antikdrper (Abl) sisdmit selbst immunogen und kénnen die
Bildung von sogenannten anti-Idiotypen(Ab2) heruten. Einige dieser Ab2 Antikorper, die
sogenannten Al Antikorper, wiederspiegeln die dreidimensionaleulur (“internal
image”’) des urspriinglichen Antigens und passekt éxalie Antigenbindungsstelle des Ab1l

Antikorpers. Eine selektive Immunisierung mit Ab2Antikdrpern, die z.B. ein nicht

-22 -



immunogenes Tumorantigen funktionell imitieren, kkaaomit eine spezifische anti-tumorale
Immunantwort hervorrufen (Cherny und Hiernaux 1989 Ceiro et al. 2007).

In den letzten drei Jahrzehnten wurden anti-ldietypn der Immuntherapie vielfaltiger
Tumore eingesetzt, wobei die Wirksamkeit einigexsdr Antikérper bereits in klinische
Phase Ill Studien untersucht wird. Hierzu z&hleleirkzelliges Lungenkarzinom (Bottomley
et al 2008, Phase IIl), Kolorektales Karzinom (Chet al. 2006, Phase II1), Ovarialkarzinom
(Bauerschlag et al. 2008; Phase IIl), B-Zell Lymph@de Ceiro et al. 2009, Phase Ill) und
malignes Melanom (Lutzky et al. 2002, Phase Il)wiéfern der Einsatz dieser anti-
idiotypischen Antikorper die zu erwartende klinischRelevanz liefert, werden die
abschlie3enden Studienergebnisse zeigen.

1.3.3. Abagovomab, ein anti-ldiotyp zur Immuntherape des Ovarialkarzinoms

Ovarialkarzinome werden aufgrund der SymptomarmuBeginn sowie durch das Fehlen
ausreichender Fruherkennungsmethoden in tUber 70%-&lk in einem fortgeschrittenen
Stadium diagnostiziert (Wagner et al. 1997). Dies&@et-5-Jahrestiberlebensrate aller Stadien
lag in Deutschland im Jahre 2002 bei 41 % (Harrid008). Trotz einer insgesamt positiven
Entwicklung der heutigen Therapieregime (siehe ftwed.2.7) bleibt festzustellen dass
fortgeschrittenen Stadien mit einer sehr schleclftergnose assoziiert sind (Wagner et al.
2001), wobei die meisten Patientinnen trotz opten&lehandlung ein Rezidiv innerhalb der
ersten 18 Monate erleiden (Hilpert et al. 2007 dEriek at al. 2009). Aus diesem Grunde
erscheint die Erganzung der konventionellen Thergpiehe hierfir 1.2.7) als durchaus
sinnvoll. Hierbei wurden verschiedenste immunololges Strategien verfolgt, die unter
anderem zur Generierung folgender Vakzine fuhm&rnESOL Peptide (Odunsi et al. 2007),
der CA125 spezifische monoklonale Antikorper Oremuoab (Berek et al. 2009),
Radionuklide (Verheijen et al. 2006) anti-Folatigme Antikorper (Figini et al. 2009),
Multipeptide (Chianese-Bullock et al. 2008), detidgiotypische Antikdrper Abagovomab
(Wagner et al. 2001), der anti-VEGF Antikdrper Bazamab, die anti-HER-2 Antikorper
Trastuzumab und Pertuzumab, der anti-EGFR1 Anti&d@etuximab (Frederick et al. 2009).
Die Immunisierung mit anti-idiotypischen Antikdrpestellt eine interessante Zusatzstrategie
in der Behandlung des Ovarialkarzinoms dar undt zredbesondere auf eine spezifische
Immunantwort gegen die Tumorzellen. Auf der Basiss didiotypen/Anti-Idiotypen
Konzeptes, wurde von unserer Laborgruppe der munmmoklonale anti-idiotypische

Antikbrper Abagovomab entwickelt, dessen klinisch8enefiz aktuell in einer
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internationalen Phase II/lll  Studie (MIMOSA/AGO-Q18) bei Patientinnen mit
fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms (Bauernschlagakt 2008) uUberpruft wird. Hierfar
generierte unsere Laborgruppe den anti-ldiotyp Allagab (Ab2) nach Immunisierung von
Mausen mit dem idiotypischen Antikdrper OC125 (Al(Bchlebusch et al. 1994). Der
Idiotyp OC125 (Abl) erkennt spezifische Epitope daf Oberflache des tumor-assozierten
Antigens CA125 (Bast et al. 1983) wéhrend der mhttyp Abagovomab (ACA125, anti-
0C125, IgG1k) in seinen variablen Domanen CAl12%ktionell imitiert und gleichzeitig eine
hohe Affinitat zu OC125 (Abl) aufweist (Schlebusathal. 1994), siehe auch Abbildung 3.
Laut der Hypothese Uber den Netzwerkaufbau des Imgstems von Niels Jerne (siehe
hierfur 1.3.2) fihrt die Immunisierung mit dem aldliotypen Abagovomab (Ab2) zur
Bildung von anti-anti-idiotypischen Antikérpern (8banti-Abagovomab). Einige dieser Ab3
Antikdrper besitzen sowohl Affinitat zu dem Tumorntigen CA125 als auch zu
Abagovomab und werden als Ab1” Antikorper bezeitabb. 3) und sind somit in der Lage
eine spezifische antitumorale Immunantwort zu ineken (Schlebusch et al. 1994, Wagner et
al. 1997, 2001, Reinartz et al. 2004, Bauerschiad 2008).

Im Rahmen von mehreren klinischen Phase I/Ib Studigrden insgesamt 197 Patienten mit
fortgeschrittenem Ovarialkarzinom mittels Abagovanteehandelt, mit dem Ziel sowohl die
immunologische Kompetenz als auch die SicherhestAdgikorpers unter Beweis zu stellen
(Reinartz et al. 2004, Sabbatini et al. 2006, Erfest et al. 2006, Bauerschlag et al. 2008).
Wahrend der Applikation und auch in der Nachbeohagsphase konnten keine
schwerwiegenden negativen Effekte beobachtet werddie sich direkt auf die
Antikdrpergaben beziehen lieRen. Insgesamt schieiieeiNebenwirkungen aul3erordentlich
gering zu sei, wobei lokale Schmerzen an der ligakstelle sowie eine moderate lokale
Infiltration am haufigsten beobachtet wurden (Badklag et al. 2008). Diese Ergebnisse
decken sich mit denen anderer Arbeitsgruppen (d® €eal. 2007).

Im Rahmen einer klinischen Phase I/llb Studie wordesgesamt 119 Patienten mit
fortgeschrittenem Ovarialkarzinom mittels Abagovémiaehandelt (Wagner et al. 2001,
Reinartz et al. 2004) wobei hier der Zusammenhamy werlangerten Uberlebensraten und
spezifischen Ab3 Immunantworten vordergrindig went wurde. 81 Patienten (68,1%)
entwickelten anti-anti-idiotypische Antikorper (Ah3welche in 50,4% der Falle auch an
gereinigtes CA125 banden. Bei 26,9% der immunisieRatientinnen konnte eine durch anti-
CA125 Antikorper (Abl") vermittelte ADDC (antibodlepend cell-mediated cytotoxicity)
gegen CA125 positive Tumorzellen nachgewiesen everdas mediane Uberleben des
gesamten Patientenkollektivs betrug dabei 19,4 Mo(@ereich: 0,5 bis 59,4 Monate). In der
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Tat konnte bei Patientinnen, die spezifische Ab3ik&mper entwickelten, im Vergleich zur
Ab3-negativen Gruppe ein signifikant langeres Uddseh (Median: 23,4 Monate vs. 4,9
Monate; p<0,0001) bei auRerordentlich geringererhedeirkungsprofil beobachtet werden
(Wagner et al. 2001, Reinartz et al. 2004). Diededi8nergebnisse belegen, dass
Abagovomab als stellvertretendes Antigen fur CAl&lbe spezifische Immunantwort gegen
ein an sich nicht-immunogene CA125 positive Tumadkizieren kann. Inwiefern diese viel
versprechenden Resultate auch auf grol3ere Patketiekiive Ubertragbar sind, wird zurzeit
in einer klinischen Phase II/lll Studie (MIMOSA/AGOvarl0) bei Patientinnen mit

fortgeschrittenem Ovarialkarzinom tberprift.

® 9 i
1 |[1=]

0C125 0C 125 0oC 125

Abagovomab

C
Abagovomab ' ol y

Anti-Abagovomab= Anti CA 125

Abb. 3: Das Prinzip der anti-ldiotypen Vakzinierung mitte Abagovomab in der Immuntherapie des
Ovarialkarzinoms

A) Der murine Antikdérper OC125 (Ab1) ist spezifisch flas Tumorantigen CA12B) Der murine anti-ldiotyp Abagovomab (Ab2) wurde
nach Immunisierung von Mausen mit OC125 generfdravogomab imitiert CA125 und besitzt gleichzeiiffinitdt zum Idiotyp OC125.
C) Anti-Abagovomab (Ab3) Antikérper entstehen bei lamunisierung von Patientinnen mit Abagovomab. Au8ikorper die sowohl
Affinitét zu dem CA125 Antigen als auch zu dem A@Alwerden sie Ab1l” Antikdrper genannt.
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1.4. Biokapseln: Bioreaktoren zur in vivo Freisetzang von anti-ldiotypen?

1.4.1.Einfihrung

Das Prinzip der Immunisolation non-autologer Zeleittels semipermeabler Kapseln wurde
bereits in den flinfziger Jahren beschrieben (Uluetagl. 2000) und stellt eine interessante
Alternative zu den herkdbmmlichen Transplantationfioéen dar. Ein wesentlicher Vorteil
dieses Verfahren besteht darin, dass eine Abstkifsrea ohne medikamentose
Immunsupression verhindert werden kann (Murua et2808) und sich somit deutlich
nebenwirkungsarmer als konventionelle Transplaoat gestaltet. Hierbei werden die non-
autologen Zellen des Spenders innerhalb einer siistihen Kapsel physikalisch vom
Immunsystem des Empfangers isoliert. Die semipebiee®embran umgibt die fremden
Zellen wie einen Schutzmantel und verhindert sateit direkten Angriff von Immunzellen
wie z.B. Lymphozyten, Makrophagen usw.. Auf diesaieg wird eine wirksame
Immunisolation erreicht, die auch ohne immunsupvesMedikation funktioniert (Li et al.
1998). Die verkapselten Zellen gestalten sich wid¢eink Bioreaktoren: Uber
Membrandiffusion erfolgt ein bidirektionaler, komtierlicher Austausch kleiner Molekule
wie Nahrstoffe, Sauerstoff, rekombinante Proteite ewischen Spender und Empfanger
(siehe Abb. 4). Somit wird sowohl die ausreicheeéesorgung der Zellen im Kapselinneren
als auch die Sekretion der therapeutischen Steith muRen gewahrleistet. Grosse Molekule
und Zellen kénnen die Membran hingegen nicht pesmsjesodass durch physikalische
Zellisolation der immunologische Kontakt zwischeardr und Akzeptor unterbunden wird,

was in der Konsequenz die AbstofRungsreaktion veenin
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Abb. 4: Dargestellt ist das Prinzip der Immunoisolation nemutologer rekombinanten Zellen mittels

Bioverkapslung

Die semipermeable Membran umhdillt die implantiedefien und erfiillt dabei folgende Aufgaben: 1) zeimen bietet sie den verkapselten
Zellen den notwendigen immunologischen Schutz,ass dFremdangriffe durch Immunzellen des Empfangeterbunden werden; 2) zum

anderen findet durch Diffusion ein kontinuierlich®ustausch von rekombinanten Proteinen, Nahrstpffégtaboliten mit der Umgebung

statt.

1.4.2. Biokapsel: Bioreaktoren zur in vivo Freisetang therapeutischer Stoffe

Die Therapie mit verkapselten, immunisolierten &ellermoglicht die kontinuierliche
endogene Freisetzung therapeutischer Stoffe Ubendangen Zeitraum und stellt somit ein
effektivesin vivo Langzeit-Depotsystem dar (Hann et al. 2005). Dabeimen oft genetisch
modifizierte  non-autologe Zellen zum Einsatz, die vivo rekombinante Proteine
exprimieren (Murua et al. 2008): eine gentechnalclye Methode, welche die Manipulation
des Wirtsgenoms elegant umgeht. Aber auch primént mnodifizierte Zellen haben ein
groRes therapeutisches Potential, weil sie defektas. untergegangenes Gewebe wie
beispielweise B-Inselzellen ersetzen kdonnen (Sdaoml.e1994, Sun et al. 1996). Diese
interessante Biotechnologie fand in dem letztemdralJahrhundert eine breite Anwendung
bei verschiedensten Krankheiten wie z.B.: Diabetedlitus (Soon et al. 1994, Prochorov et
al. 2008), Anamie (Ponce et al. 2006), Parkinsand\all et al. 2008), Herzinfarkt (Zhang et
al. 2008), Amyotrophe Lateralsklerose (Zurn e28l00), Alzheimer (Hammang et al. 1995),
Chorea Huntington (Emerich et al. 1997, Bloch e8D4), Chronische Schmerzen (Jeon et
al. 2006), Krebs (Samel et al. 2007). Die Biovedapngstechnologie wird zurzeit vor allem
bei Diabetes mellitus (Calafiore et al. 2006, Sebal 1994), ALS (Zurn et al. 2000), Chorea
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Huntington (Bloch et al. 2004), PankreaskarzinordhfLet al. 2002) in klinischen Studien
untersucht.

Diese Implantate kénnen aufgrund ihrer Form und@rin zwei Hauptklassen eingeteilt
werden (Li et al. 1998, Uludag et al. 2000): Malapg&eln und Mikrokapseln. Makrokapseln
sind synthetische zylinderférmige Hohlfasern, diggeaund ihrer Grof3e (1-2cm) mehrere
Millionen Zellen aufnehmen kénnen, so dass in degdR eins bis zwei Kapseln pro
Implantation ausreichen um therapeutische Dosenreleyanten Proteins zu sezernieren
(siehe Abbildung 5A). Mikrokapseln sind hingegeméasch geformt und kénnen aufgrund
threr Grol3e (0,2-1,5 mm) nur wenige Zellen pro EibAufnehmen, so dass pro Implantation
oft hunderttausende davon bendtigt werden. Die okiapseln werden haufig auf

Hydrogelbasis (z.B. Alginat, Agarose) hergesté{lifgrund ihrer sphérischen Form besitzen
sie die groRRte mdgliche Diffusionsoberflache, welcihnen im Gegensatz zu den
zylinderformigen Makrokapseln, eine optimale Zetbargung mit Nahrstoffen ermoglicht

(Abb. 5B).

Zusammenfassend sollen die wichtigsten Vorteile Hentinuierlichen Sekretion von

Wirkstoffen mittels Biokapseln festgehalten werdeh) lang anhaltende endogene
Verfugbarkeit auch von instabilen bzw. kurzwirksantgtoffen, 2) Anwendung geringerer
Dosen was implizit die Toxizitat reduziert, 3) Kesersparnisse, da z.B.
Mehrfachapplikationen entfallen, 4) keine Anwendung Immunsupressiva.

Als Nachteile dieses Verfahrens sind folgende Aspe&nzusehen: 1) nur bestimmte
Substanzen sind gentechnisch herstellbar (z. Beidgy Peptide), 2) Membranporengrélie
der Kapseln limitiert die GroRe der Genprodukte,dds Verfahren konnte bislang den
Anforderungen herkdmmlicher qualitativer und quititver Herstellungsstandards nicht

gerecht werden (Hann 2005).
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Abb. 5: Dargestellt sind die zwei haufigsten Biokapseln

A) Makrokapseln sind zylinderférmig und 1-2 cm grBfhe einzige Kapsel kann viele Millionen Zellen bebergenB) Mikrokpaseln sind
sphéarisch und 0,2-1,5 mm groB3. Eine einzige Eirltegin nur wenige Zellen aufnehmen, sodass vielé®@pmotig sind um therapeutische

Mengen eines bestimmten Wirkstoffes zu sezernieren.

1.4.3. Biokapsel: Immunenhancement fur den anti-lditypen Abagovomab?

Die Behandlung maligner Tumoren mit rekombinantesrkapselten Zellen stellt eine
interessante Zusatzstrategie dar und gehért zusdgenannterex vivogentechnologischen
Methoden. Im Unterschied zum vivo Gentherapie mit z.B. viralen Vektoren, werden hier
nicht Patientenzellen sondern non-autologe Ze#&nvivo gentechnisch manipuliert um
anschlieBend als Biokapseln kontinuierliche Mengertherapeutischen Stoffen endogen zu
produzieren. Bei diesem Verfahren er6ffnen sicligeivorteile gegeniiben vivo Methoden
mit z.B. viralen Vektoren: 1) keine Bildung von Adrpern gegen virale Kapsidantigene, 2)
keine unkontrollierte Disseminierung des Vektorskdine Insertion viraler Bestandteile ins
humane Genom, 5) keine Vektor-Mutagenese (Moigsat 2000, Cirone et al. 2001).

