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Checkpoint-Inhibitoren

Krebszellen keine

Maskierung erlauben

Antikorper als Checkpoint-Inhibitoren

Mechthild Kasser

-

Abbildung 1: Checkpoint Charlie — hier 5 Tage nach der Mauerdffnung am 14. November 1989 — hat mit anderen Grenzkon-
trollposten und auch mit biologischen Checkpoints eins gemeinsam: Zunachst wird nur die oberflachliche Erscheinung oder
Dokumentation gepriift. Bei Zellen missen ZuckereiweiBe auf deren Oberflachen zu Signalmolekiilen von auBen passen, um in
den jeweiligen Zellen Reaktionen auszuldsen. Krebszellen tduschen quasi wie Spione eine falsche Identitat vor, verhindern den
Angriff von zelltétenden T-Zellen (Foto: DoD photo, USA, ID: DFST9101398, Staff Sergeant F. Lee Cockran).

Grenzkontrollposten (Abbildung 1) haben mit
biologischen Checkpoints eins gemeinsam: Zundchst wird
nur die oberflachliche Erscheinung oder Dokumentation
gepriift. Bei Zellen mlssen ZuckereiweiBe auf deren
Oberflachen zu Signalmoleklen von auBen passen, um
in den jeweiligen Zellen Reaktionen auszuldsen.
Krebszellen tauschen quasi wie Spione eine falsche
Identitét vor, verhindern den Angriff von zelltétenden T-
Zellen. Jetzt gibt es Strategien, die dies verhindern; dies
beschreibt der Artikel.

Die Autorin:

Dr. Mechthild Késser ist promovierte Lebensmittelchemikerin.
Sie begeistert sich fiir Themen der Biologie, Medizin, Biochemie
und Gentechnik. Seit vielen Jahren ist sie Korrespondentin der
CLB. Dieser Artikel erschien in dhnlicher Form als Kapitel in dem
Buch ,Krebs wird heilbar“. Dazu gibt es in dieser CLB eine
Rezension in der Rubrik , Literatur®.
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Antikorper sind uns als Eiweile bekannt, die von B-
Zellen hergestellt im Blut zirkulieren, sich an Fremd-
korper wie Bakterien oder Viren anheften und sie da-
durch fiir das Immunsystem als zu zerstorende
Eindringlinge kennzeichnen.

Dieser Mechanismus ist von Natur aus nicht spezi-
ell gegen Krebszellen gerichtet. Doch das von den
Forschern gewonnene bessere Verstindnis der Ver-
teidigungsmaBnahmen des Krebses ermdglichte es,
ihn als schlagkraftige Waffe gegen Krebs nutzbar zu
machen.

Dazu stellt man gentechnisch Antikorper her, die
gezielt die Abwehr der Krebszellen gegen das Immun-
system schwachen. Diese Art Antikorper wird in
Form der Checkpoint-Inhibitoren oder Kontroll-
punkthemmer als Medikamente gegen Krebs ge-
nutzt.

Was genau ist unter einem Checkpoint oder Kon-
trollpunkt zu verstehen?
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1. Das Wesen der Checkpoints auf Zellen

Wie oben schon beschrieben, besitzen Zellen auf
ihrer AuBenhiille verschiedene Zuckereiweile. Eini-
ge dienen als Antennen. Sie nehmen Signale auf und
leiten sie ins Zellinnere weiter. Ausgelost werden die
Signale durch kleine Molekiile, die genau in Struktu-
ren der Antenne passen. Es kdnnen aber auch Teile
von Oberflichenmolekiilen anderer Zellen sein, die
sich ebenso perfekt in die Struktur einfligen.

Der Beriihrungsreiz pflanzt sich bis in den Zellkern
fort und 10st dort eine vorbestimmte Reaktion aus.
Man kann auch sagen: Durch das Signal erhalt die
Zelle eine Anweisung und flhrt sie gewissenhaft aus.
Dabei wirken die Antennen-Eiweille wie Schalter,
liber die von aullen eine Reaktion abgerufen wird.
Zellbiologen nennen diese Schalter auch Kontroll-
punkte (engl. checkpoints), weil sich tber sie die Zel-
le zuverldssig steuern und kontrollieren lasst.

Diese Moglichkeit nutzen auch die Krebszellen.
Um zu erlautern, wie sie dabei vorgehen, soll noch-
mals kurz auf den Lebensweg der im Immunsystem
fiir die Abwehr von kranken oder entarteten korper-
eigenen Zellen vorgesehenen T-Zellen eingegangen
werden.

1.1 T-Zellenaggression iiber Checkpoints steuern

Die naiven T-Zellen warten darauf, von einer den-
dritischen Zelle iiber ihre T-Zell-Rezeptoren das Si-
gnal zu empfangen, gegen verdnderte Zellen
vorzugehen. Hat eine T-Zelle den passenden Rezep-
tor, um das Signal aufzunehmen, so wandelt sie sich
innerlich und duBerlich um, vermehrt sich, und die
ganze Armee riickt gegen den Feind aus.

Es widre aber verhdngnisvoll, wenn die T-Zellen in
ihrem aggressiven Verhalten auf Dauer verharrten. So
wie die Gefahr durch die veranderten Zellen allméh-
lich sinkt, miissen auch die zelltétenden T-Zellen in
ihren Angriffen nachlassen. Es wiirden sonst Entziin-
dungen tiberhand nehmen und Autoimmunkrankhei-
ten entstehen.

Das Immunsystem sorgt dafiir, dass dies nicht ge-
schieht. So dauert ein akuter T-Zellangriff nur einige
Tage an. Bis dann haben die kdmpfenden T-Zellen
Schaltermolekiile ausgebildet, iiber die sie wieder
friedlich gestimmt werden konnen. Langerfristig ge-
hen diese Zellen, da sie nicht mehr gebraucht wer-
den, zugrunde. Es verbleiben nur die Gedachtnis-
zellen.

Die Aufgabe des Herunterschaltens iibernehmen
im Allgemeinen besondere Immunzellen, die regula-
torischen T-Zellen. Sie besitzen auf ihrer Hiille Zu-
cker-EiweiB-Verbindungen, die bei Kontakt mit den
entsprechenden Schaltern der zelltétenden T-Zellen
das Signal zur Beendigung der Kampfhandlungen ge-
ben.

