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1 Einleitung

1.1  Krebsimmuntherapie und adoptiver T-Zell-Transfer

Krebs zahlt zu den fuhrenden Todesursachen weltweit und wird zukunftig sehr wahrscheinlich noch vor Herz-
Kreislauf-Erkrankungen die haufigste Todesursache darstellen (Dagenais et al. 2019). Um dem
entgegenzuwirken wurden Uber die Jahre verschiedene Therapieansatze wie Chirurgie, Radio- und
Chemotherapie stetig weiterentwickelt. Als Erganzung zu diesen etablierten Behandlungsmetoden hat sich ein
weiterer vielversprechender Ansatz hervorgetan, die Immuntherapie. Bei der Krebsimmuntherapie wird das
Immunsystem des Patienten manipuliert und zur Bekdmpfung von Tumorzellen genutzt (Kruger et al. 2019).
Zu den derzeitige Strategien, die klinische Anwendung finden und zugelassen sind, zéhlen Immuncheckpoint-
Blocker, adoptiver-Zelltransfer und T-Zell-rekrutierende Antikdrper (Kobold et al. 2015, Kueberuwa et al.
2018, Lesch et al. 2019).

1.2 Antikorper und Antikorperderivate in der Immuntherapie
1.2.1  Aufbau von Antikdrpern und Interaktion von Fc und FcyRI11

Antikorper werden im Zuge einer Abwehrreaktion des Korpers von Plasmazellen gebildet und sind Teil der
adaptiven Immunantwort. Antikorper sind spezifisch gegen ein Antigen und lassen sich in funf
Immunglobulin (Ig)-Klassen — IgG, IgM, IgA, IgD und IgE — unterteilen. Die Grundstruktur ist Y-férmig und
besteht aus zwei identischen schweren Polypeptidketten (H) und zwei identischen leichten

Polypeptidketten (L). Diese einzelnen Polypeptidketten werden tber Disulfidbriicken und nicht-kovalente
Krafte zusammengehalten. Weiterhin lassen sich die Polypepdidketten in eine konstante (C) und eine variable
Region (V) unterscheiden, wobei die Vi und die V. fiir die Antigenerkennung zustandig sind (Abbildung 1).
Die konstanten Regionen der schweren Ketten bilden den Fc-Teil (fragment crystallizable) des Antikorpers.
Der Fc-Teil von Antikdrpern reguliert die Antikdrper abhangigen zytotoxischen Aktivitaten und bestimmt die
Serum-Halbwertszeit (Leabman et al. 2013). Rituximab, ein monoklonaler anti-CD20 Antikorper, war der
erste Antikorper der von der amerikanischen Behdérde flir Lebens- und Arzneimittel (Food and Drug
Administration, FDA) 1997 fiir die Krebsimmuntherapie zugelassen wurde (Maloney et al. 1994, McLaughlin
et al. 1998). Der klinische Erfolg von Rituximab legte den Grundstein fiir die Anwendung von monoklonalen
Antikdrpern in der Krebsimmuntherapie und fuihrte zur Entwicklung weiterer therapeutischer Antikorper
(Weiner et al. 2010). Die Wirkmechamismen dieser Antikorpern basieren auf der antikorperabhangigen
zellvermittelten Zytotoxizitéat (antibody dependent cellular cytotoxicity, (ADCC)), der
komplementvermittelten Zytotoxizitat (complement dependent cytotoxicity, (CDC)), Neutralisierung des
Targets oder auf immunmodulatorischen Effekten auf T-Zellen (Suzuki et al. 2015). Immunmodularorische
Antikorper, aktivieren die Tumorabwehr, indem aktivierende T-Zell-Rezeptoren stimuliert werden oder
inhibitorische Interaktionen zwischen Antigen-prasentierenden Zellen und T-Zellen blockiert werden. Gerade
bei solchen antagonistischen Antikdrpern wie anti-programmed death-1 (PD-1)-Antikorper oder anti-PD-1
Ligand-Antikorper ist die Funktion hauptséchlich von den Fab-Fragmenten abhangig (Jutz et al. 2017). Um

den Erfolg einer solchen Therapie zu gewahrleisten und potentielle ADCC oder CDC Effekte zu vermeiden,



mussen diese immunmodulatorischen Antikorper eine geringe oder bestenfalls keine Bindung zu Fcy-R
besitzen (Schlothauer et al. 2016). Da sonst unerwinschte Nebeneffekte wie das Schadigen von gesundem
Gewebe, das Aggregieren von Thrombozyten (Worthington et al. 1990) oder die Eliminierung von Effektor-
T-Zellen auftreten kénnen (Chen et al. 2019). In préklinischen Studien in denen PD-1-Inhibitoren getestet
wurden, kam es zur Eliminierung von PD-1" T-Zellen die aufgrund von ADCC durch FcyRI* Makrophagen
phagozytiert wurden (Lo Russo et al. 2019). Dies hatte die Hyperprogression des Tumors zur Folge.
Hyperprogression des Tumors ist ein haufiger Nebeneffekt der bei einem von finf Patienten auftritt, die mit
Immuncheckpoint-Inhibitoren behandelt werden und in kiirzester Zeit zum Tod des Patienten flihrt (Lo Russo
et al. 2019). Deshalb werden Antikorper bendtigt, bei denen die Fc-Fragment-vermittelten Effektorfunktion
abgeschwacht oder komplett eliminiert sind (Leabman et al. 2013, Lund et al. 1992). Eine Mdglichkeit, dies
zu erreichen ist das Einfiihren von Mutationen im Fc-Teil des Antikdrpers. Die Kombination dreier
Mutationen ndmlich die Leucin (L) zu Alanin (A) Substitutionen an den Positionen 234 und 235 (LALA)
sowie die Prolin (P) zu Glycin (G) Substitution an der Position 329 (P329G) flihrt zu einem solchen Effekt
(Sondermann et al. 2000). Das Prolin an der Position 329 des humanen IgG1 Fc bildet van-der-Waals-
Interaktionen mit zwei Tryptophanen 108 und 131 des Fc-yRI11 aus und sichert so die Bindung des 1gG1 an
den Rezeptor (Sondermann et al. 2000). Dieses Motiv der Prolin-Tryptophan Interaktion ist zwischen den
meisten Fcy- und Fce-Rezeptoren und den vier humanen 1gG-Isotypen sowie den humanen IgE Sequenzen
konserviert (Garman et al. 2000, Radaev et al. 2001). Durch die P329G Substitution kann die Fc-FcyR
Interaktion aufgehoben werden. Das Recycling Uber FcRn wird allerdings nicht beeintréchtigt. Das Einflihren
der P329G LALA Mutationen in den Fc-Teil des Antikorpers, fuhrt somit zu kompletten Inhibierung der Fc-
YR abhé&ngigen zellvermittelten Zytotoxizitat und zur Inhibierung der Interaktion mit dem Komplement
Protein C1qg (Hezareh et al. 2001, Schlothauer et al. 2016). Therapeutische Anwendung finden die P329G
LALA Mutationen beispielsweise in bispezifischen Antikorpern, deren Funktion ausschlieBlich ber die Fab-
Fragmente vermittelt werden soll (Bacac et al. 2016, Bacac et al. 2016, Brunker et al. 2016, Herter et al. 2018,
Klein et al. 2016).

TCB (2+1)

Abbildung 1 Schematische Darstellung eines 1gG1 Antikdrpers sowie verschiedener Antikdrpervariationen, modifiziert nach
Klein et al. (Klein et al. 2016). A: zeigt eine schematische Darstellung eines 1gG1 und seine einzelnen Komponenten, bestehend aus
einem Fc-Teil und einem Fab-Fragment. B: zeigt ein Fab-Fragment, bestehend aus einer konstanten schweren (Cw1) und einer
konstanten leichten Kette (CL) sowie einer variablen leichten (VL) und einer variablen schweren (V) antigenerkennenden Doméne.

C: zeigt ein Einzelketten (scFv)-Fragment bestehend aus einer (VL) und einer variablen schweren (V1) Doméne, wobei diese tber
einen Linker verbunden sind. Die Abbildung ist modifiziert nach Ha et al (Ha et al. 2016). D: zeigt einen IgG1 mit schematischer
Kennzeichnung der P329G Mutation in der CHz Region und den beiden L234A, L235A Substitutionen in der oberen hinge-Region der
CH2 Doméne (Schlothauer et al. 2016). E: zeigt einen bispezifischen Antikérper im 2+1 Format. Dieser besteht aus zwei Fab-Bindern
gegen das Tumorantigen und einem Fab-Binder (blau), der gegen CD3 auf der T-Zelle gerichtet ist.



1.2.2 Bispezifische T-Zell-Antikoérper

Weitere Antikorperformate, die klinische Anwendung finden, sind bi- oder multispezifische
T-Zell-Antikorper (Klein et al. 2016, Thakur et al. 2018). Hierbei handelt es sich um artifizielle Antikorper
mit differenzierter Antigenspezifitt, die seriell T-Zellen rekrutieren und antigenvermittelte Tumorzelllyse
induzieren (Wolach et al. 2015). Diese bispezifischen Antikdrper stellen den Kontakt zwischen T-Zelle und
Tumorzelle her, indem sie simultan an das gewinschte Tumorantigen und eine CD3 Untereinheit des TCR
binden (Klein et al. 2019, Smits et al. 2016). Daraus resultiert eine Kreuzvernetzung von Tumorzelle und
T-Zelle. Diese Kreuzvernetzung fuhrt zum Ausbilden einer immunologischen Synapse und hat die
Aktivierung der T-Zelle zur Folge. Die aktivierte T-Zelle proliferiert und vermittelt eine antigenabhéangige
Tumorzelllyse (Wolach et al. 2015). Generell werden zwei Kategorien an T-Zell-spezifischen Formaten
(TCB) unterschieden, (i) Fc-freie TCB und (ii) IgG-basierte TCB. Der zur ersten Kategorie gehtrende,
bispezifische T-Zell-Engager (BiTE) Blinatumomab wurde 2014 von der FDA zugelassen (Przepiorka et al.
2015). Blinatumomab setzt sich aus zwei scFv zusammen und ist gegen CD19 und CD3 gerichtet (Przepiorka
et al. 2015, Suresh et al. 2014). Dadurch, dass dieser BiTE keinen Fc-Teil besitzt, konnten anfangliche
Produktionsschwierigkeiten und unerwiinschte, Fc-vermittelte Nebenwirkungen vermieden werden (Lo et al.
2017). Blinatumomab wurde so zu einer erfolgreichen Behandlungsmethode fir wiederkehrende oder
refraktére akute lymphatische B-Zell Leukdmie (Przepiorka et al. 2015). Ein Nachteil dieser Fc-freien
bispezifischen Antikorper ist allerding die kurze Halbwertszeit, die eine kontinuierliche Infusion des Molekiils
erfordert (Portell et al. 2013). Neuere TCB Generationen sind IgG-basierte Formate und besitzen einen
Fc-Teil mit verminderter oder komplett inhibierter FcyR Bindung, jedoch 1gG-&hnliche Pharmakokinetik
(Bacac et al. 2016, Klein et al. 2019, Sun et al. 2015). Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten TCB
Formate sind potente Antikdrper im 2+1 Format und bestehen aus einem nicht-funktionalen Fc-Teil, zwei
Fab-Bindern gegen das Tumorantigen und einem Fab-Binder, der gegen CD3epsilon (CD3¢) auf der T-Zelle
gerichtet ist (Bacac et al. 2016, Bacac et al. 2016, Klein et al. 2016). Durch Bindung des Tumorantigens
mittels den beiden antigenspezifischen Fab-Bindern und die simultane monovalente Bindung des anti-CD3
Fab-Binders an die T-Zelle kommt es zur Aktivierung und Freisetzung von Zytokinen (Kobold et al. 2018,
Strohl et al. 2019). Diese TCB besitzen die P329G Mutation und vermitteln somit keine Fc-Effektorfunktion.
Dennoch besitzen sie aber den Vorteil einer langen Halbwertszeit und eigenen sich somit fur die
therapeutische Anwendung (Bacac et al. 2016, Bacac et al. 2016). Eine weitere Anwendung, die sich ebenfalls
die Rekrutierung von T-Zellen zu Nutze macht. sind chimére Antigenrezeptoren (CAR) (Eshhar et al. 1993).

Diese werden stabil in das T-Zell-Genom integriert und erkennen das Antigen direkt (Holzinger et al. 2019).

1.3 CAR-T-Zellen in der Immuntherapie
1.3.1 Aufbau von CAR-T-Zellen und konventionelles Design des CAR

Besonders die adoptive T-Zell-Immuntherapie mit chiméren Antigenrezeptor-T-Zellen (CAR-T-Zellen) hat
bei weit fortgeschrittenen Tumorerkrankungen in den letzten Jahren vielversprechende Resultate gezeigt. Im
Zuge der CAR-T-Zell-Therapie werden Patienten-autologe T-Zellen mittels Leukapherese enthommen und ex

vivo mit einem rekombinanten Oberflachenmolekil, dem CAR, ausgeriistet (Tyagarajan et al. 2019). Der



CAR ist stabil in das T-Zell-Genom integriert und kann bei der Zellteilung an die nachste Zelle weitergegeben
werden. Die Antigenerkennung durch CAR-T-Zellen erfolgt im Gegensatz zu natirlich vorkommenden
T-Zellen Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC) unabhangig (Murphy et al. 2005). AufRerdem ist es
mdglich, durch die Wahl der extrazellularen Antigenerkennungsdoméne des CAR die Affinitdt zum Antigen
zu modulieren, um so die Antigenselektivitat zu erhdhen. Eine der ersten Versionen von CAR-T-Zellen,
wurde von Zelig Eshhar et al. zu Beginn der 1990er beschrieben (Eshhar et al. 1993). Hierbei handelt es sich
um CAR-T-Zellen, bei der die variable Region (Fv) eines Antikdrpers mit der aktivierenden Doméne des
T-Zellrezeptors (TCR) fusioniert wurde. Dieses Konzept wurde weiter ausgearbeitet und dabei die variable
schwere und die variable leichte Antikdrper Einzelketten (single-chain) (scFv) (Abbildung 2) mit einem
Proteinlinker mit der CD3( Signaldoméne des TCR fusioniert. Es konnte gezeigt werden, dass diese
CAR-T-Zellen (1. Generation) Interleukin 2 (1L-2) sekretieren und spezifisch Targetzellen lysieren (Eshhar et
al. 1993). Uber die Jahre wurden verschiedene Parameter identifiziert, um die Wirksamkeit von
CAR-T-Zellen zu optimieren. Hierzu zéhlen beispielsweise die Integration unterschiedlicher einzelner

(2. Generation CAR) oder Kombinationen ko-stimulatorischer Doménen (3. Generation CAR) wie CD28,
CD134 oder CD137 (Scarfo et al. 2017). Mittlerweile existieren durch konstantes Optimieren des
CAR-Designs verschiedene weitere Formen (Holzinger et al. 2019). Diese CAR-T-Zellen sind in der Lage
Zytokine und andere transgene Produkte zu produzieren, welche beispielsweise die CAR-T-Zell-Proliferation
verbessern oder eine sekundéare Immunantwort induzieren (Chmielewski et al. 2012). Letzteres kann durch die
Rekrutierung von Zellen der angeborenen Immunantwort wie beispielsweise Makrophagen oder NK-Zellen
erfolgen (Chmielewski et al. 2012, Chmielewski et al. 2015, Kueberuwa et al. 2018). In klinischen Studien
werden vorwiegend CAR der 2. Generation verwendet, die das Antigen auf der Zelloberflache direkt binden
(Hartmann et al. 2017). Primér setzen sich diese CAR aus drei Domanen zusammen: einer intrazellularen
Signaldomane (ICD), welche iber eine Transmembrandomane (TMD) mit einer extrazelluléren
Antigenerkennungsdoméne (AED) verbunden ist (Hartmann et al. 2017). In den meisten CAR ist die AED ein
scFv, wobei es verschiedene andere Ansatze gibt, bei denen der scFv-AED beispielsweise durch eine
FcgRIII-AED substituiert ist (Darowski et al. 2019).

Antigenerkennungsdomane

Transmembranomane

Signaldomane

Generation

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aufbaus von CAR der 1—3. Generation, modifiziert nach Scarfo et al. (Scarfo et al.
2017). CAR bestehen aus einer Antigenerkennungsdoméne, die tber eine Transmembrandoméne mit der Signaldoméne verbunden ist.
CAR der 1. Generation enthalten eine intrazellulare CD3( Signaldoméne. CAR der 2. Generation besitzen zusétzlich zu der CD3¢
Signaldomaéne eine ko-stimulatorische Domane, in diesem Beispiel als CD28 gekennzeichnet. CAR der 3. Generation enthalten
zusétzlich zu der CD3( Signaldoméne und der CD28 Doméne noch eine weitere ko-stimulatorische Doméne, hier als 4-1BB
gekennzeichnet.



1.4 Klinische Erfolge und Nebenwirkungen von CAR-T-Zellen

Zurzeit entwickeln sich CAR-T-Zellen zu einem der vielversprechendsten immunonkologischen
Therapieansatze fir die Behandlung von Blutkrebs. Aufgrund der klinischen Erfolge wurden bisher zwei
CD19-spezifische CAR-T-Zell-Therapien, Kymriah™ (tisagenlecleucel) (FDA et al. 2018) und Yescarta®
(axicabtagene ciloleucel) (FDA et al. 2018) in den USA und der EU zugelassen. Allerdings kommt es bei der
klinischen Anwendung von CAR-T-Zellen nicht selten zu schwerwiegenden Nebenwirkungen (Yanez et al.
2019). Zu diesen zéhlen das erhdhte Freisetzen von Zytokinen (cytokine release syndrom, (CRS)) und das
Makrophagen-Aktivierungssyndrom (MAS) (Ali et al. 2019, Bishop et al. 2019). Durch die massive
Aktivierung des Immunsystems werden Zytokinen wie Interferon-y ( IFN-y), Tumor Nekrose Faktor-a
(TNF-a)), Makrophagen-Kolonie Stimulierungsfaktor (GM-CSF), Interleukin-6 (IL-6) und I1L-10 freigesetzt
(Morgan et al. 2010). CAR-T-Zellen kénnen Tumorzellen repetitiv lysieren, gleichzeitig kommt es zur
Expansion der CAR-T-Zellen. Dies kann eine Kettenreaktion in Gang setzen, die zur unkontrollierten Lyse
von gesundem Gewebe fiihrt, wenn das Zielantigen auch dort préasent ist (On-target, off-tumor effect) (Yu et
al. 2019). Um solchen Nebenwirkungen entgegenzuwirken, wurden die beiden
anti-CD19-CAR-T-Zell-Therapien zusatzlich mit einem Marker ausgestattet, der es ermdglicht diese Zellen
selekziv zu eliminieren. (FDA et al. 2018, FDA et al. 2018, Philip et al. 2014). Dies hat dann allerdings einen
vollstandigen Verlust der Zellen zur Folge, weshalb diese gegebenenfalls erneut verabreicht werden miissten
(Tokarew et al. 2019). Ein neuer Ansatz, der es ermdglicht CAR-T-Zellen besser zu steuern und nicht
vollstdndig aus dem System zu eliminieren, sind sogenannte universelle oder modulare CAR-T-Zellen
(modCAR-T) (Cartellieri et al. 2016, Cho et al. 2018, Darowski et al. 2019).