Die Bioverkapselungstechnologie findet auch in Hegbstherapie eine breite Anwendung
vor allem bei: Pankreaskarzinom (Lohr et al. 20@joblastom (Joki et al. 2001, Read at al.
2001, Huszthy et al. 2006), Kolon Karzinom (Zengaét 2003) u.a. Das Prinzip der
kontinuierlichen endogenen Sekretion von Theragautiird vor allem dann attraktiv, wenn
Substanzen aufgrund von z.B. hoher Toxizitat, gerirHalbwertszeit oder geringer
Bioverfluigbarkeit eine effektive Tumorbehandlungitiexren (Cirone et al. 2001).

Im Hinblick auf die Gentherapie des Ovarialkarzisomittels anti-ldiotypen, wurde flir den

humanisierten Abagovomab Abkdmmling ACA125hFc einvitro Biokapselsystem zur
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kontinuierlichen Freisetzung generiert (Hann e805). Ein Nachteil von anti-Idiotypen ist
ihre geringe Immunogenitat, so dass zur Aufreclalenhg einer Immunantwort
Mehrfachimmunisierungen nétig sind (Wagner et BDD). Es ist durchaus denkbar, dass ein
Depotsystem, welches die kontinuierliche anti-lgoatn Expression sicherstellt, tber
endogene Antikdrper Persistenz deren Immunogevetdtessert und so zu einer dauerhaften
Tumorantwort fuhrt. Im Rahmen dieser Arbeit sollhand eines Mausmodells tberpruft
werden, inwiefern das in einer Vorabeit generi8itgkapselsystem fir ACA125hFc (Hann et
al. 2005), einen Vorteil gegentber der herkdmmiicheubcutanen  Applikation des

aufgereinigten Antikorpers bringt.
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2. Methoden

2.1 Die Aufreinigung des anti-Idiotypen ACA125hFc as serumfreien
C2C12 Zellkulturiberstanden uber eine Protein G Sale

Die Herstellung und Expression des Abkdmmlings vdragovomab ACA125hFc mittels
murinen C2C12 Myoblasten wurde bereits ausfuhdiebchrieben (Hann 2005, Hann et al.
2005).

2.1.1. Das Prinzip der Proteinaufreinigung tber arProtein-G Saule

Die Aufreinigung des ACA125hFc Antikdrpers aus seineien Kulturtiberstanden erfolgte
Uber eine Protein G Saule (Hip Trap Protein G)chweleine hohe Bindungsaffinitat zu 1gG
Molektlen und somit auch zu dem anti-Idiotypen tz¢siDa herkdmmliche C2C12-
Kulturmedien (siehe Abschnitt 3.17) serumhaltigdsund somit IgG Antikorper enthalten,
sind sie fur die Aufreinigung Uber eine Protein @u® ungeeignet. Aus diesem Grund
wurden rekombinante C2C12 bzw. wildtyp C2C12 Mystda (Negativkontrolle)

unmittelbar vor der Aufreinigung, 7 Tage in serugrdn Hybridomed-Medium kultiviert.

2.1.2. Das Protokoll zur Aufreinigung des ACA125hFAntikoérpers aus serumfreien

Kulturiiberstdnden mittels einer Protein G Saule

Circa 80 ml serumfreier ACA125hFc-C2C12 bzw. wilat€2C12 Kulturtiberstand wurde
abzentrifugiert (10 min, 4°C, 4000 rpm), 1:1 mit Binding Buffer (siehe Abschnitt 3.7)
verdunnt und steril filtriert. Die Protein G Sawkerde mit 5 ml Ampuwa gewaschen und mit
5 ml 1 x Binding Buffer aquilibriert. Die Kulturibgtande wurden 2 x tGber die Saule gegeben
(Flussgeschwindigkeit:1 ml/min). Die Saule wurdesamrie3end mit 10 ml Binding Buffer
gewaschen. Die Elution des Antikorpers erfolgte éitnl Elution Buffer (siehe Abschnitt
3.8), wobei je 0,5 ml Fraktionen in Eppendorfhigticl{40 ul Neutralisationspuffer vorgelegt)
aufgefangen wurden. Der Proteingehalt der einzel@ktionen wurde photometrisch bei
280 nm gemessen.
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2.1.3 Berechnung der Antikorperkonzentration von ACA12hFach der Aufreinigung

C= A »5x 0,71 C=Antikorperkonzentratioimg/ml Eluat)
Avs= Extinktion der Verdinnung bei 280 nm

M= C X Vy/ 1000 myi= Gesamte Antikbrpermendeng)

Vy= Gesamtvolumen an PBS

2.2. Die Uberprifung der Reinheit und Funktionalitd des ACA125hFc
Antikorpers nach der Aufreinigung tber eine ProteinG Saule

2.2.1 Die Uberpriifung der Reinheit des ACA125hFc tikdrpers mittels SDS-PAGE

Die Reinheit des ACA125hFc Antikorpers nach Aufrgimg, wurde mittels SDS-PAGE

Uberprift und anschliel3end mit Coomassie-Farbutektiert.

2.2.2. Das Protokoll fir SDS-PAGE

Das 8 % Trenngel wurde durch Zusammenmischen der dem Abschnitt 3 beschriebenen
Bestandteile hergestellt, in die Gelkassette gegpssnit Ethanol absolut beschichtet
(Luftblasen entweichen lassen!) und 30 min polysieri. AnschlieBend wurde das
Sammelgel (Abschnitt 3.13) hergestellt, in die @eBette luftblasenfrei auf das Trenngel
gegossen und weitere 30 min polymerisiert. 15 @b®r(5 pg aufgereinigtes ACA15hF)
wurde mit je 5 pl non-reduced (Abschnitt 3.12) bawduced Buffer (Abschnitt 3.11)

gemischt, auf einen Heizblock fur 5 min bei 95 %haturiert und sofort auf Eis gestellt. Die
Auftrennung der Proben auf dem SDS-PAGE Gel eroigtlx Elektrophorese Puffer (siehe
3.10), bei 150 V, 300 mA, 15 W fir ca. 1 h. Das @eirde anschlieliend entweder mit

Coomassie Blau angefarbt oder zur Western-Blot ysealeiterbenutzt.
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2.2.3. Das Prinzip der Uberpriifung der Funktionadit des ACA125hFc Antikérpers mittels
ELISA

Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Bindueg anti-ldiotypen ACA125hFc an den
Idiotypen OC125. ACA125hFc imitiert das CA125 Tuméntigen und bildet somit
Komplexe mit OC125, welches seinerseits gegen CAd@%chtet ist. An die Wand von
ELISA Mikrotiterplatten wurde im ersten Schritt ddiotyp OC125 gebunden. AnschlieRend
erfolgt die Zugabe von aufgereinigtem ACA125hFc rodder Kulturiberstand von
rekombinanten C2C12 Myoblasten. Die Bildung der umkomplexe zwischen den
Idiotypen OC125 und den anti-ldiotypen ACA125hFadaimit einem Antikorper detektiert,

welcher Affinitat zu den humanen Fc Teil von ACALEs aufweist.

2.2.4. Das Protokoll fir ELISA zur Detektion und Quntifizierung des ACA125hFc

Antikorpers

Mikrotiterplatten (Maxisorp) wurden mit dem murinemonoklonalen Antikérper OC125 in
einer Konzentration von 3pg/ml Beschichtungspuf$ezhe Abschnitt 3.3) (50 pl/Kavitét, 1h,
schutteln) beschichtet. AnschlieRend wurde fur 1 mit 200 pl/Kavitat Block-Puffer (siehe
Abschnitt 4.1) geblockt und nachfolgend 3x mit Wmmdfer (siehe Abschnitt 3.5)
gewaschen. Es erfolgte die Zugabe von ACA125hFc llkigturiberstande oder
Aufreinigung) (50 pl/Kavitat, 2h, schutteln). Nadneimaligem Waschen wurde der POD
konjugierte anti-human Fc spezifische Antikorped (5l/Kavitat, 1:500 Block-Puffer, 1h,
schutteln) hinzugefugt. Die Kavitaten wurden erme8ex gewaschen und mit ABTS-Substrat
(siehe Abschnitt3.4) (50 pl/Kavitat, 40 min.) im mkeln inkubiert. Die Farbentwicklung
wurde anhand der Extinktion bei 405 nmudé gemessen. Als Negativkontrolle diente
Kulturtiberstand von wildtyp C2C12 Myoblasten bzvodk-Puffer. Die Quantifizierung der
ACA125hFc Mengen aus C2C12 Kulturiberstdnden edoigittels Standard (purifiziertes
ACA125hFc), welcher parallel in verschiedenen Veardingen (4-2-0,5-0,2-0,1 pg/ml

Block-Puffer) aufgetragen wurde.
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2.3. Herstellung von Makrokapseln welche kontinuidiche und konstante

Mengen des ACA125hFc Antikorpers sezernieren

Die Generierung einer Makrokapsel, welche sowohhskante als auch kontinuierliche
Mengen des anti-ldiotypen ACA125hFc gewahrleistetjrde bereits 2005 von Hann
detailliert beschrieben. Hier noch mal eine kurzesaimmenfassung: Die entwickelte
Biokapsel umfasste eine Hohlfaser, in dessen Lumkombinante C2C12 Zellen injiziert
wurden, die dann die konstante Abgabe der AntikOmeech Aufen sicher stellten. Als
optimales Expressionssystem fiur ACA125hFc Antikérpairden Polyethersulfon (PES)
bzw.  Polyvinylidenfluorid  (PVDF)] Hohlfasern mit m@r internen PET
(Polyethylenterephtalat) Matrix gefunden.

2.3.1. Die Herstellung von PES Makrokapseln und dignbringung einer internen PET

Matrix

In das Lumen (Innendurchmesser=300 um) von PES di@mpswurde ein

Polyethylenterephtalat (PET) Faserblindel, mittétera dinnen Stahldraht eingefiihrt. Die
PES Hohlfasern (MWCO: 2000 KD; ID=300 um) wurdesanie3end in 1cm lange Strange
geschnitten und an einem Ende mit einem mediziaiscKlebstoff (Dymax 1188MT)

abgedichtet. Der Klebstoff besitzt die Eigenschsdt einer Wellenlange von 470 nm zu
polymerisieren, wenn er mit Blaulicht (Luxor 3, Wlldngenbereich: 450-490 nm)
behandelt wird. Ein ca. 600 mm langer Plastiksatiia{iPebax) wurde am offenen Ende der

Kapsel angebracht und mittels Klebstoff befestigt.

2.3.2. Sterilisation von PES Makrokapseln

Die PES Kapseln wurden strahlensterilisiert (RUStdrilisation Service). Die Strahlendosis
betrug 25 KGy,

2.3.3. Herstellung von PVDF Makrokapseln mit einerternen PET Matrix

PVDF (MWCO: 500; ID=500 pm) Hohlfasern wurden inrLéange Strange geschnitten und
mit einer PET Membran (analog zu Abschnitt 2.3 4jsehen. Die Kapseln wurden dann fur

24 h in Methanol eingeweicht, anschlie3end fur zWage in ein Wasserbad gehalten und
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schlief3lich in PBS autoklaviert. Die weitere Heltsteg erfolgte unter sterilen Bedingungen,

wie unter Abschnitt 2.3.1. beschrieben
2.3.4. Methode zur Beflllung der Makrokapseln miRC12 Zellen

ACA125hFc-C2C12 Zellen wurden mit 3ml Trypsin fum8n behandelt und nach Zugabe
von 5 ml Kulturmedium (siehe Abschnitt 3.17) abziémgiert (10 min, 1100 rpm, 4 °C). Das
Zellpellet wurde in Kulturmedium aufgenommen (20B6llen/ul Medium) und auf Eis
gestellt. Mittels Hamilton.Spritze und dem entspesaden Adapter (siehe Hann 2005) wurde
pro Polymerkapseln je 5 ul Zellsuspension injizi&tach beendeter Beladung wurde die
Adaptervorrichtung samt Plastikschlauch entfernas ffene Ende der Kapsel wurde im
Anschluss mit einem Klebstoff (Dymax) abgedichi®ie verkapselten Zellen wurden in 12
well Platten tberfuhrt und in je 1 ml Medium (sieAbschnitt 3.17) kultiviert (37°C, 5%
CO,). Ein Mediumwechsel erfolgte durchschnittlich all@age. Als Negativkontrolle dienten
verkapselte wildtyp C2C12. Fur die statistische wersbarkeit wurden 5 Kapseln pro Gruppe

eingesetzt.

2.4. Untersuchung der ACA125hFc Expression und de€2C12 Zellvitalitat

aus Makrokapseln

2.4.1 ELISA zur Quantifizierung der ACA15hFc Antikiper Expression aus Makrokapseln

Die Funktionalitét von verkapselten C2C12 Zellen raeu anhand der ACA125hFc
Antikérpermenge bestimmt, welche aus den Polymesddap (pro 1ml Kulturmedium)
innerhalb einer Woche freigesetzt wurde. Dabei wurder unter Abschnitt 2.2.4.
beschriebenen ELISA benutzt.

2.4.2. Prinzip der Polymereinbettung zur histochetihen Untersuchungen der

verkapselten C2C12 Myoblasten

Da verkapselte Zellen eine relativ fragile Eintaatstellen, reichen herkdmmliche Verfahren
nicht aus um histologische Schnitte anzufertigenus Adiesem Grund wurde ein
Polymerisationssystem zum Einbetten von Makrokapself Methacrylat-Basis (GMA, 2-

Hydroxyethyl-Methacrylat) gewéhlt (Technovit 7100Qie GMA-LGsung passiert die Poren
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der Hohlfaser und ein anschlie3ender Polymerissgidritt ermoglicht die Herstellung von
Kunststoffblécken, aus denen sich sehr diinne Sehi@i5 pm) anfertigen lassen konnen.

2.4.3. Protokoll zur Polymereinbettung der Makroksgin

Die Makrokapseln wurden tber Nacht mittels neutrde% Formaldehydlosung fixiert.
Anschlie3end folgten zahlreiche Entwéasserungssehribabei wurden die Kapseln je 2
Stunden mit 50 %, 70 %, 90 % und 96 % Ethanol imktib Nachfolgend wurden die
Hohlfasern in eine Losung aus gleichen Teilen Teeln7/100 und Ethanol 96 % fir 2 h
eingetaucht. Die Infiltration wurde im Infiltratismedium A (angefertigt laut Anweisung des
Herstellers) Uber Nacht durchgefihrt. AnschlieRemddden die Kapseln in eine Einbettform
aus Teflon (Histoform Q) gelegt und mit je 2 ml Bttflissigkeit B (angefertigt laut
Anweisung des Herstellerdoeschichtet. Nach abgelaufener Polymerisation Zcé)
wurden Klodtzchenhalter in die Aussparungen der &iidrm gelegt und der Kleber
(Technovit 3040) in die Kunststoffhalterung gegeb®ht Hilfe eines Mikrotoms
wurden schliel3lich 5um Schnitte angefertigt, dieeinem Wasserbad gestreckt und
mit einer Pinzette auf einen beschichteten Objaégér gezogen wurden. Die Farbung

der Schnitte erfolgte mit Richardson Reagenz (1600C, 1min).