Einer dieser Aus-Schalter auf aggressiven T-Zellen
tragt den Namen PD-1 (programmed death receptor
1). Entsprechend werden die dazu passenden Kon-
taktmolekiile auf den besdnftigenden Zellen PD-L1

regulatorische

T-Zelle

zelltotende
T-Zelle

Abbildung 2: Eine regulatorische T-Zelle dampft die Aggressivitat einer zelltéten-

den T-Zelle (alle Abbildungen, wenn nicht anders gekennzeichnet: M. Kasser).

genannt. Dabei steht L fir Ligand, das heilt binden-
des Molekiil.

Abbildung 2 zeigt eine regulatorische T-Zelle, die
sich mit ihrem PD-L1-Eiweil an den Kontrollpunkt
PD-1 der zelltétenden T-Zelle geheftet hat. Auf diese
Art gibt sie der aggressiven T-Zelle zu verstehen, dass
sie ihre Angriffe einstellen soll.

Durch die Betdtigung dieser Schalter behalt das Im-
munsystem die Kontrolle tiber eine seiner méachtigs-
ten Waffen. Dieses Prinzip kann aber auch
zweckentfremdet werden. Insbesondere solide Tu-
more nutzen es.

1.1.1 Tumor tauscht T-Zellen

Bei mehr als der Halfte der untersuchten Tumoren
[1] haben Pathologen in bosartigem Gewebe unge-
wohnlich viele PD-1-Liganden nachgewiesen, vor al-
lem in der Nédhe eingewanderter, erschopfter T-
Zellen. Man vermutet, dass die Liganden als Antwort
auf den T-Zell-Angriff ausgebildet werden. Sie ermog-
lichen es dem Tumor, das fiir ihn bedrohliche Eingrei-
fen des Immunsystems zu blockieren.

Indem er die T-Zellen zur Untétigkeit zwingt, kann
er unbehelligt wachsen.

1.1.2 Antikorper verhiillen

T-Zell-Rezeptor: Checkpoint-Inhibitoren

Onkologen brachte dieser Befund auf den Gedan-
ken, die Verbindung von PD-1 und PD-L1, dem Schal-
ter und seinem Liganden, zu verhindern und damit
dem Krebs die Moglichkeit zu nehmen, die T-Zelle
ruhig zu stellen. Sie entwickelten passgenaue Anti-
korper, die sich wie ein Verhterli entweder tiber
den PD-1-Rezeptor der T-Zellen oder den PD-L1-Li-
ganden der Krebszellen stlilpen und den Kontakt zwi-
schen ihnen unmoglich machen.

T-Zellen, die den Tumor aufsuchen, lassen sich
dann nicht mehr von ihm ausbremsen. Sie bleiben ag-
gressiv und gehen mit groRerem Erfolg gegen die ent-
arteten Zellen vor.

Da die Antikdrper die Signaliibertragung an den
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T-Zelle wird
abgeschaltet

T-Zelle

Abbildung 3:
Hemmung der
Kontrollpunkte
PD-1 bzw. PD-L1
durch Antikérper.
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1.1.3 Nobelpreis fiir

T-Zelle bleibt Checkpoint-Inhibitoren
aggressiv Kontr.ollpunkthemmer .haben
Antikéroer heute ihren festen Platz in der
P Krebsbehandlung. Wegen ihrer
Nivolumab T-Zelle medizinischen Bedeutung wurde

Antikorper
Atezolizumab

Kontrollpunkten hemmen, werden sie Kontrollpunkt-
Hemmer oder Checkpoint-Inhibitoren genannt.

Heften sich nattirliche, von B-Zellen hergestellte
Antikorper an Zellen, so ist dies eine Aufforderung an
das Immunsystem, diese zu zerstéren. Das sollte aber
nicht bei T-Zellen geschehen, deren PD-1-Rezeptor
von einem Antikorper abgeschirmt wird. Deshalb
wurden bei dem Kontrollpunkthemmer die Merkma-
le, an denen das Immunsystem natiirliche Antikdrper
erkennt, entfernt.

Abbildung 3 zeigt den Unterschied beim Angriff
von T-Zellen auf Krebsgewebe. Links wird die Aggres-
sivitat der T-Zelle von der Krebszelle iiber den Kon-
takt der PD-L1- und PD-1-Oberflichenmolekiile
gedrosselt. Rechts ist dies fiir die Krebszellen nicht
moglich, da die Oberflichenmolekiile PD-L1 bzw. PD-
1 bereits durch einen Antikorper besetzt sind.

Abbildung 4: Die Immunologen James P. Allison (links, USA)
sowie Tasuko Honjo erhielten fiir grundlegende Entdeckun-
gen der Checkpoint-Inhibitoren 2018 den Nobelpreis fiir Me-
dizin. Zuvor — 2014 — hatten sie bereits den chinesischen
Tang-Preis in der Kategorie Biopharmazeutische Wissen-
schaft erhalten (Foto: Tang-Preis-Stiftung).
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die zugrundeliegende Entdeckung
der Kontrollpunkte 2018 mit der
Verleihung des Nobelpreises fir
Medizin gewiirdigt (Abbildung 4).

Der japanische Immunologe Ta-
suku Honjo (geb. 1942) erhielt die
Auszeichnung fiir seine Forschun-
gen tber PD-1 und dessen Steue-
rung, der US-Amerikaner James P.
Allison (geb. 1948) fiir die Aufkla-
rung eines anderen Kontroll-
punkts namens CTLA-4 (engl. fiir
cytotoxic T-lymphocyte-associated
Protein 4). Die Grundlagenfor-
schung beider Wissenschaftler
fihrten zur Entwicklung der heutigen Antikorper-
Medikamente gegen Krebs mit den Wirkstoffen Nivo-
lumab, Atezolizumab oder Ipilimumab.

1.1.4 Ein anderer Weg:

Der Kontrollpunkt CTLA-4

Beim Kontrollpunkt CTLA-4 liegen die Verhaltnisse
etwas anders als bei PD-1. Seine Regelung ist kompli-
zierter. Anhand der Abbildung 5 soll sie kurz erldu-
tert werden.

CTLA-4 ist wie PD-1 ein Oberflichenmolekdil auf
der T-Zelle, das Signale empfangt und weiterleitet.
Naive T-Zellen haben den Schalter nicht. Er entsteht
nach ihrer Aktivierung durch eine dendritische Zelle
in den Lymphknoten und bietet die Moglichkeit,
schon friih eine tibermaBige Produktion von T-Zellen
zu verhindern.

