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Eine zentrale Ursache bei der Krebsent-
stehung sind Mutationen von Genen,
die an der Regulation des Zellwachs-
tums beteiligt sind. Seit einigen Jahren
werden mit Erfolg das Immunsystem ak-
tivierende Therapien eingesetzt, da das
Immunsystem oft durch die Tumorzellen
blockiert wird. Immuntherapien haben
das Ziel, das Wachstum der Tumorzellen
durch Aktivierung von Immunzellen
zu inhibieren und den Tumor zu be-
seitigen. Im Fokus dieses Artikels steht
die antikorperbasierte Immuntherapie,
da sie momentan die am héufigsten
angewandte Immuntherapie ist.
Wihrend der Tumorentwicklung
kommt es oft nicht zur Eliminierung
der Tumorzellen, da keine Antikorper
gegen die Tumorzellen gebildet wer-
den und die Funktion der zytotoxischen
CD8*-T-Zellen und CD4*-T-Helfer-Zel-
len, die Tumorzellen beseitigen konnen,
inhibiert ist. Zwei wichtige Strategien
der Immuntherapie mit Antikdrpern
sind deshalb: der Einsatz von thera-
peutischen Antikérpern gegen Ober-
flichenmolekiile der Krebszellen, um
diese fiir das Abwehrsystem sichtbar
zu machen, das daraufhin die Tumor-
zellen eliminiert und der Einsatz von
therapeutischen Antikorpern, um die
durch die Tumorzellen vermittelte Blo-
ckade der zytotoxischen CD8*-T-Zellen
und CD4*-T-Helfer-Zellen aufzuheben
und so zu aktivieren. In diesem Artikel
werden Ursachen der Tumorentwick-
lung dargestellt und ein Uberblick iiber
einzelne Phasen der Tumorentwicklung
mit den verschiedenen Moglichkeiten,
durch Antikorper das Tumorwachs-
tum zu hemmen, gegeben. Erkldrt wird
die Immunabwehr gegen Krebs und
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erldutert, wie die Immunabwehr durch
therapeutische Antikorper aktiviert wer-
den kann. Es werden die Funktionen von
unterschiedlichen Antikérperkonstruk-
ten: bispezifische Antikorper, T-Zell-
Therapie mit CAR, Immunzytokine,
Immuntoxine und auch intrazellulire
Antikorper erklart.

Ursachen der Tumor-
entwicklung

Mutationen und ,driver genes”

Eine Ursache fiir die Krebsentstehung
sind Genmutationen, die spontan oder
durch 4uflere Faktoren, wie z.B. UV-
Licht, starken Alkoholgebrauch oder
ubermifliges Rauchen, entstehen kon-
nen. Manche Genmutationen werden
vererbt. Durch die Mutationen kénnen
Gene, die fur Transkriptionsfaktoren,
Wachstumsrezeptoren oder intrazelluli-
re Signalmolekiile kodieren, ihre Sequenz
andern. Die entsprechenden Proteine,
Onkoproteine, vom Onkogen kodiert,
andern darauthin ihre Struktur und f6r-
dern permanent das Tumorwachstum.
Sokannssich z. B. ein Wachstumsrezeptor
(HER-2) bei einer Form von Brustkrebs
nach der Strukturanderung durch Dime-
risierung ohne seinen Wachstumsfaktor
an der Oberfliche der Tumorzellen selbst
aktivieren und stindig Wachstumssi-
gnale in die Zelle geben. Im Gegensatz
dazu bindet bei reguliertem Wachstum
ein Wachstumsfaktor an den Rezeptor
HER-2. Das fithrt dann zur Dimerisie-
rung des Rezeptors und zu einem Signal
in den Zellkern hinein.

Umgekehrt kénnen auch Suppressor-
molekiile, die das Tumorwachstum in-

hibieren konnen, nach Mutationen ihrer
Gene in eine inaktive Struktur tibergehen
(z.B. inaktives p53). Durch die Struk-
turanderung kann das mutierte Prote-
in p53, das ein Transkriptionsfaktor ist,
nicht mehr an die DNA binden und Ge-
ne transkribieren, die das Wachstum der
Zelle inhibieren.

Wihrend der Tumorentwicklung wer-
den Gene selektioniert, die Mutationen
aufweisen und das Wachstum eines Tu-
mors fordern kénnen. Diese Gene wer-
den ,,driver genes“ genannt [1]. Ein Bei-
spiel ist der vorher beschriebene mutier-
te HER-2-Rezeptor. Die Zahl und Grofie
der Zellklone, die ,,driver genes“ mit Mu-
tationen enthalten, nimmt wahrend des
Alterns zu und kann wie beim Epithel-
Speiserdhrenkrebs durch starken Alko-
holmissbrauch und Rauchen noch ver-
starkt werden. Das kann bei dieser Krebs-
art zur Neuanordnung der epithelialen
Zellschicht und zum Ausbruch des Kreb-
ses fiithren [2].

Zusitzlich kénnen auch DNA-Methy-
lierungen, Umlagerungen von Chromo-
somenabschnitten, Chromosomen- und
Chromatinverdopplungen, Histonmodi-
fizierungen und damit einhergehende
Strukturinderungen des Chromatins,
verursacht durch Bindung von Chroma-
tin-Remodeling-Protein-Komplexe an
das Nukleosom, zur Krebsentstehung
fithren. Diese Vorgéinge werden hier der
Vollstandigkeit halber erwdhnt.
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Eliminierung