1.5 Modulare CAR-T-Zell-Systeme

Durch die Integration von CAR in T-Zellen, sind diese in der Lage beliebige Antigenstrukturen zu erkennen,
in Abhangigkeit der genutzten Antigenerkennenden Doméne (Eshhar et al. 1993). Dabei kdnnen CAR nicht
nur gegen konventionelle Tumorantigene, sondern auch gegen neo-Epitope wie Fluorescein isothiocyanate
(FITC) oder andere Haptene generiert werden (Darowski et al. 2019, Minutolo et al. 2019). Gekoppelt an ein
Adapter-Molekul, welches das Tumorantigen erkennt, kdnnen sogenannte universelle oder modularer
CAR-T-Zellen (modCAR-T-Zellen) entwickelt werden (Cartellieri et al. 2016). Das bedeutet, dass die
modCAR-T-Zellen nicht direkt gegen ein Tumoroberflachenantigen gerichtet sind, sondern stattdessen einen
CAR-Adapter binden; der dann wiederum an das Tumorantigen bindet (Darowski et al. 2019). Die Bildung
der immunologischen Synapse kann deshalb nur zustanden kommen, wenn der entsprechende Tumorantigen-
spezifische CAR-Adapter vorhanden ist. Dadurch wird das flexible Binden verschiedener Tumorantigene mit
einer nur einmalig transduzierten CAR-T-Zelle ermdglicht (Cho et al. 2018). Uber die Wahl des CAR-
Adapters in Bezug auf die Halbwertszeit, hoch oder niedrigaffine Binder, sowie das zu bindende
Tumorantigen, kann die Effektivitdt der modCAR-T-Zellen moduliert werden und potentielle
Nebenwirkungen minimiert werden (Cho et al. 2018). Die Mehrheit der CAR-Adapter, die in der Literatur
beschrieben werden, basieren auf IgG Molekilen oder IgG-Derivaten wie beispielsweise scFv, Fab oder
Nanobodies (Darowski et al. 2019, Minutolo et al. 2019).



Ein weiterer Ansatz der modCAR-T-Zellen sind CD16-CAR-T-Zellen (D'Aloia et al. 2016). Diese nutzen
vorwiegend den hoch affinen FcyRIIIa-Rezeptor als extrazellulare Antigenerkennungsdoméne und sind somit
in der Lage an die Fc-Domane von 1gG zu binden (Rataj et al. 2019). In Kombination mit verschiedenen
therapeutischen Antikdrpern wie Rituximab (anti-CD20) (Clemenceau et al. 2006) oder Trastuzumab (anti-
HER?2) (Ochi et al. 2014) kénnen CD16-CAR-T-Zellen die Tumorzelllyse induzieren (Caratelli et al. 2017,
Rataj et al. 2019). Allerdings besitzen CD16-CAR-T-Zellen eine niedrige micromolare Affinitét, so dass
endogene Antikdrpern um die CD16-ECD-Bindung kompetieren kénnen. Dadurch sind
CD16-modCAR-T-Zellen auch potentiell in der Lage endogene Antikdrper wie autoimmun-Antikorper zu
erkennen und gesundes Gewebe zu zerstoren (Caratelli et al. 2017).

1.6  Rationale und Zielsetzung der Promotionsarbeit

Derzeitig verfugbare CAR-basierte Ansatze sind so konzipiert, dass sie konstitutiv exprimiert werden und in
Gegenwart des Antigens aktiv sind (Holzinger et al. 2019). Die stetige Proliferation der CAR-T-Zellen nach
Antigenerkennung flihrt zu stetig steigenden Zytokin-Spiegeln, die unerwiinschte Nebenwirkungen
hervorrufen. Derzeitige Ansatze, um diese Nebenwirkungen zu kontrollieren, basieren auf der Gabe von anti-
inflammatorischen Medikamenten oder auf der Eliminierung der CAR-T-Zellen. Dadurch wird der
therapeutische Effekt eingeschrénkt oder komplett inhibiert. Um dem entgegenzuwirken werden
modCAR-T-Zell-Ansétze verwendet, bei denen CAR-Adapter bendtigt werden, um die immunologische
Synapse auszubilden. Dies ermdglicht flexible Antigenerkennung und das ,,An/Ab-schalten® von
CAR-T-Zellen. Diese modularen Ansétze bedienen sich allerdings CAR-Adaptern, die beispielsweise durch
die Fusion eines Hapten oder Peptid-Tags modifiziert sind. Dadurch kénnen unerwiinschte immunogene
Reaktionen im Patienten hervorgerufen werden (Lohmueller et al. 2017). CD16-CAR-T-Zellen als weiterer
Ansatz, nutzen bereits klinisch validierte Antikorper (Tanaka et al. 2016). Ein Nachteil dieser CD16-CAR-T-
Zellen ist jedoch die niedrige mikromolare Affinitét, so dass endogene Antikdrpern um die CD16-Bindung
kompetieren kénnen und es zur Zerstérung von gesundem Gewebe kommen kann (Caratelli et al. 2017).

Um die genannten Probleme zu umgehen war es Ziel dieser Arbeit, einen neuartigen CAR zu entwickeln, der
die Punktmutation P329G erkennt (Sondermann et al. 2000). P329G wird in 2+1 TCB therapeutischen
Antikdrpern eingesetzt (Bacac et al. 2016, Bacac et al. 2016) um die Fc-Effektorfunktion zu eliminieren und
kommt nicht in endogen-vorkommenden Antikdrper vor. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die
Immunogenitét des Antikorpers durch das Einflihren der P329G Mutation nicht erhéht ist (Roche,
unverdffentlicht). Daher ist die P329G Mutation fur die Antigenerkennung durch einen CAR geeignet.

Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit war es eine neuartige modulare CAR-T-Zell-Plattform zu entwickeln,
die auf der Erkennung der P329G Mutation basiert. Um eine solche Plattform zu entwickeln, die sich sowohl
fur die Selektion von Bindern im IgG1 Format als auch fiir den adoptiven T-Zell-Transfer eignet, wurden

folgende Punkte bearbeitet:

Teil I: Selektion und Screening von Antikdrpern

M Konstruktion eines CAR mit einer anti-P329G Erkennungsdomane im scFv- und Fab-Format
(i) Generierung einer modularen anti-P329G-CAR-Jurkat Reporterzelllinie



(iii) Etablierung der anti-P329G-CAR-Reporterzellinie zur Selektion von Bindern im IgG1-Format
(iv) Evaluieren der Funktionalitat selektionierter Binder nach Konvertierung in das 2+1 TCB-Format

Teil 1l: Adoptiver T-Zell-Transfer

(V) Generierung modularer primarer anti-P329G-CAR-T-Zellen
(vi) Verwendung von P329G CAR-Adapter zur Induktion der Tumorzelllyse
(vii)  Charakterisierung der anti-P329G-CAR-T-Zellen

Tumor : ‘ : :
Zelle
Antigen

é% il’gagc

IgG1

P329G LALA
scFv . . Fab

T-Zelle

anti-P329G-CAR

Abbildung 3: Schematische Darstellung des modularen anti-P329G-CAR-T-Zell-Konzepts mit P329G IgGL1. Die
Kreuzvernetzung von Tumor-Zelle und anti-P329G-CAR-T-Zelle wird durch den P329G LALA IgG1 vermittelt. Die Bindung des

Antikodrpers an das Tumorantigen und die simultane Bindung des anti-P329G-CAR an den Antikdrper hat die Aktivierung der
modCAR-T-Zelle zur Folge.



2 Material

2.1 Geréate

Tabelle 1 Technische Geréte mit Angabe des Zulieferbetriebs

Gerat Zulieferbetrieb
BD FACSCanto Il BectonDickinson, NJ, USA
BD LSRFortessa™ BectonDickinson, NJ, USA

E1-ClipTip, Multipette

Thermo Scientific ™, Deutschland

Gefrierschrank (-80 °C)

Thermo Scientific ™, Deutschland

Gelkammern und Netzwerkanschluss

PowerPac Basic, BioRad

Kihl- und Gefrierschranke (4 °C,- 20 °C)

Mediline Liebherr, Deutschland

Mastercycler proS

Eppendorf, Schweiz

Mikroskop CKX53 Olympus, USA
Mikroskop OX7 Olympus, USA
Minutenifuge GmClab Gilson, USA

NanoDrop2000

FisherScientific, Schweiz

Sterilwerkbank HeraCell 150, Scanlaf SAFE 1200

Vitaris, Schweiz

TecanReader Spark® Control

Tecan, Schweiz

Technisches Gerat

Zulieferbetrieb

Vakuumpumpe, BVC professional

Vacuumbrand GMBH + CO KG, Schweiz

Vortex- Genie 2

Scientific Industries, USA

Wasserbad

GFL, Deutschland

Zellkultur CO2 Inkubator

Heracell, Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Zellzahler, Vi-CELL™ Cell Viability Analyzer

Beckman Coulter™, USA

Zentrifuge 5430R

Eppendorf, Schweiz

Zentrifuge 5810R

Eppendorf, Schweiz

2.2  Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien fir Zellkultur und mikrobiologische Arbeiten wurden von den Firmen TPP
(Europa/Schweiz), Corning (Corning, USA), Eppendorf (Deutschland), Greiner Bio-One (Deutschland),
Thermo Scientific (Finnland, Schweiz), BioScienc Inc. (USA) und Beckman Coulter (USA) verwendet.

2.3  Chemikalien, Reagenzien und Puffer

Tabelle 2 Kommerziell erhéltliche Chemikalien, Reagenzien und Puffer mit Angabe des Zulieferbetriebs

Chemikalien, Reagenzien und Puffer

Zulieferbetrieb

Ampicillin PAA, Pasching, Germany

Bovine Serum Albumine (BSA)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Trypsin-EDTA (0.25 %)

ThermoFischer Scientific™, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSQ)

ThermoFischer Scientific™, Deutschland

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (PBS)  Gibco™ ThermoFischer Scientific™, Deutschland

LentiBoost, SB-P-LV-101-01

Sirion Biotech, Deutschland

Polybrene Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Triton™ X-100 Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Agarose LE Roche, Schweiz

Histopaque®

Sigma, Schweiz

ONE-Glo™ Luciferase Assay System E6120  Promega, Schweiz

lyophylisierter humaner Serum 1gG

Sigma-Aldrich




2.4 Medien fur die Zellkultur

Tabelle 3 Basismedien von Gibco™ wurden von ThermoFischer Scientific™ bezogen und mit verschiedenen

Zusétzen supplementiert

Zellkultur-Medium Katalognummer Zusatze

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)  42430-025 10 % FBS, 1 %, GlutaMAX™
Vollmedium

Roswell Park Memorial Institute (PRMI) 42401-018 10 % FBS, 1 %, GlutaMAX™
Vollmedium

Advanced RPMI Vollmedium 12633012 10 % FBS, 1 %, GlutaMAX™, 1 %

Antibiotic-Antimycotic

Opti-MEM

31985062 -

2.5 Supplementierte Basismedien und deren Zusammensetzung

Tabelle 4 Préaparierte Medien und Puffer

Zellkultur-Medium

Zusammensetzung

T-Zell-Medium (TZM)

Advanced RPMI1640, 200U 1L-2

Assay-Medium

RPMI Vollmedium

Jurkat-Medium

RPMI Vollmedium + 200 pg/mi

Einfriermedium

RPMI oder DMEM + 20 % FBS +20 % DMSO

Durchflusszytometrie (FACS)-Puffer

1x DPBS + 0,1 % BSA

2.6 Medienzusatze

Tabelle 5 Medienzusatze und Zulieferbetrieb

Medienzusatz Katalognummer Zullieberbetrieb
GlutaMAX™ 35050061 FisherScientific, Schweiz
Antibiotic-Antimycotic (100X) Gibco™ 15240062 ThermoFischer Scientific™, Schweiz
Rekombinantes IL-2 (Proleukin®) Norvatis
Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28 11132D Miltenyi Biotec, Deutschland
anti-Fluorescein isothiocyanate (FITC) 130-048-701 Miltenyi Biotec, Deutschland
MicroBeads
RinderserumalbuMinuten (FBS) 16140, Lot: Life Technologies, USA

1797306A




2.7  Ziellinien, Bakterien und Enzyme

2.7.1  Primére Zellen und Zelllinien
Tabelle 6 Verwendete Ziellinien, deren Ursprung und die Medien in denen sie kultiviert wurden
Zelllinie Zellart Ursprung Medium
HEK?293T Human, embryonale Nierenzellen ATCC CRL3216 DMEM
Vollmedium
HelLa Human, Cervix, epithelial, ATCC® CCL-2™, Assay-Medium
Zervixkarzinom ATCC, LGC Standards
GmbH, Deutschland
Skov-3 Human, Ovar; Aszites, epithelial, ATCC® HTB-77™, Assay-Medium
Ovarialkarzinom Standards GmbH,
Deutschland
SU-DHL-4 Huma, B-Lymphozyten Ziellinie ATCC® CRL-2957™ Assay-Medium
Jurkat Human, immortalisiert, T-Lymphozyten DSMZ ACC 282 Jurkat-Medium

GloResponse Jurkat
NFAT-RE-luc2P

Human, immortalisiert, T-Lymphozyten

AJ13/059 Promega

Jurkat-Medium

Jurkat-NFAT

Human, immortalisiert, T-Lymphozyten

Inc. #SL-0032-FP

Jurkat-Medium

Reporterzelline Signosis
Hek-FolR1 Human, embryonale Nierenzellen stabil ~ ATCC CRL3216 DMEM
transduziert mit FolR1 Vollmedium
BT-474 Brustdrise, duktales Karzinom ATCC® HTB-20™ Assay-Medium
Mv3 Humane Melanomazelllinie Assay-Medium
2.8 Enzyme

Samtliche Restriktionsenzyme wurden von New England Biolabs bezogen. DNA-Standard und DNA-
Ladepuffer wurden von Fisher Scientific bezogen und gemal? dem Herstellerprotokoll verwendet.
Rekombinante Plasmide wurden in XL Blue kompetente Bakterienzellen von Agilent bezogen.

2.9  Antikdrper und Kits
2.9.1 Antikdrper zur Etablierung des anti-P329G-CAR

Alle Antikorper, die in den Assays verwendet wurden sind humane 1gG1 Antikorper und wurden vom Roche
Innovation Center Zurich oder Roche Innovation Center Munich bezogen. Fir die RQR8-Aufreinigung wurde
der anti-CD34 FITC konjugierte monoklonale Antikérper (QBEND/10) von ThermoFischer Scientific
verwendet. Die Zellen wurden nach Herstellerangaben des anti-FITC MicroBeads Kit von Miltenyi Biotec
iber magnetische Saulen aufgereinigt. Kommerzielle Antikérper fiir die durchflusszytometrische Analyse

Alle Antikorper fir die durchflusszytometrische Analyse wurden von BiolLegend oder Jackson
ImmunoResearch bezogen. Fir die Diskriminierung von lebenden und toten Zellen wurde 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) von Thermo Fischer Scientific (1:20000) oder Fixable Viability Dye eFluor™ 450
(1:5000) von eBioscience™ verwendet.
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Tabelle 7 Fluorochrom konjugierte Antikorper

Target Label Isotyp Klon Endkonzentration
CD4 BVv421 Maus IgGl, RPA-T4 0.25 pg/ml
CD8 BV711 Maus IgGl, RPA-T8 0.25 pg/ml
PD1 PE-Cy7 Maus IgGl, EH12.22H7 0.25 pg/ml
CD69 APC-Cy7 Maus IgGl, BC96 0.25 pg/ml
CD25 PE Maus IgGl, FN50 0.25 pg/ml
CD3 PerCP Maus IgGl, OKT3 0.25 pg/ml
29.2 Kits

Tabelle 8 Kits und Zulieferbetrieb

Reagent

Kit Bestellnummer Zulieferbetrieb:

Cytotoxicity Detection Kit 11644793001 Roche, Schweiz

Plasmid Plus Midi Kit 12945 Qiagen, Schweiz

Pan T Cell Isolation Kit, human 130-096-535 Miltenyi Biotec, Deutschland
Lipofectamine™ LTX Reagent mit PLUS™ A15338100 Thermo Fischer Scientific, Schweiz

2.10 Software

Tabelle 9 Software, deren Verwendung und Hersteller

Software:

Verwendung

Hersteller

R

Statistische Berechnungen

Ross Ihaka und Robert Gentleman,
Neu Seeland

Microsoft Office

Daten Verarbeitung, Prasentation

Microsoft, Redmond, USA

GraphPad Prism7

Graphen, Statistische Berechnungen

GraphPad Software, USA

IncuCyte ZOOM 2016A

Graphen fir Lebendzellanalyse

Essen BioScience, USA

FlowJo V10

Durchflusszytometrische Analyse

Tree Star, USA

Endnote

Literatur und Quellenmanagement

Thompson Reuter, USA
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3 Methoden
3.1  Zellkultur Techniken
3.1.1 Kultivierung, Auftauen, Zahlen und Einfrieren von Zellen

Samtliche Zellen wurden bei 37 °C, 5 % CO; und 95 % Wasserdampfsattigung kultiviert. Alle sterilen
Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sicherheitswerkbank durchgefuhrt. Wenn nicht anders angegeben
wurden alle Zentrifugationsschritte bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Adhérente- und Suspensionszelllinien
wurden vor Erreichen von 90 % Konfluenz, zwei- bis drei-Mal wochentlich passagiert und in entsprechendem
Medium, welches aus Tabelle 4 entnommen werden kann, kultiviert. Primare Zellen wurden, wenn nicht
anders angegeben, in TZM kultiviert und alle 24-48 Stunden auf eine Zellzahl von 108 viable Zellen pro cm?
eingestellt. Fur die Kryokonservierung wurden 107 Zellen in Einfriermedium resuspendiert und mittels
Einfrierbehalters, welcher eine Abkihlrate von 1 °C pro Minuten erlaubt bei-80 °C gelagert. Nach 24 Stunden
wurden die Zellen fir eine langerfristige Lagerung in flussigen Stickstoff berflihrt. Zum Auftauen der Zellen
wurden diese in ein 37 °C warmes Wasserbad gehalten bis nur noch ein kleiner Eisklumpen vorhanden war,
nach Zugabe von 1 ml Zellkulturmedium wurde der komplette Inhalt des Kryoréhrchens in ein 15 ml
Reaktionsréhrchen tiberfiihrt und bei 300 g fir funf Minuten herunterzentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und die Zellen in entsprechendem Medium ausgesét.