Wie in Abbildung 5 gezeigt, ist zur Aktivierung neben
dem Kontakt zwischen T-Zell-Rezeptor und MHC der
dendritischen Zelle auch ein Kontakt des B7 der dendri-
tischen Zelle mit dem CD28 der T-Zelle erforderlich.
MHC ist der Haupthistokompatibilitaitskomplex oder
Major Histocompatibility Complex. Er befindet sich
mehrfach auf der Oberfliche jeder Zelle eines Men-
schen und ist das Kennzeichen fiir alle eigenen Zellen.
Seine Form gleicht einem Prdsentierteller, auf dem die
Zellen Bruchstiicke ihres EiweiB-Stoffwechsels bzw.
dendritische Zellen ihre Antigene vorzeigen.

Bildet sich der CTLA-4 heraus, so tritt er als An-
dockpunkt fiir die dendritische Zelle in Konkurrenz
zum CD28. Dabei ist die Bindung von B7 mit CTLA-4
starker als mit CD28. Sie hat eine Deaktivierung der
T-Zelle zur Folge.

Das Immunsystem nutzt diese Moglichkeit, um
eine tiberschiefende Immunantwort zu verhindern.
Fiir Tumore sind solche dendritische Zellen willkom-
mene Giste, zwingen sie doch die T-Zellen in ihrer
Umgebung zur Untétigkeit.
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Links im Bild wird die erfolgrei-
che Abwehrmalnahme des Kreb-
ses dargestellt. Durch den Kontakt
B7-CTLA-4 der eingelagerten den-
dritischen Zellen mit den angrei-
fenden T-Zellen wird deren
Aktivitdt gedampft.

Das rechte Bild gezeigt, wie der
Kontrollpunkthemmer Ipilimumab
den CTLA-4 abschirmt und der
dendritischen Zelle dadurch diese
Moglichkeit nimmt.

Wenn sich ein Antikorper auf
CTLA-4 setzt und die Bindung mit
B7 der dendritischen Zelle aufiost
oder verhindert, so dockt die den-
dritische Zelle mit ihrem B7 an
CD28 der T-Zelle an, und diese
Kopplung hat die entgegengesetz-
te Wirkung: Die Immunzelle wird
nicht ruhig gehalten, sondern ver-
starkt im Gegenteil ihre Angriffskraft.

Antikorper-Therapien sind aber nicht auf die Hem-
mung von Kontrollpunkten beschrankt. Sie umfassen
ganz allgemein Anwendungen, bei denen die Wir-
kung von Botenstoffen oder typische Stoffwechsel-
wege blockiert werden — nicht nur beim Kampf gegen
Krebs.

2. Wie kommt man zu Antikorpern?

Ein Medikament gegen Diphtherie, das 1895 der
oft todlichen Kinderkrankheit den Schrecken nahm,
war nichts anderes als ein Antikorperpraparat. Nur
hieB es damals nicht so, der Begriff Antikorper wurde
erst 1902 von dem Mediziner und Forscher Paul Ehr-
lich (1854-1915) gepragt.

2.1 Uber Diphtherie und Pferde zum

Antitoxin und Antikorper

Der Entwickler des Medikaments, Emil von Beh-
ring (1854-1917), hatte mit seinen Kollegen folgende
Uberlegungen angestellt: Bei einer Infektion wehrt
sich der Korper gegen die Erreger, er ringt sie schlieB3-
lich nieder und wird gesund. Auch wenn Bakterien
Gifte (Toxine) absondern wie bei Diphtherie und Te-
tanus, bildet der Korper offensichtlich Gegengifte,
die das Bakterientoxin irgendwie neutralisieren,
sonst gibe es keine Gesundung. Diese nattirlich ge-
bildeten , Antitoxine“ miissten im Blut zu finden sein
und man sollte mit ihnen Infektionskrankheiten hei-
len koénnen.

Sie infizierten also Pferde, Schafe oder Rinder, ent-
nahmen ihnen nach einigen Wochen Blut und gewan-
nen daraus das Serum, in dem sie die Gegengifte
vermuteten. Und der Erfolg gab ihnen recht: Schon
damals konnte ihr Wundermittel 75 % der an Diph-
therie erkrankten Kinder gesund machen, ein Mei-
lenstein in der Geschichte der Medizin!

CTLA-4-Bindung
verhindert
T-Zellaktivierung

criaa 1t
B7 ’
v

dendritische
Zelle

Antikorper

T-Zelle CTLA-4

1/

Die Wirkstoffe bei dieser Blutserum-Therapie wa-
ren die von den Immunzellen der Tiere gebildeten
Antikorper. Naturlicherweise liegt eine Mischung
aus mehreren Varianten vor, die von verschiedenen
Zellen stammen. Daher unterscheiden sie sich in
ihrem Bau und packen das Gift von unterschiedlichen
Seiten, um es unschddlich zu machen. ,Polyklonale
Antikorper, wiirden Immunologen heute sagen,
und: ,ein passiver, ein therapeutischer Impfstoff®.

So segensreich die Antikorper-Seren zundchst auch
waren, es gab noch manches zu verbessern. Die Wirk-
stoffe enthielten typisch tierische Anteile. Diese wur-
den vom menschlichen Immunsystem als korper-
fremd erkannt und bei wiederholter Gabe bekdmpft.
Noch in den 60er und 70er Jahren des letzten Jahr-
hunderts fragte der Arzt Verletzte, denen er eine pas-
sive Impfung gegen Tetanus empfahl, ob sie etwa
bereits ein Serum vom Pferd erhalten hdtten. War
dies der Fall, so musste er ein Tetanus-Serum von ei-
nem andern Tier wahlen.

Inzwischen verwenden die Hersteller von Antikor-
pern nicht mehr groBe Tiere, sondern Zellen, die in
Néhrlosungen gehalten und ,kultiviert“ werden.

Gefragt sind auch nicht mehr Mischungen von
Wirkstoffen, wie sie Tiere liefern; denn Tiere enthal-
ten auch schon vor der gezielten Infizierung viele An-
tikorper im Blut, die von andern {berstandenen
Infektionen stammen. Diese konnen im Menschen
unerwinschte Nebenwirkungen entfalten. Vielmehr
setzt man heute ganz auf monoklonale Antikorper.