Chronische Entziindung

== Gleichgewicht === Immune Escape

Abb. 1 A Von der Tumoreliminierung zum ,immune escape”. Am Anfang des Tumorwachstums kon-
nen einzelne Zellklone nach Aktivierung des Immunsystems von zytotoxischen CD8*-T-Zellen, natiir-
lichen Killerzellen und CD4*-Zellen eliminiert werden. CD4*-T-Helfer-Zellen werden von DC aktiviert
undinitiiereneine spezifische Antikorperproduktionvon B-Zellenin derunmittelbaren Umgebung des
Tumors. Hier interagieren auch die B-Zellen mit zytotoxischen CD8*-T-Zellen. Spéter entstehen neue
Mutationen in Onkogenen und neue Zellklone. Es kommt zu einem Gleichgewicht zwischen Immun-
abwehr und Tumorwachstum. Die néchste Phase beginnt mit der Rekrutierung von immunsuppressi-
ven Zellen (Treg, TAM und MDSC) zum Tumor und der Aktivierung von unterschiedlichen Immunzellen
durch die Tumorzellen (der Einfachheit halber nicht in der Abbildung gezeigt). Klone mit Driver-Mu-
tationen setzen sich durch (hellgriin). Es entsteht eine chronische Entziindung, und der Tumor wéchst
weiter (,immune escape”). Gleichzeitig wachsen BlutgefaBe in den Tumor. CD8*-Zellen zytotoxische
T-Zellen, CD4*-Zellen in Kontakt mit B-Zellen T-Helfer-Zellen, die fiir die Antikdrperproduktion wichtig
sind, NK natlirliche Killerzellen, S Stromazellen =Bindegewebszellen, DC dendritische Zelle

Die einzelnen Phasen
der Tumorentwicklung
und Maglichkeiten der
Antikorpertherapie

Wihrend der Krebsentstehung interagie-
ren die Immunzellen mit den Tumorzel-
len (@ Abb. 1; [3, 4]). Dabei werden meh-
rere Entwicklungsphasen unterschieden
[5]. Generell erfolgt die Eliminierung der
Tumorzellen nach Produktion von Anti-
korpern, welche Proteine auf der Ober-
fliche der Krebszelle erkennen und an
die dann unterschiedliche Immunzellen
wie natiirliche Killerzellen, Makropha-
gen, aber auch Eosinophile, Neutrophile
und Mastzellen binden und die Eliminie-
rung der Tumorzellen bewerkstelligen.
Des Weiteren konnen durch dendritische
Zellen aktivierte zytotoxische CD8*-T-
Zellen und CD4*-T-Zellen Tumorzellen
eliminieren.

Diese Phase wird als ,,immunosurveil-
lance“ (Uberwachung des Tumorwachs-
tums durch das Immunsystem) bezeich-
net.

Auf Tumorzellen werden tumorasso-
zijerte Antigene (TAA), die oft auf den
Tumorzellen tiberexprimiert sind, aber
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auch auf gesunden Zellen vorkommen,
und tumorspezifische Antigene (Neoan-
tigene), die nur auf Tumorzellen vorkom-
men, an der Oberfliche exprimiert [6].
Neoantigene entstehen durch Mutatio-
nen, verursacht durch Austausch eines
einzelnen Nukleotids oder andere gene-
tische Variationen [6]. CD8*-T-Zellener-
kennen TAA iiber einen TAA-Peptid-
MHCI-Komplex, der auf der Oberfla-
che der Tumorzellen zusitzlich zum voll-
stindigen Molekiil des TAA exprimiert
wird. Und zwar mit niedriger Affinitat
des T-Zell-Rezeptors. Im Gegensatz dazu
werden Neoantigene mit hoher Aktivitit
des T-Zell-Rezeptors zum Neoantigen-
Peptid-MHCI-Komplex erkannt [7]. Die
meisten Neoantigene sind spezifisch fiir
einen Patienten, da sie durch Random-
Mutagenese entstehen. Eine Ausnahme
sind die Mutationen, die in den ,,driver
genes“ in sog. Hot-Spot-Regionen ent-
stehen kénnen und in mehreren Patien-
ten auftreten. CD4*-T-Zellen erkennen
Tumorpeptid-MHCII-Komplex auf Tu-
morzellen und kénnen diese direkt eli-
minieren.

Bisher sind nur wenige Neoantigene
bekannt, wie z. B. mutiertes KRAS G12D

(Mutation von Glycin in Position 12 zu
Asparaginsdure) bei Patienten mit meta-
stasierendem Darmbkrebs. Deshalb wur-
den bisher fast ausschliefilich rekombi-
nante Antikoérper gegen bekannte TTA
hergestellt, s. Abschnitt ,Therapeutische
Antikoérper gegen Oberflichenmolekii-
le®. Interessanterweise wurde bei Pankre-
askrebspatienten mit hoher Uberlebens-
rate eine grofe Anzahl an Neoantigenen,
dazu ein grofies polyklonales T-Zell-Re-
pertoire und eine hohe Dichte an CD8*-
zytotoxischen T-Zell-Infiltraten entdeckt
[8].

Falls der Tumor nicht eliminiert wer-
den kann, treten die Tumorzellen in eine
Gleichgewichtsphase mit dem Immunsys-
tem ein, in welcher sich im Tumor neue
Zellklone mit neuen ,,Driver-Gene-Mu-
tanten durchsetzen.

Im Anschluss daran kann in einer wei-
teren Phase, die ,,immune escape“ (Ent-
kommen des Tumors vor der Immunant-
wort) genannt wird, das Immunsystem
unterdriickt werden. B-Zellen produzie-
ren keine Antikorper gegen die Tumor-
zellen, und die Funktion zytotoxischer
CD8*-T-Zellen und CD4*-T-Zellen wird
durch die Tumorzellen inhibiert.
== Durch die Zugabe von Antikérpern

gegen TAA der Tumorzellen und

Antikorper, welche die zytotoxischen

CD8*-T-Zellen und CD4*-T-Zellen

wieder reaktivieren konnen, kann

die Immunantwort wieder verstirkt
werden.