3.1.2 Isolation von mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC)

PBMC wurden aus Buffy-Coats von gesunden Spendern des Spenderpools des Blutspendezentrum Zirich
isoliert. Die Blutentnahme erfolgte in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki. Nachdem
verdunnen des Buffy-Coats 2:1 mit PBS wurden die PBMC (iber eine Histopaque-1077
Dichtegradientzentrifugation fir 30 Minuten bei 450 g ohne Bremsen und Raumtemperatur angereichert.
AnschlieBend wurden die PBMC aus der Interphase abgenommen und drei Mal mit PBS gewaschen, 350 g
und zehn Minuten.

3.1.3 Lentivirale Viruspartikel Produktion und Transduktion humaner Zellen

Fir Lipofectamin LTX™-basierte lentivirale Viruspartikelproduktion wurden 80 % konfluente Hek293T-
Zellen nach Angaben des Herstellers mit CAR-kodierendem Transfervektor, sowie Verpackungsplasmiden
pCMV-VSV-G:pRSV-REV:pCgpV im Verhdltnis 3:1:1:1 transfiziert. Fur primére Zellen wurde der CAR-
kodierende Transfervektor sowie pCAG-VSVG und psPAX2 Verpackungsplasmide im Verhaltnis 2:2:1
verwendet (Giry-Laterriére et al. 2011, Myburgh et al. 2014). Nach 48 Stunden wurde der Uberstand
abgenommen und in ein 50 ml Reaktionsréhrchen tberfiihrt. Nach flinf Minuten zentrifugieren bei 350 g und
Raumtemperatur wurde der Viruspartikel-enthaltende Uberstand durch einen 0,45 um Polyethersulfon Filter
filtriert und direkt verwendet oder nach Herstellerangaben mit Lenti-X-Concentrator aufkonzentriert. Die zu
transduzierenden Zelllienien wurden zwischen 0.5-2 x 106 Zellen/cm? ausgesat mit Viruspartikeln versetzt und
bei 900g fiir zwei Stunden und 31°C zentrifugiert. Fir primare T-Zellen wurden 10° Zellen/cm? ausgest,

16 Stunden mit anti-CD3-anti-CD28 Dynabeads aktiviert und mit 1.5 ml unkonzentriertem Virustiberstand bei
1000 g fiir 90 Minuten und 32 °C zentrifugiert. Primére T-Zellen, die einem anti-P329G-scFv Konstrukt
transduziert wurden, wurden nach Erreichen einer Zellzahl > 50 Millionen Zellen wurden diese Uber eine
RQRS8 (Philip et al. 2014) Aufreinigung angereichert. Hierfiir wurden die Zellen gezahlt und nach Hersteller
Protokoll mit der entsprechenden Menge an FITC konjugiertem anti-CD34 Antikorper inkubiert. AnschlieRen
wurde die Qualitat der Aufreinigung und die Transduktionseffizienz mittels Durchflusszytometrie bestimmt.
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3.2 Molekularbiologische Arbeiten
3.2.1 Klonierung von chiméren Antigenrezeptoren

Die individuellen leichten und schweren Ketten des anti-P329G-CAR wurden mittels Polymerase
Kettenreaktion amplifiziert und Uber Restriktionsschnitstellen oder Hifi-assembliert und in ein lentivirales
Transferplasmid pLVX-PURO (PT4002-5; Takara Bio/Clontech) integriert. Um CAR mit scFv-AED
herzustellen, wurden die variable schwere Kette und die variable leichte Kette (iber einen GlycinsSerina
(G4Ss)-Linker verbunden und mittels G4S-Linker an den CAR-Stamm fusioniert (Abbildung 4). Der Stamm
des CAR besteht aus einer CD28TM-CD281ZD (Uniprot Eintrag P10747 AA153-220)-CD3( (Uniprot
Eintrag P20963 AA 52-164). Fur das Fab-CAR wurde der anti-P329G Binder an die Stammdomane
fusioniert. Siehe auch (Darowski et al. 2019). Fir das CD16-CAR wurde die Antigenerkennungsdomane des
CD16-CAR von Promega, USA PartIDCS204303 verwendet. Der CAR-Stamm wurde dquivalent zum
P329G-CAR mit einer CD28TM-CD281ZD (Uniprot Eintrag P10747 AA153-220)-CD3( (Uniprot Eintrag
P20963 AA 52-164) Kombination verwendet. Primére CAR-T-Zellen wurden als anti-P329G scFv kloniert.
Mit intrazellularer Doméne fiir CD8a (Uniprot Eintrag P01732[183- 203)-CD137 (Uniprot Eintrag
QO07011AA 214-255)-CD3( (Uniprot Eintrag P20963 AA 52-164) (Tabelle 10).

Antigenerkennungsdoméne Signaldomine Marker

(s ] T Res | P | nely,,SerL ™ | sp -TZA-— Fab-Format

sp | | (Glysser), | Jolyser | ™ | sp “ scFv-Format

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Fab und scFv-CAR-Formate, modifiziert nach Darowski et al. 2019. Das anti-P329G-
Fab-Format besteht aus einer extrazelluléren Antigenerkennungsdoméne die aus einer schweren Kette (VH und CH) und einer leichten
Kette (VL und CL) besteht. Beide sind (iber eine interne ribosomale Eintrittsststelle (IRES) verbunden Das anti-P329G-scFv-Format
besteht aus einer variablen schweren (VH) und einer variablen leichten (VL) Kette die uber einen Glycin-Serin-Linker ((G4S)a)
verbunden sind. Die Antigenerkennungsdoméane der CAR ist mit einem Glycin-Serin-Linker (G4S) an die Transmembrandoméane
(TM) fusioniert, welche wiederum an die intrazelluldre Signaldoméne (SD) gekniipft ist. Zusétzlich ist c-terminal ein eGFP Uber eine
T2A-Stelle fusioniert. Welches als Transfektions- und Transduktionskontrolle dient.

Tabelle 10: Beschreibung der Transferplasmid Elemente fiir die CAR-Expression und Detektion

Promotor extrazellulare Domane | transmembran ko-stimulatorische Marker
Domaéne Doméne
CMV anti-P329G-Fab CD28 CD28/CD3¢ GFP
CMV anti-P329G-scFv CD28 CD28/CD3¢ GFP
EFla anti-P329G-scFv CD8a CD137/CD3(¢ GFP/RQRS (Philip et al. 2014)
CMV CD16 CD28 CD28/CD3( GFP

3.3 Funktionale Assays
3.3.1 CAR-Jurkat-Assay

Der anti-P329G-CAR-J-Assay sowie der CD16-CAR-J-Assay wurden durchgefihrt, um die NFAT-
Aktivierung via CAR nachzuweisen. Der Assay wurde in 384 Well Platten mit weil}en Wénden und
transparentem Boden durchgefihrt. Hierfiir wurden die entsprechenden CAR-transduzierten Reporterzellen
mit Targetzellen in Anwesenheit von unterschiedlichen Antikdrperkonzentrationen fiir 6-20 Stunden
inkubiert. Das Effektor zu Target-Zell (E:T)-Verhaltnis, sowie die Antikdrperkonzentrationen kénnen der
jeweiligen Abbildungsbeschreibung entnommen werden. AnschlieBend wurden 15 % des finalen
Gesamtvolumens an ONE-Glo™ Luziferase Substrat hinzugegeben und die Platte fiir eine Minute bei 350 g
zentrifugiert. Das Lumineszenzsignal wurde mittels Tecan Reader in relativen Licht Einheiten (RLI) pro
Sekunde pro Well gemessen.
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3.3.2 Jurkat-NFAT-Assay

Der Jurkat-NFAT-Reporter-Assay wurde durchgefiihrt um die CD3 Aktivierung durch TCB zu messen.
Hierfur wurden entweder GloResponse Jurkat NFAT-RE-luc2P (Promega) oder NFAT Luziferase Reporter
Jurkat T-Zellen (Signosis, Inc. Katalog v#SL-0032-FP) mit Targetzellen und verschiedenen Konzentrationen
an TCB inkubiert. Das E:T-Verhaltnis, sowie die Antikdrperkonzentrationen kdnnen der jeweiligen
Abbildungsbeschreibung entnommen werden. Anschliefend wurde der Assay wie unter 3.3.1 CAR-J-Assay,
beschrieben durchgefiihrt und ausgelesen.

3.3.3  Tumorzelllyse-Assay

Die Tumorzelllyse beziehungsweise Targetzelllyse wurde mittels dem kommerziell erhaltlichen ,,Cytotoxicity
Detektion Kit“ (Roche) nach dem Herstellerprotokoll ermittelt. Hierfir wurden Targetzellen mit
Effektorzellen (PBMC oder CAR-T-Zellen) ko-kultiviert und mit verschiedenen Konzentrationen an 1gG1
oder TCB versetzt. Die verschiedenen Konzentrationen und das E:T-Verhaltnis kann der jeweiligen
Abbildungsbeschreibung entnommen werden. Die Tumorzelllyse wurde durch die freigewordene Menge an
Laktatdehydrogenase (LDH) im Uberstand bestimmt. Als Kontrolle wurde die LDH-Konzentration von einer
Ko-Kultur an Tumor und Effektorzellen ohne Molekil gemessen (spontane Tumorzelllyse). Die maximale
Tumorzelllyse wurde bestimmt, indem die Wells, welche nur Tumorzellen enthalten eine Stunde vor der
LDH-Messung mit 4 % Triton angereichert wurden. Das jeweilige E:T-Verhéltnis, sowie die
Antikorperkonzentrationen kénnen der jeweiligen Abbildungen entnommen werde. Fur die LDH-Messung
wurde der Uberstand der jeweiligen Wells in eine frische transparente Zellkulturplatte Giberfiihrt und nach
Zugabe des Detektionssubstrats wurde die LDH-Aktivitét Gber zehn Minuten mittels Tecan Reader gemessen.
Der Prozentsatz der spezifischen Zelllyse wurde nach Formel [1] berechnet.

(Tumorzellyse — spontane Tumorzelllyse)

[1

(maximale Tumorzellyse — spontane Tumorzellyse) .

Die Aktivierung der CAR-T-Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie wie unter 3.4 beschrieben, bestimmt.
Die Daten wurden mit der GraphPad Prism 7 Software ausgewertet, wobei eine sigmoidaler Dosis-
Abhangigkeits-Kurve generiert wurde um die ECso-Werte zu ermitteln.

3.4  Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrische Analyse von Zellen wurde zur Bestimmung der Transduktionseffizienz und zur
Charakterisierung von Target- und Effektorzellen herangezogen.

Fir die Zellanalyse wurden die jeweiligen Zellen geerntet und drei Mal mit FACS-Puffer oder PBS bei RT,
350 g und funf Minuten gewaschen. Zur Farbung der gewiinschten Antigene wurden die Zellen fiir

30 Minuten bei 4 °C im Kuhlschrank inkubiert und anschlie3end drei Mal mit FACS-Puffer gewaschen. Die
verwendeten Antikorper Konzentrationen kdnnen aus dem Material Teil Tabelle 7 Fluorochrom konjugierte
Antikorper, entnommen werden. Fir die Zellanalyse mit Antikorpern, welche die P329G Mutation im Fc-Teil
tragen wurden 100 nM eingesetzt und 50.000 bis 100.000 Targetzellen fiir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde drei Mal gewaschen und der sekundare anti-humane IgG F (ab*). Alexa 647
fluorochrom-konjugierte Antikorper mit 2.5 pg/ml eingesetzt. Nach 30 Minuten bei 4 °C wurden die Proben
drei Mal gewaschen und am Durchflusszytometer gemessen (Darowski et al. 2019).

14



3.5  Zytokin-Bestimmung

Fur die Zytokin-Bestimmung wurde das BD™ CBA FLEX SETS verwendet und jeweils 10 % Volumen des
Uberstandes einer 96 Well Platte, entspricht 20 pl, entnommen und bis zu Analyse bei-80 °C eingefroren. Der
Assay-Standard wurde in vier ml Assay-Diluent geldst und eine Standartreihe in 1:2 Verdlinnungsschritten in
Assay Diluent angelegt. Die Capture-Beads wurden nach Angabe des Herstellers prépariert. Je zehn pl der zu
analysierenden Probe und je zehn pl der Standards wurden in eine transparente 384 Well Platte pipettiert und
mit zehn pl Capture-Beads versetzt und fur eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Anschliefend
wurden zehn pl der PE Detektions-Beads hinzugefiigt und fiir weitere zwei Stunden bei RT unter
Lichtausschluss inkubiert. Nach drei Waschschritten fur drei Minuten bei 350 g mit FACS Puffer, wurden
zehn pl Probe am iQUE analysiert. Die Daten wurden mittels FlowJo V10 und GraphPad Prism 7 Software
ausgewertet.

3.6  Statistische Analyse

Die experimentell ermittelten Daten wurden genutzt um mittels GraphPad Prism 7 oder R Studio eine 4-
parameter dosis-abh&ngiges-Kurven zu berechnen. Das R ,,drc Packet https://cran.r-
project.org/web/packages/drc/index.html wurde dafiir verwendet. Fir CAR-J-Assays wurden statistische
Analysen mittels GraphPad Prism Version 7 oder R Studio durchgefiihrt. Unterschiede P < 0.05 wurden als
statistisch signifikant angegeben. und mit * gekennzeichnet.

Fir die statistische Analyse von Targetzelllyse-Assay und Zytokin-Bestimmungen wurde GraphPad Prism 7
verwendet. Fiir die Ermittlung der statistischen Signifikanz ungepaarte Stichproben, wurde ein ungepaarter
Student, two-tailed t-Test mit Welsch's Korrektur fir verwendet. Fiir das Vergleichen von einer Probe zu
multiplen Werten wurde eine one-way ANOVA Analyse mit Bonferroni-Korrektur verwendet. Fiir die
Angaben des P Value wurde der The New England Journal of Medicine Stil verwendet, wie er in
GraphPadPrism 7 angegeben ist: nicht signifikant (ns) =P = 0,12; *= P <0,033; **=P <0,002; ***=P <
0,001. Wenn nicht anders angegeben, wurden drei unabhangige Experimente durchgefihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung der anti-P329G-CAR-T Reporterzelllinien
4.1.1 Konstruktion und Expression der Fab- oder scFv-CAR-in Jurkat-Reporterzellen

Fur die Entwicklung der anti-P329G-CAR-J-Reporterzellinien wurden zunéchst zwei CAR der zweiten
Generation konstruiert. Diese Fusionsproteine wurden so entworfen, dass sie entweder eine Fab-basierte oder
eine scFv-basierte extrazellulare Antigenerkennungsdomane besitzen. Diese Antigenerkennungsdomane ist
Uber eine G4S-Verbindungssequenz an eine CD28 Transmembrandomane fusioniert, welche wiederum an die
Sequenz fir eine CD28 ko-stimulierende Domane kloniert wurde. Zusammen mit der CD3C-Sequenz bildet
dies den intrazellularen Teil des CAR. AuBerdem wurde GFP, welches als Marker dient, (iber eine
T2A-Sequenz an das 3"Ende des CAR-Konstrukts fusioniert (Methoden Teil Abbildung 4).