2.2 Monoklonale Antikdrper

Monoklonal bedeutet, dass sie von einem einzigen
Klon produziert wurden, also von Zellen, die alle von
nur einer Zelle abstammen und daher identisch sind.
Sie heften sich folglich auch nur an genau eine Stelle
ihres Zielmolekdls. Damit sind sie eindeutig definiert
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Abbildung 5: Kon-
trollpunkthem-
mung durch
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Abbildung 6: Der argentinischer Molekularbiologe und Immu-
nologe César Milstein (1927-2002; links) und der deutsche
Biologe Georges Kohler (1946-1995) erhielten 1984 den No-
belpreis fiir Medizin. Sie hatten durch Zellverschmelzung Hy-
bridoma-Zellen geschaffen (Foto: MRC Laboratory of
Molecular Biology, Cambridge, UK).

Abbildung 7: Herstellung monoklonaler Antikdrper mithilfe von Hybridoma-Zellen.
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und in ihrer Wirkung berechenbar und zuverldssig.
Dies sind fiir Mediziner wichtige und geschétzte Ei-
genschaften.

Die Zellen fiir die Herstellung von monoklonalen
Antikorpern stammten zundchst von Mausen. Um sie
zu gewinnen, infiziert man die Tiere mehrmals mit
dem gewahlten Antigen, zum Beispiel mit dem Diph-
therietoxin.

2.2.1 Hybridoma-Zellen —

und noch ein Nobelpreis

Wie bei Menschen auch wachsen daraufhin einige
B-Zellen der Maus, die das Bakteriengift als fremd er-
kannt haben, zu Plasmazellen heran, den eigentli-
chen Antikorper-Produzenten.

Diese Plasmazellen entnimmt man nach einigen
Wochen der Milz, die reich an dieser Form von B-Zel-
len ist, oder den Lymphknoten der infizierten Mause.

Allerdings kann man mit Plasmazellen keine grolen
Mengen Antikorper herstellen. Plasmazellen haben
von Natur aus die Fahigkeit, sich zu teilen, verloren;
sie sterben nach rund 10 Tagen. Fiir eine rentable
Antikorperproduktion aber braucht man Zellen, die
sich wie Bakterienkulturen unentwegt vermehren
und so Uber lange Zeit einen stetigen Strom groBer
Mengen an Wirkstoffen liefern.

Dieses Problem haben Zellbiologen Mitte der 70er
Jahre mit einem Trick gelost: Sie verschmolzen die
Plasmazellen mit einer besonderen Art von Krebszel-
len, den Myelomazellen, die aus B-Zellen entstanden
sind.

Dadurch schafft man kiinstlich Zellmischlinge, in
denen die wertgebenden Eigenschaften vereint sind:
Von den Plasmazellen haben sie die Fahigkeit, Anti-
korper zu produzieren, und wie Krebszellen sind sie
fast unbegrenzt teilungsfahig und praktisch unsterb-
lich. Diese Zellen heilen Hybridoma-Zellen.

Die Methode der Zellverschmelzung wurde von
Georges Kohler und Cesar Milstein entwickelt. 1984
erhielten sie dafiir den Nobelpreis fiir Medizin.

2.2.2 Ausgangselement Mauszelle

Unter den gewonnenen Hybridoma-Zellen wird
nun die Zelle bestimmt und ausgewahlt, deren Anti-
korper sich besonders gut und stark an das Antigen
anheften. Das kann so geschehen, dass das Antigen
fest auf einer Oberfliche aufgebracht ist und das Zell-
gemisch in einer Fliissigkeit dartiber geleitet wird.
Nur Zellen, die mit dem Antigen eine Bindung einge-
hen, werden zuriickgehalten, alle anderen Zellen
weggewaschen.

Die am besten geeignete Zelle wird Stammmutter
fiir einen theoretisch unsterblichen Klon von identi-
schen Zellen, die alle den gleichen, wohl definierten
monoklonalen Antikorper in theoretisch unbegrenz-
ter Menge herstellen und in die Nahrlosung abgeben.
Abbildung 7 veranschaulicht die Vorgehensweise.

Nach diesem Verfahren lieBen sich in Mdusen auch
Antikorper gegen Kontrollpunkte des Immunsystems
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oder gegen Antigene des Krebses herstellen. Doch
auf dem Weg zu medikamententauglichen Antikor-
pern waren noch einige Hiirden zu nehmen.

Ganz allgemein blieben medizinische Erfolge mit
den durch Mause gewonnenen Antikérpern zunachst
aus. Die tierischen Anteile darin storen. Sie werden
vom menschlichen Immunsystem als fremd erkannt
und bekampft. Das bedeutet, dass wenige Tage nach
der Antikorpergabe unser Abwehrsystem seinerseits
Antikorper gegen die fremden Stoffe bildet, Anti-An-
tikérper, und sie bei den folgenden Verabreichungen
zerstort, noch ehe die ihre heilsame Wirkung entfal-
ten konnen. Jede notwendige weitere Gabe wird da-
mit wirkungslos.

2.2.3 Gentechnisch veranderte Mause

Erst als es gelang, die verwendeten Mause gentech-
nisch so zu verandern, dass ihre Plasmazellen
menschliche Antikorper herstellten, begann der Sie-
geszug dieser Wirkstoffe in der Medizin. In den letz-
ten Jahren brachten sie den Durchbruch bei der
Bekampfung vieler Krankheiten, darunter von Tumo-
ren aller Art.

Die Verdnderung der Antikorper von den tierischen
iiber gemischte zu menschlichen Varianten ist in Ab-
bildung 8 dargestelit.

2.2.4 Verschiedene monoklonale Antikorper

Monoklonale Antikorper sind durch die Endung
,-mab“ (engl. fiir monoclonal antibody) kenntlich ge-
macht. Antikorper mit Handelsnamen, die auf -omab
enden, stammen aus der Maus. Eine Mischform, bei
der bis auf den erkennenden Bereich alle Teile durch
menschliche ersetzt sind, die chimdren Antikorper,
tragen die Endung -ximab, menschliche Antikdrper
dann -umab. Beispiele sind Ipilimumab, Nivolumab,
Atezolizumab oder Pembrolizumab.

Heute werden 60-70% der Antikérper und anderer
Eiweil- Medikamente gentechnisch gewonnen. Das
heiBt, man iibertragt die zur Erzeugung der Antikor-
per erforderlichen Gene in Zellkulturen und lasst die-
se die Eiweille herstellen.