2.5. Methoden zur Herstellung, Implantation und Expgantation von
Makrokapseln in Balb/c Mause

2.5.1. Das Prinzip der Implantation verkapselter M&Myoblasten in Balb/c Mause

Fur die Untersuchung der Immunogenitat des ACAl125pfoduzierenden Kapselsystems,
wurden 12 Wochen alte, weibliche Balb/c Mause awgbpé, die bekanntlich kein CA125
Antigen exprimieren. Verkapselte C2C12 Maus Myadigasstellten, beziglich Balb/c
Mausen, allogene Implantate dar, womit Voraussefennfur die Erzeugung eines non-
autologen endogenen Depot-Systems zur korpereigAngkorper-Synthese erfillt waren.
Gleichzeitig wurde untersucht, inwiefern die untdredlichen Wandporengrol3en (MWCO)
der zwei eingesetzten Kapseltypen [PVDF (MWCO=50D) Kbzw. PET (MWCO=2000
KD)], einen Einfluss auf eine eventuelle Implantstalung nehmen koénnten. Da bei
vorangegangenem vitro Experimenten verkapselte C2C12 Zellen, die eind-Katrix
enthielten, die starksten ACA125hFc Expressionsratéwiesen, wurde nur dieser Kapseltyp
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im Tierversuch eingesetzt (Hann 2005). Die Appidatder Implantate erfolgte subkutan. In
gleicher Weise wurden verkapselte untransfizieryiMasten als Kontrolle implantiert. Nach
4 Wochen wurde den Tieren retrobulbar Blut entnommen die Induktion spezifischer

Antikdrper zu bestimmen. Weitere Blutentnahmen tlaigin 4 Wochen-Abstand um die
Dauer und das Maximum der spezifischen Immunantyeststellen zu kbnnen. Nach einer
Versuchsdauer von 2 Monaten wurden die Tiere dgetderen Milz entnommen und die
Polymerkapseln explantiert. Parallel dazu wurdesre mit aufgereinigtem ACA125hFc (s.c.)
bzw. wildtyp C2C12 Uberstanden immunisiert. Um biienunantwort zu verstarken wurde
CFA als Adjuvants eingesetzt. In diesen Gruppendeutie Induktion von spezifischen
Antikorpern ebenfalls im 4 Wochen Abstand Uber eideitraum von 2 Monaten untersucht.

2.5.2. Die Herstellung verkapselter C2C12 Zellen fien Tierversuch

10° ACA125-C2C12 bzw. wildtyp C2C12 Zellen wurden wignter Abschnitt 2.3.
beschrieben in je eine PVDF Kapsel (MWCO=500 KD=1B00um) bzw. PES Kapsel
(MWCO=2000 KD; ID=300 pm) mit PET injiziert. Die l&ellung der PVDF Kapseln bzw.
der PES Kapseln mit PET wurde bereits unter AbstthB. beschrieben. Die Kapseln
wurden eine Woche in je 1ml RPMI/10 % kultiviertduanschliel3end fir 24 h in serumfreies
Hybridomed uberfuhrt. Die ACA125hFc Expression \agrelter Myoblasten wurde mittels
ELISA Uberprift (siehe Abschnitt 2.2.5).

2.5.3. Die Implantation von PVDF bzw. PES Polymegseln in Balb/c Mause

Die oben beschriebenen Polymerkapseln wurden kitrierh ml PBS gewaschen und sofort
fur die Implantation eingesetzt. Pro Tier wurdenzyeei Kapseln mit Hilfe einer Vasofix

Brauntle (14 G) dorsal (s.c.) implantiert. Der Eifigerfolgte unter Narkose (Forene) und
aseptischen Bedingungen. Zur statistischen Ausesit wurden pro Gruppe 5 Tiere

eingesetzt (siehe Tabelle 1).
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Gruppe 1 PVDF HF (MWCO 500 KD), mit PET, C2C12-WT, s.c.

Gruppe 2 PVDF HF (MWCO 500 KD), mit PET, C2C12- ACA125hFkc, s
Gruppe 3 aufgereinigte C2C12 WT Uberstande in 50 pl CFA, s.c
Gruppe 4 aufgereinigte ACA125hFc Uberstande in 50 pl CFA., s.
Gruppe 5 PES HF (MWCO 2000 KD), mit PET, C2C12 WT, s.c.
Gruppe 6 PES HF (MWCO 2000 KD), mit PET, C2C12-ACA125hk, s.

Tabelle 1 :Ubersicht Immunisierschema

Pro Gruppe wurden 5 Tiere eingesetzt. Gruppe 1 Batellen Negativkontrollen fir Gruppe 2 bzw. 4dar
Gruppe 5 stellt die Negativkontrolle fir Gruppea.dbkirzungen:HF=Hohlfasern; PES=PolyethersulDF=Polyvinyldifluorid

2.5.4. Immunisierungprotokoll fur die Applikation @s aufgereinigten ACA125hFc

Die Aufreinigung des ACA125hFc Antikérpers aus seineien C2C12 Kulturiberstanden
erfolgte wie unter Abschnitt 2.1. beschrieben. B&A125hFc Eluat wurde mit Hilfe von
SDS-PAGE (siehe Abschnitt 2.2.6.) auf Verunreingem Uberprift. In gleicher Weise
erfolgte die Herstellung der Negativkontrolle (aerfgnigte wildtyp C2C12
Kulturiberstdnde). Die unter Abschnitt 2.1. bessbwnen Antikoérper-Eluate wurden
photometrisch quantifiziert (fir die Formel siehd.2.), auf pH 7 eingestellt, mit Ampuwa
auf die gewlnschte Konzentration (13 pg ACA125h6@/Jul Ampuwa) verdinnt und
anschlieBend sterilfiltriert. Pro Tier wurden 13 AGA125hFc Antikorper und 100 pl CFA
injiziert. Zur statistischen Auswertbarkeit wurd@mo Gruppe 5 Tiere eingesetzt (siehe
Tabelle 1).

2.5.5. Die Zeitplane fur die Blutentnahmen

Die Blutentnahmen erfolgten unter Narkose (Forene®)4 Wochen Abstand lber einen

Zeitraum von 2 Monaten. Ort der Blutentnahme war Rletrobulbus und erfolgte mit Hilfe
einer Glaskapillare.
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2.5.6. Die Explantation der Kapseln nach Versuchsien

Nach 2 Monaten wurden die Mause unter Vollnarkésegne®©) entblutet. Dabei wurden die
Kapseln entnommen und entweder in je 1ml RPMI/1BCS& weiterkultiviert oder wie unter

2.4.3. beschrieben eingebettet. Die in vitro ACAIRS Expression wurde mit ELISA (siehe
2.2.4.) untersucht.

2.5.7. Die Explantation der Milz nach Versuchsende

Die Milz wurde sofort nach ihrer Enthnahme weiteareeitet.

2.5.8.Das Protokoll zur Aufbereitung von Splenozyten

Die Splenozyten wurden tber ein 100 um Zellsieb @gersMilz gedriickt, in 30 ml RPMI
aufgenommen und abzentrifugiert (1600 rpm, 10 miAnschlieBend wurden die
Erythrozyten aus der Praparation mit 3 ml LysisfBu{BD Pharmingen) fir 5 min lysiert,
die Zellsuspension in 27 ml RPMI aufgenommen urzkatifugiert (1600 rpm, 5 min). Das
Pellet wurde schlie3lich in 30 ml RPMI aufgenommemeuert abzentrifugiert (1600 rpm, 5
min) und entweder in je 1 ml Einfriermedium (siel®18) cryoasserviert oder

weiterverarbeitet (siehe 2.6.4.).

2.6. Die Untersuchung der biologischen Wirksamkeitvon ACA125hFc-
C2C12 Kapseln im Tierversuch

2.6.1. Das Prinzip des ELISA zum Nachweis von sfieahen anti-ACA125hFc

Antikdrpern im Serum von Balb/c Mausen

Die Induktion einer humoralen Immunantwort, infolgger kontinuierlichenin vivo

Expression des anti-idiotypischen Antikorpers ACBAEc aus verkapselten C2C12
Myoblasten, wurde anhand von spezifischen murimerACA125hFc Serum Antikorper via
ELISA-Techniken untersucht. Zunachst gab der Nachvetner spezifischen humoralen
Immunitat Aufschluss dartber, inwiefern eine kouiamliche endogene Sekretion des
ACA125hFc Antikorpers prinzipiell einen Vorteil gegiber der konventionellen anti-

Idiotypen Vakzinierung mit sich bringen kann. Gléalls wurden so Informationen tber die
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Dauer und Intensitat der induzierten humoralen Imamiwort gewonnen. Eine spezifische
anti-ACA125hFc Immunantwort in Form von murinenidntimanen Antikdrpern (anti-hFc),
mit Affinitat fir den humanen Fc Teil des ACAl25hPmtikérpers wurde wie folgt
nachgewiesen: An die Wand von Mikrotiterplatten deurein humaner polyklonaler IgG
(hlgG) Antikorper gebunden der nachfolgend mit @esprechenden Mausseren inkubiert
wurde. Die Existenz von murinen Fc spezifischen-lamtnan Antikorpern (anti-hFc) in den
untersuchten Mausseren fihrte zur Bildung von Kexgh mit dem human IgG auf den
Mikrotiterplatten. Anti-hFc/higG Komplexe wurden tmHilfe eines murinen anti-Maus

Antikorpers detektiert, mit Spezifitat fir den Feillvon murinen 1gG Antikorper.

2.6.2. ELISA-Protokoll zum Nachweis von spezifischanti-ACA125hFc Antikdrpern in

Mausseren

Mikrotiterplatten (Maxisorp) wurden mit einem huneanpolyklonalen IgG Antikdérper in
einer Konzentration von 2pg/ml Beschichtungspuf$eehe Abschnitt 3.3) (50 pl/Kavitéat, 1h,
schuitteln) beschichtet. AnschlieRend wurde fur thih 200 pl/Kavitat Block-Puffer (siehe
Abschnitt 4.1) geblockt und nachfolgend 3x mit Wmmdfer (siehe Abschnitt 3.5)
gewaschen. Es erfolgte die Zugabe von Mausserevelischiedenen Verdunnungen (50
ul/Kavitat, 2h, schitteln). Es wurde erneuert 3xvagschen und anschlieRend den POD
konjugierte anti-Maus Fc spezifischen Antikérpe® (@l/Kavitat, 1:2000 Block-Puffer, 1h,
schitteln) hinzugeftigt. Nachfolgend wurde 3 x gelaa und mit ABTS-Substrat (siehe
Abschnitt 3.4) (50 pl/Kavitat, 40 min.) im Dunkeinkubiert. Die Farbentwicklung wurde
anhand der Extinktion bei 405 nm 48 gemessen. Als Negativkontrolle dienten Seren von
Mausen, die entweder verkapselte wildtyp C2C12 Nbsten enthielten oder mit C2C12
wildtyp Aufreinigungen immunisiert worden waren. rD&ntikorpertiter wurde als diejenige
Serumverdinnung definiert, bei der die Extinktiofsf) der untersuchten Probe den
doppelten Wert der Extinktion der entsprechendegaliekontrolle betrug.

2.6.3. Das Prinzip des intrazellularen Zytokin-Assa zum Nachweis von anti-CA125
spezifischen T-Lymphozyten aus Milzzellen

Das Ziel einer effektiven immuntherapeutischen t8gi@ besteht in der Induktion einer
antigen-spezifischen T-Zellaktivierung mit nachfgler Tumorzelllyse. Da der anti-Idiotyp

ACA125hFc das Tumor Antigen CA125 funktionell ireiti, ist es durchaus vorstellbar, dass

-40 -



es im Verlauf einer Immunantwort auch zur Induktiamm CA125 spezifischen Lymphozyten
kommen kann. Der Nachweis einer zellularen Immumartt infolge der kontinuierlichen
endogenen Sekretion des anti-ldiotypen ACA125hRonkanhand der Induktion von CA125
spezifischen T-Lymphozyten, mittels durchflusszyebnscher Analyse (FACS) untersucht
werden. Die Induktion einer effizienten zellularémmunitat ist insbesondere von dem
Auftreten von Thl-Helferzellen sowie zytotoxisch€mlL-Zellen abhangig. Da diese beiden
Lymphozytenpopulationen teilweise unterschiedlidBberflachenproteine besitzen [Thl-
Zellen sind CD3/CD4 positiv; CTL-Zellen sind CD3/8positiv] kdnnen sie via FACS-
Analyse getrennt voneinander detektiert und untdtswerden. Eine Aussage uber die
Induktion einer spezifischen Immunantwort, als [Eolginer Genimmuntherapie mit
ACA125hFc, kann sowohl Uber die intrazellulare $gse von Zytokinen, (z.B. INFals
auch Uber die Expression von Oberflachenaktiviesaragkern (z.B. CD69) gemacht werden.
Sowohl das Zytokin Interferom (INF,) als auch der Aktivierungsmarker CD69 kann von
CA125 spezifischen CTL- bzw.Th1 Zellen, nach e@gzifischen in vitro Restimulation mit
CA125, exprimiert werden. Zu diesem Zweck werdetsmechende murine Splenozyten in
vitro mit dem CA125 Antigen und anti-CD28 Antikorpe[reagiert mit CD28
(costimulatorisches Signal zur Lymphozytenprolifen®)] stimuliert. Die nachfolgende
Zugabe von Brefeldin A fuhrt zur intrazellularen lAknulation von Zytokinen, wie z.B.
Interferony. AnschlieBend werden Thl bzw. CTL Oberflachenpnetemit entsprechend
markierten anti-CD3, anti-CD8 und anti-CD69-Antigér angefarbt und nach
Permeabilisierung der Lymphozyten das intrazel®ul®¥F, mit einem anti-INE Antikorper
detektiert. Eine Vier-Farben-FACS-Analyse ermddlidabei die simultane Detektion von
CA125 spezifischen Thl-Zellen und CTL-Zellen in rmimem Ansatz. Als Positivkontrolle
werden Lymphozyten unspezifisch mit PHA stimuliedls Negativkontrolle dienen

unstimulierte Zellen.

2.6.4. Das Protokoll des intrazellularen Zytokin-says zum Nachweis von anti-CA125

spezifischen T-Lymphozyten aus Milzzellen

Die murinen Splenozyten wurden wie unter Abschif.8. beschrieben, gewonnen und in
einer Konzentration von 3*f0Zellen/500 ul AIM-V-Medium/Kavitat auf eine 24 wel
Kulturplatte gesetzt. Pro Ansatz wurde 2,5 ug Maiss-CD28 Antikdrper gegeben, wobei
nach 15 min die Zugabe von CA125 (2500 U/Ansatz,C375% CQ) erfolgte. Als

Positivkontrolle wurde PHA (5upg/Ansatz) eingesetals Negativkontrolle dienten
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unstimulierte Lymphozyten. Nach 2 h wurde zu jed®msatz Brefeldin A (2,5u1Q) zugesetzt
und fur 12 h inkubiert (37°C, 5% G Nachfolgend wurden die Lymphozyten mit je 50 pl
20 mM EDTA/Ansatz abgelost, in FACS-ROhrchen uberfiund abzentrifugiert (1600
rpm/5 min). AnschlieRend wurde pro Ansatz jeweilgl@ anti-Maus CD69-PE, anti-Maus
CD3-PerCP-CY5.5 und anti-Maus CD8-APC Antikorpegegeben, 30 min inkubiert und
mit je 2 ml Cellwash gewaschen (1600 rpm, 5 mirgciNolgend wurden die Lymphozyten
fur 20 min in je 500 pl Cytofix-Cytoperm Lésung gahommen, 2x mit 2ml 1x BD
Perm/Wash gewaschen (1600 rpm, 5 min), fur 30 minaeweils 3 pug anti-Maus INF-FITC
Antikorper inkubiert und schliel3lich mit je 2 ml lieash gewaschen (1600 rpm, 5 min). Das
Zellpellet wurde in je 200 ul Cellwash aufgenomnoed zur Messung eingesetzt (BD FACS
Calibur).
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3. Rezepturen

3.1. Coomassie Entfarbeldsung

Methanol 45 %
Destilliertes Wasser 45 %
Eisessig 10 %
3.2. Coomassie Farbelésung

Coomassie R 250 0,125 %
in Coomassie Entfarbelésung

3.3. ELISA Wandbeschichtungspuffer (pH 9,4-9,7)

Natriumcarbonat, 0,2 M 26 %
Natriumhydrogencarbonat, 0,2 M 74 %
3.4. ELISA ABTS Substratlésung

ABTS Puffer 1X 50 ml
ABTS 50 mg
3.5. ELISA Waschpuffer

Natriumchlorid 0,9 %
Tween 20 0,1%

3.6. FBS inaktiv (FBSIi)

FCS auf einem Wasserbad, bei 56 °C, 30 min inakwvi.
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3.7. Protein G Saule Binding Buffer, pH 5 (10X)

Natriumacetat 1M
Natriumazid 0,05 %
3.8. Protein G Saule Elution Buffer, pH 2.7 (10X)

Glycin-HCI 1M

3.9. Protein G Saule Neutralisation Buffer, pH 9

Tris-HCI 1M
Natriumazid 0,05 %
3.10. SDS Elektrophorese Puffer, 4X

Tris Base 1,51 %
Glycin 7,2 %
SDS 0,5%
3.11. SDS Probepuffer (nicht reduzierend)

Tris, 1M, pH 6,8 1,25 mi
SDS, 10 % 4 mi
Glycerin 2 mi
Bromphenolblau 1 mg
Destilliertes Wasser 2,75 ml
3.12. SDS Probepuffer (reduzierend)