Beide CAR-Konstrukte wurden mittels lentiviraler Transduktion in Jurkat-NFAT-Luziferase-
Reporterzelllinien integriert. Der Transduktionserfolg wurde durchflusszytometrisch tUberprift. Hierfiir wurde
auf CAR- und GFP-Expression analysiert. Die CAR-Expression wurde indirekt tiber einen Fluorochrom-
markierten Antikérper mit Spezifitat gegen den Fc-Teil des primaren Antikdrpers detektiert. Der primare
Antikdrper wurde titriert, daftr wurde entweder 1gG1 mit wildtyp-Fc, P329G LALA mutiertem Fc oder
glycomodifiziertem Fc (GE) verwendet (Abbildung 5). Fiir die Analyse wurde nach Ausschluss von
Duplikaten und toten Zellen auf GFP und PE positive Zellen selektiert. Sowohl fiir die anti-P329G-CAR-J-

Zellen im Fab-Format als auch im scFv-Format lasst sich eine signifikante Expression des CAR detektieren.
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Abbildung 5: Durchflusszytometrische Analyse der anti-P329G-CAR-Expression in Jurkat-Zellen. A: fur die Detektion des
anti-P329G-CAR in transduzierten Jurkat-NFAT-Zellen, wurde eine indirekte Fluoreszenz-Féarbung durchgefihrt. Hierflr wurden die
anti-P329G-CAR-J-Reporterzellen mit verschiedenen Antikdrperkonzentrationen entweder mit P329G LALA 1gG1,
glycomodifiziertem 1gG1 (GE) der keine P329G Mutation tragt oder keinem Antikorper, inkubiert. Die Bindung dieser Antikorper
wurde mittels anti-humanem-Fc-spezifischem PE konjugiertem Sekundérantikérper via Durchflusszytometrie detektiert. Gezeigt ist
eine représentative Transduktion eines Zellpools von anti-P329G-CAR-J-Fab und anti-P329G-CAR-J-scFv-Reporterzellen aus drei
unabhéngig durchgefiihrten Experimenten mit technischen Duplikaten. Fur den statistischen Vergleich wurde eine one-way ANOVA
Analyse mit Bonferroni-Korrektur verwendet. P-Werte wurden mit nicht signifikant (ns) =P = 0,12; *= P <0,033; **=P <0,002;
**%=P <0,001 angegeben.
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4.1.2 Spezifische Erkennung der P329G Mutation durch anti-P329G-CAR-J-Zellen am Beispiel von
CD20*" Tumorzelllinien in Kombination mit einem anti-CD20 P329G LALA IgG1 CAR-Adapter

Damit sich die anti-P329G-CAR-J-Zellen als Reporterzellinie eignen, ist die spezifische Erkennung der
P329G Mutation Voraussetzung. Die Reporterzellen sollen nur in Anwesenheit von immobilisierten,
Tumorantigen-gebundenen P329G mutierten Antikdrpern aktivierbar sein. Nach erfolgreicher Tumorantigen-
Erkennung durch den P329G-CAR-Adapter 1gG1, kann die Aktivitat der Reporterzellen quantifiziert werden.
Zunéachst wurde die Luziferaseaktivitat der anti-P329G-CAR-J-Zellen in einer Ko-Kultur mit
CD20-exprimierenden Tumorzellen gemessen; nachdem verschiedene Fc-Varianten von Obinutuzumab
(Mossner et al. 2010) titriert wurden (Abbildung 6). Obinutuzumab ist ein glycomodifizierter anti-CD20
Antikorper. Als Fc-Varianten wurden P329G 1gG1, P329G LALA IgG1, D265A P329G 1gG1, LALA 1gG1
oder ein wildtyp-Fc IgG1 titriert. In allen Ansatzen, in denen ein IgG1 mit P329G Mutation verwendet wurde,
konnte ein konzentrationsabhé&ngiges Luziferasesignal detektiert werden, Antikorper ohne P329G Mutation
zeigten dagegen keine Aktivierung der anti-P329G-CAR-J-Reporterzelllinien.

P329G-CAR-J scFv P329G-CAR-J Fab

800 1
EC.,,=0.40pmM EC,,= 1.50 pm
nNti-CD20 D265A P329G IgG 1

/h anti-CD20 P329G LALA IgG 1

nti-cCD20 P329G IgG 1

[RLIs]
[RLIS]

nti-CD20 LALA 1gG 1
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gl

Abbildung 6: P329G-CAR-J-Reporterzellen sind ausschliefflich in der Gegenwart von immobilisiertem, tumorspezifischem
Antikdrper mit P329G Mutation aktiv. Dargestellt ist die Lumineszenzmessung fiir eine Ko-Kultur von SU-DHL-4 (CD20%)
Targetzellen mit P329G-CAR-J-Reporterzellen in einem 1:5 Verhaltnis, zu der eine Verdiinnungsreihe von verschiedenen anti-CD20
1gG1 Antikdrpern titriert wurde. Diese Antikorper enthalten, entweder einen wildtyp-Fc (CD20-WT 1gG1), einen LALA-mutierten Fc
(CD20-LALA 1gG1), einen D265A und P329G-mutierten Fc (CD20-D265A P329G IgG1) oder einen P329G LALA-mutierten Fc
(CD20-P329G LALA IgG1l). Die Luziferaseaktivitat wurde nach sechs Stunden in relativen Lichteinheiten (RLI) pro Sekunde/Well
gemessen. Die Daten zeigen den Mittelwert technischer Triplikate + Standardabweichung eines reprdsentativen Experiments, aus einer
Reihe von drei unabhéangigen durchgefuhrten Experimenten. Statistische Analysen wurden mittels R Studio durchgefihrt.
Unterschiede P < 0.05 wurden als statistisch signifikant angegeben. (Abbildung ist bereits verdffentlicht (Darowski et al. 2019)).

4.1.3 Anwendbarkeit der anti-P329G-CAR-J-Reporterzellinien unter Verwendung diverser
Tumorzelllinien

Um zu Gberprifen, ob sich die generierten anti-P329G scFv- und Fab-CAR-Reporterzelllinien als Screening-
Werkzeug fiir IgG1 Antikérper eignen, wurde zunachst die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf weitere
Zellinien und Antigene Gberpruft. In einem ersten Schritt wurden Tumorzelllinien selektierte, die entweder
ein, zwei oder kein Tumorantigen von Interesse exprimieren. Hierfiir wurde die Expression der gewiinschten
Antigene mittels Durchflusszytometrie auf ausgewéhlten Tumorzelllinien Uberprift. Antigen-spezifische
P329G LALA 1gG1 wurden titriert und mit den zu untersuchenden Tumorzellen inkubiert. Zur Detektion der
gebundenen priméaren Antikdrper wurde ein sekunddrer anti-humaner IgG F(ab"), Fragment-spezifischer,

Alexa 647 markiertes F(ab™), Fragment verwendet.
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Die durchflusszytometrische Analyse zeigt das Vorkommen von HER2 auf BT-474 und HeL a-
Tumorzelllinien. CD20 konnte auf SU-DHL-4 Zellen nachgewiesen werden, FOLR1 konnte auf
HeLa-FOLR1 und Skov3 Zellen nachgewiesen werden. CEA wurde, wie zu erwarten, auf keiner der

getesteten Zelllinien detektiert.
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Abbildung 7: Expressionsnachweis von HER2, CD20, CEA und FOLR1 auf BT-474, Hek-FolR1, HelLa, Skov3 und SU-DHL-4
Tumorzelllinien. Dargestellt ist die durchflusszytometrische Analyse von den Oberflachenantigenen HER2, CD20, CEA und FOLRL.
Nach Titration des primdren antigenspezifischen Antikdrpers mit P329G Mutation wurde ein sekundérer Alexa 647 markierter
Detektionsantikdrper 1:200 eingesetzt. Als Kontrolle diente ein DP47 P329G LALA IgG1, der keine Antigenspezifitat aufweist.
Dargestellt ist jeweils der Median der Fluoreszenzintensitat technischer Duplikate + Standardabweichung. Das Experiment wurde
einmal durchgefuihrt (Abbildung ist bereits veroffentlicht (Darowski et al. 2019)).

Um die durchflusszytometrische Analyse der verschiedenen Tumorantigene zu bestétigen und zu zeigen, dass
der anti-P329G-CAR-J-Assay spezifisch Tumorantigene nur in Anwesenheit des Tumorantigen-spezifischen
Adapter-1gG1 erkennt, wurde ein Matrix-Assay entwickelt. Der Matrix-Assay wurde so aufgebaut, dass in
einer Ko-Kultur von anti-P329G-CAR-J-Zellen und Tumorzelllinie jeweils ein antigenspezifischer P329G
IgG1 titriert wurde; so dass am Ende jede Tumorzelllinie mit jedem Antikdrper individuell getestet wurde
(Abbildung 7). In den Ansétzen, in denen die verwendeten CAR-Adapter spezifisch fur das Tumorantigen
waren, konnte ein konzentrationsabhé&ngiges Lumineszenzsignal gemessen werden. Es war kein signifikanter

Unterschied zwischen Lumineszenzsignal von scFv-CAR-J-Zellen oder Fab-CAR-J-Zellen zu erkennen.
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Abbildung 8: Matrix-Assay zur Evaluation der Robustheit von anti-P329G-CAR-J-Reporterzellen. SU-DHL-4 (CD20%),
BT-474 (Her2*), HEK-FoIR1 (FolR1*), Skov3 (FolR1*) oder HeLa (FolR1* und HER2*) Tumorzellen wurden entweder mit
P329G-CAR-J-Reporterzellen im scFv-Format (schwarz) oder Fab-Format (grau) im Verhéltnis 1:5 ko-kultiviert. Als CAR-Adapter
wurden anti-CEA P329G LALA IgG1, anti-CD20 P329G LALA IgG1, anti-FolR1 P329G LALA 1gG1 oder anti-HER2 P329G LALA
1gG1 in die Ko-Kultur titriert. Nach sechs Stunden Inkubationszeit und Zugabe des Detektionssubstrats wurde die Luziferase Aktivitat
in relativen Lichteinheiten (RLI) pro Sekunde pro Well gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert technischer Triplikate +
Standardabweichung eines représentativen Ergebnisses von funf unabhéngigen Experimenten. Statistische Analysen wurden mittels R
Studio durchgefiihrt. Unterschiede P < 0.05 wurden als statistisch signifikant angegeben. Die schwarze Kurve zeigt die Aktivitat von
anti-P329G-CAR-J-Fab-Reporterzellen und die graue Kurve zeigt die Aktivitat von anti-P329G-CAR-J-scFv-Reporterzellen.
(Abbildung ist bereits verdffentlicht (Darowski et al. 2019)).
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4.1.4 Der anti-P329G-CAR-J-Assay ermdglicht die Einschatzung der Bindung und der biologischen
Aktivitat eines Binders im 2+1 TCB-Format

Ein weiterer zellbasierter Assay, der es erlaubt die biologische Funktionalitat von Antikorpern zu
charakterisieren, ist der Jurkat-NFAT-Assay. Der Jurkat-NFAT-Assay basiert ebenfalls auf dem Prinzip der
Kreuzvernetzung von Target- und Effektor-Zelle durch ein titrierbares Adaptermolekiil. Im Fall des Jurkat-
NFAT-Assay ist das Adaptermolekdl allerdings kein IgG, sondern ein T-Zell-bispezifischer Antikorper
(TCB). Der TCB, im 2+1 Format kann mit zwei Fab-Armen an das Tumorantigen binden und mit einem,
zusétzlichen anti-CD3 Fab-Arm an den TCR. Im Jurkat-NFAT-Assay fihrt die simultane Bindung des TCB
an das Tumorantigen und den TCR der Jurkat Effektor-Zellen zu deren Aktivierung. Diese Aktivierung kann
nach Zugabe eines Substrats als Luziferasesignal quantifiziert werden. Der Jurkat-NFAT-Assay erlaubt zwar
das Screening von Bindern im TCB Format, ein Nachteil allerdings ist die Notwendigkeit zur
vorrausgehenden Konvertierung der Binder aus dem IgG-Format in das TCB-Format. Diese Konvertierung ist
zeitintensiv und ressourcenaufwendig. Um den Prozess der therapeutischen Antikérperentwicklung zu
optimieren, ist deshalb die Praselektion von favorisierten Bindern vorteilhaft. Nachdem in dieser Arbeit
gezeigt werden konnte, dass im P329G-CAR-J-Assay nur dann ein Luziferasesignal detektiert werden kann,
wenn sowohl ein tumorspezifischer P329G LALA Adapter-lgG1 und auch das dazu passende Tumorantigen
vorhanden sind, wurde die Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf den Jurkat-NFAT-Assay und des
PBMC-Zytotoxizitats-Assay untersucht. Im PBMC-Zytotoxizitats-Assay werden ebenfalls Binder im TCB als
Adaptermolekiile verwendet und auf ihre Fahigkeit hin Gberprift Tumorzelllyse herbeizufiihren. Dadurch

kénnen TCB nach gewinschter Potenz selektiert werden.

Um die Ubertragbarkeit der Ergebnisse des anti-P329G-CAR-J-Assay auf die Ergebnisse des Jurkat-
NFAT-Assay und des PBMC-Zytotoxizitats-Assay zu vergleichen, wurden drei anti-FOLR1 Antikorper
getestet und entsprechend ihrer Funktionalitat und biochemischen Eigenschaften eingestuft. Bei den anti-
FOLR1 Antikorpern handelt es sich um den parentalen Binder 16D5 und die 16D5 Varianten FoIR1-W96Y
sowie FolR1-G49S/K53A. Die 16D5 Varianten binden zwar an das gleiche Epitop, allerdings mit niedrigeren
Affinitaten (Darowski et al. 2019).

Die Gegentlberstellung der Ergebnisse des P329G-CAR-J-Assays, des Jurkat-NFAT-Assays und des
PBMC-Zytotokizitats-Assays zeigten, dass der P329G-CAR-J-Assay den Jurkat-NFAT-Assay substituieren
kann (Abbildung 9). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der anti-P329G-CAR-J-Assays eine Priorisierung

von Bindern im IgG-Format erlaubt und auch deren Potenz im PBMC-Zytotoxizitats-Assay widerspiegelt.
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Abbildung 9: Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus dem P329G-CAR-J-Assay auf die Potenz der TCB im finalen
PBMC-Zytotoxizitats-Assay. Der anti-P329G-CAR-J-Assay ermdglicht es eine Reihenfolge von verschiedenen anti- P329G LALA
1gG1 Antikdrpern zu ermitteln, welche sich auf die TCB-Potenz Ubertragen l&sst, wenn die identischen Binder in das TCB-Format
konvertiert wurden. Dargestellt ist ein reprasentatives Versuchsergebnis des anti-P329G-CAR-J-Reporterassays, der sowohl mit
P329G-CAR-J-scFv [A] und Fab [B] exprimierenden Effektorzellen durchgefiihrt wurde. Diese wurden mit HeLa (FolR1*)
Targetzellen im Verhaltnis 10:1 und einer Verdiinnungsreihe von anti-FolR1 IgG1 mit P329G LALA Mutation, dem parentalen (WT)
P329G LALA IgG1, W96Y P329GLALA IgG1 oder G49S/K53A P329G LALA IgG1 ko-kultiviert. Nach einer Inkubationszeit von
sechs Stunden wurde die Luziferaseaktivitét in relativen Lichteinheiten (RLI) pro Sekunde pro Well gemessen. Die Daten zeigen den
Mittelwert technischer Triplikate + Standardabweichung eines représentativen Experiments, aus einer Reihe von drei unabhé&ngigen
durchgefiihrten Experimenten. Fur den Jurkat-NFAT-Reporterassay [C] wurden Jurkat-NFAT-Luc Zellen mit HeLa (FolR1*)
Zellen im Verhéltnis 10:1 ko-kultiviert und mit einer Verdlnnungsreihe von entweder anti-FolR1 parentaler (WT) TCB, der Variante
WO96Y TCB oder der G49S/K53A TCB inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von sechs Stunden wurde die Luziferaseaktivitét in
relativen Lichteinheiten (RLI) pro Sekunde pro Well gemessen. Die Daten zeigen den Mittelwert technischer

Triplikate + Standardabweichung eines reprasentativen Experiments, aus einer Reihe von drei unabhangigen durchgefiihrten
Experimenten. Fur den PBMC-Zytotoxizitéts-Assay [D] wurden PBMC mittels Dichtegradientzentrifugation aus Buffy-Coats
isoliert und im Verhéltnis 10:1 mit HeLa (FolR1*) Targetzellen inkubiert. Eine Verdinnungsreihe von anti-FolR1 wildtyp (WT) TCB,
der Variante W96Y TCB oder der G49S/K53A TCB Variante wurden hinzutitriert. Der zytotoxische Effekt wurde durch ein
Lactatdehydrogensase (LDH) Messung im Uberstand nach 24 Stunden gemessen. Die Daten zeigen den Mittelwert technischer
Triplikate + Standardabweichung eines reprasentativen Experiments, aus einer Reihe von drei unabhéngigen durchgefiihrten
Experimenten. Statistische Analysen wurden mittels R Studio durchgefiihrt um inter-Assay Variationen zu detektieren. Unterschiede
P <0.05 wurden als statistisch signifikant angegeben. (Abbildung ist bereits verdffentlicht (Darowski et al. 2019)).
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4.1.5 Vergleich der Aktivierbarkeit von anti-P329G-CAR-J-Reporterzellen und
FcyRIIIa-CAR-J-Reporterzellen

FcyRIIIa, auch als CD16a-Rezeptor bezeichnet, wird normalerweise auf der Oberflache von NK-Zellen,
Monozyten und anderen Immunzellen, nicht jedoch von T-Zellen exprimiert. In Kombination mit
therapeutischen Antikdrpern sind CD16-CAR-T-Zellen in der Lage, Targetzellen erfolgreich zu erkennen und
deren Lyse zu induzieren (Rataj et al. 2019). Da es sich bei den CD16-CAR-T-Zellen ebenfalls um ein
modulares System handelt, wurde dies in der vorliegenden Arbeit als Vergleich herangezogen, um die
Robustheit des anti-P329G-CAR-J-Reporterassays zu testen. In eine Ko-Kultur von CD20 exprimierenden
SU-DHL-4 Zellen und CD16-CAR-J- oder anti-P329G-CAR-J-Reporterzellen wurden der anti-CD20
glycomodifizierte (GE) Antikorper Obinutuzumab (Mossner et al. 2010), und zwei Fc-Varianten dieses
Binders titriert. Bei den verwendeten Fc-Varianten, handelt es um eine wildtyp-Fc Variante und einer
Variante mit der P329G LALA Mutation im Fc-Teil. Fiir CD16-CAR-J-Reporterzellinien konnte eine
konzentrationsabhangige Aktivierung observiert werden, wenn der anti-CD20 Antikorper mit wildtyp-Fc oder
die glycomodifizierte Variante verwendet wurde (Abbildung 10 A). Die Titration der P329G Fc Variante in
die Ko-Kultur dagegen zeigte keine Aktivierung der CD16-CAR-T-Zellen (Abbildung 10 B und C).
Umgekehrt konnte eine Aktivierung fiir die anti-P329G-CAR-J-Zellen im scFv- und Fab-Format beobachtet
werden, wenn der anti-CD20 Antikdrper mit P329G LALA Mutation titriert wurde. Keine Aktivierung

hingegen wurde observiert, wenn die wildtyp-Fc-Variante oder die glycomodifizierte Variante verwendet
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Abbildung 10: Gegenuliberstellung der Aktivitat von P329G-CAR-J-Reporterzellen und CD16-CAR-J-Reporterzellen in
Anwesenheit von Fc-modifizierten 1IgG1 Antikdrpern. Gezeigt ist die Antikdrper-abhangige Aktivierung von CD16-CAR-
Reporterzellen [A] oder anti-P329G-Reporterzellen im scFv-CAR-Format [B] oder Fab-CAR-Format [C], in einer Ko-Kultur mit
SU-DHL-4 (CD20*) und anti-CD20 Antikdrpervarianten. Als Antikérpervarianten wurden Obinutuzumab ein anti-CD20 Antikdrper
mit glycomodifiziertem-Fc (anti-CD20-GE), mit wildtyp-Fc (anti-CD20 WT) oder eine Variante mit P329G LALA Mutation (anti-
CD20 P329G LALA) in die Ko-Kultur titriert. Nach einer Inkubationszeit von sechs Stunden wurde die Luziferaseaktivitét in relativen
Lichteinheiten (RLI) pro Sekunde pro Well gemessen. Die Daten zeigen den Mittelwert technischer Triplikate + Standardabweichung
eines représentativen Experiments, aus einer Reihe von drei unabhéngigen durchgefiihrten Experimenten. Fir den Vergleich wurde
eine one-way ANOVA Analyse mit Bonferroni-Korrektur verwendet. P-Werte wurden mit nicht

signifikant (ns) = P = 0,12;*= P <0,033; **=P < 0,002; ***=P < 0,001 angegeben.
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4.1.6 Einfluss von Serum IgG auf die Aktivierung des anti-P329G-CAR