Als Produzent sind vor allem Zellen von Saugetie-
ren vorteilhaft. Bakterien, Pflanzen oder Hefen, die
sonst als Fabriken fiir unterschiedlichste Stoffe gute
Dienste tun, sind zur Herstellung von Antikdrpern
weniger geeignet. Ihnen fehlen die Enzyme, die an
diese Eiweile zusitzlich die charakteristischen Zu-
ckerketten anhdngen. Und die sind wichtig, weil sie
die Wirksamkeit der Antikorper im menschlichen
Korper merklich erhéhen.

2.3 Die CHO-Zelllinie

Die bei weitem wichtigste Sdugerzelllinie fiir die
gentechnische Herstellung monoklonaler Antikdrper
sind die CHO-Zellen.

1957 gewann sie der Genetiker und Biophysiker
Theodore Puck aus den Eierstocken eines Chinesi-
schen Zwerghamsters (Cricetulus griseus), der in sei-
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Maus-Antikérper chiméarer
Antikérper
-omab -ximab

nem Labor lebte. Der Name CHO-Zellen leitet sich
von ,Chinese Hamster Ovary“ ab. Diese Zell-Linie
lebt bis heute fort und wird in Hunderten von Labo-
ren und Produktionsanlagen auf der ganzen Welt ge-
halten.

Pucks Zwerghamster war ein Gliicksfall fiir den Ge-
netiker. Begeistert berichtete Puck: ,In Kultur gehal-
tene Zellen aus Lunge, Niere, Milz und den
Eierstocken dieses Tieres haben sich ausgezeichnet
vermehrt; und die aus den Eierstdcken konnten
schon langer als zehn Monate in Kultur gehalten wer-
den, ohne dass die Vermehrungsrate nachgelassen
oder sich die Gestalt der Zellen verdndert hitte.“ [2]

Wie sich zeigte, tibertraf die Zelllinie die geweck-
ten Erwartungen: Nicht nur zehn Monate, sondern
inzwischen schon iiber 60 Jahre lebt sie fort. Von der
urspriinglichen sind inzwischen mehrere spezialisier-
te Zelllinien abgeleitet worden. Alle zeichnen sich
durch ein schnelles Wachstum aus, ohne dass sich die
Zellen verandern. Und sie bauen von Natur aus Eiwei-
Re, die den menschlichen sehr dhneln und daher als
Medikament viel wirksamer und vertraglicher sind.

Dartiiber hinaus widerstehen sie dem Befall mit fiir
den Menschen gefdhrlichen Viren wie HI-, Polio-, In-
fluenza- oder Herpesviren, so dass die den Patienten
zugefiihrte Antikorperlosung von diesen Krankheits-
erregern frei und damit besonders sicher ist.

Gentechniker schitzen an CHO-Zellen, dass sie
fremdes Erbgut sehr leicht in ihr eigenes aufnehmen
und die fremde Information zuverlassig z. B. in Anti-
korper umsetzen.

2.3.1 Monoklonale Antikorper aus CHO-Zellen

Abbildung 9 beschreibt die Herstellung monoklo-
naler Antikérper mit Hilfe von CHO-Zellen:

Das synthetisierte Antikorper-Gen wird mit speziel-
len, ringfoérmigen Genfdhren in CHO-Zellen einge-
bracht.  Nicht alle angesprochenen Zellen
ibernehmen das Gen. Deshalb werden die verander-
ten Zellen ausgelesen und einzeln zu je einem Klon
vermehrt. In einem weiteren Schritt wird der aktivste
Klon ausgewdhlt. Die so gewonnenen Zellen vermeh-
ren sich in grolem MaBstab in einer Nahrldsung und
produzieren die gewiinschten Antikorper.

Dank ihrer vielen vorteilhaften Eigenschaften wur-
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wachsene Patienten mit schwar-

| 'ﬁ\ ll:"' ) ( @ ., ; N \ CHO-Zell-Linie zem Hautkrebs (Melanom). Eine
\ E__J.,- k“?f) <@ ’) d (r—;,: ) 2T mit weitere Vor.aussetzung ist, da§s
S e iy L L die Krankheit schon fortgeschrit-
. SR A ——_Antikorper-Gen ten ist. Das ist dann der Fall,
[~ ) t(ﬁ ) @) )~ ) wenn der Tumor zu groR ist, um
\__/:' y - _— \ (u) ihn noch zu entfernen, oder wenn
T g er Absiedlungen gebildet und sich
CHO-Zell-Linie Auslese bereits tiber Blut- oder Lymphsys-
tem ausgebreitet hat.

3 ) 3 oy Wie das Institut fiir Qualitdt
i (O e, und Wirtschaftlichkeit im Ge-
Genfahren mit () 3 ) Jl ) <?_), sundheitswesen IQWiG bekannt
Antikdrper-Gen — l B gibt, kann Ipilimumab die Le-
benszeit von Menschen mit sol-
900000000000 sepatate chen nicht mehr operierbaren,
888888888888 Vermehrung todbringenden Melanomen um

000000000000| (Klonen) der einige Monate verlingern [3].
§§§§§§§§§§§§ Einzelzellen In einer Studie [4] bggbachte-
000000000000| |n kleinen ten Krebsforscher, dass fiinf Jahre
. nach einer Kombi-Behandlung
Y Y & Geféalen mit Ipilimumab und der Gblichen
Vermehrung Chemotherapie noch etwa 18 %
Y und Auslese des der Behandelten lebten, nach

- geeignetsten Chemotherapie allein nur 8 %.
groBitechn. Zellklons Anders als Ipilimumab greifen
Herstellung die neueren Medikamente wie
(bis 20000-Liter-Gefalle) Opdivo, Keytruda und Tecentriq

Abbildung 9:
Gentechnische
Herstellung mo-
noklonaler Anti-
korper.

de die CHO-Linie zum Arbeitstier der pharmazeuti-
schen Industrie. Unter welchen Bedingungen — Tem-
peratur, Nahrstoffe, Riihrgeschwindigkeit — die CHO-
Zellen besonders gute EiweiB-Ausbeuten liefern und
wie dann der Wirkstoff am effektivsten gewonnen,
gereinigt und gelagert wird, gehort zu den wohl geht-
teten Betriebsgeheimnissen der Hersteller.

3. Kontrollpunkthemmer als Medikament

Die neuen Medikamente erweisen sich ganz allge-
mein bei Tumoren mit vielen genetischen Verdnde-
rungen als &duBerst wirksam. Diese fiihren zur
Ausbildung der ungewohnlich hohen Anzahl be-
stimmter Rezeptoren.