In dieser Phase der Tumorentwicklung
kommt es zur Sekretion von Chemoki-
nen und Zytokinen aus den Tumorzellen
[9]. Die Sekretion von Chemokinen fithrt
zur Rekrutierung von immunsuppres-
siven Zellen (regulatorischen T-Zellen,
Treg [10]; ,myeloid-derived suppressor
cells, MDSC [11], und tumorassozi-
ierten Makrophagen, TAM [12]) in die
unmittelbare Umgebung des Tumors.
Die immunsuppressiven Zellen hemmen
auf unterschiedliche Weise zytotoxische
CD8*-T-Zellen und dendritische Zellen
(DC). Treg fangen IL-2 mit jhrem hoch-
affinen IL-2-Rezeptor aus der Umgebung
ab, was fiir die Aktivierung der zytotoxi-
schen T-Zellen essenziell ist. AufSerdem
konnen Oberflichenrezeptoren der Treg
mit entsprechenden Liganden auf der



Oberfliche der antigenprisentierenden

dendritischen Zellen interagieren, was

zur Inhibierung eines aktivierenden Si-

gnalwegs und zur Inaktivierung der DC

fuhrt.

== Regulatorische T-Zellen kénnen
durch die Zugabe von Antikorpern
gegen spezifische Oberflichenmole-
kiile (z.B. CD25) entfernt werden. So
kénnen Immunzellen wie Makropha-
gen oder natiirliche Killerzellen an
diese Antikorper auf der Oberfldche
der Treg binden und dann die Elimi-
nierung der Zellen durchfithren.

MSCS und TAM kénnen sogar durch
Ausschiittung von entziindungsfordern-
den Zytokinen wie IL-6 oder IL-8 das
Wachstum der Tumorzellen férdern. IL-6
und IL-8 binden an den IL-6- oder IL-8-
Rezeptor auf der Oberfliche der Tumor-
zellen, und so wird eine Signalkaskade
in den Kern der Tumorzellen eingeleitet,
die zur Expression von Wachstumsgenen
fuhrt.
== Eine Blockade des Tumorwachstums
kann durch blockierende Anti-IL-6-
und Anti-IL8-Antikorper verhindert
werden.

Weitere Immunzellen wie Leukozyten
inklusive Makrophagen werden zum
Tumor transportiert und durch die
Tumorzellen zur Ausschiittung von ent-
ziindungsfordernden Zytokinen wie z.B.
IL-6, IL-8 und IL-10 veranlasst. Es ent-
steht eine chronische Entziindung [9].
Die entziindungsfordernden Zytokine
regen nun wiederum Tumorzellen, Stro-
mazellen und Immunzellen vermehrt
zur Transkription von Zytokinen und
Chemokinen an. Der Tumor wéchst
weiter.
== Die chronische Entziindung in un-
mittelbarer Umgebung des Tumors
kann durch blockierende Antikorper
gegen entziindungsférdernde Zyto-
kine, wie z.B. IL-6, oder gegen den
zugehorigen IL-6-Rezeptor blockiert
werden.

Gleichzeitig kommt es zur Blutgefa3bil-
dung im Tumor. Néhrstoffe und Sauer-
stoff werden zum Tumor transportiert,
was wiederum zum Wachstum des Tu-
mors fiihrt.
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Zusammenfassung

Krebsentstehung basiert auf der Anhdufung
von Mutationen in Wachstumsgenen (wie
z.B. Transkriptionsfaktoren, Wachstumsrezep-
toren oder intrazelluldren Signalmolekiilen)
oder in Suppressorgenen (wie z.B. p53). Wah-
rend des Tumorwachstums kommt es dann
zur Selektion von Zellklonen, die Mutationen
in ,driver genes”, die zum unkontrollierten
Wachstum der Zellklone fiihren, enthalten.
Bei allen Phasen der Tumorentwicklung
(Uberwachung des Tumorwachstums durch
das Immunsystem, Gleichgewichtsphase, Ent-
kommen des Tumors vor dem Immunsystem)
spielen die Wechselwirkung zwischen dem
Immunsystem und den Tumorzellen und die
Entstehung einer chronischen Entziindung in
unmittelbarer Umgebung des Tumors eine
entscheidende Rolle. Die Inmuntherapie ist
eine Krebstherapie, die das Immunsystem
aktivieren soll. Eine vielversprechende
angewandte Immuntherapie basiert auf
Antikorpern, die Immunzellen aktivieren,

das Tumorwachstum inhibieren oder zur
Eliminierung der Tumorzellen fiihren. Dabei
werden rekombinante IgG-Antikorper oder

gentechnologisch veranderte Antikorper-
fragmente gegen tumorassoziierte Antigene
(TAA’s) einzeln oder in Kombination mit
Chemo- oder Strahlentherapie eingesetzt.
Vielversprechend und zugelassen sind
Checkpointantikorper, welche die Blockade
von zytotoxischen CD8*-T-Zellen und
CD4*-T-Zellen durch Tumorzellen und/oder
dendritische Zellen aufheben. Andere
erfolgreiche Antikorperkonstrukte sind
bispezifische Antikorper (binden an T-Zelle
und Tumorzelle), chimare Antigenrezeptoren
(CAR) fiir die T-Zell-Therapie, Immuntoxine
(Antikorper fusioniert mit einem Toxin) und
Immunzytokine (Antikdrper fusioniert mit
einem Zytokin). AuBerdem haben intrazellu-
lére Antikorper, die erfolgreich in Xenograft-
Tumor-Mausmodellen getestet worden
sind, vielversprechendes therapeutisches
Potenzial.

Schliisselworter

Phasen der Krebsentstehung - Driver Gene -
Tumor assoziierte Antigene - Neoantigene -
CD8* - und CD4*-T-Zellen

Immunotherapy with antibodies. Tumor development, immune
defense and therapeutic antibodies

Abstract

Tumor development is based on mutations
of genes involved in cell growth (e.g.
transcription factors, growth receptors

or intracellular signal molecules) or in
suppressor genes (e.g. p53). During tumor
growth cell clones are selected, which contain
driver genes, leading to uncontrolled growth
of these cell clones. During all phases of
tumor development (immunosurveillance,
equilibrium phase, escape of the tumor from
the immune system) the interaction between
the immune system and the tumor cells and
the development of a chronic inflammation
in the tumor microenvironment play a crucial
role. The aim of cancerimmunotherapy is to
activate the immune system. A promising
immunotherapy is based on antibodies that
activate immune cells, inhibit tumor growth
or lead to destruction of tumor cells. Applied
are recombinant IgG antibodies or genetically
engineered antibody fragments against

tumor-associated antigens (TAA's). They are
applied singularly or in combination with
chemo- or radiotherapy. Promising are check-
point antibodies, which abrogate blocking
of cytotoxic CD8* T cells and CD4* T cells

by tumor cells and/or dendritic cells. Other
successfully applied antibodies are bispecific
antibodies (recognize T-cell and tumor cell),
chimeric antigen receptors (CARs) for T cell
therapy, immunocytokines (cytokines fused
to antibodies) and immunotoxins (toxins
fused to antibodies). In addition intracellular
antibodies successfully tested in xenograft
tumor mouse models have promising
therapeutic potential.