Um zu Gberprifen, ob unspezifische IgG Antikorper einen Einfluss auf die anti-P329G-CAR-Aktivierung
haben, wurden CD16-CAR und P329G-CAR-J-Reporterzellen mit CD20 exprimierenden SU-DHL-4
Targetzellen ko-kultiviert und mit konstanten Konzentrationen von ~0.1 pg/ml (0.67 nM) des anti-CD20
Antikdrpers Obinutuzumab und verschiedenen Fc-Varianten inkubiert. Neben Obinutuzumab (GE) wurde die
wildtyp-Fc-Variante und die P329G LALA Fc-Variante des Binders eingesetzt. Um die Inhibierung des
CAR-Signals zu Uberprifen, wurden zusétzlich aufsteigende Konzentrationen an humanem Serum IgG in den
Versuchsansatz titriert. Es konnte gezeigt werden, dass CD16-CAR-Reporterzellen, die mit der
wildtyp-Fc-Variante stimuliert wurden, bereits bei 2.5 pg/ml an Serum IgG einen deutlichen Abfall der
Aktivierung aufweisen. Ein langsameres Abfallen des Signals konnte auch bei der Verwendung der GE-
Variante beobachtet werden, allerdings wurde hier die CAR-Aktivierung erst ab einer Konzentration von 5
pg/ml an Serum IgG deutlich inhibiert und bei supra-physiologischen Bedingungen von 20 pg/ml an Serum
IgG konnte nur noch eine minimale CAR-Aktivierung beobachtet werden. Die Stimulierung des CD16-CAR
mit der P329G Fc-Variante zeigte bei zunehmender Serum IgG Konzentration einen Anstieg des CAR-
Signals, was auf eine unspezifische Aktivierung hindeutet. Die Aktivierung des anti-P329G-CAR wurde
durch steigende Serum 1gG-Konzentrationen dagegen nicht beeinflusst und es konnte eine konstante
Aktivierung fur das anti-P329G-CAR im scFv- und im Fab-Format gemessen werden.
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Abbildung 11: Gegenuiberstellung der Aktivierbarkeit von CD16-CAR-Reporterzellen und anti-P329G-CAR-J-Reporterzellen
in Anwesenheit von Serum IgG in physiologischen Konzentrationen. Gezeigt ist das Lumineszenzsignal von CD16-CAR-
Reporterzellen [A], anti-P329G-Reporterzellen im scFv-CAR-Format [B] oder Fab-CAR-Format [C], in einer Ko-Kultur mit
SU-DHL-4 (CD20%), die mit einer konstanten Konzentration von 0.1 pg/ml Antikorper aktiviert wurden. Die verwendeten Antikorper
waren entweder Obinutuzumab (anti-CD20 GE), ein anti-CD20 Antikdrper mit wildtyp-Fc (anti-CD20 WT) oder eine Variante mit
P329G LALA Mutation (anti-CD20 P329G LALA). Simultan wurde humanes Serum IgG hinzutitriert. Nach einer Inkubationszeit von
sechs Stunden wurde die Luziferaseaktivitét in relativen Lichteinheiten (RLI) pro Sekunde/Well gemessen. Die Daten zeigen den
Mittelwert technischer Triplikate + Standardabweichung eines représentativen Experiments, aus einer Reihe von drei unabhé&ngigen
durchgefiihrten Experimenten. Fur den Vergleich wurde eine one-way ANOVA Analyse mit Bonferroni-Korrektur verwendet.
P-Werte wurden mit nicht signifikant (ns) =P = 0,12; *= P < 0,033; **=P <0,002; ***=P < 0,001 angegeben.

Diese im ersten Teil der Arbeit durchgefiihrten Versuche dienten der Charakterisierung des anti-P329G-CAR
und bilden die Basis fiir die Etablierung des anti-P329G-CAR in priméren T-Zellen. Im zweiten Teil der
vorliegenden Arbeit werden die anti-P329G-CAR-T-Zellen bezliglich ihrer Funktionalitit untersucht, was zur

Vorbereitung des anti-P329G-CAR fir den adoptiven T-Zell-Transfer dient.
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4.2  Etablierung des anti-P329G-CAR fiur den adoptiven T-Zell-Transfer
4.2.1 Expression des anti-P329G-CAR im scFv-Format in priméaren T-Zellen

Um einen modularen CAR-T Ansatz fiir therapeutische Anwendungen zu verfolgen, wurde die Funktionalitat
des anti-P329G-CAR in primaren T-Zellen untersucht. Hierfir wurden CD3* T-Zellen aus PBMC isoliert und
lentiviral mit CAR transduziert. Nach funf Tagen wurde der Erfolg der Transduktion mittels GFP-Expression
Uberprift. Ab 14 Tagen nach der Transduktion wurde die CAR-Expressionsrate bestimmt und ab einer
CAR-Expressionsrate von > 75 % wurden die CAR-T-Zellen fur weiterfihrende Versuche verwendet. Der
Transduktionserfolg wurde mittels Durchflusszytometrie tiberprift. Hierfir wurden sowohl CAR- als auch
GFP-Expression analysiert. Die anti-P329G-scFv-CAR-Expression wurde indirekt tber einen Fluorochrom-
markierten Antikorper mit Spezifitit gegen Fcy des priméren Antikorpers detektiert. Als primare Antikorper
wurden entweder 1gG1 mit P329G LALA mutiertem Fc oder glycomodifiziertem-Fc (GE) verwendet. Sowohl
CAR- als auch GFP-Analyse der transduzierten Zellen zeigten eine Verschiebung der Zellpopulation im

Seitwartsstreulicht, fur anti-P329G-scFv-CAR transduzierte Zellen.

anti-P329G-CAR-T-Zellen

B
Donor 19 Donor 23 Donor 19 Donor 23

92 % 75 %

P329G LALA IgG1
GE IgG1

ohne 1gG1

ey 5 L ,....é.\.wy—av—v—-miv—n.mv. : ,,...3,“,W>,—3,—.—.-m,—4.—.-r,...., :
10 -10 0 10 10 10 -10 0 10 10 10

Indirekte CAR Detektion GFP (Transduktionskontrolle)

Abbildung 12: Anti-P329G-CAR-scFv-Expression in priméren T-Zellen. Durchflusszytometrische Analyse der anti-P329G-CAR-
scFv-Expression in priméren CD3* T-Zellen. Fir die Detektion des anti-P329G-CAR, wurde eine indirekte CAR-Farbung
durchgefihrt. Hierfur wurden die anti-P329G-CAR-T-Zellen mit einer geséttigten Antikdrperkonzentration (100 nM) entweder mit
P329G LALA IgG1, glycomodifiziertem 1gG1 (GE) ohne P329G Mutation oder keinem Antikdrper, inkubiert. Die Bindung dieser
Antikérper wurde mittels anti-humanem Fcy-spezifischem Alexa 647-konjugiertem Sekundérantikdrper via Durchflusszytometrie
detektiert [A]. Als positive Transduktionskontrolle, wurde die GFP-Expression gemessen [B]. Gezeigt sind zwei reprasentative
Transduktionsansétze aus Zellpools von Donor 19 und Donor 23 von anti-P329G-CAR-T-Zellen > 14 Tage post Transduktion.
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4.2.2 Einfluss verschiedener Antikdrper Konzentrationen auf das Tumorzelllyse-Verhalten von
anti-P329G-CAR-T-Zellen

Eine Voraussetzung fur den Erfolg einer potentiellen anti-P329G-CAR-T-Zell-Therapie ist, dass
CAR-T-Zellen ausschliellich in der Gegenwart des entsprechenden CAR-Adaptermolekiils aktiv sind. Um
dies zu untersuchen wurden verschiedene Tumorzellen: HeLa (FolR1"), Z-138 (CD20%) und MV3 (FAP*) mit
anti-P329G-CAR-T-Zellen im Verhéltnis 1.5 inkubiert. In diese Ko-Kultur wurden verschiedene
Konzentrationen von Target-spezifischen Antikorpern anti-FolR1 (16D5) P329G LALA IgG1, anti-CD20
(GA101) P329G LALA 1gG1 oder anti-FAP (4B9) P329G LALA IgG1 titriert. Als Kontrolle wurde ein DP47
P329G LALA Kontrollantikorper verwendet, der Target-unspezifisch ist (Tomlinson et al. 1992). Nach 24
und 48 Stunden wurde freigesetztes LDH im Uberstand gemessen, welches mit der Anzahl lysierter Zellen
korreliert. Es konnte gezeigt werden, dass die Inkubation von Tumorzelllinien und anti-P329G-CAR-T-Zellen
ohne Antikdrper keinen Einfluss auf die LDH-Freisetzung hat. Dies konnte durchgéngig fur die verschiedenen
Targetzellen und unabhéngig von der Inkubationsdauer gezeigt werden. Einen vergleichbaren Effekt, hatte die
Verwendung des DP47 Kontrollantikorpers bei einer Konzentration von 66 nM. Hier konnte ebenfalls keine
Beeintrachtigung Targetzell-Viabilitat festgestellt werden.

Bei der Verwendung von Target-spezifischen Antikdrpern hingegen konnte gezeigt werden, dass bei einem
CD4* zu CD8* Verhéltnis von [1:2] eine signifikante Tumorzelllyse induziert wurde (Abbildung 13, rechte
Seite). Die Geschwindigkeit der Tumorzelllyse war allerdings Target-spezifisch und trat bei Z-138 Zellen
bereits nach 24 Stunden auf und war nach 48 Stunden nicht mehr zu detektieren (Abbildung 13 B). Bei HelLa
und MV3 Targetzellen konnte ebenfalls nach 24 Stunden der Beginn der Targetzelllyse beobachtet werden,
diese nahm innerhalb der gesamten 48 Stunden weiter zu, so dass nach 48 Stunden ein signifikanter Rlickgang
der Targetzellen zu beobachten war (Abbildung 13 A und C). Betrug das Verhaltnis der
anti-P329G-CAR-T-Zellen CD4" zu CD8" [2:1] wurde keine signifikante Tumorzelllyse beobachtet
(Abbildung 13, linke Seite).
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Abbildung 13: Analyse der Aktivierung und des Tumorzelllyse-Verhaltens von anti-P329G-CAR-T-Zellen in Abhéngigkeit
von Target-spezifischen P329G LALA IgG1 CAR-Adaptermolekilen und CD4* zu CD8* T-Zell-Verhéltnis. A:
Anti-P329G-CAR-T-Zellen und MV3 (FAP*) Targetzellen wurden im Verhaltnis 5:1 mit verschiedenen Konzentrationen an anti-FAP
P329G 1gG1 inkubiert. B: Anti-P329G-CAR-T-Zellen und Z-138 (CD20*) Targetzellen wurden im Verhéltnis 5:1 mit verschiedenen
Konzentrationen an anti-CD20 P329G IgG1 inkubiert. C: Anti-P329G-CAR-T-Zellen und HeLa (FolR1*) Targetzellen wurden im
Verhdltnis 5:1 mit verschiedenen Konzentrationen an anti-CD20 P329G IgG1 inkubiert. Als Kontrolle wurde ein nicht spezifischer
DP47 P329G LALA IgG1 (DP47) oder kein Antikorper in die Ko-Kultur gegeben (0). Nach 24 und 48 Stunden wurde ein Aliquot des
Versuchsuberstands entnommen und mit Detektionssubstrat versetzt um den LDH-Gehalt zu bestimmen. Anschlieend wurde die
Zytotoxizitét mittels der Kontrollen von maximal-Lyse und spontan-Lyse berechnet. Auf der linken Seite ist sind Messwerte
dargestellt bei denen das Verhéltnis von CD4* zu CD8* anti-P329G-CAR-T-Zellen [2:1] betrug. Jeder Balken ist der Mittelwert aus
technischen Triplikaten von einem Donor. Angezeigt ist auBerdem der Mittelwert + Standardabweichung. Auf der rechten Seite sind
Messwerte dargestellt bei denen das Verhéltnis von CD4* zu CD8* anti-P329G-CAR-T-Zellen [1:2] betrug. Jeder Balken ist der
Mittelwert aus technischen Triplikaten von einem repréasentativen Donor aus zwei unabhéngigen Experimenten. Fir die statistische
Analyse wurde ein ungepaarter Student, two-tailed t-Test mit Welsch's Korrektur angewendet, nicht signifikant (ns) =P = 0,12; *= P
<0,033; **=P <0,002; ***=P <0,001.
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4.2.3 Expression der Aktivierungsmarker CD25 und CD69 auf anti-P329G-CAR-T-Zellen

Als néchstes wurde die Aktivierung der anti-P329G-CAR-T-Zellen untersucht. Hierfir wurde die Expression
von CD25 und CD69 Aktivierungsmarkern auf anti-P329-CAR-T-Zellen in Gegenwart verschiedener
CAR-Adapter untersucht. HeLa (FolR1*), Z-138 (CD20") und MV3 (FAP*) wurden mit
anti-P329G-CAR-T-Zellen im Verhéltnis 1:5 inkubiert. In diese Ko-Kultur wurden verschiedene
Konzentrationen eines Targets-pezifischen Antikorpers anti-FolR1 (16D5) P329G LALA IgG1, anti-CD20
(GA101) P329G LALA 1gG1 oder anti-FAP (4B9) P329G LALA IgG1 titriert. Als Kontrollantikérper wurde
ein DP47 P329G LALA Kontrollantikorper verwendet, der Target-unspezifisch ist (Tomlinson et al. 1992).
Nach 48 Stunden wurden die Aktivierungsmarker CD69 und CD25 auf CD4* und CD8*
anti-P329G-CAR-T-Zellen untersucht. Die Analyse des Aktivierungsmarker CD69 zeigte bei anti-P329G-
CAR-T-Zellen, die mit MV3 Tumorzellen und anti-FAP-P329G IgG1 inkubiert wurden eine signifikant
erhdhte Expression (Abbildung 14 B und D). Weiterhin l&sst sich auch eine signifikante Zunahme des CD69
Aktivierungsmarkers bei CD4* anti-P329G-Target-Zellen, die mit anti-CD20-P329G IgG1 inkubiert wurden,
beobachten (Abbildung 14 J)

Bei der Analyse der CD4" und CD8" anti-P329G-CAR-T-Zellen auf CD25 Expression lieR sich in allen
Ansétzen, in denen ein Target-spezifischer Antikorper prasent war, eine signifikante Zunahme der CD25
Expression erkennen. Dies war in allen Ansatzen unabhéngig von den verwendetenTarget-Zellen zu
beobachten (Abbildung 14, schwarze Balken).
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Abbildung 14: Expression der Aktivierungsmarker CD25 und CD69 auf anti-P329G-CAR-T-Zellen.

A-D: Anti-P329G-CAR-T-Zellen und MV3 (FAP*) Targetzellen wurden im Verhaltnis 5:1 mit verschiedenen Konzentrationen an
anti-FAP P329G IgG1 inkubiert. E-H: Anti-P329G-CAR-T-Zellen und HeLa (FolR1*) Targetzellen wurden im Verhéltnis 5:1 mit
verschiedenen Konzentrationen an anti-CD20 P329G 1gG1 inkubiert. I-L: Anti-P329G-CAR-T-Zellen und Z-138 (CD20%)
Targetzellen wurden im Verhaltnis 5:1 mit verschiedenen Konzentrationen an anti-CD20 P329G IgG1 inkubiert. Als Kontrolle wurde
ein nicht spezifischer DP47 P329G LALA IgG1 (DP47) oder kein Antikorper in die Ko-Kultur gegeben (0). Nach 48 Stunden wurde
die Aktivierung durchflusszytometrisch untersucht. Dafiir wurden die technischen Triplikate eines jeden Ansatzes
zusammengenommen und CD8* und CD4* anti-P329G-CAR-T-Zellen auf die Aktivierungsmarker CD69 und CD25 {iberprift. Die
Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte aus technischen Triplikaten + Standardabweichung des normalisierten Medians der
Fluoreszenzintensitét von drei Donoren. Fir die statistische Analyse wurde ein ungepaarter Student, two-tailed t-Test mit Welsch's
Korrektur angewendet, nicht signifikant (ns) = P = 0,12; *= P <0,033; **= P < 0,002; ***=P <0,001.
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5 Diskussion
5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse und Erkenntnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde eine neuartige modulare CAR-T-Zell-Plattform entwickelt, die auf einem
CAR basiert, der gegen die P329G Mutation gerichtet ist. Die P329G Mutation wird in therapeutischen
Antikdrpern verwendet um unerwiinschte Bindung an FcgRl, 11, 111 und den Komplementfaktor C1q zu
verhindern. Im ersten Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass die P329G Mutation spezifisch von
anti-P329G-CAR transduzierten Jurkat-NFAT-Reporterzellen erkannt wird und eine Antikorper-abhangige
Aktivierung induziert. Basierend auf dieser P329G-CAR-Jurkat-NFAT-Reporterzellinie wurde ein Assay
entwickelt, der es ermdglicht Antikorper mit P329G im Fc-Teil auf ihre Funktionalitat hin zu screenen. Des
weiteren konnte gezeigt werden, dass Binder, die mit dieser anti-P329G-CAR-J-Reporterzellinie selektiert
wurden, auch nach der Konvertierung der Antikoper in ein 2+1 TCB Format funktional sind und verwendet
werden konnen, um Targetzellen zu lysieren. Der zweite Teil der Arbeit fokussierte sich auf die Etablierung
des anti-P329G-CAR in primaren T-Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass anti-P329G-CAR-T-Zellen in
Anwesenheit eines Tumorantigen-spezifischen IgG1 mit P329G Mutation die Targetzelllyse induzieren. Die
erfolgreiche Targetzelllyse ist dabei abh&ngig von der Dosis des eingesetzten Antikdrpers, dem Verhaltnis von
CD8* und CD4" anti-P329G-CAR-T-Zellen, sowie dem Effektor- zu Targetzell-Verhéltnis.