3.1 PD-L1/PD-1 und

CTLA-4/CD28-Mechanismen genutzt

Heute werden vor allem die oben vorgestellten PD-
L1/PD-1 und CTLA-4/CD28-Mechanismen medizi-
nisch genutzt [1].

3.1.1 Ipilimumab

Als erstes Medikament, das kiinstliche Antikorper
zur Abschirmung von Kontrollpunkten einsetzt, wur-
de 2011 Ipilimumab (Handelsname Yervoy von Bris-
tol-Myers Squibb) in der Europdischen Union
eingefiihrt. Es blockiert den CTLA-4-Kontrollpunkt.

Zugelassen ist Ipilimumab ausschlieBlich fiir er-
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in den PD-1/PD-L1-Pfad ein (Ab-
bildung 3).

3.1.2 Nivolumab

Opdivo (Bristol-Myers-Squibb) enthdlt den Wirk-
stoff Nivolumab. Es wurde in der EU 2015 als Medi-
kament bei gleich sechs verschiedenen Krebsarten
zugelassen. Patienten mit schwarzem Hautkrebs und
manchen Formen von Nierenkrebs bekommen es als
Standardbehandlung. Bei Lungenkrebs vom Typ
nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom, beim klassi-
schen Hodgkin-Lymphom (Krebs des Lymphsystems),
Blasenkrebs und bei Tumoren im Kopf-Hals-Bereich
ist der Einsatz des Antikorpers erst erlaubt, wenn an-
dere Therapien versagt haben.

3.1.3 Pembrolizumab

Keytruda (Merck/MSD) enthélt den Wirkstoff Pem-
brolizumab. In der EU ist es zugelassen zur Behand-
lung von schwarzem Hautkrebs, Lungenkrebs,
Hodgkin-Lymphom, Tumore der ableitenden Harnwe-
ge sowie Kopf- und Nackenkrebs, wenn das Tumorge-
webe hohe Gehalte von PD-L1 aufweist. Es wird nur
gegen weit fortgeschrittene Tumore, die Metastasen
gebildet haben oder auf keine andere Behandlung
mehr ansprechen, verabreicht oder um zu verhin-
dern, dass schwarzer Hautkrebs nach einer operati-
ven Entfernung wieder zurtickkehrt.

In vielen Fillen tbertrifft Pembrolizumab die Wir-
kung des dlteren Ipilimumab und anderer eingefiihr-
ter Krebsmedikamente. Studien belegen, dass die
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Patienten langer leben, die Erkrankung tiber Monate
stagniert und je nach Studie bei 8-40 % der Behandel-
ten alle Zeichen von Krebs verschwinden.

3.1.4 Atezolizumab

Atezolizumab (Tecentriq, Hersteller Roche) ist ei-
ner der neuesten Kontrollpunkthemmer. Wahrend
die beiden vorgenannten Antikorper den PD1 auf der
T-Zelle blockieren, wirkt er auf den PD-L1 der Krebs-
zelle und verhindert, dass diese sich verteidigen
kann. Er ist seit 2017 zur Behandlung von Tumoren
der Lunge und der ableitenden Harnwege in der EU
zugelassen. Bei Krebskranken, fiir die die tbliche
Chemotherapie mit Cisplatin nicht in Frage kommt,
ist der neue Antikorper die Alternative.

2019 erhielt Atezolizumab in Kombination mit der
Chemotherapie Abraxane zudem die EU-Zulassung
fir die Behandlung Erwachsener mit inoperablem, lo-
kal fortgeschrittenem oder metastasierendem drei-
fach-negativem Brustkrebs (TNBC) [5], fiir den
dringend Therapiemoglichkeiten benotigt werden.

3.1.5 Durvalumab und Avelumab

Zwei weitere Kontrollpunkthemmer, die PD-L1 blo-
ckieren, sind seit 2017 bzw. 2018 in der EU zugelas-
sen: Durvalumab (Imfinzi von AstraZeneca) zur
Behandlung von Lungenkrebs und Avelumab (Baven-
cio von Merck/Pfizer) zur Behandlung einer Haut-
krebsart, des metastasierten Merkelzellkarzinoms.

Verabreicht werden die Medikamente als Infusion
direkt in die Venen. Denn Antikorper eignen sich
nicht fiir eine Aufnahme in Tablettenform. Als Eiwei-
Re wiirden sie in Magen und Darm verdaut werden.

Fir die Behandlung mit Ipilimumab beispielsweise
sind vier anderthalbstiindige Infusionen im Abstand
von drei Wochen die Regel.

3.2 Nebenwirkungen

Bei dem Eingriff in die Regelkreise des Immunsys-
tems durch Kontrollpunkt-Hemmung kommt es nicht
nur zur Zerstorung des Krebsgewebes, auch gesundes
Gewebe wird geschadigt.

Die Dampfung der T-Zellaktivitdit tber den
PD-1/PD-L1-Weg und die Hemmung der Produktion
von aggressiven T-Zellen {iber CTLA-4 sind wichtige
MaBnahmen, mit denen sich das Immunsystem vor
Uberreaktionen schiitzt.

Die entfesselten T-Zellen konnen Entziindungen in
Leber, Lunge, Darm, Bauchspeicheldriise, Haut und
Gelenken bewirken. Diese fiihren bei vielen Patien-
ten zu Appetitlosigkeit, Durchfall, Hautausschlag,
rheumatischen Schmerzen sowie allgemeinen Mi-
digkeits- und Schwachegefiihlen.

[hnen wirken Arzte u. a. mit Kortison entgegen.

In manchen Féllen reagieren Patienten jedoch so
stark, dass die Therapie abgebrochen werden muss.

Grundsitzlich sind die Behandelten engmaschig zu
liberwachen. Schon bei ersten Anzeichen von Auto-
immunreaktionen muss sofort eingegriffen werden,

weil schwere Nebenwirkungen moglicherweise mit
Todesfolge oder bleibende Schiaden drohen.

Allgemein ist die Belastbarkeit der Patienten auch
Jahre nach erfolgreicher Behandlung gedampft.

4. Bedeutung der Kontrollpunkthemmer

Bei der Behandlung fast aller Krebsformen kommen
heute Kontrollpunkthemmer zum Zuge. Gerade bei
einem der aggressivsten Arten, dem fortgeschritte-
nen schwarzen Hautkrebs, fiihrte die Weiterentwick-
lung der Antikorper zu unerwarteten Erfolgen.