Tris, 1M, pH 6,8 1,25 mi
SDS, 10 % 4 mi
Glycerin 2 mi
Bromphenolblau 1 mg
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Destilliertes Wasser 1,75 ml

Vor Gebrauch 1% 2-Mercaptoethanol hinzuflgen

3.13. SDS Sammelgel, pH 6,8

Destilliertes Wasser 2,7ml
Acrylamid, 30 % 0,67 ml
Tris, 1M, pH 6,8 0,5 mi
SDS, 10 % 0,04 mi
APS, 10 % 0,04 ml
TEMED 0,004 ml

3.14. SDS Trenngel ( 8% Acrylamid), 10 ml, pH 8.8

Destilliertes Wasser 4,6 ml
Acrylamid, 30 % 2,7 ml
Tris, 1,5 M, pH 8,8 2,5mi
SDS, 10 % 0,1 ml
APS, 10 % 0,1 ml
TEMED 0,008 ml

3.15. Zellkultur Einfriermedium

FBSi 80 %
DMSO 20 %

3.16. Zellkultur-Farbelbsung zur Uberpriifung der Zgitalitat

PBS 54 pl
Trypanblau 0,4% 36 ul
Zellsuspension 10 pl
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3.17. Zellkulturmedium

RPMI 1640 mit stabilem L-Glutamin

FBSi 10 %
Natriumpyruvat, 100 mM 1%
Penicillin-Streptomycin,10.000 E/10.000 pg 1%
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4. Materialien

4.1. Chemikalien, Reagenzien, Kits

Hersteller
ABTS buffer 16,7 g/l Roche
ABTS Roche
Acrylamid (Rotiphorese Gel, 30%) Roth
Adjuvant complete (Freung Difco
Adjuvant incomplete (Freund) Difco
AIM-V Medium Gibco
Ampicillin Sigma
APS Roth
Ammoniumsulfat Merck
Ampuwa Fresenius
Blockierungsreag. fur ELISA Roche
Bromphenolblau Sigma
Cellwash BD
Coomassie brilliant blue R250 Biorad
Cytofix-Cytoperm Kit BD
Dinatriumhydrogenphosphat Merck
DMSO Sigma
Dymax 1188MT Dymax
ECL Western Bloting Detection Reagent Amershan
EDTA Merck
Eisessig 100 Merck
Ethanol absolut Merck
Ethidiumbromid Sigma
FACS Clean BD
FACS Flow BD
FBS Biochrom
Forene Abboth
Formalinlésung neutral Sigma
Glycin Merck
Glycerin wasserfrei Merck
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HCI

HybridomedDIF1000 f. 5% CO2
H.SO

Kaleidoscope Prestained standards
Kaliumchlorid

Lauryl Sulfate (SDS)
2-Mercaptoethanol
Molekulargewichtmarker,Prestained 1V, 10-160 KD
NaCl 0,9%

NacCl

NaOH 1 M

Na,CO;

NaHCO;

Natriumazid

Penicillin- Streptomycin (10.000 E/10.000 pg)
PBS-Dulbecco

PHA

2-Propanol

Richardson Reagenz

RPMI 1640 mit stabilem Glutamin
Sodium Pyruvate (100 MEM 100mM
Technovit 7100

Technovit 3040/Kleber Kit

Merck
Biochrom
Merck
Biorad
Merck
Sigma
Sigma
Peqglab
Fresenius
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
PAA

PAA

BD

Merck
Sigma
PAA
Invitrogen
Heraeus-Kulzer

Heraeus-Kulzer

TEMED Roth
Tris(hydroxymethylaminomethan Merck
Trypan blue stain 0,4 % Invitrogen
Trizma Base Sigma
Tween 20 Sigma
4.2. Antikérper und Antigene

Hersteller
Anti-Human 1gG-Fc spezifisch,Ziege Dianova
Anti-Human-POD IgG-Fc spezifisch, Ziege Dianova
Anti-Maus CD3-PerCP-CY5.5, HamsterlgG BD Pharm.
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Anti-Maus CD8-APC; Rat IgG, BD Pharm
Anti-Maus CD28, Hamster IgG BD Pharm
Anti-Maus CD69-PE, Hamster Ig@ BD Pharm
Anti-Maus-POD IgG-Fc spezifisch, Ziege Dianova
Anti-Maus INF-FITC ,, Rat IgG, BD Pharm
CA125 cancer antigen (human fluid) NatuTec
Human-IgG polyklonal Dianova
OC 125(anti-Human CA 125, Maus) Dako
4.3. Enzyme

Hersteller
Trypsin EDTA Invitrogen

4.4, Zelllinien

Fur die Expression des anti-idiotypischen Fusiooigins, sowie fur die in vitro und vivo
Verkapslungsversuche, wurde die Maus MyoblasteimaellC2C12 (ATCC No. CRL 1772)

verwendet.

4 5. Tiere

Die biologische Wirksamkeit des aufgereinigten -@tibtypischen Fusionsproteins
ACA125hFc sowie der verkapselten, rekombinanten 2Zellen, die den ACA125hFc
Antikorper produzieren, wurde in 12 Wochen altereibhichen Balb/c Méausen (Charles

River, Sulzfeld) Gberprift.

4.6. Zubehor und Plastikartikel

GroRRe Hersteller
Combitips 2,5-5-12,5 ml Eppendorf
Falconréhrchen 15 ml, 50 mi Greiner
FACS Rohrchen BD
Gewebekulturflaschen(GKF) 75cnf/165cni/225¢cnt Greiner
Gewebekulturplatten 12 -24-96 well Nunc
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Gewebekulturschalen
Hamilton Spritze
Histoblock Tragerteil
Histoform Q

Hi Trap Protein G HPSaule
Hohlfasern

Klvetten

Kanilen
Mandrin
Mikrotiterplatten

100 mm
1705 LT,50 pl

Teflon

PES; MWCO=2000 KD

(ID.: 300 um/ OD: 500 pin
PVDF; MWCO=500 KD

(ID.: 500 um/OD: 700 pum)
Hellma Prazisionskuvetten
Kuvette Gene pulser, 0,4 gap
Braunile Vasofix (14 G/17 G)
Vasofix 14 G/17 G

Maxisorp fur ELISA

Nitrocellulosemembran, Hybond ECL

Objekttrager

Pebax plastic tubes
PET Fasern
Pipettenspitzen
Plastikadapter
Plastikpipetten steril
Reaktionsgefasse
Sterilfilter
Zahlkammer

Zellscrabbe

beschichtet

ID.:0.25 inches, OD. 0.27 inches

gebundelt
0,5-10/10-100/100-1000 pl
Material Ertacetal (Reiff)
1-2-5-10-25-50 ml
0,5-1,5-2ml

0,22 um, FP 30/0,2

Neubauer improoved
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Greiner
Hamilton
Heraeus
Heraeus
Amershan

Membrana

Spectrum
Laboratories
Suprasil
BioRad
Braun
Braun
Nunc
Amershan
Hereaeus
MET
Membrana
Gilson
Uni-Tubingen
Greiner
Eppendorf
S&Scholl
Neubauer
Sarstedt



4.7. Gerate

Typ Hersteller

Autoklav Autoklav Tuttnauer 2540 ELV Systec
Blotting-Einheit Novablot 2117-250 LKB
Brutschrank Heracell (+CQ) Heraeus
Dokumentationssystem Roche
(fur Western Blot)
FACS FACS Calibur BD
Gelkammer Biorad
(SDS-PAGE)
Mikroskop (invers) Zeiss ID 03 Zeiss
Mikrotom RM manuelles Rotationsmikrotom Leika
Photometer Gene Quant 2 Pharmacia
Pipetten Mikropipetten (0,5-1000 pl) Gilson

Transferpette 8 (20-200ul) Brand

Pipettboy IBS
Plattenreader Microplate reader MPR A4 Tosoh
Polymerisationslampe Luxor 3 Ablestik
Power Supply Gerat LKB 2197 (Western Blot) LKB

Consort E 714 ( SDS PAGE) Consort
Pumpsystem Pump-P-1 Pharmacia
Ruhrer Heidolph Reax 2000 Heidolph
Schattler Heidolph Titramax 1000 Heidolph
Sterilbank Microflow Safety Cabinet Heraeus
Stickstofftank Cryogenic Vessdlocator JR Plus Cryogenics
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5. Ergebnisse

5.1. Die Uberpriifung der Reinheit des ACA125hFc Arkorpers mittels SDS-PAGE,

nach der Aufreinigung tber eine Protein G Saule

Nach der Isolierung des anti-idiotypischen Antikgngp ACA125hF aus serumfreien C2C12
Kulturiberstéanden Uber eine Protein G Saule (sfdischnitt 2.1), wurde die Aufreinigung
mittels SDS-PAGE unter reduzierenden und nicht zesstanden Bedingungen auf
proteinhaltige Verunreinigungen Uberprift. Mitt€somassie-Farbung konnten die Proteine

sichtbar gemacht werden.

Unter reduzierenden Bedingungen wurde zum einensarke Bande bei 75 KD beobachtet,
was der GroRe der monomeren Form von ACAl125hFcpeads, zum anderen eine
schwéachere Bande bei 150 KD, was auf eine unvaolist®@ Reduktion des ACA125Fc
Dimers hindeutete. (Abb. 6A). Unter nicht reduzneten Bedingungen wurde eine starke
Bande bei 150 KD sichtbar, was der GrofRe der dsiten Form von ACA125hFc
entsprach (Abb. 6B). Proteinkontaminationen konrmigt nachgewiesen werden, was auf

eine saubere ACA125hFc Praparation rickschlie®&n li

5.2. Die Uberprufung der Funktionalitat des aufgerénigten ACA125hFc Antikorpers
mittels ELISA

Die Bildung von spezifischen Immunkomplexen zwisth#em chimaren anti-Idiotypen
ACA125hFc (Ab2) und dem murinen Idiotypen OC125 IAkonnten desweiteren mit Hilfe
von den unter Abschnitt 2.2.4 beschriebenen ELIS#&hhiken qualitativ und quantitativ
bestéatigt werden. Daraus resultierte, dass der &eimanti-idiotypische Antikorper
ACA125hFc in der Lage war, den murinen Idiotypenl@& zu binden, wobei eine optische

Dichte (405 nm ) von 1 einer Konzentration von eB880 ng/ml entsprach (siehe Abb. 7).
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150 KD

70 KD

Abb. 6: Uberprufung der Aufreinigung ACA125hFc mit Hilfe vo SDS-PAGE.
Der Antikorper wurde mittels Coomassie-Farbung dstegjlt. A) SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen: Bande75eKD
(monomere Form von ACA125hFc); Bande bei 150 KDv@listandige Reduktion des ACA 125hFc DimeB).ProreinmarkerC) SDS-
PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen: Bamild 50 KD (dimere Form von ACA125hFc).

QD 405

0 1000 2000 3000 4000
Konzentration fngmi]

Abb. 7: Uberprifung der Bindung von ACA125hFc (Ab2) an OC3ZAb1) mittels ELISA

OC125 (3 pg/ml) wurde an die Wand einer Mikrotitetie gebunden und mit unterschiedlichen Konzeotrah an ACA125hFc inkubiert.
Die Detektion der Ab1-Ab2 Komplexe erfolgte mittéls spezifischen Ziege anti-human-POD AntikérpacmZugabe von ABTS, bei 405
nm.

5.3. Die Untersuchung der Immunantwort des endogene ACA125hFc-Antikdrper-
Freisetzungssystems im Balb/c Mausmodell

Die Immunogenitat des ACA125hFc-C2C12-Kapselsystemgde in einem murinen

Tiermodell anhand der humoralen bzw. zellularen timantwort untersucht. Dabei wurde der

Balb/c Mausstamm eingesetzt, welcher bezuglich meariC2C12-Myoblasten-Implantate

einen allogenen Empfanger darstellte. Durch die walnd dieses Tiermodells war die

Voraussetzung fir die Generierung eines non-autolandogen ACA125hFc Depotsystem

gegeben. Die semipermeable Kapselmembran erfldlbeiceine doppelte Rolle: zum einem
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bot sie dem Implantat Schutz vor einer Absto3reaktzum anderem ermdglichte sie den
Austausch von ACA125hFc Antikorpern, Nahrstoffe ugwischen Implantat und Blutbahn.
Mittels zweier Kapseltypen wurde untersucht, inerafder immunologische Schutz fir die
verkapselten Zellen bestehen bleibt, wenn Mategateschaften wie Porengré3e (500 KD vs.
2000 KD) oder chemische Zusammensetzung (PVDF &S)Rler Implantate veréndert
werden. Zu diesem Zweck wurden PVDF (MWCO=500 K2ywvbPES (MWCO=2000 KD)

Kapseln eingesetzt, in deren Lumen urspriinglich Zéllen injiziert wurden. Die Kapseln

wurden vor der Implantation fur einen Monat in RPMI % FCS kultiviert. Pro Tier wurden

je zwei Kapseln des gleichen Typs, dorsal (s.cpliaprt. In gleicher Weise wurden

verkapselte wildtyp C2C12 Zellen hergestellt unglentiert. Die Kontrollimmunisierung mit

aufgereinigtem ACA125hFc Antikorper bzw. wildtyp C22 Uberstand als Negativkontrolle
sollte dariber Aufschluss geben, inwiefern ein kunérliches endogenes ACA125hFc
Freisetzungssystem die Immunogenitat des antiyidest verbessern kann und wo die
Vorteile gegentber einer konventionellen Vakzinmgrdiegen. Zu diesem Zweck wurde
diejenige Menge an ACA125hFc Antikorper applizi€t8 pg/Tier, s.c.), welche uber 2
Monate durchschnittlich von 2 Kapseim vitro exprimiert wurde. Diese Antikdrpermenge
entsprach der theoretischemvivo ACA125hFc Expression von 2 Kapseln/ Tier/ 2 Monate
Dadurch sollte gewahrleistet werden, dass in aliergfuppen letztendlich die gleiche
ACA125hFc Antikdrpermenge gelangt. Um die Immunamtweu verstarken wurde bei der
ACA125hFc Vakzinierung zusatzlich 100 ul CFA/Tiéompletter Freudscher Adjuvants)

als Adjuvants eingesetzt.

5.3.1. Die Untersuchung der humoralen Immunantwortvon PVDF Implantaten in

einem murinen allogenen Tiermodell anhand von antACA125hFc Antikorpern

Die Induktion einer humoralen Immunantwort infolgker kontinuierlichen endogenen
Freisetzung des ACA125hFc Antikorpers aus PVDF émfgdten (MWCO=500 KD) wurde

anhand von spezifischen murinen anti-ACA125hFc iKinper analysiert. Dabei wurden die
Mausseren in 4 Wochen Abstand jeweils 2 mal aufimuanti-human Fc Antikdrper mit
Affinitat fir den humanen Fc Teil von ACA125hFc tals ELISA Techniken (siehe 2.6.2)
untersucht. Im Serum vorhandene murine anti-hunfemtekorper fihrten zur Bildung von

spezifischen Komplexen mit einem humanen polyklendyG Antikdrper (Dianova) auf den
Mikrotiterplatten Diese human/anti-human Antikodpmnplexe konnten letztendlich mit

einem anti-Maus Antikorper detektiert werden, welckpezifitat fir den murinen Fc Tell
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von anti-ACA125hFc Antikdrpern aufwies. Als Neg&iwntrolle diente Block-Puffer (siehe
4.1.) sowie Seren von Balb/c Mausen, denen C2CI1atywi PVDF Implantate appliziert
worden waren. Pro Tier wurden 2 Kapseln, s.c intpan Jede Kapsel enthielt urspringlich
10° C2C12 Zellen und eine PET Matrix. Zur statististieiswertbarkeit wurden pro Gruppe
5 Tiere eingesetzt. Als Antikorpertiter wurde drege Serumverdinnung (Verdinnung in
Block-Puffer) definiert, bei der die optische Diel{ODyos) der Probe den doppelten Wert der
OD4o5 der Negativkontrolle (Block-Puffer) betragt. Beedp(siehe Tabelle 2); Maus 1 (1
Monat): der anti-ACA125hFc Antikdrpertiter entsgridiier einer Serumverdinnung von 1 zu
10000, weil die gemessene @bdieser Verdinnung doppelt so hoch war wie dig,@der
Negativkontrolle.