5.2 Etablierung einer modularen anti-P329G-CAR-J-Reporterzellinie mit
Antigenerkennungsdomane im scFv- und Fab-Format

Ein Merkmal modularer CAR-Systeme ist, dass diese nicht direkt gegen ein Tumorantigen gerichtet sind,
sondern stattdessen tumorspezifische CAR-Adapter binden. Der tumorantigengebundene CAR-Adapter wird
durch die modCAR-T-Zelle erkannt, wodurch es zur Ausbildung der immunologischen Synapse und zur
Aktivierung der CAR-T-Zellen kommt. Durch Verwenden dieser CAR-Adapter wird das flexible Binden
verschiedener Tumorantigene mit einer nur einmalig transduzierten CAR-T-Zelle ermdglicht (Liu et al. 2019).
Um solch ein modCAR zu generieren, wurde in der vorliegenden Arbeit die Sequenz eines
anti-P329G-Binders verwendet (Darowski et al. 2019). Dieser Binder wurde nach der Immunisierung von
Mausen mit einem humanen monoklonalen P329G LALA IgG1 selektiert (Wessels et al. 2017). Wessels et al.
konnten mittels SPR die spezifische Bindung dieses anti-P329G IgG1 an die P329G Mutation nachweisen und
entwickelten basierend darauf einen humanen-FcyRI-P329G-Assay. Dieser Assay verwendet einen Biotin-
markierten anti-P329G Antikorper zur Detektion von 1gG1 Antikorper-anti-Drug-Antikorper
(ADA)-Komplexen. Weiterhin wurde die Spezifitat der anti-P329G Bindung durch die Kristallstrukturanalyse
eines Komplexes bestehend aus einem P329G LALA mutierten Fc-Teil und gebundenem anti-P329G Fab
gezeigt (Darowski et al. 2019). Dabei konnte gezeigt werden, dass der anti-P329G Fab in einem Winkel von
circa 60° an die CH2-CH3 Doméne des Fc bindet, wodurch die zweite P329G Mutation im Fc-Teil verdeckt
wird. Somit ist eine potentielle 2:1 Bindungsstochiometrie von Fab zu Fc-Teil blockiert (Darowski et al.
2019). Diese Erkenntnisse bilden die Basis der vorliegenden Arbeit, deren Ziel es war ein CAR-Konstrukt zu

generieren, das diesen spezifischen anti-P329G Binder als extrazellulare Antigenerkennungsdomane besitzt.
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Zunéchst sollte das geeignete Format als extrazellulare anti-P329G Antigenerkennungsdoméne gewahlt
werden. Hierfur wurden zwei anti-P329G-CAR-Varianten designend, die entweder eine anti-P329G-Fab-
basierte oder eine anti-P329G-scFv-basierte Antigenerkennungsdomane besitzen; sich intrazellulédr aber nicht
unterscheiden. Beide Formate weisen Vor- und Nachteile auf, die ausschlaggebend fur den Erfolg des CAR
sein kdénnen (Zhao et al. 2010).

Nicht jeder Fab-Binder l&sst sich problemlos in ein scFv-Format konvertieren (Zhao et al. 2010). Durch die
Konvertierung in das scFv-Format kann es zum Verlust der Bindung oder zur Reduktion der Spezifitat gegen
das Target kommen (Faitschuk et al. 2016). Daher wurde zunéchst die Expression beider anti-P329G-CAR
durchflusszytometrisch bestimmt. Neben der indirekten CAR-Detektion mittels Antikdrper kdnnen auch
Antigene, gegen die der CAR spezifisch ist, mit einem Reporter markiert werden (Syahir et al. 2015). Hierfr
bieten sich Fluorochrom markierte Antigene (Juillerat et al. 2019) oder Enzym gekoppeltes Antigene an
(Gopalakrishnan et al. 2019). Gopalakrishnan et al. haben einen Luziferase basierten ,, Topanga-Assay*
entwickelt, der dazu dient, die CAR-Expression an der Zelloberflache nachzuweisen (Gopalakrishnan et al.
2019). Der Assay nutzt ein rekombinantes Protein bestehend aus einem Luziferasereporter und dem Antigen,
welches von dem CAR erkannt werden kann. Nachdem ein Detektionsreagenz zugegeben wird, kann das
Lumineszenzsignal gemessen werden. Hierbei spiegelt das Lumineszenzsignal lediglich das VVorhandensein
des CAR wieder, sagt allerdings nichts Giber dessen Funktionalitdt aus. Ein weiterer Nachteil dieses ,,Topanga-
Assay* ist auch, dass fir jedes zu detektierende CAR ein neuer CAR-Adapter konstruiert werden muss. Dies
ist zum einen mit viel Aufwand verbunden und zum anderen nicht bei allen Antigenen méglich (Levy et al.
2016). Eventuell kann auf anti-idiotypischen Antikdrper als CAR-Adapter zurlickgegriffen werden, falls diese
vorhanden sind (Jena et al. 2013). Fir die Detektion der klinisch zugelassenen CAR-T-Therapien (Subklewe
et al. 2019) kann beispielsweise ein fluoreszenzmarkierter, anti-ideotypischer anti-CD19-scFv-Antikorper
Klon 136.20.1 verwendet werden (Jena et al. 2013, Kalos et al. 2011). Fur die Detektion des anti-P329G-CAR
kann universell jeder Antikorper, der eine P329G Mutation im Fc-Teil besitzt, genutzt werden. Der
Antikorper kann direkt fluoreszenzmarkiert sein oder durch einen sekundéren fluoreszenzmarkierten
Antikorper gebunden werden. Weitere Mdglichkeiten der universellen Detektion kdnnen durch simultane
Expression eines Protein-Tag, das entweder direkt an das CAR fusioniert (Davenport et al. 2018) ist oder ko-
exprimiert wird (Philip et al. 2014) gewéhrleistet werden.

Nachdem die anti-P329G-CAR-Expression nachgewiesen werden konnte, wurde die Affinitat der beiden
CAR-Antigenerkennungsdoménen naher untersucht. Binder die im Fab-Format selektiert wurden, weisen in
der Regel eine hohere Bindungsaffinitit zu ihnrem Antigen auf als nach der Konvertierung dieser Binder in das
scFv-Format (Benedict et al. 1997). Weiterhin gelten Fab-Fragmente im Vergleich zu scFv-Fragmenten als
stabiler (Quintero-Hernandez et al. 2007). Daher kdnnten sich Fab-basierte Binder potentiell besser als CAR
Antigenerkennungsdomaéne eignen. Interessanterweise sind in Literatur bisher nur wenige Fab-basierte CAR
beschrieben (Duan et al. 2019, Faitschuk et al. 2016). Die meisten CAR, darunter auch die beiden FDA-
zugelassenen anti-CD19-CAR-Therapien Kymriah (FDA et al. 2018) und Yescarta (FDA et al. 2018) besitzen
eine scFv-basierte Antigenerkennungsdomane. Faithschuk et al. haben bei einem direkten Vergleich eines

anti-CEA-CAR gezeigt, dass ein CAR im Fab-Format eine hohere Affinitdt zum Antigen aufweist und
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weniger Antigen flr die halb-maximale Aktivierung benétigt wird, als beim entsprechenden CAR im
scFv-Format (Faitschuk et al. 2016). Dies konnte in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Das anti-
P329G-CAR im Fab Format zeigte eine hohere Affinitat als das anti-P329G-CAR im scFv-Format. Beide
Befunde unterstreichen zudem auch, dass Fab-selektierte Binder nach der Konvertierung in das scFv-Format
an Affinitét verlieren (Benedict et al. 1997). Dies tritt jedoch nicht fur alle Antikdrpersequenzen auf und ist
fiir sich genommen auch kein Ausschluss Kriterium fur das anti-P329G-CAR im scFv-Format. Das Nutzen
von scFv-basierten CAR mit geringerer Affinitat kann ndmlich bei klinischen Ansétzen zu einer besseren
Diskriminierung bei der Antigenerkennung fuihren (Caruso et al. 2015, Cho et al. 2018). Angewendet in einem
Reporterassay bleibt die Bindung des anti-P329G-scFv-Binders an die P329G Mutation konstant und hat
keinen Einfluss auf die Selektion von Antikorper Kandidaten im 1gG1. Hier werden Antikorper (iber die
Affinitat der Fab-Arme zum Tumorantigen selektiert (Darowski et al. 2019).

Durch die instabile Expression des scFv, kann es bei scFv-basierten CAR-T-Zellen zur Aggregation des CAR
kommen (Worn et al. 1999), woraus eine unerwiinschte Aktivierung des T-Zelle in Abwesenheit des Antigens
(tonic-signalling) resultiert (Long et al. 2015). Auch wenn das Tonic-Signalling bei manchen CAR
Konstrukten in der therapeutischen Anwendung einen proliferativen Vorteil bringt (Stoiber et al. 2019), ist
dies gerade bei der Entwicklung eines Reporterassays unerwiinscht. Durch eine konstante Aktivierung, kann
es zu einem erhohten Basissignal fuhren (Fan et al. 2007) und die Sensitivitat des Reporterassays
beeintrachtigen. Um eine gute Daten Qualitat zu gewéhrleisten und keine falsch positiven Signale zu
generieren, ist es wichtig Artefakte zu kontrollieren und ein unerwiinschte Rezeptor Aggregation
auszuschlieBen. Um dem entgegenzuwirken wurde die anti-P329G-scFv-Variante Disulfid-stabilisiert. Zhao et
al. zeigten, dass Disulfid-stabilisierte scFv-Fragmente eine erhdhte Stabilitat aufweisen, gleichzeitig die
Affinitat des Binders aber nicht beeintrachtigt wird (Zhao et al. 2010). Fir beide anti-P329G-CAR-Formate
konnte keine unerwiinschte Rezeptoraggregation festgestellt werden. Es konnte gezeigt werden, dass beide
CAR-Formate in der Lage sind die P329G Mutation im Fc-Teil zu binden und in Anwesenheit des passenden
Antigens in einer Dosis-abhangigen Aktivierung der Reporterzelllinie resultieren. Weder fur das scFv- noch
fur das Fab-Format konnte eine unspezifische Aktivierung nachgewiesen werden, was die Grundlage fir die

Etablierung eines anti-P329G-CAR-Reporterassays darstellt.

Jurkat T-Zellen sind ein oft verwendetes Modell, um die T-Zell-Aktivierung zu untersuchen und die
zugrundeliegenden Signalkaskaden besser zu verstehen (Abraham et al. 2004, Bartelt et al. 2009). Die
Aktivierung der Jurkat-Zellen kann entweder durch den endogenen TCR erfolgen oder durch eingebrachte
chimére Rezeptoren, die sich die TCR zugrundeliegenden Signalkaskaden zu Nutze machen (Alonso-Camino
et al. 2013, Bartelt et al. 2009). Oft sind zelluldre Ereignisse mit der Regulation der Transkription von Genen
assoziiert und werden durch die Inhibierung oder Aktivierung von Rezeptoren ausgelost. So fuhrt auch die
T-Zell-Aktivierung zu einer intrazelluléren Signalkaskade, die in der Rekrutierung von Transkriptionsfaktoren
wie NFAT, NF-xB und AP-1 resultiert und die Expression der Ziel Gene zur Folge hat (Chemnitz et al. 2004).
Durch das Koppeln eines Luziferase- oder Fluoreszenz-Reporters wie GFP kann die Genexpression und damit
die Aktivierung der Zelle nachgewiesen und quantifiziert werden (Tomkowicz et al. 2015). Jurkat-T-Zell-

basierte Reporterzellinien finde breite Anwendung und sind ein gutes Werkzeug um die T-Zell-Biologie in
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einem vereinfachten Modell zu untersuchen (Lee et al. 2012, Tomkowicz et al. 2015). Vor allem Luziferase
basierte Reporterzellen liefern eine hohe Assay-Sensitivitat, wodurch auch minimale transkriptionelle
Veranderungen mit einer hohen Reproduzierbarkeit nachgewiesen werden kénnen (Fan et al. 2007).
Tomkowicz et al. entwickelten eine Jurkat-basierte Reporterzellinie, die sowohl ein GFP-basiertes als auch
ein Luziferase basiertes Reportersystem vereint (Tomkowicz et al. 2015). Diese Kombination ermdglichte es
die Rolle des Negativregulators TIM-3, bei der TCR-vermittelten T-Zell-Aktivierung weiter zu
charakterisieren. Da die beiden Transkriptionsfaktoren, NF-kB und NFAT durch das koppeln an GFP
beziehungsweise Luziferase Expression differenziert untersucht werden konnten. So konnte gezeigt werden,

dass TIM-3 einen Einfluss auf beide Transkriptionsfaktoren hat (Tomkowicz et al. 2015).

Der in der vorliegenden Arbeit entwickelnde anti-P329G-CAR-J-Reporterassay sollte so konzipiert werden,
dass er sich zum Screening im Hochdurchsatz-Format eignet und einen schnelles Auslesen der Ergebnisse
ermdglicht. Deshalb wurde ein Luziferase basierter Ansatz gewéhlt, bei dem das Auslesen der Ergebnisse
bereits nach 6 Stunden mdglich ist (Tomkowicz et al. 2015). Durch die Transduktion der
Jurkat-NFAT-Zelllinie mit dem anti-P329G-CAR kommt es nach der Aktivierung des CAR zur Aktivierung
des NFAT-Transkriptionsfaktors tber die intrazelluldrer CAR-Signaldoméane CD28 und CD3(. Dadurch ist
ein quantifizierbares Luziferase Signal nach erfolgreicher Aktivierung des CAR detektierbar (Darowski et al.
2019). AbschlieBend fir den ersten Teil lasst sich sagen, dass sich beide anti-P329G Formate scFv und Fab

zur Etablierung einer Reporterzellinie eignen.

5.3 Anti-P329G-CAR-J-Reporterzellen und Alternativen fir das Selektieren von Bindern

Unter anderem werden therapeutisch wirksame Antikorper, basierend auf der Eigenschaft Tumorzellen zu
lysieren, selektiert. Diese Assays unterliegen individuellen Schwankungen. Ebenso ist die Konvertierung der
Binder in das finale Format zeit- und ressourcenaufwendig (Brinkmann et al. 2017, Spiess et al. 2015). Im
bisherigen internen Arbeitsablauf wurden die zu selektierenden Binder zuerst von einem P329G LALA IgG1
Format in das finale 2+1 TCB Format konvertiert, bevor eine Selektion auf Funktionalitat méglich war
(Roche, unverdffentlicht). Fur eine Vielzahl an Bindern stellt sich erst nach dieser Konvertierung heraus, dass
sie fur die therapeutische Anwendung ungeeignete Eigenschaften besitzen (Roche, unverdffentlicht). Um
Binder schon vor der Konvertierung zu selektieren, werden Assays angewendet, die auf rekombinante
Fusionsproteine zurlickgreifen; Binder kdnnen so mittels Enzym-gekoppelten Immunosorbent-Assays
(ELISA) (Miller et al. 2012, Wessels et al. 2017) oder via SPR (Dinel et al. 2019) detektiert werden. Dies l&sst
allerdings noch keine Riickschlisse auf die Funktionalitit der Binder im finalen Format zu. Fir die
therapeutische Antikorperentwicklung ist es daher unabdingbar zellbasierte-Assays zur Verfugung zu haben,
welche den Wirkmechanismus des Antikdrpers widerspiegeln und eine zuverlassige Selektion funktionaler
Binder ermdglichen (Darowski et al. 2019).