Betrugen die Uberlebensraten bei einer Chemothe-
rapie urspriinglich im Durchschnitt 6-10 Monate, so
konnen die neuen Immuntherapien sie auf bis zu
zehn Jahre verlangern — mit Ausblick auf mehr. Auch
wenn nur 20-30 % der Behandelten auf die Therapie
iiberhaupt ansprechen, so sind es 20-30 % gegentiber
0 % friher [6].

Schon aufgegebene Patienten erleben tber viele
Jahre eine deutliche, manchmal sogar vollstandige
Rickbildung des entarteten Hautgewebes und der
Metastasen, die sich in Organen gebildet haben [7].

Bei Lungenkrebs, der am haufigsten vorkommen-
den Tumorart, die friher einem Todesurteil gleich-
kam, heilen die Wirkstoffe heute ebenfalls ein Viertel
bis ein Drittel der Patienten. Das war vor allem bei
fortgeschrittener Erkrankung mit keiner klassischen
Behandlung maglich.

5. Ausblick

,lch erwarte, dass sich dieser Ansatz in den néachs-
ten Jahren als fester Baustein der Krebstherapie eta-
blieren wird — und in vielen Fillen eine wirkliche
Aussicht auf Heilung verspricht. Die Checkpoint-Inhi-
bition wird uns dabei helfen, zu verstehen, wie das
Immunsystem Krebs bekdmpfen kann und welche
Merkmale im Tumorgewebe dabei relevant sind*,
schrieb 2015 Prof. Michael Platten, damals leitender
Oberarzt in der Neurologie am Universitatsklinikum
Heidelberg und Gruppenleiter in der Neuro- und
Hirntumor-Immunologie am Deutschen Krebsfor-
schungszentrum [8].-

Auch in Zukunft bleiben Kontrollpunkt-Hemmer
ein Schwerpunkt der Krebsforschung. Man ist zuver-
sichtlich, die Therapie ausdehnen, weiter verfeinern
und treffsicherer machen zu konnen.

Wissenschaftler in aller Welt widmen sich der Ent-
wicklung monoklonaler Antikérper, mit denen sich
neu entdeckte Signalwege bei Krebserkrankungen
beeinflussen lassen. Eine ganze Reihe neuer Kontroll-
punkt-Hemmer wird zurzeit bei wiederkehrendem
Blutkrebs der Art ALL (Akute Lymphatische Leuk-
amie), bei Hirntumoren und entartetem Gewebe in
Speiserohre und Magen klinisch erprobt.

Die rasante Entwicklung wird — so erwarten Fach-
leute — in Kiirze zu weiteren Zulassungen fiihren, z.B.
fiir Harnblasen-, Magen- und Darmkrebs.
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Wie flir andere Immuntherapien gilt auch fir die
Kontrollpunkt-Hemmung: Das, was Mediziner als
grole Erfolge bekanntgeben und feiern, ist fur die
Mehrzahl der Krebskranken zurzeit weit ab von einer
verlasslichen Krebs-Heilung. Da sich die verbleibende
Lebenszeit einzelner Patienten aber deutlich verldn-
gern lasst, setzen Patienten grofe Hoffnung darauf,
dass die Therapie auch bei ihnen hilft.

5.1 Analysen werden wichtig

Es fillt bei allen Studien auf, wie unterschiedlich
die einzelnen Patienten auf Kontrollpunkthemmer
ansprechen. Bei einigen wenigen verschwindet der
Tumor, sie werden gesund und sind es bislang iber
Jahre der Nachsorge geblieben. Andere reagieren gar
nicht. Wieder andere erlangen nur voriibergehend
Linderung, dann lebt der Krebs wieder auf. Sie gewin-
nen hochstens ein paar Monate Lebenszeit.

Wie ist das zu erklaren?

Lange waren Krebswissenschaftler davon ausgegan-
gen, dass es fiir eine Therapie auf das Korpergewebe
ankommt, aus dem die Krebszellen entstanden sind.
Folglich werden Medikamente allgemein fiir nur ganz
bestimmte Krankheiten zugelassen, bei Krebs bei-
spielsweise fur Haut- oder Brustkrebs.

Auf die Kontrollpunkthemmung trifft dies nicht zu.
Hier ist fur den Erfolg entscheidend, ob die Blockade
vorliegt, gegen die der Antikorper entworfen ist. Das
kann bei einem Lungentumor der Fall sein, bei einem
andern jedoch nicht, aber eventuell wieder bei einem
Nierenzellkrebs.

Dies gilt es im Einzelfall festzustellen, d. h. Analy-
sen werden wichtig. Ihr Ergebnis entscheidet tber
die Art der Behandlung. Dazu wird zuerst eine Biop-
sie, eine Probe des entarteten Gewebes, entnommen
und eingehend untersucht. Spezialisten hierfiir sind
die Pathologen. Sie begutachten Krebszellen nicht
nur duBerlich und unter dem Mikroskop, inzwischen
hat sich ihr Fachgebiet erweitert und umfasst auch
Kenntnisse und Methoden der Zellbiologie und der
Gen-Analyse.

Erst seit wenigen Jahren gelingt es tberhaupt, in
einem Krebs festzustellen, ob er die Liganden PD-L1,
die T-Zellen lahmen, ausgebildet hat oder ob er T-Zel-
len enthalt, die den Krebs als krank erkannt haben
und schon in ihn eingedrungen sind.

Bei einem Krebsgewebe, das reich an PD-L1 und T-
Zellen ist, stehen die Aussichten gut, dass eine Anti-
korpertherapie anschldgt, denn es bedeutet zum ei-
nen, dass der Krebs diese Zellen {iber PD-L1 in
Schach hélt, und zum anderen, dass es im Korper T-
Zellen gibt, die den Krebs erkennen. Die Antikorper
machen dann den Weg frei flir einen erfolgreichen T-
Zell-Angriff.

Oft aber sucht man im entarteten Gewebe vergeb-
lich nach T-Zellen oder findet zumindest keine, die
PD-1-Antennen tragen; oder die Krebszellen haben
keine PD-L1-Molekiile ausgebildet.