Bereits nach einem Monat konnten anti-human Fcipaze Antikorper gegen ACA125hFc
detektiert werden (siehe Tabelle 2), wobei der kischnittliche Antikorpertiter bei 1/13000
lag. Wie aus Abbildung 8 ersichtlich, konnte naclM@naten ein statistisch signifikanter
Anstieg (p<0,05) des anti-human Fc spezifischenkéinpertiter im Vergleich zum Vormonat
beobachtet werden. Der durchschnittliche Serumtiten anti-ACA125hFc Antikérpern
betrug dabei einen Wert von 1/ 120000 (Abb. 8). Aigsen ersten Daten wurde ersichtlich,
dass infolge der endogenen Freisetzung von ACAI1R5ARtIkGrpern aus verkapselten
C2C12 Myoblasten eine ACA125hFc spezifische Immumart moglich war, wobei der
signifikante Anstieg des Serumtiters um das caché (Blutentnahmepunkt 1. vs. 2. Monat)
vermutlich auf die kontinuierlichén vivo Sekretion des Antikorpers aus den Implantaten

zurUckzufiihren war.

-B5 -



Tabelle 2: Ubersicht von anti-ACA125hFc Antikorpertiter, infge der ACA125hFc Expression aus
implantierten PVDF Kapseln.

Tiergruppe mit Maus anti-ACA125hFc anti-ACA125hFc
ACA125hFc-C2C12 Antikorpertiter Antikorpertiter

PVDF-Implantate nach 1 Monat nach 2 Monaten
Maus 1 10.000 100.000
Maus 2 10.000 50.000
Maus 3 20.000 200.000
Maus 4 20.000 200.000
Maus 5 5.000 50.000
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* OBlutentnahme nach 1 Monat
150000 -

mBiutentnahme nach 2 Monate

120000 -

90000 4

60000 4

30000 4

Maus anti-ACAT25 hFc Serumtiter

PVDF Kapseln

Abb. 8: Maus anti-ACA125hc Antikorpertiter (Mittelwerte) iimlge der ACA125hFc Expression aus
implantierten PVDF Kapseln (2 Implantate/Tier)

Dargestellt sind die Maus anti-human Fc spezifinchetikdrperlevel nach 1 bzw. 2 Monaten, die anhémer Bindung an einem humanen
polyklonalen IgG mittels ELISA ermittelt wurden.

5.3.2. Die Untersuchung der humoralen Immunantwortvon PES Implantaten in einem

murinen allogenen Tiermodell anhand von anti-ACA128Fc Antikdrpern

In diesem Versuch wurde anhand von PES Hohlfasden, Einfluss von veranderten
Materialeigenschaften wie Membranporendurchmedd&/CO 2000 KD, anstatt 500 KD)

bzw. chemische Zusammensetzung der Implantate @isgtt PVDF) auf die humorale
Immunantwort gegen ACA125hFc untersucht. Die Indwkder humoralen Immunantwort
infolge der in vivo Freisetzung des ACA125hFc Antikorpers aus PES dntpten

(MWCO=2000 KD) wurde ebenfalls anhand von spezikest murinen anti-ACA125hFc

Antikdrper mittels ELISA analysiert (siehe obem),4 Wochen Abstand jeweils 2-mal. Als
Negativkontrolle diente Block-Puffer bzw. Seren Balb/c Mausen, denen C2C12 wildtyp
PES Implantate appliziert worden waren. Pro Tierdea 2 Kapseln, s.c implantiert. Jede
Kapsel enthielt urspriinglich 10C2C12 Zellen und eine PET Matrix. Zur statististhe

Auswertbarkeit wurden pro Gruppe 5 Tiere eingesetzt
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Tiergruppe mit Maus anti-ACA125hFc anti-ACA125hFc

ACA125hFc-C2C12 Antikdrpertiter Antikdrpertiter
PES-Implantate nach 1 Monat nach 2 Monaten
Maus 1 10000 240000
Maus 2 10000 480000
Maus 3 5000 200000
Maus 4 2000 130000
Maus 5 10000 2500000

Tabelle 3 Ubersicht von anti-ACA125hFc Antikorpertiter, irflge der Applikation von ACA125hFc-PES
Implantaten.Nach 1 bzw. 2 Monat(e) wurde das Serum der MaugelsnELISA auf Fc spezifische Maus anti-

human Antikdrper untersucht.

Auch im Serum der PES-Implantat-Gruppe konnte benmeach einem Monat spezifische
anti-human Fc Antikorper gegen ACA125hFc detektiegtden (siehe Tabelle 3), wobei der
durchschnittliche Antikorpertiter bei 1/7400 lag.ieMaus Abbildung 9 ersichtlich, konnte
nach 2 Monaten ein statistisch signifikanter Agt{p<0,05) des anti-human Fc spezifischen
Antikdrpertiter im Vergleich zum Vormonat beobachtwerden. Der durchschnittliche
Serumtiter von anti-ACA125hFc Antikdrpern betrugodaeinen Wert von 1/260000 (Abb.
9). Aus diesen Ergebnissen wurde ersichtlich, dafeége der endogenen Freisetzung von
ACA125hFc Antikdrper aus verkapselten C2C12 Mydiglasine ACA125hFc spezifische
Immunantwort moglich war, wobei der signifikante shieg des Serumtiters um das ca. 35-
fache (Blutentnahmepunkt 1. vs. 2. Monat) vermhtlauf die kontinuierliche in vivo

Sekretion des Antikdrpers aus den Implantaten xatiféihren war.
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Abb. 9: Maus anti-ACAl125hc Antikdrpertiter (Mittelwerte) iiolge der ACA125hFc Expression aus

implantierten PES Kapseln
Dargestellt sind die Maus anti-human Fc spezifinchetikdrperlevel nach 1 bzw. 2 Monaten, die anhémer Bindung an einem humanen

polyklonalen IgG Antikbper ermittelt wurden

5.3.3. Die Untersuchung der humoralen Immunantwortinfolge einer konventionellen
Immunisierung mit ACA125hFc anhand von anti-ACA125H-c Antikdrpern

Die Immunisierung mit aufgereinigtem ACA125hFc Addtiper sollte dariber Aufschluss
geben, inwiefern ein kontinuierliches endogenes AZZnFc Freisetzungssystem in Form
von verkapselten rekombinanten Zellen, die Immundge des anti-ldiotypen verbessern
kann und wo die Vorteile gegeniuber einer konvemtien Vakzinierung liegen. Der

ACA125hFc Antikdrper wurde im Vorfeld aus seruméeiC2C12 Kulturiiberstanden, wie
unter Abschnitt 2.1 beschrieben, gewonnen. Nacbfagwurde die Aufreinigung mittels
SDS-PAGE (siehe 2.2.2 und 5.1) auf Proteinkontatiwnan Gberpriuft, mit Wasser fir
Injektionszwecke auf die gewinschte Konzentratid8 (ug/100 pl) verdinnt und
sterilfiltriet. Pro Balb/c Maus wurde die Menge ATCA125hFc Antikorper injiziert (13

pg/Tier, s.c.), welche im Durchschnitt von 2 Kapsil vitro Uber einen Zeitraum von 2
Monaten exprimiert wurde. Diese Antikérperkonzettra entsprach derMenge an

ACA125hFc, dietheoretischvon 2 Kapseln/ Tier Uber die Dauer des Tierversach
freigesetzt wurde. Um die Immunantwort des ACA1a5@mAtikorpers zu verstarken wurde
jedes Tier zusatzlich mit 100 ul CFA immunisierts Alegativkontrolle wurde(n) Block bzw.
Seren eingesetzt, die von Mausen stammen, welcheaufgereinigten C2C12 wildtyp

Uberstanden immunisiert worden waren. Zur statibé#s Auswertbarkeit wurden pro

Gruppe 5 Tiere eingesetzt.



Zwischen den anti-ACA125Fc Serumtiter nach 1 Mdoat. nach 2 Monaten konnte im
Falle der Immunisierung mit ACA125hFc kein stasish signifikanter Unterschied (p=0,1,
Abb.10 bzw. Tabelle 4) beobachtet werden. Einstatih signifikanter Unterschied (p<0,05)
im anti-ACA125hFc Serumtiter ergab sich allerdinggim direkten Vergleich der
ACA125hFc-Vakzinierung (Titer: 1/51400) mit der REB&w. PVDF Implantation (Titer:

1/260000 bzw. 1/120000, nach 2 Monaten (Abb. 11)s Aliesenin vivo Ergebnissen

resultierte, dass durch die Immunisierung von RBaldause mit je 13 pg aufgereinigten
ACA125hFc Antikorper, kein signifikanter Anstieg danti-ACA125hFc Antikorpertiters

zwischen der ersten und zweiten Blutentnahme fetgliiewerden konnte. Allerdings war
der anti-ACA125hFc Antikorpertiter infolge der Aggtion von PES bzw. PVDF

Implantaten nach 2 Monaten signifikant hoher vechleweise zur konventionellen
Vakzinierung mit ACA125hFc.

Tiergruppe Maus anti-ACA125hFc anti-ACA125hFc
ACA125hFc Antikorpertiter Antikdrpertiter
Immunisierung nach 1 Monat nach 2 Monaten
Maus 1 2.000 100.000
Maus 2 1.000 100.000
Maus 3 5.000 5.000
Maus 4 2.000 2.000
Maus 5 20.000 50.000

Tabelle 4: Ubersicht der anti-ACA125hFc Antikdrpertiter nach nimunisierung mit aufgereinigtem
ACA125hFc Antikérpern.
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Abb. 10: Maus anti-ACA125hc Antikorpertiter (Mittelwerte) reh Immunisierung von Balb/c Mausen mit
aufgereinigtem ACA125hFc Antikorper (13 pg/Tier untio0 pl CFA/Tier)

Dargestellt sind die Maus anti-human Fc spezifinchetikérperlevel nach 1 bzw. 2 Monaten, die anhéumer Bindung an einem humanen

polyklonalen IgG Antikdper mittels ELISA ermittetturden.
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Abb. 11: Maus anti-ACA125hc Antikdrpertiter (Mittelwerte) reh Immunisierung mit ACA125hFc
Antikérper im direktem Vergleich mit den entsprechenden Seritartinfolge der ACA125hFc Expression aus
implantierten PVDF bzw. PES Kapseln

Dargestellt sind die Maus anti-human Fc spezifinchetikdrperlevel nach 2 Monaten, die mittels ELIS#ehe 2.6.2) ermittelt wurden.
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5.3.4. Die Untersuchung derin vitro Expression an ACA125hFc Antikérpern aus
explantierten PVDF Hohlfasern

Die in vitro Sekretion des chimaren ACA125hFc Antikdrpers awplantierten PVDF
Kapseln wurde mittels ELISA Techniken auf die Binduan dem murinen monoklonalen
OC125 Antikorper untersucht. Die Explantation deapKeln erfolgte nach 2 Monaten. Zu
diesem Zweck wurden die Hohlfasern unmittelbar vwer Implantation bzw. nach ihrer
Explantation tber 6 Tage in je 1ml RPMI%10 FCSikidtt. Die Kulturiiberstdnde wurden
anschlieBend, wie unter Abschnitt 2.2.4 beschriglaeh die Expression an ACA125hFc
getestet. Um die Menge an Antikérpern zu quanéfiem, die eine Kapsel pro Tag freigesetzt
hatte, wurde zusatzlich aufgereinigter ACA125hFdil&kitper als Standard eingesetzt. Als
Negativkontrolle dienten 6 Tage Zellkulturtiberst&rekplantierter wildtyp PVDF Kapseln.
Wie aus Abbildung 12 ersichtlich, ergab sich ketatistisch signifikanten Unterschied
(p=0,3) zwischen den ACA125hFc Expressionsraten BMWDF Kapseln vor ihrer
Implantation (361 ng/Tag) bzw. nach deren Explamtat(388 ng/Tag). Daraus konnte
geschlussfolgert werden, dass die Implantation PMDF Hohlfasern (MWCO=500 KD,
interne PET Membran) in Balb/c Mause keinen Eirdflusuf die Sekretionsrate von
ACA125hFc Antikérpern aus den verkapselten C2Cl2ledegenommen hatte. Die
ACA125hFc Expression blieb Pré- bzw. Postimplaaotatinverandert.

PVDF-Implant
400,00 -
300,00 -
=
b
= 200,00 -
el
=
100,00 -
0,00
6 days
B pre-implantation mpost-implantation |

Abb. 12: ACA125hFc Expressionsraten (Mittelwerte) aus PVDRagseln mit PET (MWCO=500 KD), Pra-

und Post -Implantation



5.3.5. Die Untersuchung dein vitro Expression an ACA125hFc aus explantierten PES
Hohlfasern

Die in vitro Sekretion des chimaren ACA125hFc Antikorpers exdantiertenPES Kapseln
wurde wie oben beschrieben untersucht. Wie auslddoig 13 ersichtlich wird, fihrte die
Implantation der PES Hohlfasern in Balb/c Mauseerhalb von 2 Monaten zu einer
Abnahme der Sekretion an ACA125hFc um ca. 20 %,(HH0Die durchschnittlichm vitro
Expressionsrate des ACA125hFc Antikorpers aus PERSs&n betrug vor der Implantation
einen Wert 347 ng/Tag bzw. nach der Explantatiobng®lrag. Daraus resultierte, dass die
Applikation von PES Implantate (MWCO=2000 KD) inlB& Mause zu einer verminderten
ACA125hFc Sekretion gefuhrt hatte.
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Abb. 13: Vergleich der ACA125hFc Expressionsraten (Mitteltey aus PES Kapseln mit PET

(MWCO=2000 KD), Pra- und Post Implantation

Die Kapseln wurden jeweils 6 Tage in je 1 ml RPNI%d FCSin vitro kultiviert. Die Quantifizierung des ACA125hFc Akdirper aus
Zellkulturiiberstéanden erfolgte wie unter Abschgig.4 beschrieben.

5.3.6. Histochemische Untersuchungen zur Uberprifunder Vitalitat und Morphologie
von explantierten verkapselten C2C12 Myoblasten

Die Explantation von Hohlfasern aus Balb/c Mauselites dariiber Aufschluss geben,
inwiefern das verwendete allogene Tiermodell eirteimfluss auf die Vitalitat und
Morphologie von verkapselten C2C12 Zellen genomrhatie. Gleichzeitig sollte so die

histologpathologische Reaktion des umliegenden Geweauf das Implantat untersucht
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werden. Wie in Abb. 14 dargestellt, konnten neugelé Blutgefasse in unmittelbarer Nahe
der s.c. Implantate lokalisiert werden. Durch dieodaskularisation wurde wahrscheinlich
die Versorgung der Kapseln mit N&ahrstoffen sowig déétransport von ACA125hFc

Antikdrpern, Methaboliten usw. gewahrleistet. Eilaissage Uber die Vitalitdt und

Morphologie von verkapselten C2C12 Zellen konntehnaeren Einbettung in einem
Methacrylat-Kunststoff getroffen werden. Von denpkaeln wurden 5 pm dicke Schnitte
angefertigt und mittels Richardson Reagenz angefédzass Zytoplasma (hellblau) und
Zellkerne (dunkelblau) sichtbar gemacht werden kemnNach Explantation der Kapseln
zeigte sich intraluminal eine dichte vitale Myolas Zellpopulation, die sich entlang der

gesamten Hohlfaser erstreckte. Dichte Zelldebrisdet nicht beobachtet.

Abb. 14: Dargestellt ist die Neovaskularisation von 2 Kapsehfolge der s.c. Implantatiom in Balb/c Mause
Die neu gebildeten Blutgefasse ermdglichten wateistich den Austausch von Nahrstoffen, @CA125hFc Antikdrper usw. zwischen
Implantate und Umgebung.



Abb. 15: Longitudinal-Schnitte durch eine PES Kapsel befulihit C2C12 Zellen unmittelbar nach ihrer

Explantation aus Balbc Mausen

A) 1: 10 VergréRerundd) 1:40 Vergrosserung
Pfeil: innere Membran aus PET

5.3.7. Die Untersuchung der zellularen Immunantwortvon PVDF Implintaten anhand
von CA125 spezifischen T-Lymphozyten

Die Induktion von CA125-spezifischen T-Zellen mihahfolgender Tumorzelllyse ist das
Ziel einer effektiven Immuntherapie des Ovarialkaoms. Da der anti-ldiotyp ACA125hFc
das Tumor Antigen CA125 funktionell imitiert, kaes im Verlauf einer Immunantwort auch
zur Induktion von CA125 spezifischen Lymphozytemkoen. Die Induktion einer zellularen
Immunantwort infolge der kontinuierlichen endogenéineisetzung des ACA125hFc
Antikdrpers aus PVDF Implantaten wurde anhand vé#i25 spezifischen Lymphozyten
(Thl Helferzellen und zytotoxische CTLs) mittels rEhflusszytometrie analysiert. Als
Lymphozytenquelle dienten Balb/c-Milzen, die wietam2.5.8 und 2.6.4 beschrieben,
prapariert wurdenAnschlieBend wurden CA125 spezifische Lymphozy&n vivo mit
CA125 Tumor Antigen (siehe 4.2) restimuliert undchfalgend anhand ihrer CD69
Expression bzw. intrazellularen INFSekretion quantitativ erfasst. Da aktivierte CA125
spezifische CD4+Thl-Helferzellen bzw. zytotoxisch€D8+CTL-Zellen teilweise
unterschiedliche Oberflachenproteine besitzen [Zéllen sind CD6IZD4/INFy positiv;
CTL-Zellen sind CD69ZD8/INFy positiv], konnten sie via FACS-Analyse getrennt
voneinander detektiert werden. Eine Aussage Uledraiuktion einer CA125 spezifischen
Immunantwort, konnte sowohl tGber die intrazellul&sathese von Zytokinen (z.B. INFals
auch uber die Expression von Oberflachenaktiviesoragkern (z.B. CD69) gemacht werden.
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Als Negativkontrolle wurden Milzzellen eingesetatelche von Tieren stammen, denen im
Vorfeld C2C12 wildtyp PVDF Implantate appliziert vden waren.