Keywords

Phases of tumor development - Driver genes -
Tumor associated antigens - Neoantigens -
CD8* - and CD4*-T-cells
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T Zellen werden mittels der
Peptide aktiviert

Peptide aus den
Bruchstiicken
werden von
dendritischen
Zellen aufder |~
Oberfliche =
prasentiert

Zell Bruchstiicke werden aus einel
toten Krebszelle freigesetzt

4 T-Zellen wandern
iiber die Blutgefie
zum Tumor

5)

T-Zellen wandern
in den Tumor

T-Zellen erkennen
die Tumorzellen

),

T-Zellen eliminieren die
Tumorzellen

Abb. 2 A Aktivierung von T-Zellen und Eliminierung der Tumorzellen. Die Aktivierung von T-Zellen
und folgende Eliminierung der Tumorzellen kann in 6 Schritte eingeteilt werden, vom Freisetzen von
Krebsantigenen bis zur Eliminierung von Krebszellen. (6) zeigt die Wechselwirkung zwischen T-Zell-
Rezeptor (hellblau) und dem Komplex aus MHC (gelb) und Peptid (rot) auf der Tumorzelle. (7) zeigt die
Wechselwirkung wie in (6). In Orange ist noch der Korezeptor des T-Zell-Rezeptors CD4 oder CD8 zu
sehen und kostimulierende Molekiile (hellgriin—-dunkelgriin). ([28], mit freundlicher Genehmigung

von Elsevier)

== Blockierende Antikdrper gegen
den vaskuldren ,endothelial growth
factor (VEGF), wie z.B. Avastin,
kénnen die Ausbildung von neuen
Blutgefaflen (Tumorangiogenese) im
Tumor verhindern. VEGF bindet an
den VEGFR-2 auf Endothelzellen,
welche die Wand der Blutgefafle
auskleiden. Nach Bindung von
VEGF an den VEGFR-2 kommt
es zu einer Signaltransduktion in
den Kern und zum Wachstum der
Endothelzellen und Bildung neuer
Blutgefifle. Da der blockierende
Antikorper gegen VEGF die Bindung
an VEGFR-2 verhindert, wird die
Blutgefaf3bildung blockiert.

Der letzte Schritt bei der Tumorentwick-
lung ist die Metastasierung. Bei diesem
Prozess werden Tumorzellen vom pri-
miren Tumor iber das Blutsystem zu
anderen Organen transportiert und kon-
nen sich dort in neu gebildeten Kolonien
ansiedeln, die dann weiter wachsen kon-
nen. Dies fithrt oft zum Tod der Krebs-
patienten. Die Tumorzellen haben sich so
genetisch verandert, dass der Tumor ge-
gen alle moglichen Therapieansitze un-
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empfindlicher wird. Ein Review iber den

Prozess der Metastasierung, der auch auf

die Bildung von ,,primetastatischen Ni-

schen” eingeht, ist Artikel [13].

== Dennoch zeigen einige Antikorper
gegen Rezeptoren auf der Oberfla-
che von Tumorzellen einen Effekt,
wenn sie bei metastasierendem Krebs
eingesetzt werden. Zum Beispiel er-
hoht der Antikorper Cetuximab die
Wirksambkeit der Behandlung, wenn
er bei Patienten mit metastasiertem
Darmkrebs zur Standardchemothe-
rapie zusitzlich eingesetzt wird. Der
Antikorper bindet an den ,.epithe-
lial growth factor receptor (EGFR)
und verhindert so, dass EGFR durch
seinen Wachstumsfaktor EGF sti-
muliert wird und die Tumorzelle ein
Wachstumssignal bekommt.

Im folgenden Abschnitt werden die Me-
chanismen der Inmunantwort gegen den
Tumor und die Ursachen fiir die Inhibie-
rung der Immunantwort beschrieben. Es
wird erldutert, wie man das Immunsys-
tem mithilfe von Antikérpern aktivieren
kann und auch dazu einsetzt, Tumorzel-
len zu eliminieren.

Immunabwehr gegen Krebs und
Aktivierung des Inmunsystems
mit Antikorpern

Es gibt zwei korpereigene Strategien, Tu-
moren mit dem Immunsystem zu erken-
nen und zu eliminieren. Am Anfang des
Tumorwachstums kénnen zytotoxische
CD8*-T-Zellen und CD4*-T-Helfer-Zel-
len (Tu1) nach Erkennung der Tumor-
zellen diese eliminieren (B Abb. 1 und 2)
und Tumorzellen, deren Oberflichen mit
Antikérpern gegen TAA und Neoantige-
ne auf der Oberfliche von Tumorzellen
besetzt und markiert sind, von unter-
schiedlichen Immunzellen (Makropha-
gen, natiirlichen Killerzellen) und dem
Komplementsystem erkannt und elimi-
niert werden.