Dann ist davon auszugehen, dass sich dieser Tumor

CLB 71. Jahrgang, Heft 03 - 04/2020

mit andern Mitteln vor der Korperabwehr schiitzt,
und dass ein Kontrollpunkt-Hemmer fiir den
PD-1/PD-L1-Signalweg hier nicht wirkt.

Eine andere Therapie muss gesucht werden. Sie
wird je nach Krebsgewebe bei den Patienten unter-
schiedlich ausfallen.

Fiir die Ermittlung der richtigen Vorgehensweise —
ob chirurgischer Eingriff, Strahlen-, Chemo- oder Im-
muntherapie — spielt daher die Analyse der Erbanla-
gen in den Tumorzellen eine entscheidende Rolle.
Sie verhindert, dass kostbare Zeit mit einer unwirksa-
men Therapie verloren geht. Ml
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Open-Access-Buch ,Hallo, wir heiBen Sauerstoff”

Der Rubikon-Verlag hat jetzt sein erstes Open Access-Buch
veroffentlicht. Es entstand auf Initiative von CLB-Autorin
Veronika Meyer und ist eine zusammenfassende Umgestaltung
ihrer ,Hallo, wir sind Sauerstoff”-CLB-Artikel mit Grafiken von
Raymond Blavatt..

Veronika Meyer will grundlegendes Wissen und wichtige
Zusammenhange von Naturwissenschaften leicht verstandlich
darlegen und allgemein verflighar machen. Das Buch steht daher
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www.clb.de/download/wiesauerstoffdieweltsieht22-03-2020. pdf
zum kostenlosen Herunterladen bereit. Vereine, Schulen, Kinder-
und Jugendgruppen sind herzlich eingeladen, dieses Buch zur
Information und Lehre zu verwenden und auch beispielsweise auf
ihren Webseiten weiter zu verbreiten (Creative Commons-Lizenz
4.0 int. BY-NC-ND). Eine Leseprobe ist hier wiedergegeben.

Dr. Veronika . Meyer ist Chemiserin st Promation in analitischer Chemie an
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Sauerstoff und Stickstoff — ein Ringelreihen im Boden

War das nicht seitsam? Als mir die Sauerstoffs vor einiger Zeit die
Fusammensetzung der Luft erklirten, behaupleten sie, der in Massen
vorkommende Stickstaff sei langweilig, weil er nicht so reaktions-
freudig sei wie Sauerstoff. Doch im Verbrennungsraum eines Motors
konnten diese beiden Gase offenbar zusammenfinden. War das auch
in der Natur mdglich? Ich stand gerade in der Gartenabfeflung des
Supermarkts, weil ich Tulpenzwiebeln kaufen wollte, und bemerkte
in einer Ecke die dicken Sicke von ,Stickstoffdinger”. Das musste
ich mir von den Sauerstoffs erkldren lassen.

Gliicklich trug ich meinen Efnkauf nach Hause und begann sogleich,
die Zwiebeln in die Erde meines kleinen Vorgartens zu stecken. Wun-
derbar wiirden die Tulpen im ndchsten Friihjahr leuchten, rot, gelb
und geflammt. Als ich fertlg war und aufriaumen wollte, safien die
Sauerstaffs auf einer der leeren Verpackungen und schienen das
Etikett , Rote Apeldoorn® zu studieren.

LLiebt ihr die Blumen auch?®, fragte ich. ,/aaaa,” kam die ver-
trédumte Antwort, wschifefSlich sind wir in der Form von Kohlendioxid
und Wasser an fhrem Gedeihen beteiligt, aber auch als Nitrat. Du
musst wissen, dass Stickstoff und Sauerstoff nicht nur im Automo-
tor miteinander reagieren, sondern auch im Boden. Dort kommen
Bakterien vor, welche es fertigbringen, ohne grofles Aufhebens den
Stickstoff zu oxidieren, also Nitrat zu erzeugen. Pflanzen bendtigen
namiich nicht nur Wasser und Kohlendioxid, sondern auch Stickstoff
und andere Elemente. Ohne Stickstoff kinnten sie keine Proteine
synthetisteren, die du zum Leben bendtigst. Es gibt ja so viel Stickstoff
in der Luft, da sind schon vor Urzeiten spezielle Bakterien auf den
Trick gekommen, wie sie thn einfangen kénnen. Dann fanden gevisse
Pflanzen wie Klee, Bohnen oder Erien, sie kénnten diese Bakterien als
Untermfeter beherbergen, um an den Stickstoff zu gelangen. Und alle
Pflanzen profitieren vorm oxidierten Stickstoff in der Form von Nitrat,
das durch andere Bakterienarten hergestelit wird."

Das kiingt ganz schon kompliziert*, fand ich.

15t es auch. fm Boden lauft unablissig der Stickstoffkrefsiauf. Tote
Lebewesen werden zersetzt und geben ihre kostbaren Inhaltsstoffe
frei, so dass die Planzen wachsen kdnnen. Und zusatzlich fangen die
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speziellen Bakierien den
Luftstickstoff ein, so dass
dessen Menge in der Erde
@ Steigt.”
«Und das geniigt den Fflanzen?*
@, Wie man's nimmt. Fflanzen
sind hungrig nach Stickstoff,
und seine Cewinnung aus der
Luft ist auch fir die Bakterlen kein ein-
Sfaches Geschaft. Deshailb sind Landwirte
und Gartner ganz wild auf Stickstoffdinger,
der in Fabriken hergestellt wird. Damit verwihnen sie ihre Kulturen
und trimmen sie auf krdftiges Wachstum. Manchmal idbertreiben sie
es mir dem Verwdhnen.”

Der erste Schritt des Stickstoffkreislaufs im Boden geschieht durch
die Stickstoff-Fixierer, jene Bakterien, welche die Sauerstoffs ,speziell®
genannt hatten, 5ie verkniipfen in einer komplizierten Abfolge von
mehreren chemischen Reaktionen Wasserstoff mit Luftstickstoff zu
Ammeniak NH,. In Kontakt mit Wasser entsteht daraus Ammonium
NH,*. Das Gebilde trigt eine positive elektrische Ladung (durch das
+ angezeigt) und ist deshalb ein sogenanntes lon.

Nun kommen zwei andere Kategorien von Bakterien zum Zug, die
Nitrifizierer. Die einen oxidieren Ammonium zu Nitrit NO,, das sind
negativ geladene lonen. Der dazu bendtigte Sauerstoff stammt aus der
Luft. Im nachsten Schritt oxidieren die Bakterien der zweiten Katego-
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