Nach einer spezifischen in vitro Stimulation dedeBpzyten mit CA125 konnten sowohl
CA125 spezifische CTL- als auch Thl Zellen detektigerden (siehe Tabelle 5). Nur
doppeltpositive Lymphozyten (CD69+INF) wurden (abzuglich der Isotypenkontrolle) als
CA125-spezifisch bewertet (siehe Abb. 18 a-d, Qamidioben rechts). Einfach positive
CD69+ Lymphozyten (abzlglich der Isotypenkontroligjten als CA125-aktiviert. Wie in
Abb. 16 dargestellt, konnte ein statistisch sidpaifiter Unterschied (p<0,05) in der Anzahl
von CA125 spezifischen CTL-Zellen beziiglich Thli&elfestgestellt werden. Dabei lag der
Anteil von CA125 spezifischen doppeltpositiven (CGBE&NFy+) Zellen an der
Gesamtlymphozytenpopulation im Falle von Thl-Ze€D4+) durchschnittlich bei 0,24%
bzw. bei CTL-Zellen (CD8+) bei 0,71%. Zwischen de@Al25-aktivierten Thl-Zellen
(CD69+CD4+) und CTL-Zellen (CD69+CD8+) gab es amxdifdig allerdings keinen
signifikanten Unterschied (p=0,4) (Tabelle 5 unchALY).

Tiergruppe mit CTL (CD8+) Thl (CD4+) @ CTL (CD8+) Thl
ACA125hFc-C2C12 | CD69+/INFy+ | CD69+/INFy+ CD69+ (CDA4+)

PVDF-Implantate [%0] [%] [%] CD69+
[%]
Maus 1 0,24 0,05 34,49 13,02
Maus 2 0,71 0,24 14,23 7,18
Maus 3 1,07 0,31 9,15 6,17
Maus 4 0,58 0,28 5,37 8,24
Maus 5 0,95 0,33 3,37 7,69

Tabelle 5: Ubersicht des prozentuellen Anteils von CA125 spegtien Thl (CD4+) bzw. CTL (CD8+) Zellen an der
gesamten Splenozytenpopulation, infolge der ACA125hFpEession aus implantierten PVDF Kapseln

Nur doppelpositive CD69+INFg+ Lymphozyten wurdda @A125 spezifisch bewertet. Einfach CD69 positiyenphozyten galten als
CA125-aktiviert.
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Abb. 16: Anteil der CA125 spezifischen (CA125+) T-Zellen (kéiwert) an der

Gesamtlymphozytenpopulation, infolge der Expressisan ACA125hFc aus implantierten PVDF-C2C12
Kapseln.



* p=04

mCD8+ Lymphozyten

-
N

O CD4+ Lymphozyten

% an Gesamtymphozytenpopulation
=]

CD69+({akivierte) Lymphozyten

Abb. 17: Anteil der aktivierten CD4+CD69+ Helferzellen (Thhzw. CD8+CD69+ Zytototoxischen T-Zellen
(CTL) (Mittelwert) an der Gesamtlymphozytenpoputatj infolge der in vitro Stimulierung von Splenozyten
mit CA125
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Abb. 18: Exemplarische Darstellung einer durchflusszytomeithen Analyse zur Bestimmung von CA125

spezifischen Thl bzw. CTL T-Zellen, nach in vitréirBulation von Splenozyten mit CA125

Auf der X Achse sind die INF+- bzw. auf der y-Achse die CD69+ Lymphozyten atfagen. Dargestellt ist anhand eines repréaseetativ
Beispiels der Anteil [%] an doppeltpositiven (CD&9fy+) CA125 spezifischen Th{A und C) bzw. CTL Zellen(B und D) an der
Gesamtsplenozytenzytenpopulation (siehe Quadram odchts). Als Lymphozytenquelle dienten Mauseedsiber einen Zeitraum von 2
Monaten:A, B: C2C12 wildtyp-PVDF Implantateg, D: C2C12-ACA125-PVDF appliziert worden waren.
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5.3.8. Die Untersuchung der zellularen Immunantwortvon PES Implantaten anhand

von CA125 spezifischen T-Lymphozyten

Die Untersuchung der zellularen Immunantwort vorSPgapseln wurde wie unter 5.3.7
beschrieben durchgefiihrt. Nach der spezifischewitno Stimulation der Splenozyten mit
CA125 konnten sowohl CA125 spezifische CTL- alshad®l Zellen detektiert werden,
(siehe Tabelle 6). Ein statistisch signifikantertéiachied ergab sich dabei in der Anzahl der
CA125 spezifischen CTL bezlglich Thl-Zellen (Tabel). Der Anteil von CA125
spezifischen doppeltpositiven (CD69+INF Zellen an der Gesamtlymphozytenpopulation
lag durchschnittlich bei 0,66 im Falle von bei CZeHen (CD8+) und bei 0,34 im Falle von
Thl-Zellen (CD4+) (Abb.19). Zwischen den CA125-aiditen Thl-Zellen (CD69+CD4+)
und CTL-Zellen (CD69+CD8+) gab es anzahlmafllig difeys keinen signifikanten
Unterschied (p=0,35) (Tabelle 6 und Abb. 20).

Tiergruppe mit CTL (CD8+) Thl (CD4+) | CTL (CD8+) | Thl (CD4+)
ACA125hFc-C2C12 | CD69+/INFy+ | CD69+/INFy+ CD69+ CD69+

PES-Implantate [%] [%] [%] [%]
Maus 1 1,01 0,36 3,51 1,74
Maus 2 0,15 0,06 34,12 14,01
Maus 3 0,31 0,69 6,02 9,21
Maus 4 1,03 0,31 9,15 5,17
Maus 5 0,79 0,27 14,56 7,19

Tabelle 6: Ubersicht des prozentuellen Anteils von CA125 sfisghen T Zellen an der gesamten

Splenozytenpopulation, infolge der ACA125hFc Expséesn aus implantierten PES-Kapseln

Nur Doppelpositive CD69+INFg+ CTL-Zellen (CD8+) bzWh1-Helferzellen (CD4+) wurden als CA125 spettfisbewertet. Einfach
CD69 positive Lymphozyten galten als CA125-aktitzier
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Abb. 19: Anteil der CA125 spezifischen (CA125+) T-Zellen (diwert) an der

Gesamtlymphozytenpopulation, infolge der Expressian ACA125hFc aus implantierten PES- Kapseln.
Die CA125+-Th1l (CD4+) Helferzellen bzw. -CTL (CD8zytotoxischen Zellen wurden mit CA125 Tumor Antide vitro restimuliert, mit
anti-Maus Fluoreszensantikdrpern markiert und isifirchflusszytometrie detektiert.
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Abb. 20 : Anteil der aktivierten CD4+CD69+ Helferzellen (Thibpzw. CD8+CD69+ Zytototoxischen T-

Zellen(CTL) (Mittelwert) an der Gesamtlymphozyterpdation, infolge der in vitro Stimulation mit CA12
Als Lymphozytenquelle dienten Balb/cMé&use, deneerignen Zeitraum von 2 Monaten ACA125hFc-PES Imigl@ appliziert worden

waren.
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5.3.9. Die Untersuchung der zellularen Immunantwortinfolge einer konventionellen
Immunisierung mit aufgereinigtem ACA125hFc anhand wn CA125 spezifischen T-
Lymphozyten

Die Vakzinierung von Balb/c Mausen mit aufgereiaigtACA125hFc Antikérper sollte unter
anderem daruber Aufschluss geben, inwiefern eimdikaierliche endogene Freisetzung von
ACA125hFc aus Implantaten, die Immunogenitat desldiotypen auch auf zellularer Ebene
verbessern kann und wo Uberhaupt die Vorteile d#gmn einer konventionellen
Immunisierung liegen. Die Induktion der zellulatemmunantwort infolge der Immunisierung
mit 13 pg aufgereinigten ACA125hFc Antikorpers wairdbenfalls anhand von CA125
spezifischen Thl bzw. CTL Lymphozyten, mittels Dhilesszytometrie bestimmt (siehe
oben). Als Negativkontrolle wurden Milzzellen eiggézt, welche von Mausen stammen, die
mit aufgereinigten C2C12 wildtyp Uberstanden imnsigrt worden waren. Zur statistischen

Auswertbarkeit wurden pro Gruppe 5 Tiere eingesetzt

Tiergruppe CTL (CD8+) Thl (CD4+) | CTL (CD8+) @ Thl (CD4+)
immunisiert mit CD69+/INFy+ | CD69+/INFy+ CD69+ CD69+
aufgereinigtem: [%] [%6] [%0] [%]

ACA125hFc-C2C12 0,03 0,04 3 5
Wildtyp-C2C12 0,02 0,03 3 6

Tabelle 7: Prozentueller Anteil von CA125 spezifischen T Zalle(Mittelwert) an der gesamten
Splenozytenpopulation, infolge der  Vakzinierung rvoBalb/c Mausen mit aufgereinigtem C2C12-
ACA125hFc bzw.C2C12-Wildtyp Uberstand.

Doppeltpositive Lymphozyten (CD69+INf) wurden (abzlglich der Isotypenkontrolle) als
CA125-spezifisch, einfach positive CD69+ Lymphony{@bzlglich der Isotypenkontrolle)

als CAl125-aktiviert definiert. Die unspezifischein@ilation von Lymphozyten mit einem

Mitogen (PHA) wurde als Positivkontrolle fur dieZell Aktivierung eingesetzt (siehe Abb.

21 Eund F).

Nach der spezifischen in vitro Stimulation von $jpieyten mit CA125 konnten keine CA125
spezifische CTL- bzw. Thl Zellen detektiert werdsiehe Tabelle 7 bzw. Abb. 21). Wie aus
Abb. 21 ersichtlich, ergab sich kein Unterschiedseiven Lymphozyten die mit CA125 (Abb
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21 C und D) bzw. ohne Stimulus (Abb. 21 A undiB)itro kultiviert wurden. Aus diesen
Ergebnissen resultierte, dass im Gegensatz zuinkoetlichen endogenen Freisetzung von
ACA125 aus Implantaten, durch die Vakzinierung vBalb/c Mausen mit je 13 pug
aufgereinigtem ACA125hFc und 100 pl Adjuvants (CFRgine CA125 spezifische

Immunantwort auf zellularer Ebene erzeugt werdamka
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Abb. 21: Bestimmung von CA125 spezifischen Thl bzw. CTL Tiete

.(A, B): keine Stimulation(C, D): spezifiscte Stimulationmit CA125;(E, F): unspezifische Stimulation mit PHAuf der X Achse sind die
INFy +- bzw. auf der y-Achse die CD69+ Lymphozyten atrfiggen. Dargestellt ist anhand eines repraseeteBeispiels der Anteil [%)] an
doppeltpositiven (CD69+INF) CA125 spezifischen Th@A, C, E) bzw. CTL Zellen(B, D, F) an der Gesamtsplenozytenzytenpopulation
(siehe Quadrant oben rechts). Als Lymphozytenquidiaten Mause die mit 13 pg aufgereinigter ACATa5kakziniert wurden.
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6. Diskussion

6.1. Herstellung eines kontinuierlichen endogenen &krokapsel-Freisetzungssystems

zur Verbesserung der Immunogenitat des anti-ldiotyen ACA125hFc

Das gemeinsame Ziel unterschiedlichster immuntleerégcher Anséatze zur Behandlung des
Ovarialkarzinoms besteht in der Induktion einer hobgt dauerhaften tumor-spezifischen
Immunantwort. Im Falle des anti-ldiotypen Vakzinsbajovomab sind aufgrund der
eingeschrénkten Immunogenitdt zur Erhaltung eingreziischen Immunantwort
Mehrfachapplikationen erforderlich (Wagner et aQ02). Abagovomab ist ein muriner
monoklonaler anti-idiotypischer Antikérper der dasimor Antigen CA125 funktionell
imitiert und aktuell in einer internationalen Phdg#l Studie (MIMOSA/AGO-Ovarl0) in
der Therapie des fortgeschrittenen Ovarialkarzinonesngesetzt wird. Bereits mehrere
klinische Studien ergaben in der Vergangenheit ldbet Hinweise auf die therapeutische
Wirksamkeit von Abagovomab mit verbesserten klinest Ansprechraten sowie verlangerten
Uberlebenszeiten (Kohler et al. 1998, Wagner 62@01, Reinartz et al. 2004).

Mit dem Ziel die Immunogentitdt des murinen aniptgpen Abagovomab zu verbessern
wurde in Rahmen von Vorarbeiten der humanisiertagbyomab Abkémmling ACA125hFc
hergestellt (Schlebusch et al. 1994, Reinartz.&0fl0, Hann et al. 2005). Durch den Wegfall
der murinen konstanten Fc Regionen, soll so dieknadn unspezifischer anti-allo- und anti-
isotypischer Antikorper verhindern werden, welcimdolige der Immunisierung mit dem
murinen Antikérper Abagovomab auftreten und diezéfsehe anti-tumorale Immunantwort

teilweise Uberlagern (Wagner et al. 2001).

Die Ausbildung einer langanhaltenden immunologischen Gedachtnisreaktion koénnte
maoglicherweise Uber eine kontinuierliche endogémigen Exposition erreicht werden
(Ochsenbein et al. 2000). Deshalb wurde im Rahneerodigen Vorarbeit (Hann 2005) ein
in vitro  Freisetzungssystem  fur den  anti-Ildiotypen  ACAl12hFanittels
Bioverkapslungstechnologien hergestellt, mit deml Ziber eine kontinuierliche Antikdrper
Freisetzung eindauerhaftespezifische Immunantwort gegen das Tumor Antig&iZs zu
induzieren (Hann et al. 2005). Das Prinzip der Br&@pslung beruht auf der Immunisolation
non-autologer Zellen mittels einer semipermeablezmidran, welche als immunologische
Schutzbarriere fungiert und so im Gegensatz zudmenklichen Transplantationsmethoden
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auch ohne Immunsupression funktioniert (siehe Abisch.4). Zu diesem Zweck wurden
murine rekombinante C2C12 Zellen in daflr eigengdstellte Makrokapseln eingeftign,
vitro kultiviert und auf die ACA125hFc Antikorper Seliet Uberprift. Dabei erwiesen sich
beide getesteten Kapseltypen (PES vs. PVDF) bi¥ersuchsende (=1 Jahr) als geeignete
Langzeitfreisetzungssysteme fir ACA12hFc AntikérpeEs ist durchaus denkbar, dass ein
solches Depotimplantat tUber eine kontinuierlichelogiene Antikorper Persistenz dessen
Immunogenitat verbessert und so zu einer dauerhdienorantwort gegen CA125 positive

Ovarialkarzinome fihrt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde anhand eines nonlagdn Mausmodells Uberprift,
inwiefern dagn vitro generierte Biokapselsystem fur ACA125hFc (Hannl.eR@05), einen

Vorteil gegeniber der herkdmmlichen Applikation @eggereinigten Antikérpers zeigt und
somit in der Lage ist die Immunogenitat von antelgpen zu steigern. Zu diesem Zweck
wurden rekombinante C2C12 Myoblasten in zwei chelmignterschiedlichen Kapseltypen
eingebettet (PES bzw. PVDF) mit dem Hintergrundchamogliche Unvertraglichkeiten durch
den Einsatz von z.B. verschiedenen Materialien imrversuch erfassen zu konnen.
Anschlie3end erfolgte die Implantation der Biokdpse ein allogenes Mausmodell (Balb/c),
wobei die humorale Immunitat mittels ELISA Techmkbzw. die zellulare Immunantwort
mittels DurchfluRzytometrie untersucht wurde. Alseryleichskontrolle diente ein
Mauskollektiv, das nach herkdmmlichen Vakzinieryprgsokollen mit aufgereinigtem

ACA125hFc Antikérper immunisiert wurde.