Tumorabwehr durch zytotoxische
CD8*-T-Zellen und CD4+-T-Helfer-
Zellen

Aktivierung der T-Zellen

iber antigenprasentierende
dendritische Zellen

Dazu nehmen dendritische Zellen Zell-
komponenten von apoptotischen Tu-
morzellen auf, wandern zu den Lymph-
knoten und prisentieren hier die Zell-
komponenten als Peptid-MHCI oder
Peptid-MHCII-Komplex auf ihrer Ober-
fliche den T-Zellen (@ Abb. 2). Zytoto-
xische CD8*-T-Zellen erkennen den
Komplex aus Krebspeptid und MHCI
mithilfe ihres spezifischen T-Zell-Re-
zeptors und Korezeptors CD8. Nach
Bindung des T-Zell-Rezeptors an den
MHCI-Peptid-Komplex kommt es zu
einer Signaliibertragung in den Kern
der T-Zelle, die dadurch aktiviert wird,
differenzieren und proliferieren kann.
CD4*-T-Zellen erkennen den Tumor-
peptid-MHCII-Komplex mithilfe ihres
T-Zell-Rezeptors und CD4-Korezeptors
auf der Oberfliche der dendritischen
Zellen. Durch DC aktivierte CD4*-T-
Helfer-Zellen (Tul) sind auch in der
Lage, CD8*-T-Zellen zu aktivieren, und
Tu2-Zellen aktivieren auch B-Zellen
nach Bindung ihres T-Zell-Rezeptors
an den MHCII-Tumorpeptid-Komplex,
welche die B-Zelle nach Aufnahmen
des Tumorantigens auf ihrer Ober-
fliche exprimiert [14]. In mehreren



Schritten kann dann die B-Zelle klonal
expandieren und zu antikdrperprodu-
zierenden Plasmazellen differenzieren.
Die Antikorper sind dabei gegen TAA,
Neoantigene, aber auch gegen tberex-
primierte Selbstantigene gerichtet. Neue
Ergebnisse zeigen, dass B-Zellen nicht
nur in Lymphknoten, sondern auch in
»tumour-associated tertiary lympho-
id structures, die in ihrem Aufbau
Lymphknoten dhneln, im Tumor oder
der peritonealen Zone vorkommen und
Antikérper produzieren kénnen. Hier
konnen die B-Zellen auch als antigenpra-
sentierende Zellen zytotoxische CD8*-
T-Zellen aktivieren [15].

Eliminierung der Tumorzellen
durch CD8*-T-Zellen und CD4+-T-
Helfer-Zellen

Nach der Aktivierung werden die CD8*-
zytotoxischen T-Zellen und CD4*-T-
Helfer-Zellen durch das Blutsystem zum
Tumorgewebe transportiert und erken-
nen die Tumorzellen, die auch den
Tumorpeptid-MHCI- bzw. Tumorpep-
tid-MHCII-Komplex an der Oberfliche
den T-Zellen prisentieren. Die Tumor-
zellen prisentieren wie alle Korperzellen
ihre eigenen Proteine als Peptide mit
MHCI. Dazu gehéren auch ihre Krebs-
peptide, die zu den TAA’s gehoren
oder zu den mutierten Neoantigenen
[6]. Die entsprechenden Peptid-MHCI-
Komplexe werden von CD8*-zytotoxi-
schen T-Zellen mit unterschiedlicher
Affinitdt erkannt. Nach Bindung der
CD8*-zytotoxischen T-Zelle an die Tu-
morzelle kann diese durch Perforin,
welches von den zytotoxischen T-Zel-
len ausgeschiittet wird und Locher in
der Tumorzelle entstehen ldsst, abget-
tet werden. Tumorzellen sind auch in
der Lage, endogene Peptide mit MHCII
an ihrer Oberfliche zu prisentieren.
Nach Bindung der CD4*-T-Zellen (Tx1)
an den Tumorpeptid-MHCII-Komplex
koénnen diese T-Zellen IFNY und den
Tumornekrosefaktor a (TNFa) sezernie-
ren, was zur Zerstérung der Tumorzelle
fahrt [14].

Tumorabwehr ist oft nicht effizient,
da das eigene Immunsystem den
Tumor nicht erkennt

Oft erkennt das eigene Immunsystem die
Tumorzellen nicht und kann somit auch
das Tumorwachstum nicht inhibieren.
Das Immunsystem kann die Tumorzel-
len nicht erkennen, da die Tumorzellen
die Prisentation von MHCI mit dem Tu-
morpeptid an der Zelloberfliche einge-
stellt haben und so die aktivierten zyto-
toxischen CD8*-T-Zellen die Tumorzel-
len nicht binden und eliminieren konnen
und auflerdem konnen auch keine An-
tikdrper durch die B-Zellen produziert
werden, die den Immunzellen und das
Komplementsystem die Tumorzellen zur
Eliminierung sichtbar machen.

Tumorzellen exprimieren keine
MHCI-Peptid-Komplexe an der
Oberflache

Das kann eintreten, wenn ein wichtiger
Proteinkomplex in der Tumorzelle, das
Proteasom, defekt ist. Das Proteasom
spaltet endogene Proteine im Zytosol
aller Zellen in Peptide, damit sie spéter
mit dem MHCI-Komplex an der Zell-
oberfliche den zytotoxischen T-Zellen
présentiert werden konnen. Die Bildung
des MHCI-Peptid-Komplexes findet
im endoplasmatischen Retikulum, dem
Transportsystem der Zelle statt, bevor er
an die Zelloberfliche transportiert wird.
Wichtige Bestandteile des Proteasoms,
wie z.B. LMP2 oder LMP7, kénnen
in Tumorzellen herunterreguliert sein,
was zur Inaktivierung des Proteasoms
fuhrt. Die Folge ist, dass keine MHCI-
Tumorpeptid-Komplexe an der Ober-
fliche der Krebszelle den zytotoxischen
CD8* T-Zellen prisentiert werden. Im
néchsten Abschnitt wird aufgezeigt, wie
sog. bispezifische Antikdrper zytoto-
xische T-Zellen unabhingig von der
Erkennung eines MHCI-Tumorpeptid-
Komplexes aktivieren konnen.