Hierfir eignen sich sogenannte modulare Systeme zu denen auch der anti-P329G-CAR-J-Assay z&hlt. In der
Literatur sind bereits einige modulare Systeme beschrieben, fiir die gezeigt werden konnte, dass sich die
Aktivitat der T-Zellen tber die Wahl des Adapters regulieren l&sst (Darowski et al. 2019, Minutolo et al.
2019). Wie bereits beschrieben, sind Jurkat T-Zellen ein oft verwendetes Modell um die T-Zell-Aktivierung
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zu untersuchen und die zugrundeliegenden Signalkaskaden besser zu verstehen (Abraham et al. 2004, Bartelt
et al. 2009). Rosskopf et al. haben einen Jurkat-Reporterzelllinie entwickelt, die eine simultane Analyse der
Transkriptionsfaktoren NF-kB, NFAT und AP-1 ermdglicht (Rosskopf et al. 2018). Durch das einzelne
Koppeln der Transkriptionsfaktoren an die Expression verschiedene Reporterfluoreszenzproteine kann eine
detaillierte, Analyse der zugrundeliegenden Signalwege stattfinden (Rosskopf et al. 2018). Durch diesen
multiparamentrische Analyse kénnten TCR in die Zellen eingebracht und mit verschiedenen modularen
Liganden stimuliert werden. Eine daraus resultierende Aktivierung der Rezeptoren kann dann durch die
Fluoreszenzenzreporter nachvollzogen werden. So kann die Aktivierung verschiedener TCR in Abhéngigkeit
der unterschiedlichen Tumorantigene untersucht werden (Rosskopf et al. 2018). Eine Modifikation des
Assays, indem der TCR mit einem CAR substituiert wirde, kdnnte zur Evaluierung ko-stimulatorischer
Domaénen dienen und so zur Findung einer optimierten T-Zell-Aktivierung beitragen (Rosskopf et al. 2018).
Die Aktivierung von Jurkat-Zellen kann durch den endogenen TCR (Bacac et al. 2016) oder durch
eingebrachte chimére Rezeptoren (Alonso-Camino et al. 2013) die sich TCR Signaldoménen zu Nutze
machen, erfolgen. Durch eine modulare, Liganden-vermittelte Aktivierung kann eine solche Reporterzellinie
als Selektionswerkzeug verwendet werden und Ruckschlisse auf die Funktionalitat des Antikdrpers geben.
Ein weiterer modularer, funktioneller Assay der zur Selektion von therapeutisch wirksamen Molekiilen
verwendet wird, ist der Jurkat-NFAT-Assay (Promega et al. 2020, Signosis et al. 2020). Dieser basiert auf der
Kreuzvernetzung von Target und Effektorzellen, die analog zum anti-P329G-CAR-J-Reporterassay durch ein
Adaptermolekil vermittelt wird. Hier ist das Adaptermolekul allerdings kein IgG, sondern ein
T-Zell-bispezifischer Antikorper (TCB). Dieser Assay kann genutzt werden um jegliche bispezifische oder
multispezifische Antikérper zu selektieren, die neben der Target-spezifitat auch einen CD3 Binder besitzen
(Bacac et al. 2016, Wolach et al. 2015). Durch die simultane Bindung des bispezifischen Molekiils an das
Tumorantigen und den TCR der Jurkat Effektor-Zellen wird diese aktiviert. Nach Zugabe eines Substrats kann
ein Luziferasesignal quantifiziert werden, das mit der Aktivierung korreliert (Promega et al. 2020, Signosis et
al. 2020). Der Jurkat-NFAT-Assay erlaubt genau wie der anti-P329G-CAR-J-Assay ein robustes und
funktionelles Selektieren von Bindern. Ein Nachteil des Jurkat-NFAT-Assay ist allerdings die Notwendigkeit
zur vorrausgehenden Konvertierung der Binder aus dem 1gG-Format in das gewiinschte TCB Format
(Darowski et al. 2019). TCB im 2+1 Format sind mit einem hoheren Produktionsaufwand und weiteren
zeitaufwéndigen Qualitatskontrollen verbunden. Daher stellt der anti-P329G-CAR-J-Assay eine gute
Alternative da, um ein friihes selektieren von Bindern im P329G 1gG1 Format zu ermdglichen. Ebenfalls
konnte gezeigt werden, dass, Binder die im IgG1 Format selektiert wurden auch nach Konvertierung in das
2+1 TCB-Format eine zuverl&ssige Antigen-Erkennung und Effekttorfunktion der T-Zellen zulassen. Dies
ermoglicht bereits eine friihe Priorisierung der Binder und vermeidet die zeit- und ressourcenaufwendige
Konvertierung nicht funktionaler Binder in andere Formate (Darowski et al. 2019).

Ein weiterer modularer, funktioneller Assay, der die Antikérper-abhéngige FcyRIlla (CD16)-Aktivierung
nutzt und somit ebenfalls fiir die Binder Selektion im IgG-Format herangezogen werden kann, wurde von
Tada et al. entwickelt (Tada et al. 2014). Der Assay basiert auf einer Jurkat-Reporterzellinie, die mit FcyRIlla
transduziert wurde. Infolge der Kreuzvernetzung des FcyRIIla durch antigen-gebundenen Antikorper kommt

es zur Luziferase Expression, die nach Zugabe eines Substrats detektiert werden kann. Dieser Assay eignet
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sich um Fc-modifizierte Antikorper zu selektieren (Tada et al. 2014). Ubereinstimmend mit den erhobenen
Ergebnissen in der vorliegenden Arbeit haben auch Tada et al. fir Rituximab zeigen konnen, dass 1gG1 mit
LALA Mutation keine Luziferase-Aktivitat der entsprechenden Reporterzelllinie bewirkt, wohingegen
antigengebundene wildtyp-Fc oder Fc-modifizierte IgG Varianten eine 1gG-konzentrationsabhanige
Aktivierung der Reporterzellinie zur Folge haben (Tada et al. 2014). Rataj et al. bestatigten diese Erkenntnisse
mit priméren CD16-CAR-T-Zellen (Rataj et al. 2019). Dieser von Tada entwickelte FcyRIIla-Reporterassay
eignet sich somit sehr gut zur Selektion und VVorhersage der Funktionalitit von wildtyp-Fc IgG oder 1gG
glycomodifizierte Fc-Varianten, fur Immuneffektor stille Varianten wie P329G LALA Fc IgG ist er allerdings
ungeeignet. Auch eine potentielle Verwendung als diagnostisches Werkzeug fir den Nachweis von
therapeutischen AntikOrpern aus Patientenserum ware fiir den anti-P329G-CAR-J-Reporterassay denkbar, da
keine signifikante Storanfalligkeit unter supra-physiologischen Konzentrationen an Serum 1gG beobachtet

werden konnte.

Eine weiterer, allerdings CAR-basierter Assay, wurde von Alonso-Camino et al. entwickelt (Alonso-Camino
et al. 2013, Alonso-Camino et al. 2009). Dieser Assay ist nicht modular, dient aber auch dazu Binder im
scFv-Format zu selektieren. Hier werden die zu selektierenden Binder zunéchst in ein CAR-Format Uberfiihrt,
in Jurkat-Zellen transduziert und dann auf ihre Funktionalitat evaluiert (Alonso-Camino et al. 2009). Die
Gruppe konstruierte eine 1.5 x 10° scFv-basierte CAR-Bibliothek. Als Quantifizierung wurde allerdings kein
Luziferase basierte Detektion verwendet, sondern die durchflusszytometrische Analyse auf den
Aktivierungsmarker CD69 (Alonso-Camino et al. 2013). Dieser Ansatz bietet eine gute Alternative zum
anti-P329G-CAR-J-Assay, da auch hier ein schnelles, funktionelles Auslesen der Ergebnisse im finalen
Binder Format gewaéhrleistet ist. Das selektierte CAR kann direkt in primére T-Zellen transduziert werden und
fiir zytotoxische-Analysen verwendet werden (Alonso-Camino et al. 2013). Auch immunmodulatorische
Antikdrper lassen sich durch solche Reporterzellinien selektieren (Brinkmann et al. 2019). Hierfir erfolgt die
kontinuierliche Aktivierung der T-Zellen Uber eine CAR oder TCR Stimulation, aus der zugrundeliegenden
Reporter Expression resultiert dann ein detektierbares Signal (Brinkmann et al. 2019, . 2017, Teige et al.
2019). Das Signal kann nun in Abhangigkeit von den zu selektierenden immunmodulatorischen Antikdrpern
beeinflusst werden. Diese Unterschiede lassen sich quantifizieren und dienen zur Selektion von Antikdrpern
die beispielsweise die Achse zwischen PD-1 und PD-L1 oder CTLA-4 und CD80/CD86 beeinflussen (Seidel
et al. 2018, Teige et al. 2019).

Zusammenfassend fiir den ersten Teil I&sst sich sagen, dass beide Varianten des anti-P329G-CAR zur
Etablierung einer Reporter-Zelllinie gefthrt haben, die nur in Anwesenheit des P329G-CAR-Adapters und
dem Tumorantigen ein Luziferase Signal zeigt. Mithilfe des etablierten anti-P329G-Assay kann eine frihe
Selektion potentiell therapeutisch wirksamer Bindern gewahrleistet werden. Diese Binder kdnnen sowohl im
IgG-Format als auch im 2+1 TCB-Format verwendet werden (Darowski et al. 2019). AufRerdem kdnnen so
direkt 1gG1 selektiert werden, die potentiell in Kombination mit anti-P329G-modCAR-T-Zellen als Therapie
verwendet werden kénnten. Der anti-P329G-CAR-J-Assay bietet durch die einfache Handhabung und
Reproduzierbarkeit eine gute Ergédnzung zu bereits bestehenden Assays (Jutz et al. 2017, Tada et al. 2014) und
bildet aullerdem die Grundlage fir die Etablierung des anti-P329G-CAR zur therapeutischen Anwendung.
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5.4  Evaluierung von anti-P329G-CAR-T-Zellen fir die therapeutische Anwendung als Alternative zu
konventionellen CAR-T-Zellen

Derzeitig verfugbare CAR-T-Zell-Therapien sind so konzipiert, dass die CAR konstitutiv exprimiert werden
und direkt gegen ein Tumorantigen gerichtet sind (Subklewe et al. 2019). Das Erkennen des Antigens
induziert die Aktivierung der CAR-T-Zellen und flihrt zu deren Proliferation und zur Induktion der
Tumorzelllyse. Trotz der therapeutischen Erfolge ist die Verwendung dieser ,,direkten CAR* mit starken
Nebenwirkungen behaftet (Yanez et al. 2019). In der verdffentlichten Studie von Neelapu et al, zeigten 93 %
der NHL Patienten, die mit der anti-CD19-CAR-T-Zell-Therapie Yescarta behandelt wurden CRS (Neelapu et
al. 2017). Da die Aktivitat dieser CAR-T-Zellen nicht intrinsisch kontrolliert werden kann, werden
Nebenwirkungen derzeit mit der Gabe von anti-inflammatorischen oder Zytokin-neutralisierenden
Medikamenten wie dem IL-6 Rezeptor Antagonisten Tocilizumab, dem TNF-a-Inhibitor Etanercept oder dem
IL-1R Inhibitor Anakinra behandelt (Lee et al. 2014, Lee et al. 2019, Yanez et al. 2019). Eine weitere
Mdglichkeit Nebenwirkungen zu reduzieren ist die Eliminierung der CAR-T-Zellen mittels ,,Sucide Switch*
(Budde et al. 2013) oder anti-CAR-CAR-T-Zellen (Koristka et al. 2019). Allerdings wird dadurch der
therapeutische Effekt stark eingeschrankt oder komplett inhibiert.

Um dem Mangel an Dosierbarkeit entgegenzuwirken und die Aktivitat der CAR-T-Zellen besser zu
kontrollieren, werden modCAR-T-Zell-Ansatze in praklinischen Studien (Bachmann et al. 2019, Ma et al.
2016, Rodgers et al. 2016) und klinischen Studien getestet (D'Aloia et al. 2016, Lee et al. 2019). Hierbei
werden CAR-Adapter verwendet um die immunologische Synapse auszubilden und die modCAR-T-Zellen zu
aktivieren (Bachmann et al. 2019). Durch das Titrieren des Adapter-Molekiils kann die Aktivitat der
CAR-T-Zellen reguliert werden und die modCAR-T-Zellen kdnnen je nach Bedarf «an- oder abgeschaltet
werden (Caruso et al. 2015). Analog zu anderen modCAR-T-Zellen (Lee et al. 2019) konnte auch fir
anti-P329G-CAR-T-Zellen, eine Hochregulierung der Expression der Aktivierungsmarker CD25 und CD69
gezeigt werden, wenn diese die in Anwesenheit des CAR-Adapters und des entsprechenden Tumorantigens

kultiviert wurden.

Fur die Aktivierung der modCAR-T-Zellen ist es dabei prinzipiell vergleichbar, ob das Adapter-Molekiil ein
1gG basierter CAR-Adapter (Ochi et al. 2014, Rataj et al. 2019), ein Nanobody-basierter (Albert et al. 2017)
oder ein niedermolekularer (,,small molecule*) CAR-Adapter ist (Chu et al. 2018, Kim et al. 2015). Weiterhin
ist die Aktivierung auch unabhdangig davon, welche Antigenerkennungsdoméne das CAR aufweist.
Beispielsweise kann die konventionelle scFv-Antikenerkennungsdoméne durch ein Biotin-bindende Doméne
(Urbanska et al. 2012), eine Strepatvidin-bindende Doméne (Lohmueller et al. 2017) oder FcR-bindende
Domédne (Rataj et al. 2019) ersetzt werden. Dies zeigt wie flexibel und universell kombinierbar
modCAR-Ansdtze sind.

Eine Vielzahl von konventionellen CAR-T-Zellen besitzen Antigenerkennungsdoménen, die von Maus
monoklonalen Antikérpern stammen (Carpenter et al. 2013). Dadurch besitzen sie ein hohes Risiko
immunogen zu wirken (Sommermeyer et al. 2017). Dies hat zur Folge, dass zum einen die Funktionalitit der

CAR-T-Zellen stark beeintrachtigt wird (Lam et al. 2020) und zum anderen anaphylaktische Reaktionen
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auftreten konnen (Curran et al. 2012, Sun et al. 2018). Fir anti-Mesothelin CAR-T-Zellen wurden schwere
kardiale Dysfunktionen beobachtet, die letztendlich durch die Bildung von anti-Maus-Antikdrpern ausgeldst
wurden (Maus et al. 2013). Um CAR-T-Zellen effektiver und sicherer zu machen, kénnen die murinen
Sequenzen humanisiert werden (Sommermeyer et al. 2017). Ubertragen auf modCAR-T-Zellen bedeutet dies,
dass nicht nur die Wahl der CAR eine Rolle spielt, sondern auch der CAR-Adapter hinsichtlich
immunogenitats-Effekten beriuicksichtigt werden muss (Sun et al. 2018). Die meisten bisher in der Literatur
beschriebenen CAR-Adapter werden zusatzlich modifiziert (Darowski, Kobold, Jost and Klein, 2019). Fir
diese Modifikationen werden Haptene (Ma et al. 2016) oder Neo-Peptide (PNE) (Rodgers et al. 2016) an die
CAR-Adapter fusioniert. Dadurch sind zusétzliche Reinigungsschritte und Qualitatskontrollen erforderlich,
die mit einem grofieren Aufwand und erhéhter Komplexitéat verbunden sind (Chaganti et al. 2018, Spahr et al.
2017). AuBerdem konnen diese nicht-humanen Modifikationen die Immunogenitit des CAR-Adapters negativ
beeinflussen (Maus et al. 2013). Um das Risiko der Immunogenitét zu ermitteln kénnen in silico
immunogenitats-Analysen durchgefiihrt werden (Rodgers et al. 2016). Fir eine 14 Aminoséure groRes PNE
aus dem den Hefe Transkriptionsfaktor GCN4 konnte beispielsweise nur eine minimal Immunogenitat
vorausgesagt werden, wodurch es sich potentiell als Modifikation eignet (Rodgers et al. 2016). In einer
weiteren Studie von Ma et al. wurden ebenfalls FITC-CAR-Adapter mit verschiedenen Target-Affinitaten
entwickelt, die in Kombination mit dem anti-FITC modCAR die gleiche Zytotoxizitat aufweisen in der
prognostizierten Immunogenitat-induzierenden Effekte aber variieren (Ma et al. 2016, Vaughan et al. 1996).
Bisher konnte in klinischen Studien mit verschiedenen Molekiilen noch keine fur die P329G Mutation
spezifische Anti-Drug-Antikorper detektiert werden (Roche, unverdffentlicht). Zu klaren bleibt allerdings, ob
das anti-P329G-scFv die Bildung von anti-idiotypischen oder neutralisierenden anti-Drug-Antikérpern
auslosen konnte und ob diese potentiell die anti-P329G-CAR-Funktion beeinflussen. Bei YESCARTA®
welche den murinen anti-CD19 Binder FMCB63 als extrazellulare Antigenerkennungsdoméne verwendet,
konnten anti-FMC63 Antikorper detektiert werden. Diese beeintrachtigten allerdings nicht die
CAR-T-Zell-Expansion oder deren Persistenz (Gorovits et al. 2019).

5.5 Regulierung anti-P329G-CAR-T-Zellen und anderer modCAR-T-Zellen Giber den CAR-Adapter

Im Gegensatz zu herkdmmlichen CAR-T-Zelltherapien (Subklewe et al. 2019) bieten modCAR-T-Zellen
durch die Wahl des CAR-Adapters, die Mdglichkeit die Formation der immunologischen Synapse zu
kontrollieren (Bachmann et al. 2019). So beeinflusst sowohl die Dosierung, die Affinitat und die
Halbwertszeit des CAR-Adapters die Formation der immunologischen Synapse (Rodgers et al. 2016).
Allgemein ist bekannt, dass die Aktivierung von konventionellen, direkten CAR-T-Zellen mit der erhéhten
Sekretion von Zytokinen wie IFN-y, TNF-a, IL-6, GM-CSF, IL-10, IL-2, IL-8, oder IL-5 korreliert (Brudno et
al. 2016). Vor allem die unkontrollierte Freisetzung von Zytokinen und die fehlende Regulierung der Aktivitat
der CAR-T-Zellen ist fir konventionelle CAR-T-Zellen limitierend. modCAR-T-Zellen bieten hier
verschiedene Ansétze um dieses Problem zu umgehen. Zum einen ist eine Regulierung der Aktivitat der
modCAR-T-Zellen (ber die Titrierbarkeit des CAR-Adapter méglich (Kim et al. 2015). Verschiedene
Gruppen konnten unabhéngig zeigen, dass die Titrierbarkeit des CAR-Adapter auch eine Regulierung der

Zytokin-Ausschittung erlaubt und zur Steuerung der Aktivitat der CAR-T-Zellen genutzt werden kann, ohne
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diese aus dem System zu eliminieren (Lee et al. 2019). Auch fir die anti-P329G-CAR-T-Zellen wurde in
Abwesenheit des CAR-Adapter keine Zytokin Ausschiittung beobachtet wohingegen die Zugabe des CAR-
Adapters ebenfalls ein ,,Anschalten der anti-P329G-CAR-T-Zellen zur Folge hatte. Eine weitere Mdglichkeit
die Aktivitat der modCAR-T-Zellen zu modulieren besteht darin einen CAR-Adapter mit geeigneter Affinitat
zu wahlen. Cho et al. haben beispielsweise gezeigt das die Zytokin-Ausschittung tber die Affinitat des CAR
zum CAR-Adapter reguliert werden kann (Cho et al. 2018). Dies bietet den Vorteil, dass die CAR-Aktivitat
nicht nur Gber die Titrierbarkeit des CAR-Adapters sondern auch durch dessen Affinitéat beeinflusst werden
kann. Ein weiterer Ansatz zur Regulierung der modCAR-Aktivitét bietet das Nutzen von CAR-Adaptern mit
verschiedenen Affinitdten zum Tumorantigen. Wie im ersten Teil der Arbeit gezeigt werden konnte, lieRen
sich anti-P32G-CAR-J-Zellen unterschiedlich stark aktivieren, wenn anti-FolR1-CAR-Adapter mit
verschiedenen Affinitaten gegen das Tumorantigen supplementiert wurden. So kdnnen hoch- oder
niedrigaffine Antigen-Binder genutzt werden, um zusétzlich ein flexible Immunantwort zu erzielen. In
weiterflhrenden Versuchen wére es interessant den Phanotyp von CAR-T-Zellen zu untersuchen um zu sehen
ob die Affinitit des CAR-Adapters oder die Verabreichung einer Kombination von zwei CAR-Adaptern einen
Einfluss auf die Erschépfung der anti-P329G-CAR-T-Zellen hat. Weiterhin ist auch die Halbwertszeit des
CAR-Adapters ausschlaggebend fiir die Vertraglichkeit und den Erfolg der Therapie (Lee et al. 2019).
Generell weisen niedermolekulare-CAR-Adapter wie FITC-Folat-CAR-Adapter eine geringere Halbwertszeit
<90 Minuten (Tummers et al. 2016) als 1IgG-CAR-Adapter auf. Dies wirde zwar eine kontinuierliche Infusion
erfordern, aber aufgrund der (Molekulargewicht: ~873 Da) einen potentiellen Vorteil bei der
Tumorpenetration ergeben (Lee et al. 2019). Anders als bei 1gG basierter CAR-Adaptern mit einem
Molekulargewicht von ~150 000 Da, die eine Halbwertszeit von circa 20 Tagen besitzen und so uber langere
Zeit in den Tumor penetrieren kdnnen (Imamura et al. 2019).