6.2. Diein vitro Herstellung der verkapselten rekombinanten C2C12 &llen fir die

Tierversuche

Aus den Ergebnissen der vitro Vorarbeit (Hann 2005) resultierte, dass die zweanaisch
(PES bzw. PVDF) bzw. physikalisch (Porendurchmess$l00 KD bzw. 500 KD)
unterschiedlichen Kapseltypen, nur dann beide diedssetzungen fir ein kontinuierliches
in vitro ACA125hFc-Freisetzungssystem erfillten, wenn sieaimer internen PET-Matrix
versehen waren. Das in die Kapsel inserierte Satbsius PET imitierte dabei die
extrazellulare Matrix von C2C12 Myoblasten und sefiir eine verbesserte Zellvitalitat und
fuhrte somit zu den hochstmoglichen ACA125hFc Egpiansraten. Inwiefern die chemische
Zusammensetzung (PES vs. PVDF) bzw. die physikais&igenschaften (Porengrof3e: 2000

KD vs. 500 KD)) der implantierten Kapseln eine geade Rolle in einer moglichen
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AbstoRungsreaktion spielen kdnnten, wurde im Rahmlieser Arbeit anhand von zwei
unterschiedlichen Kapseltypen untersucht:

1) PES (Porengrof3e: 2000 KD) mit einer internen PETrika

2) PVDF Kapseln (PorengréfRe: 500 KD) mit einer intearR&ET Matrix

Zu diesem Zweck wurden rekombteaACA125hFc-C2C12 Zellen, wie von Hann 2005
beschrieben, in das Lumen der zwei unterschiedlidammengesetzten Hohlfasern injiziert,
zu einer dichten Einheit verpackt und in ein ZdlikuMedium ca. einen Monat kultiviert, bis
beide Kapseltypen gleiche ACA125hFc Antikdrper Memgezernierten. Um unspezifische
Immunreaktionen durch das FCS haltige Kulturmedmnvermeiden, wurden die Kapseln zu

diesem Zweck vor der Implantation fur einen Tagimserumfreies Medium uberfuhrt.

Zusammenfassend konnte festgghaverden, dass beide Kapseltypen sowohl kotestan
kontinuierliche als auch gleiche Antikdrpermengers Kulturmedium sezernierten. Aus
diesem Grund wurden sie fir biologisch gleichweltefunden und deshalb auch beide als

ACA125hFc Freisetzungssysteme fur die nachfolgefderversuche eingesetzt.

6.3. Die in vitro Herstellung einer ACA125hFc Antikbrper Aufreinigung fur die

konventionelle Immunisierung mit anti-ldiotypen

Um die immunologische Effektivitdit der ACA125hFc zemierenden Biokapseln im
Mausmodell zu analysieren wurde hierbei eine herkbiohe ACA125hFc anti-ldiotypen
Vakzinierung als Standardvergleich herangezogers Biesem Grund wurde eine dafir

geeignete ACA12hFc Aufbereitung hergestellt.

Die Aufreinigung des ACA125hFc Fragmentes erfolgtet Hilfe einer Protein G
Affinitatschromatographie Uber die selektive Anhing des humanen IgG Fragmentes aus
dem chimaren Antikorpers an die Saule. Anhand vDS-BAGE Analysen konnte gezeigt
werden, dass der chimare ACA125hFc anti-ldiotyp E3® KB grofRer Dimer exprimiert
wurde (Hann et al. 2005). Dabei konnten keine mrktmtaminationen nachgewiesen
werden, sodass dadurch hervorgerufene unspezifisthenreaktionen in den nachfolgenden
Tierversuchen nicht zu befurchten waren. Somitliefiie ACA125hFc Aufreinigung die
geeigneten Kriterien um als Impfstoff in den nadidoden Tierversuchen eingesetzt zu

werden.
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6.4. Die Untersuchung der Immunogenitdit des ACA123fc Antikorper-
Freisetzungssystems im Balb/c Mausmodell, anhand dieumoralen Immunantwort

In einem allogenen Tiermodell (Balb/c Mause) wumlgn einem die Vertraglichkeit, die

Langzeitexpression und -vitalitat der verkapsel#®@Al125hFc-produzierenden C2C12

Zellen nach Implantation untersucht, zum andererdevalie immunologische Wirksamkeit

der Biokapseln anhand der induzierten humoralenasafidlaren Immunantworten evaluiert.

Dabei wurde der Balb/c Mausstamm eingesetzt, welobeuglich Maus-C2C12-Zellkapsel-

Implantate (C2C12-Zellen aus Mausstamm C3H) eiflegenen Empfanger darstellte.

Die semipermeable Kapselmembran erflllte dabei dogpelte Rolle: zum einem bot sie
dem Implantat physikalischen Schutz vor einer ABstaktion, zum anderem ermaoglichte sie
den Austausch von ACA125hFc Antikérpern, Nahrstofi®v. zwischen Implantat und

Blutbahn.

Mit Hilfe zweier Kapseltypen, bei denen vitro vergleichbar hohe Sekretionsraten des
ACA125hFc nachgewiesen werden konnten, wurde uwmthts inwiefern der
immunologische Schutz fur die verkapselten Zellanhnimplantation bestehen bleibt, wenn
Materialeigenschaften wie Porengrof3e (500 KD vs.0020KD) oder chemische
Zusammensetzung (PVDF vs. PES) der Implantate deréin werden. Da Dbei
vorangegangendn vitro Vorversuchen (siehe Hann 2005, Hann et al. 20@psKIn die eine
PET Matrix beinhalteten, die hochsten ACA125hFc reéspionsraten aufwiesen, wurde
dementsprechend jedes Implantat mit einer solct@ynmfermembran versehen. Zu diesem
Zweck wurden PVDF bzw. PES Kapseln mit einer irderRET-Matrix verwendet.

Beide Zell-Kapseltypen wurden zunachst solange itro \kultiviert, bis eine maximale
Sekretionsrate des ACA125hFc erreicht worden wao. Her wurden je zwei Kapseln
gleichen Typs dorsal subkutan implantiert. Als Nadg@ntrollen wurden PES- und PVDF-

Kapseln mit untransfizierten C2C12 Zellen implarttie

Die Kontrollimmunisierung mit aufgereinigtem ACAl&c Antikorper gab dartber
Aufschluss, inwiefern ein kontinuierliches endogeeCA125hFc Freisetzungssystem die
Immunogenitat des anti-ldiotypens verbessern kamh wo die Vorteile gegenuber einer
konventionellen Vakzinierung liegen. Zu diesem Zkvecfolgte die subcutane Applikation

der gleichen Menge an ACA125hFc Antikdrper, weldiger den Versuchszeitraum (2
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Monate) durchschnittlich von 2 Kapsein vitro exprimiert wurde. Dadurch wurde ein
Vergleich zwischen konventioneller Vakzinierung ukahtinuierlicher endogenen Sekretion
maoglich, wobei letztendlich die gleiche ACA125hFotkérpermenge in jedes Tier gelangte.

Die Induktion von spezifischen Antikdrpern gegenA5hFc infolge ihrer kontinuierlichen
endogenen Freisetzung aus PVDF- und PES-Implanteten der Grundimmunisierung mit
der Aufreinigung wurde im Serum der behandelten ddauntersucht. Dabei wurde die
Induktion von Antikérpern gegen den xenogenen hwenairc-Teil des ACA125hFc

Antikdrpers mittels ELISA Techniken tberpruft. Dazurden Mikrotiterplatten mit humanen
IgG beschichtet, mit Serum der behandelten M&udeaibiert und die Bildung von

Immunkomplexen mit einem POD-markierten anti-MaugG | (human Fc-spezifisch)

Antikdrper detektiert.

Bereits einen Monat nach Implantation von ACA125IpFeduzierenden PES- bzw. PVDF-
Kapseln wurden ACA125hFc spezifische Antikorperrchgewiesen, welche gegen den
xenogenen humanen Fc-Teil gerichtet sind. Dabei mardiesem Zeitpunkt noch kein
signifikanter Unterschied im Antikorpertiter zwissh Kapselimplantation und
konventioneller Immunisierung festzustellen.

Nach zwei Monaten war hingegen ein deutlicher Asgstier anti-human Fc-spezifischen
Antikdrpern nur in den transplantierten Tieren zeolbachten. Dabei induzierten PES
Implantate, wahrscheinlich aufgrund ihrer chemiscdasammensetzung bzw. der weiteren
Membranporen eine effektivere humorale Immunitatda PVDF-Kapseln.
Erwartungsgemald konnten ACA125hFc-spezifische Anmp&rn nicht durch verkapselte
wild-type C2C12-Zellen induziert werden (Negativkatigruppen).

Basierend auf diesen Ergebnissen bleibt festzastallass infolge der endogenen Freisetzung
von ACA125hFc Antikorpern aus verkapselten C2C12oMasten eine ACA125hFc
spezifische Immunantwort méglich war, wobei dengigante Anstieg des Serumtiters tber
zwei Monate wahrscheinlich auf die kontinuierlighesivo Sekretion des Antikdrpers aus den

Implantaten zurtickzufihren war.

Obwohl durch konventionelle Immunisierung mit ACALFc ebenfalls spezifische
Antikdrperantworten im Tier induziert werden kénneo zeigte sich doch, dass die erhoffte

Depotwirkung der PES-Kapseln in Form einer endogdrengzeitproduktion der Vakzine
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eine signifikante Verbesserung der humoralen Immuwart gegeniber einer

herkdbmmlichen anti-ldiotypen Vakzinierung darstellt

6.5. Die Untersuchung der Immunogenitait des ACA123Ffc-Antikorper-
Freisetzungssystems im Balb/c Mausmodell, anhand d€A125 spezifischen zellularen

Immunantwort

Die Induktion von CA125-spezifischen T-Zellen méamfolgender Tumorzelllyse ist das Ziel
einer effektiven Immuntherapie beim Ovarialkarzindda der anti-ldiotyp ACA125hFc das
Tumor Antigen CA125 funktionell imitiert, kann a® iVerlauf einer Immunantwort auch zur
Induktion von CA125 spezifischen Lymphozyten kommedbder Nachweis einer T-
Zellstimulation nach Vakzinapplikation stellt einichtiges Kriterium fir die Effektivitat

eines anti-tumoralen Vakzins dar.

Die Induktion einer zellularen Immunantwort infolgger kontinuierlichen endogenen
Freisetzung des ACA125hFc Antikorpers aus PVDF bR®S Implantaten wurde anhand
von CA125 spezifischen Lymphozyten (Thl Helferaellend zytotoxische T Zellen) mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Mit Hilfe der Ciio-Flowcytometry (CFC) konnten
antigen-spezifische T-Zellen Uber ihren Aktivieras@gtus (CD69) und gleichzeitig Uber ihre
Funktionalitat anhand der intrazellularen Expressiwon IFNy charakterisiert werden.
AulRerdem konnten so aktivierte T-Zellsubsets Ubéspgechende Oberflachenmarker (CD3,
CD4, CD8) charakterisiert werden.

Fur die Untersuchung einer zellularen Aktivierungcim Implantation ACA125hFc-
produzierender PES- bzw. PVDF-Kapseln sowie nachunisierung mit ACA125hFc wurde
die Milz der behandelten Tiere 2 Monate nach Vdisheginn entnommen. Nach Isolierung
und Erythrozyten-Lyse wurden die Splenozyten mihdm-stimulatorischen Reagenz CD28
inkubiert, wodurch die Aktivierung antigen-spezfier T-Zellen auch in Abwesenheit
professioneller APC zusatzlich erhoht werden kamnt®anach erfolgte eine Kurzzeit-
Stimulation fir insgesamt 24 Stunden mit dem Tumiigan CA125. Als Kontrolle fur eine
generelle Aktivierbarkeit wurden Splenozyten mitndeMitogen PHA stimuliert und
zusatzlich ein unstimulierter Ansatz als Backgrdwomdrolle mitgefiihrt. Durch die Zugabe
des Golgi-Stop Brefeldin A wahrend der letzten lin8en der Stimulation wurde die

Sekretion der Cytokine verhindert, sodass die zefialare Akkumulation von IFNg
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anschlieBend durchflusszytometrisch detektiert emrdkonnte. Nach Beendigung der
Stimulation wurden die T-Zellpopulationen mittelsitiaMaus Antikdrpern gegen die
Oberflachenmarker CD3, CD4, CD8 bzw. den Aktiviggemarker CD69 detektiert. Nach
Permeabilisierung erfolgte die intrazellulare CymeRnfarbung durch anti-Maus IRN

Antikorper.

Bezuglich desAktivierungsstatuskonnten als Folge der Implantation von ACA125hFc-
produzierenden PES- und PVDF-Kapseln deutlich eehddrozentuale AnteilegCA125-
aktivierter CD69+ sowohl auf zytotoxische T Zellen als aucHféteZellen nachgewiesen
werden. Darlber hinaus zeigte sich, dass die Vetwap beider Kapselsysteme zur
Induktion CAl25antigen-spezifischdFNy+/CD69+: CD4+ und -CD8+ T-Zellen fuhrten.

Im Gegensatz zur humoralen Immunantwort konnte id¢titisch der Frequenz antigen-
spezifischer T-Zellen kein signifikanter Unterschigwischen den beiden Kapseltypen
beobachtet werden. Dagegen war erwartungsgemalNaghweis einer T-Zellaktivierung

durch Implantation von verkapselten nichttransfizie C2C12 Zellen mdglich.

Im Bezug auf die Induktion einer zellularen Imménivurde das Uberlegene immunologische
Potential eines kontinuierlichan vivo Freisetzungssystems gegeniber einer herkdmmlichen
Immunisierung mit ACA125hFc deutlich, da eine Vakerung mit aufgereinigtem
Antkérpern in keinem der analysierten Tiere einel@3-positive T-Zellantwort hervorrufen

konnte.

6.6. Die Untersuchung derin vitro Expression an ACA125hFc aus PVDF und PES

Biokapseln nach deren Explantation

Zur Untersuchung der ACA125hFc-Sekretionsrate raamonatiger Versuchsphase, wurden
die explantierten Zellkapselm vitro kultiviert. Als Negativkontrolle dienten explantier
Kapseln mit wild-type C2C12 Zellen. Die ACAl25hFek®etionsrate wurde im
Kulturiberstand mittels ELISA Uber die Bindung aenddiotypischen Antikdrper OC125
guantifiziert. Als Vergleichskontrolle wurden die vitro Kulturiberstdnde vor Implantation

der Kapseln eingesetzt.
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Fur die PVDF-Kapseln konnte kein statistisch siggaifiter Unterschied in der ACA125hFc-
Sekretionsrate Pra- und Postimplantation nachgewiegerden. Dagegen zeigten die PES-
Kapseln 2 Monate nach Implantation eine leichte agkitne der Sekretionsrate. Dabei kdnnte
die abnehmende Tendenz der Sekretionsrate nachariapbn von PES-Kapseln zwar
theoretisch durch die gro3ere Porengrdl3e (2000 KOO KD bei PVDF) zu erklaren sein,
welche einen leichteren Eintritt von immunreaktiveolekularen Komponenten des Host-
Immunsystems (Komplement/Antikorper) ermoglichen durdie Zellvitalitat somit
beeintrachtigen kdnnte. Da jedoch die vorangegagémtersuchungen zeigten, dass PES-
Kapseln trotz abnehmender Sekretionsrate im Vegleu PVDF-Kapseln vor allem starkere
Antikdrperantworten in den behandelten Tieren imel@n konnten, scheint diese Erklarung
eher unwahrscheinlich zu sein. Vielmehr konnterchiigi Beschadigungen der deutlich
fragileren PES-Kapseln bei der Explantation verantiich fur die geringfligig verminderten

Expressionraten sein.

Aus den vorliegenden Ergebnissen resultierte, dagte getesteten Kapselimplantate in der
Lage waren bis zuVersuchsende (2 Monate) den diotiypen ACA125hFc kontinuierlich in
den Organismus freizusetzen. Demnach bieteten bé&dlymermembrantypen einen

ausreichenden immunologischen Schutz.