Therapeutische Antikorper, die
zytotoxische CD8* T-Zellen an der
Tumorzelloberflache aktivieren,
falls ein MHCI-Peptid-Komplex
nicht prasentiert wird

Bispezifische Antikérper koénnen zy-
totoxische CD8* T-Zellen unabhingig
von der Expression eines MHCI-Tumor-
peptids auf der Oberfliche der Tumor-
zelle aktivieren. Sie bestehen aus zwei
verschiedenen Antigenbindungsstellen
zweier Antikérper, die miteinander fu-
sioniertsind. Eine Antigenbindungsstelle
bindet an das TAA auf der Oberfliche
von Tumorzellen und die zweite Anti-
genbindungsstelle an CD3 (@ Abb. 3), ein
Rezeptor, der aus mehreren Polypeptid-
ketten besteht und zusammen mit dem
T-Zell-Rezeptor fiir die Aktivierung der
T-Zellen zustdndig ist. Nach Bindung des
bispezifischen Antikérpers an CD3 und
das TAA entsteht eine Quervernetzung
zwischen T-Zelle und Tumorzelle. Durch
eine Konformationsinderung im CD3
kommt es zu einer Phosphorylierung
von CD3 und zu einer Signalweiterlei-
tung in den Kern der T-Zelle. Diese kann
nun differenzieren und wachsen und die
Tumorzelle eliminieren. Neu entwickelte
bispezifische Antikorperkonstrukte sind
vielversprechend fir die Zukunft, z.B.
bispezifische Antikorper, an die noch
ein Inhibitor gegen ein Checkpointmo-
lekil fusioniert ist, sodass die T-Zelle
nicht von der Tumorzelle inhibiert wer-
den kann (,bifunctional checkpoint-
inhibitory T cell-engagers®, CiTE) [16].

Alternativ zu bispezifischen Antikor-
pern konnen auch aus Patienten isolierte
autologe T-Zellen, die mit einem CAR
stabil transfiziert worden sind, unab-
héngig von der Expression eines MHCI-
Peptid-Komplexes an der Oberfliche der
Krebszelle aktiviert werden. Der rekom-
binante CAR besteht aus einem rekom-
binanten Antikorperfragment (meist
scFv), der das Tumoroberflichenpro-
tein erkennt. Die Signaliibertragung in
die T-Zelle wird tiber Signalproteine von
CD3undvon Korezeptoren, diean dasre-
kombinante Antikérperfragment fusio-
niert sind, durchgefiihrt (8 Abb. 3). Die
gentechnologisch verdnderten T-Zellen
des Patienten erkennen die Tumorzellen
iiber das Antikorperfragment des CAR.
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Abb. 3 A Funktionsweise von therapeutischen Antikdrpern. Die Abbildung zeigt die Funktionsweise
von unterschiedlichen Antikorpern. Die Bindung eines agonistischen Antikdrpers an einen Todesre-
zeptor der Krebszelle fiihrt zu einem Signal in den Kern hinein und zur Apoptose der Krebszelle. Der
intrazelluldre Antikorper (,intrabody”) wird in der Regel als scFv in der Krebszelle produziert. Er be-
steht aus der variablen Kette der schweren (VH) und leichten Kette (VL) eines Antikdrpers, die Giber
einen Peptidlinker miteinander verbunden sind (scFv)

Nach Signaliibertragung in den Kern der
T-Zelle wird die Tumorzelle eliminiert.
Diese Therapie ist fiir einige Krebsarten
schon zugelassen, aber auch sehr auf-
wendig und hat starke Nebenwirkungen
[17]. So kénnen z. B. sehr viele Zytokine
durch eine grofle Zahl aktivierter CAR-
T-Zellen und von diesen Zellen ange-
lockten Immunzellen freigesetzt werden,
was im schlimmsten Fall todlich ist.

Antigenprasentierende Zellen
und Tumorzellen hemmen

die Aktivierung von CD8+-
zytotoxischen T-Zellen und CD4+-
Helfer-Zellen

Dendritische Zellen und Tumorzellen
kénnen die Abwehrfunktion von zyto-
toxischen CD8*-T-Zellen und CD4*-T-
Helfer-Zellen inhibieren. Dazu expri-
mieren die dendritischen Zellen und
Tumorzellen den PD-1-Liganden (PD-
L1) auf ihrer Zelloberfliche [18]. Der
Ligand bindet an den Rezeptor ,pro-
grammed cell death-1“ (PD-1) auf CD4*-
Helfer-Zellen und CD8*-zytotoxischen
T-Zellen. Durch die Bindung von PD-1
an PD-L1 wird der aktivierende Signal-
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weg der T-Zelle inhibiert. Zytotoxische
T-Zellen und CD4*-Helfer-Zellen kon-
nen auch durch das Oberfldchenprote-
in ,cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4“ (CTLA-4) gehemmt werden.
CTLA-4 bindet an B7-1 oder B7-2 auf
dendritischen Zellen, und das fithrt auch
zur Inaktivierung der T-Zellen [18]. Die
Molekiile wie PD-1 und CTLA-4 auf
T-Zellen gehoren zu den Checkpointmo-
lekiilen, da sie an einem entscheidenden
Punkt der Immunabwehr diese regulie-
ren (in diesem Fall hemmen) konnen.
Die inhibierende Wirkung der Check-
pointmolekiile kann durch blockierende
Antikérper, wie im ndchsten Abschnitt
gezeigt, aufgehoben werden.

Aktivierung von T-Zellen
durch Blockierung von
Checkpointmolekilen mit
therapeutischen Antikorpern

Um die Interaktion von den Check-
pointmolekillen PD-1 auf der Oberfla-
che von zytotoxischen CD8*-T-Zellen
und CD4*-T-Helfer-Zellen mit dem Li-
ganden PD-L1 auf Tumorzellen und
dendritischen Zellen zu verhindern,

koénnen monoklonale Antikérper gegen
PD-1 oder PD-L1 eingesetzt werden.
Entsprechend koénnen auch Antikorper
gegen CTLA-4 eingesetzt werden. Dabei
konnte gezeigt werden, dass die Blocka-
de mit Anti-PD-1 und Anti-CTLA-4-
Antikérpern auf unterschiedlichen zellu-
liren Mechanismen beruhen [19].Anti-
PD-1-Antikérper induzieren in erster
Linie das Expandieren von CD8*-T-Zel-
len, wihrend Anti-CTLA-4-Antikorper
die Expansion von ICOS*-Ty1-T-Zellen
und CD8*-T-Zellen férdern konnen.
Der Einsatz von blockierenden Anti-
CTLA-4-, Anti-PD-1- und Anti-PD-
L1-Antikorpern fithrt deutlich zu einer
Verliangerung der Lebenszeit bei meh-
reren Krebsarten. Momentan sind diese
Antikérper fir die Therapie verschie-
denster Krebsarten zugelassen, u.a. fiir
Melanom, Lungenkrebs, Nieren- und
Blasenkrebs, aber auch gegen bestimmte
Typen von Lymphom, Darm- oder Ge-
barmutterkrebs. Dabei werden die Anti-
PD-1-, Anti-PD-L1- und Anti-CTLA-
4-Antikorper einzeln oder auch An-
ti-PD-1- bzw. Anti-PD-L1-Antikorper
zusammen mit CTLA-4-Antikorpern
eingesetzt wie beim fortgeschrittenen
Melanom [20]. Da CTLA-4, PD-1 und
PD-L1 auf verschiedenen Immunzellen
vorkommen, kann das Immunsystems
durch Checkpointantikorper stark akti-
viert werden, und es kann auch zu einer
Immunantwort gegen Normalgewebe
und damit autoimmunen Nebenwirkun-
gen fithren, z.B. zu einer Kolitis.

Die Blockierung von Immuncheck-
pointmolekiilen im Tumorgewebe ist nur
dann effektiv, wenn gentigend aktivierte
zytotoxische CD8*-T-Zellen von den
Lymphknoten iibers Blut ins Tumor-
gewebe transportiert werden konnen,
um die Tumorzellen zu eliminieren
(B Abb. 2). Wihrend der Tumorangioge-
neseentstehen Blutgefifle, in denen die
Verbindungen zwischen Endothelzellen,
welche die Wand der Blutgefifle aus-
kleiden, unterbrochen sind. Das basiert
auf der starken Sekretion von VEGF aus
Tumorzellen und anderen Faktoren, die
von Immunzellen in der unmittelbaren
Umgebung des Tumors ausgeschiittet
werden. VEGF fithrt zur Ausbildung
neuer Blutgefale durch Aktivierung des
VEGEFR-2 auf Endothelzellen. Eine Kom-



bination von blockierenden Anti-VEGEF-
Antikorpern und blockierenden Anti-
CTLA-4/PD-L1-Antikérpern wird mo-
mentan in mehreren klinischen Studien
getestet. Ziel ist es, den Transport der ak-
tivierten zytotoxischen T-Zellen von den
Lymphknoten zu den Tumorzellen durch
intakte Blutgefifle zu ermoglichen und
dort eine Inhibierung der T-Zellen durch
die Tumorzellen mit blockierenden Anti-
korpern gegen die Checkpointmolekiile
zu verhindern. Vor Kurzem wurde eine
Zulassung fiir eine Therapie mit Anti-
PD-L1-Antikorper und Avastin (einem
blockierenden Anti-VEGEF-Antikorper)
beim hepatozelluliren Karzinom (HCC)
erteilt.

Eine andere Moglichkeit, T-Zellen zu
aktivieren, ist der Einsatz von Zytokinen
wie z.B. IL-2 oder IL-12, die T-Zellen
direkt an der Tumoroberfldche aktivie-
ren koénnen. Fir diese Strategie werden
an den C-terminalen Enden von Anti-
korperfragmenten, die ein TAA auf Tu-
morzellen erkennen, IL-2 oder IL-12 fu-
sioniert. Die Zytokine IL-2 oder IL-12
konnen T-Zellen aktivieren, wenn sie den
entsprechenden IL-2- oder IL-12-Rezep-
tor, der auf T-Zellen exprimiert wird, bin-
den. Nachdem die Antikorper mit IL-2
oder IL-12 die Tumorzelle gebunden ha-
ben, kann diezytotoxische CD8*-T-Zelle,
die an der Oberfliche den MHCI-Pep-
tid-Komplex erkennt, durch das Zyto-
kin aktiviert werden und die Tumorzelle
eliminieren. Diese Antikorperkonstrukte
werden Immunzytokine genannt. Ande-
re Zytokine, die spezifisch mittels Anti-
koérper zum Tumor transportiert werden,
sind TNF, IL-4, IL-6, IL-10 und IFNa
[21]. Momentan werden viele der entwi-
ckelten Immunzytokine in verschiede-
nen klinischen Phasen getestet und zei-
gen sehr gute Aktivitat.

Tumorabwehr wird durch eigene
Antikorper initiiert

Fir die Tumorabwehr mit Antikérpern
miissen diese zuerst von B-Zellen gebil-
det werden. Nach Markierung der Tu-
morzellen mit diesen Antikérpern kann
deren Eliminierung mithilfe von natiirli-
chenKillerzellen, Makrophagen und dem
Komplementsystem eingeleitet werden.

Therapeutische Antikorper gegen
Oberflachenmolekiile der Tumor-
zellen aktivieren Makrophagen,
natlrliche Killerzellen und das
Komplementsystem

Eine zentrale Rolle bei der Antikérper-
produktion durch B-Zellen spielen die
dendritischen Zellen, die den Tumor-
peptid-MHCII-Komplex den CD4*-T-
Helfer-Zellen auf der Oberfldche pri-
sentieren miissen, damit die B-Zelle
dann nach Kontakt mit der CD4*-T-
Helfer-Zelle zur antikrperproduzieren-
den Plasmazelle differenzieren kann.
Eigene Anti-Tumor-Antikérper kénnen
nicht gebildet werden, wenn z.B. die
Entwicklung von dendritischen Zellen
aus Vorlauferzellen mittels Faktoren (wie
z.B. VEGF, Interleukin-10, [IL-10] oder
»granulocyte/macrophage  colony-sti-
mulating factor®), die von Tumorzellen
ausgeschieden werden, gestort ist. Es
kommt dann zu einer Anhiufung von
unreifen DC.