6.7. Histochemische Untersuchungen zur Uberprifungler Vitalitat und Morphologie

von explantierten verkapselten C2C12 Myoblasten

Die makroskopische bzw. mikroskopische Untersuchdergexplantierten Biokapseln sollte
dariiber Aufschluss geben, inwiefern das verwendikdgene Tiermodell einen Einfluss auf
die Vitalitat der verkapselten C2C12 Zellen genomniatte. Gleichzeitig sollte so die
histologpathologische Reaktion des umliegenden Geweauf das Implantat untersucht
werden. Die Explantation der Kapseln nach 2 Monaggab makroskopisch keine
Entztndungsreaktionen im umliegenden Gewebe. Viglrkennten neugebildete Blutgefasse
in unmittelbarer Nahe der Implantate lokalisiertrede®. Durch die Neovaskularisation wurde
wahrscheinlich die Versorgung der Kapseln mit Néififsn sowie den Abtransport von
ACA125hFc Antikorpern, Methaboliten usw. gewahtieisDa PES Kapseln in Vergleich zu
PVDF Kapseln deutlich fragiler waren (Hann 2005ureen sie beim Explantationsvorgang

teilweise beschadigt.
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Eine Aussage Uber die Vitalitat der verkapselte@ L2Zellen, konnte nach deren Einbettung
in einem Methacrylat-Kunststoff getroffen werdenadd Explantation beider Kapseltypen
zeigte sich in deren Lumen eine dichte Myoblastetipdpulation ohne Anzeichen von
Zellnekrose bzw. Ausbildung von Zellaggregaten.sbiBeobachtungen deuteten darauf hin,
dass beide Kapseltypen (PES vs. PFDF) unabhangighver unterschiedlichen Beschaffung

offensichtlich keine Abstossungsreaktion hervorfgrinatten.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dasseim €eitraum von zwei Monaten die
unterschiedlichen Membraneigenschaften (Porengbifde Material) der hier verwendeten
Kapseltypen keinen Einfluss auf die Zellvitalit@rdllogenen Implantate genommen hatten.
Weder eine Entziindungsreaktion noch eine AbstoBogakonnte im umliegenden Gewebe
beobachtet werden, sodass prinzipiell beide Kagsetit als geeignete Implantate in Betracht
gezogen werden konnen. Allerdings sind PVDF KapseliVergleich zu PES Hohlfasern
mechanisch stabiler, eine Eigenschaft die ihnenigeinvVorteile wie z.B. leichtere
Handhabung, geringere Gefahr der Kapselwandlasiach nimplantation und grossere

Sicherheit bei Explantation bieten kénnten.

6.8. Schlussfolgerungen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, ddigs Immunogenitat des anti-
idiotypischen Antikorpers ACA125hFc (=humanisiertdbkémmling von Abagovomab)
welcher das CA125 Tumor Antigen imitiert, mittelsoBerkapselungstechnologien deutlich

verbessert werden kann.

Die unverkennbare Uberlegenheit der kontinuierichendogen Freisetzung kleiner
ACA125hFc Mengen aus verkapselten Myoblasten gdggnider herkommlichen anti-

Idiotypen Vakzinierug mit hohen Antikdrpern Dosemnkte hierbei anhand der Analyse von
CA125 spezifischen humoralen bzw. zellularen Imnminvarten klar unter Beweis gestellt
werden: mittels herkbmmlicher anti-ldiotypen Vakeming war es im Gegensatz zu dem
Biokapselsystem nicht mdglich eine zellulare Immnert in Form von CA125

spezifischen T-Zellen zu induzieren. Auch die heerlinduzierte spezifische humorale
Immunantwort (= anti-anti ACA125hFc Antikdrper) waleutlich schwacher ausgepragt,

verglichen mit den Kapselimplantaten. Demnach kemnbeide untersuchten Biokapseln
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(PVDF vs. PES) erfolgreich als allogene Implaniatekontinuierlichen endogenen Sekretion
von ACA125hFc Antikorpern bestehen.

Die unterschiedlichen Membraneigenschaften (Poifegbzw. Membranzusammensetzung)
der zwei eingesetzten Biokapseltypen spielten hai mhdglichen Induktion einer so
genannten ,host vs. graft disease reaction” k&o#e. Beide Kapseln waren ahnlich gut
vertraglich, zeigten nach Explantation eine exmddleZellvitalitdt ohne Anzeichen von

Entziindung, Zellnekrose oder Lymphozyteninfiltratio

Durch den Einsatz der PES Biokapseln konnte dieisgehe humorale Immunantwort des
ACA125hFc Antikorpers noch einmal in Vergleich 2ZUB¥ Kapseln gesteigert werden, was
wahrscheinlich auf die groReren PES Membranporeiickaufiihren war. Allerdings schien

dieser Effekt bei der Induktion einer zellularennmiomitéat keine Rolle mehr zu spielen, da
beide Kapseltypen vergleichbar hohe CA125 spehiéist Zellantworten lieferten. PVDF

Kapseln waren in Vergleich zu PES Hohlfasern meisichnstabiler, eine Eigenschaft die
ihnen einige Vorteile wie z. B. leichtere Handhapunnd geringere Gefahr einer

Kapselwandruptur nach Implantation bringen kénnte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mittels Bioverkapsghiechnologien ein effizientes
Antikdrper Applikationssystem entwickelt, welchege dmmunogenitat des anti-Idiotypen
ACA125hFc deutlich verbesserte. Nachfolgende Untdrgngen sollen dartber Aufschluss
geben inwiefern diese viel versprechenden Ergsebn&ich auf andere anti-idiotypische
Antikorper Ubertragen werden kdnnen: sind semipahige allogene Biokapselimplantate,
welche kontinuierlich endogene Mengen von antitigpen sezernieren generell in der Lage

die Immunogenitat solcher Antikorper zu steigern?
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7. Zusammenfassung

Ovarialkarzinome sind die haufigste Todesursachrendgynakologische Malignome in den
USA und Deutschland. Aufgrund der Symptomarmut agiBn der Erkrankung sowie das
Fehlen sufizienter Frihscreeningsmethoden werden 1% der Ovarialkarzinome in einem
fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert. Trotzeeimmsgesamt positiven Entwicklung der
heutigen Therapieregime bleibt festzustellen dastydschrittene Stadien mit einer sehr
schlechten Prognose assoziiert sind, wobei die temeidPatientinnen trotz optimaler
Behandlung (OP mit anschlie3ender Polychemotherdgailel danach ein Rezidiv erleiden.
Aus diesem Grunde erscheint die Erganzung der kdiorellen Therapie als durchaus

sinnvoll.

Die Immunisierung mit anti-idiotypischen Antikorpestellt eine interessante Zusatzstrategie
in der Behandlung des Ovarialkarzinoms dar. Dabenkn anti-idiotypische Antikorpern in
ihren variablen Domanen Tumor-assoziierte Antigenigéieren. Durch die Prasentation von
Tumor Antigenen in eine fremde molekulare Umgebisiges mdglich, eine spezifische
Immunantwort gegen an sich nicht oder nur schwaomunogene Tumor-assoziierten
Antigenen und im Endeffekt gegen die Tumorzelldstetu erzeugen. Anti-ldiotypen wurden
in der Immuntherapie vielfaltiger Tumore eingegetmwbei die Wirksamkeit einiger dieser
Antikdrpern bereits in klinische Phase Il Studiemtersucht wird. Hierzu zahlen:
Kleinzelliges Lungenkarzinom, Kolorektales Karzino®varialkarzinom, B-Zell Lymphom

und malignes Melanom.

Abagovomab (=ACA125) ist ein muriner anti-idiotygier Antikorper der das
tumorassozierte Antigen CA125 funktionell imitiertd aktuell in einer internationalen Phase
/i Studie  (MIMOSA/AGO-Ovarl0) in der Therapie ed fortgeschrittenen
Ovarialkarzinoms eingesetzt wird. CA125 ist eirmion Antigen welches von der Mehrzahl
der Ovarialkarzinome Uberexprimiert wird, wobei dieisten Patientinnen gegentiber diesem
Antigen tolerant sind. Allerdings kann diese Imnuletanz durch ein stellvertretendes
CA125 Antigen wie Abagovomab Uberwunden werden.eBemehrere klinische Studien
ergaben deutliche Hinweise auf die therapeutischiekSadmkeit von Abagovomab mit

verbesserten klinischen Ansprechraten sowie vegldeg Uberlebenszeiten.
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Ein Nachteil vieler anti-ldiotypen Vakzine scheihte geringe Immunogenitat zu sein, so
dass zur Erhaltung einer spezifischen anti-tumar&emunantwort Mehrfachapplikationen
mit hohen Antikérperdosen notwendig sind, was Geflahwie Effektivitatsverlust,

Toleranzinduktion und Allergisierung nach sich aetkdnnte.

Im Hinblick auf die Gentherapie des Ovarialkarzirsomittels anti-ldiotypen, wurde im
Rahmen einer Vorarbeit der humanisierten Abagovonfikommling ACA125hFc
hergestellt, welcher im Unterschied zum murinenpragsantikérper mit einer humanen
konstanten Fc Region ausgestattet war. Die Interttabei war, die Induktion unspezifischer
anti-Maus Antikorper im humanen System zu redunieveelche infolge der Immunisierung
mit dem murinen Abagovomab beobachtet wurden urel gpezifische anti-tumorale

Immunantwort teilweise Uberlagerten.

Im Rahmen derselbigen Vorarbeit wurde ein kontirigiees invitro Freisetzungssystems flr
den anti-ldiotypen ACA12hFc mittels Bioverkapslutegfinologien hergestellt, mit dem Ziel
eine dauerhaftespezifische Immunantwort gegen das Tumor AntigdflZ5 zu erzeugen.
Das Prinzip der Bioverkapslung beruht auf die pkglgsche Immunisolation non-autologer
Zellen mittels einer semipermeablen Membran, welalseimmunologische Schutzbarriere
fungiert und so im Gegensatz zu herkdmmlichen Tamséationsmethoden auch ohne
Immunsupression funktioniert. Die verkapselten e&fell gestalten sich wie kleine
Bioreaktoren: tGber Membrandiffusion erfolgt ein ibé#ttionaler, kontinuierlicher Austausch
kleiner Molekile wie Nahrstoffe, Sauerstoff, rekanamte Proteine etc. zwischen Spender
und Empfanger, wobei grof3e Molekiile und ZellenM@mbran nicht passieren kdnnen.

Es ist durchaus vorstellbar, dass ein Depotsystetohes die kontinuierliche anti-ldiotypen
Expression sicherstellt, in der Lage ist dessen unmogenitat zu verbessern um schlief3lich
eine dauerhafte Tumorregression zu induzieren. Zesedh Zweck wurden murine
rekombinante C2C12 Myoblasten welche den ACA12hRtkérper stabil exprimierten, in
daflr eigens hergestellte Makrokapseln eingebraoid in vitro untersucht. Aus den
Ergebnissen dieser Vorversuche resultierte, dasde bgetesteten Kapseltypen (PES vs.
PVDF) bis Versuchsende (=1 Jahr) die Voraussetzurigle ein kontinuierlichesn vitro

ACA125hFc-Freisetzungssystem erftllten.

Im Rahmen der aktuellen Arbeit wurde anhand eiresautologen Mausmodells Gberpruft,

inwiefern dadn vitro entwickelte ACA125hFc Biokapselsystem, einen Végegeniber der
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herkdbmmlichen Vakzinierung nach sich zieht und $omi vivo in der Lage ist die
Immunogenitat von anti-ldiotypen zu verbesseto. diesem Zweck wurden rekombinante
C2C12 Myoblasten in zwei chemisch unterschiedlicKapseltypen eingebettet (PES bzw.
PVDF) mit dem Hintergrund auch maégliche Unvertréigkieiten durch den Einsatz von z.B.
unterschiedlichen Materialien zu erfassen. AnsBelnl erfolgte die Implantation der
Biokapseln in ein allogenes Mausmodell (Balb/c),beiodie humorale Immunitat mittels
ELISA Techniken bzw. die zellulare Immunantwort tels Durchflul3zytometrie untersucht
wurde.

Dabei konnte gezeigt werden, dass die Immunogedg&t anti-idiotypischen Antikdrpers
ACA125hFc  welcher das CA125 Tumor Antigen funktibneimitiert, mittels
Bioverkapselungstechnologien deutlich gesteigerties® kann.

Die Uberlegenheit der kontinuierlichém vivo Freisetzung kleiner ACA125hFc Mengen aus
verkapselten Myoblasten gegeniber der herkémmlichakzinierug mit hohen anti-
Idiotypen Dosen konnte hierbei anhand der Analyse @A125 spezifischen Immunantwort
eindrucksvoll demonstriert werden: Uber die herkdicime anti-Idiotypen Vakzinierung
konnte keine spezifische zellulare Immunantwortuimdrt werden. Hingegen erfolgte tber
die konstante endogene Freisetzung von ACA125hRi&k@mpern aus Kapselimplantaten eine
eindeutige CA125 spezifische T Zellantwort sowehForm von T Helferzellen als auch als
zytotoxischen T Zellen. Auch die hierbei induziesfgezifische humorale Immunantwort (=
anti-anti ACA125hFc Antikorper) war bei der herkotrohen Immunisierung deutlich
schwécher ausgeprégt als bei den Kapselimplantaten.

Aus den obigen Ergebnissen resultierete, dass beigesuchten Biokapseln (PVDF vs. PES)
erfolgreich als allogene Implantate zur kontinugten endogenen Sekretion von
ACA125hFc Antikorpern bestehen konnten. Da beidpdetypen trotz einiger Unterschiede
in den Membraneigenschaften (Porengrof3e bzw. Mdtétinlich gut vertraglich waren und

nach Explantation eine exzellente Zellvitalitdt ehAnzeichen von Implantatabstol3ung
zeigten, kdonnen letztendlich auch beide als gleatige Immunisolatoren fir allogene Zellen

befunden werden.

Lediglich in der Induktion einer spezifischen hueden Immunantwort gab es Unterschiede:
PES Biokapseln wiesen hthere spezifische anti-AGAE2 Antikorpertiter vergleichbar mit

den PVDF Kapseln, was wahrscheinlich auf die gréfeerPES Membranporen
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zurtckzufihren war. Allerdings schien dieser Efféldi der Induktion einer zellularen
Immunitat keine Rolle mehr zu spielen, da beide déttgpen vergleichbar hohe CA125
spezifische T Zellantworten lieferten. PVDF Kapselaren hingegen mechanisch stabiler,

was fur die Implantatsicherheit bzw. Handhabung gafdem Vorteil sein kénnte.

Nachfolgende Untersuchungen (z.B. Tumortiermodst)len dartber Aufschluss geben
inwiefern die verbesserten immunologischen Eigeafteh von bioverkaspelten anti-

Idiotypen letztendlich auch zu einer dauerhaftem@uegression fihren kénnen, was bislang
durch herkdmmliche Vakzinierungsstrategien leidehierzielt werden konnte. Ausserdem
sollte untersucht werden inwiefern dieses neue ATGHAEC Freisetzungsmodell auch auf
andere anti-ldiotypen Ubertragbar ist bzw. inwigvsgerbei eine verbesserte spezifische anti-

tumorale Immunantwort maoglich ist.
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8. Englische Zusammenfassung (Summary)

Ovarian cancer represents the third most commoignaaicy of the genital tract. Because
more than 50% of ovarian cancer patients are dtagad 20 % are stage IV at the time of
diagnosis, this tumour is associated with an ex¢éfgmnfavourable prognosis. Because the
success of chemotherapy regiments after failurefist-line therapy is limited, the

development of other therapeutically methods enmunotherapy became necessary.

One promising application in ovarian cancer immbeodpy is the administration of the
murine anti-idiotypic antibody abagovomab that ates the tumour-associated antigen CA
125, which is overexpressed by about 80 % of omaz&cinomas. Abagovomab is currently
being tested in a Phase I/l trial in ovarian canpatients with a complete response after
standard first-line chemotherapy. Activating thenaa host's immune system via an anti-
idiotypic network system is a new strategy thatv@th being pursued in the fight against

ovarian cancer.

A drawback of abagovomab is its low immunogenicifyhe goal of the present work was to
determine if a continuous delivery system for alvageab will show an advantage over
conventional immunization in inducing a durable itamtor response. Based on
bioencapsulation technologies, we generated ir@aqus work a cell culture system that acts
as a continuous delivery system for the abagovodaayative ACA125hFc and concluded
that recombinant C2C12 myoblasts encapsulated nm permeable hollow fibers can be

employed as secretion devices for this antibody.

In the present work we developed an allogene mousdel, acting as a long term delivery
system for ACA125hFc expressing allografts. Comghangth conventional anti-idiotypic
immunization the new antibody application systerhewsed a significant improvement in

humoral as well as in cellular immune responses.

Further studies using e.g. ovarian cancer aninualets will show if this new delivery system

is able to improve the anti-tumoral response ag&ind 25.
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