Wenn keine Antikorper gegen die
Tumorzellen gebildet werden,
kénnen therapeutische Antikorper
eingesetzt werden

Die therapeutischen Antikorper konnen
nach der Bindung an TAAs auf der Ober-
fliche von Krebszellen diese markieren.
Makrophagen oder natiirliche Killerzel-
len binden dann an einen konstanten Teil
(Fc-Doméne) des Antikorpers und eli-
minieren die Tumorzelle. Dabei binden
diese Immunzellen iber ihren Fcy-Re-
zeptor an die Fc-Doméne des Antikor-
pers (8 Abb. 3). Dieser Abwehrmechanis-
mus wird ,antibody-dependent cell cy-
totoxicity“ (ADCC) genannt. Auch das
Komplementprotein C1qkannandenFc-
Teil des an die Oberfldche der Tumorzel-
le gebundenen Antikérpers binden und
danach alle anderen Komplementkom-
ponenten binden lassen, was zur Lyse
der Tumorzelle fithrt. Dieser Vorgang
wird ,,complement-dependent cytotoxi-
city“ (CDC) genannt.

Beispiele fiir rekombinante therapeu-
tische Antikorper sind Rituximab, der
CD20 auf B-Zellen erkennt und beim
Non-Hodgkin-Lymphom und chroni-
scher lymphatischer Leukidmie eingesetzt
wird, sowie Cetuximab, der den ,epi-

thelial growth factor receptor® (EGFR)
erkennt und bei Kopf-Hals-Karzinomen
und Kolonkarzinomen eingesetzt wird,
und Trastuzumab, der den HER2/neu-
Rezeptor erkennt und bei Mammakar-
zinom und Magenkarzinom eingesetzt
wird.

Bei den oben eingesetzten Antikor-
pern handelt es sich um Mausantikor-
per mit humanen konstanten Doménen
(chimdre Antikérper) und humanisierte
Antikorper, in denen nur die hypervaria-
blen Antigenbindungsdominen (CDRs
[-complementarity determing regions®])
aus der Maus stammen. Die Ursprungs-
antikorper dieser gentechnologisch her-
gestellten Antikorper stammen alle aus
der Hybridomtechnik. Zusitzlich werden
heutzutage auch rekombinante voll hu-
mane IgG-Antikorper oder gentechno-
logisch verianderte Antikorperfragmente
(wie z.B. bispezifische Antikérper, Im-
munzytokine oder Immuntoxine) ein-
gesetzt. Die humanen Antikorper wer-
den dabei aus Antikorper-Genbibliothe-
ken mittels Phagendisplay isoliert [22,
23].

Antikorper, die spezifisch Toxine in
Tumorzellen bringen

Da Tumorzellen oft nicht durch das
Immunsystem eliminiert werden, kann
man mithilfe von Antikorpern gegen
Oberflichenproteine von Krebszellen
die katalytische Doméne eines Toxins
in die Tumorzelle transportieren. Diese
Konstrukte werden Immuntoxine ge-
nannt (B Abb. 3). Bei einem bakteriellen
oder pflanzlichen Toxin, das aus einer
zellbindenden Domine, einer Transloka-
tionsdoméne (wichtig fiir den Transport
durch die Membran der Zelle) und einer
katalytischen Domine besteht, wird die
Bindungsdomane durch ein spezifisches
Antikérperfragment ersetzt. Es gibt viele
Immuntoxine, die in klinischen Studien
getestet werden, dennoch gibt es bisher
nur drei zugelassene Immuntoxine gegen
hématologische Krebserkrankungen.
Um die Nebenwirkungen von an Anti-
koérper gekoppelten Toxinen zu reduzie-
ren, werden auch sog. Prodrugs in der
Krebstherapie eingesetzt. Eine Strategie
besteht darin, Toxine als inaktives Pro-
drug tiber einen Linker spezifisch mittels
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Liganden, diean Zelloberfldchenproteine
binden, oder speziellen Trigern (Nano-
partikeln) in die Tumorzelle zu trans-
portieren. In der Zelle wird der Linker
von einem Enzym, welches vermehrt in
der Tumorzelle produziert wird, gespal-
ten und das Prodrug zum Toxin aktiviert,
welches die Tumorzelle eliminiert [24].

Last but not least: Antikorper, die
in der Tumorzelle wirksam sind

Vielversprechende Anti-Krebs-Antikor-
per sind auch intrazellulire Antikorper
(intrabodies). Diese konnen sowohl den
Transport von Oberflichenrezeptoren an
die Zelloberfliche als auch zytosolische
Proteine innerhalb einer Target-Zelle in-
hibieren [25, 26]. Dazu werden die Ge-
ne der intrabodies mittels Transfektion
oder viraler Transduktion in die Tumor-
zelle eingebracht. Der Vorteil der intra-
bodies ist ihre exzellente Spezifitit, Off
Target Effekte sind bisher nicht bekannt.
Nach Produktion in der Tumorzelle inhi-
bieren die intrabodies dann die Tumor-
antigene. Intrabodies gegen VEGFR 2
und mutiertes Ras wurden hergestellt,
die das Tumorwachstum in Xenograft-
Tumor-Mausmodellen inhibierten. Bis-
her sind noch keine intrabodies in der
Klinik eingesetzt worden, da wie bei an-
deren gentherapeutischen Ansitzen, wie
mit RNAi oder CRISPER/Cas ein tumor-
zellspezifischer Intrabody-Gen-Transfer
momentan noch sehr schwierig durch-
zufithren ist [27].

Fazit und Ausblick

Viele therapeutische Antikorper werden
momentan erfolgreich eingesetzt. Auch
die Zukunft ist vielversprechend fiir die
Immuntherapie mit Antikérpern. Ein
Fortschritt konnte die Identifikation von
Neoantigenen, die bei einer Tumor-
art bei mehreren Patienten vorkommt,
mithilfe von RNA-Sequenzierung und
Proteomanalyse von Einzelzellen aus
Tumorgewebe sein. So konnten Neben-
wirkungen reduziert werden. Attraktiv
wiren auch CAR-T-Zell-Therapien mit
neoantigenspezifischen CAR in Gegen-
wart von Checkpointantikérpern.
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