Auch Modifikationen wie das Einflihren von Hapten oder PNE-Tags kdnnen die Halbwertszeit des CAR-
Adapter beeinflussen. Dies kann in einer schnelleren Eliminierung oder eine unerwiinschte Anreicherung der
CAR-Adapter resultieren (Imamura et al. 2019). Das Einflihren der P329G Mutation hat keinen bisher
bekannten Einfluss auf die Halbwertszeit des 1gG1 (Schlothauer et al. 2016).

Neben der Verwendung von Hapten oder PNE-modifizierten CAR-Adaptern, gibt es modCAR-Ansdtze, die
nicht modifizierten Antikorpern, als CAR-Adapter nutzen. Fir diesen Ansatz werden autologe T-Zellen, mit
FcyRIII (CD16)-CAR transduziert und mit klinisch validierten Antikdrpern wie Rituximab, Trastuzumab oder
Mogamulizumab kombiniert (Clemenceau et al. 2006, D'Aloia et al. 2016, Kudo et al. 2014, Ochi et al. 2014,
Tanaka et al. 2016). In klinischen Studien von Unum Therapeutics wurde Rituximab mit CD16-CAR-T-
Zellen kombiniert, um gegen wiederkehrende, refraktare B-Zell-Lymphome eingesetzt werden zu kénnen
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03189836, NCT02776813). Auch fur solide Tumore kénnten
CD16-CAR-Zellen in Kombination mit Trastuzumab Anwendung finden (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCTO03680560). Dieser modulare CD16-CAR-Ansatz ist vielversprechend und bietet wie anti-P329G-CAR-
T-Zellen die Moglichkeit verschiedene Antikorper ,,0ff-the-shelf mit CAR-T-Zellen zu kombinieren. Durch
die niedrige micromolare Affinitat des CD16-CAR, kénnen allerdings auch endogene auto-reaktive

Antikérper um die CD16-Bindung kompetieren (Minutolo et al. 2019). Dadurch kann es potentiell zur
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Zerstérung von gesundem Gewebe und Autoimmunreaktionen kommen (Minutolo et al. 2019). Im Rahmen
dieser Arbeit konnte gezeigten werden, dass bei CD16-CAR-J-Zellen, die mit steigenden Konzentrationen an
Serum IgG inkubiert wurden, eine Inhibierung des Signals zu beobachten war. Die Aktivierung der anti-
P329G-CAR-J-Zellen bleib auch bei supra-physiologischen IgG-Bedingungen unbeeinflusst. Dieser Befund
indiziert, dass durch Verwendung der anti-P329G-CAR-Zellen eine potentielle Aktivierung in der Peripherie
vorgebeugt werden kann, wodurch eine zusatzliche Sicherheit gewéahrleistet ware. Ein Vorteil der
CD16-CAR-T-Zellen ist allerdings, dass diese mit wildtyp-Fc 1gG oder 1gG glycomodifizierte Fc-Varianten
kombiniert werden kénnen (Rataj et al. 2019). Dies bietet die Mdglichkeit, dass durch Praapplikation von
beispielsweise Rituximab ein Teil der malignen Zellen, vorab eliminiert werden kénnen. In einem zweiten
Schritt kann dann die T-Zell-vermittelte Zelllyse durch die CD16-CAR-T-Zellen induziert werden. Diese
sequenzielle Verabreichung des CAR-Adapters konnte analog zu FITC-Folat-CAR-Adaptern,
Nebenwirkungen verringern und lebensbedrohliche CRS verhindern (Lee et al. 2019, Ma et al. 2016).

Wichtig zu erwahnen ist auch, dass durch die Verwendung von CAR-Adaptermolekiilen die Mdglichkeit
besteht die Therapie zu unterbrechen ohne die transduzierten T-Zellen zu eliminieren. Hierfiir kommen
mehrere Optionen infrage, zum einen kann die Infusion des CAR-Adapters unterbrochen werden oder bei
einem schnellen Eingreifen kdnnen auch nicht funktionale CAR-Adapter gegeben werden, die um die
CAR-T-Zell-Bindung kompetieren (Lee et al. 2019). Innerhalb von drei Stunden konnte so die
Zytokinausschittung durch anti-FITC-modCAR-T-Zellen gesenkt werden, wenn das von der FDA
zugelassene Sodium Fluorescein (Keerl et al. 2004) verabreicht wurde (Lee et al. 2019).

Letztendlich kénnen so fur verschiedene Tumorindikationen die bestméglichen CAR-Adapter gewahlt und
kombiniert werden. Dies ermdglicht eine schneller Optimierung der Behandlungsbedingungen, resultiert aber
dennoch in einer exzellenten Potenz in vivo, die vergleichbar mit konventionellen CAR-T-Ansatzen ist (Kim
et al. 2015, Rodgers et al. 2016). So bieten anti-P329G-CAR-T-Zellen und generell modCAR-T-Zellen
letztendlich eine gute Alternative zu konventionellen CAR-T-Zell-Therapien.

5.6 anti-P329G-CAR-T-Zellen erlauben simultanes erkennen verschiedener Antigene

Selten lassen sich Tumore effektiv durch eine monospezifische Therapie behandeln (Bayat Mokhtari et al.
2017). Dies liegt daran, dass Antigene selten einzigartig fiir den Tumor sind und Antigen-gerichtete Therapien
zudem das Entkommen des Tumors beglinstigen kdnnen (Majzner et al. 2018). Auch bei
CAR-T-Zell-Therapien ist das Entkommen des Tumors bekannt und ist meistens auf den Verlust des Tumor-
assoziierten Antigens zurlickzufiihren (Benmebarek et al. 2019, Majzner et al. 2018). Innerhalb des ersten
Jahres liegt die Riickfallquote von rezidiven und oder refraktéren Patienten, die mit anti-CD19-CAR-T-Zellen
behandelt wurden, bei circa 50 % (Zhao et al. 2019). Im Rahmen einer klinischen Phase Il Studie, in der
Patienten mit der anti-CD19-CAR-T Zell Therapie Kymriah behandelt wurden, sind von 16 rezidiven Fallen
15 als CD19 negativ charakterisiert worden (Maude et al. 2018). Um einem Rezidiv entgegenzuwirken und
einem Tumor-Escape vorzubeugen, kénnen bicistronische ,,dual-targeting* CAR-T-Zellen verwendet werden
(Jia et al. 2019). Hierzu gehoren beispielsweise CD19 und CD22 (Qin et al. 2018), CD19 und CD20 (Zah et
al. 2016), CD19 und CD123 (Qin et al. 2019) oder BCMA und Proliferation indizierender Ligand (APRIL)
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(NCT03287804). In einer klinischen Phase I/1l Studie bei der die Sicherheit und Wirksamkeit von
anti-CD19-anti-CD22-CAR-T-Zellen evaluiert wurde, zeigten vier von sechs Patenten die mit der hdchsten
Zelldosis (> 3 x10%/kg) behandelt wurden, einen anhaltenden Riickgang der Tumorlast Gber die Studiendauer
(Amrolia J et al. 2018). Dies liefert erste Erkenntnisse, dass CAR-T-Zellen, die mit zwei Antigen-gerichteten
Bindern ausgestattet sind (Cartellieri et al. 2016, Hossain et al. 2018), einer Tumor Flucht entgegenwirken
und den Erfolg der Therapie steigern (Ruella et al. 2016, Schultz et al. 2018). Auf molekularer Ebene weif3t
dieser Ansatz allerdings Limitationen auf (Lam et al. 2020). Die GroRe des Transfervectors kann nicht
beliebig vergroRert werden, da mit zunehmender Komplexitat der CAR-Konstrukte auch die
Viruspartikelproduktion und die spétere, korrekte Expression in primaren T-Zellen erschwert ist (Kumar et al.
2001, Lam et al. 2020). Kumar et al. haben gezeigt, dass ein kleineres Vektorkonstrukt zu einem erhéhten
viralen Titer fuhrt, welcher wiederum in einer verbesserten Transduktionsrate resultieren kann (Kumar et al.
2001).

Eine potentielle Option dieses Problem zu umgehen, ist die sequenzielle Verabreichung von
anti-CD19-CAR-T-Zellen und anti-CD22-CAR-T-Zellen (Gardner et al. 2018, Huang et al. 2018). Dies wurde
bereit in klinischen Studien untersucht, erfordert allerdings deutlichen Mehraufwand und ist mit gesteigerten
Qualitatskontrollen und erhdhten Kosten verbunden (Chinese Clinical Trial Registry Nummer ChiCTR-OPN-
16008526); (NCT03330691). Daher bieten modCAR-Systeme eine gute Alternative, um simultan mehrere
Antigene zu binden(Cho et al. 2018). Um einem Tumor-Escape vorzubeugen, kann eine Kombination aus
mehreren CAR-Adaptern verwendet werden (Caratelli et al. 2017, Sartore-Bianchi et al. 2016) oder
bispezifische CAR-Adapter (Lee et al. 2019), die simultan gegen unterschiedliche Targets gerichtet sind.
Cartellieri et al. haben ein bispezifischen scFv-basiertes CAR-Adaptermolekil designet, welches es
ermoéglicht CD123 und CD33 simultan zu binden. Beide scFv sind lber ein 5B9-Tag verbunden, welches von
anti-5B9-CAR-T-Zellen erkannt werden kann (Cartellieri et al. 2016). Durch den Vergleich des bispezifischen
CAR-Adapter mit einem Ansatz, in dem simultan anti-CD123 und anti-CD33 Adapter in &quimolaren
Konzentrationen verwendet wurden, konnte gezeigt werden, dass die Verwendung des bispezifischen
CAR-Adapters eine verbesserte Targetzelllyse aufweist (Cartellieri et al. 2016). Cartellieri et al.
schlussfolgerten daraus, dass zwei monospezifische CAR-Adapter die Fahigkeit der modCAR-T-Zellen
Target-Lyse zu induzieren, inhibieren konnte (Caratelli et al. 2017). Auch anti-P329G-CAR-T-Zellen,
kénnten simultan mit verschiedenen CAR-Adaptern kombiniert werden um einen synergistischen Effekt auf
die Tumorzelllyse zu haben. Mdglich ware allerdings auch, dass sich die unterschiedlichen CAR-Adapter

gegenseitigen inhibieren, wie von Cartellieri et al postuliert wurde (Cartellieri et al. 2016).

Um zukiinftig eine sichere Behandlung von Patienten zu gewéhrleisten, misste dies fir die jeweiligen
Tumorantigene und CAR-Adapter im Einzelfall evaluiert werden (Ma et al. 2016, Urbanska et al. 2012).
Dabei ist sowohl das Expressionslevel des Tumortargets als auch die Affinitat des CAR-Adapters zum

Tumorantigen beziehungsweise zum CAR selbst zu beriicksichtigen (Lee et al. 2019).
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5.7 Das Verhéltnis von CD4* und CD8" anti-P329G-CAR-T-Zellen entscheidet tiber erfolgreiche
Tumorzelllyse

Um eine erfolgreiche Tumorzelllyse zu induzieren spielt nicht nur die Wahl des CAR-Adapter eine wichtige
Rolle, sondern auch die T-Zell-Population. Zum einen ist es notwendig, dass gentigend CAR-T-Zellen
produziert werden kénnen, zum anderen ist auch das Verhéltnis von CD4*und CD8* CAR-T-Zellen
entscheidend fur den Erfolg der Therapie (Sommermeyer et al. 2016). Da das Immunsystem aus
verschiedenen T-Zell-Subtypen besteht, die verschiedene Effektorfunktion ausfiihren, wére es von Vorteil
diese Subtypen individuell zu regulieren und geeignete Kombinationen an Zellen zu praselektieren (Cho et al.
2018, Sadelain et al. 2017). Turtle et al. haben beispielsweise gezeigt, dass das Verhéltnis von CD4* und
CD8* CAR-T-Zellen eine wichtige Rolle spielt um die anti-Tumorantwort zu verbessern (Turtle et al. 2016).
Dies unterstiitzt auch die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Ergebnisse, welche zeigen, dass bei einem 2:1
Verhéltnis von CD8" und CD4" T-Zellen eine verbesserte Tumorzelllyse zu beobachten ist. Fir
weiterflihrende Versuche, wére es interessant das Verhéaltnisse von CD4* und CD8* zu standardisieren um

potentielle Effekte besser beobachten zu kénnen.

Sommermeyer et al. haben gezeigt, dass die Potenz von anti-CD19-CAR-T-Zellen nicht nur durch die CD8*
und CD4* Ratio moduliert werden kann, sondern auch durch die Zusammensetzung verschiedener
T-Zell-Subtypen synergistische Effekte erzielt werden kénnen (Sommermeyer et al. 2016). Dabei wiesen anti-
CD19-CAR-T-Zellen mit einem zentralen Gedachtnisphanotypen (CM) eine hohere Proliferationsrate und
eine verlangerte Lebensdauer auf als transduzierte naive CAR-T-Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass
sowohl CD4*als auch CD8" CM und naive anti-CD19-CAR-T-Zellen proliferativer und potenter waren als
jene CAR-T-Zellen die dem Effektor Gedachtnis Subtyp angehéren. Die effektivste Tumorzell-Lyse wurde
durch Kombinieren von CD8* cm CAR-T-Zellen mit CD4* nativen CAR-T-Zellen erreicht (Sommermeyer et
al. 2016) Basierend darauf wurde eine Kklinische Studie initiiert (NCT01865617). Zurzeit wird ein weiteres
anti-CD19-CAR-T-Zell-Produkt getestet (Lisocabtagene maraleucel) getestet, das fiir die Behandlung von
wiederkehrendem oder refraktarem aggressivem B-Zell NHL, verwendet werden konnte ((NCT02631044)).
Hierbei wird eine standardisierte Zusammensetzung aus CD8" und CD4* CAR-T-Zellen verabreicht. Bisher
wurde zwar ein dauerhaftes Ansprechen auf die Therapie verzeichnet, es bleibt allerdings abzuwarten wie
grof? der klinische Vorteil tatsachlich ist (Abramson et al. 2018). Weiterhin wére es denkbar CD8* und CD4*
T-Zellen gesondert zu aktivieren oder inhibieren um die Effektivitat der CAR-T-Zell-Therapie weiter zu
erhdhen (Cho et al. 2018). Cho et al. entwickelten eine geteilte, universelle und programmierbare ,,SUPRA*
CAR-T-Zell-Plattform, basierend auf scFv-Adaptermolekilen. Durch das Verwenden eines modCAR in
Kombination mit diesen scFv-Adaptern ist ein orthogonales kontrollieren von CD8" und CD4" T-Zellsubtypen
moglich (Cho et al. 2018).

Derzeitige CAR-T-Zell-Therapien werden patientenspezifisch durch Transduktion autologer T-Zellen
hergestellt. In Folge von vorausgegangene Therapien besitzen manche Patienten eine dezimierte T-
Zellpopulation und es gelingt nicht immer geniigend CAR-T-Zellen fir den adoptiven Transfer herzustellen.

Um dieses Problem zu umgehen, arbeiten einige Gruppen daran, durch Destruktion der konstanten Regionen
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des TCR (Ren et al. 2017) oder des HLA-A Lokus (Torikai et al. 2013), antigenspezifische CAR-T-Zellen
von allogenen, gesunden Spendern herzustellen (Eyquem et al. 2017, Ren et al. 2017). Das Potential allogener
anti-CD19-CAR-T-Zellen wird derzeit in mehreren klinischen Studien untersucht (NCT03166878,
NCT03229876, NCT02808442 und NCT02746952). Erste Erfolge wurden von Qasim et al berichtet, bei
denen zwei Neugeborenen, erfolgreich mit allogenen anti-CD19-CAR-T-Zellen behandelt wurden (Qasim et
al. 2017). Bei weitem ist diese Technologie noch nicht ausgereift und bendtigt unterstutzende Medikationen
fur den therapeutischen Erfolg, wie die Verwendung von Lympho-depletierenden Medikamenten. Auferdem
birgt diese weitere Risiken wie Transplantat-gegen-Wirt-Reaktionen (Qasim et al. 2017). Dennoch kdnnten
allogene T-Zellen und préselektierte Kombination aus CD4" und CD8" Populationen ein optimiertes
Behandeln von Tumoren ermdglichen, welches effizienter Wirksam ist aber deutlich geringere
Nebenwirkungen besetzt.

5.8 Ausblick und weiterfihrende Anwendungen des anti-P329G-CAR

Ziel der vorliegenden Arbeit war es eine modulare anti-P329G-CAR-T-Zell-Plattform zu entwickeln, die
vielseitig und flexibel Anwendung finden kann. Im ersten Teil der Arbeit wurde ein anti-P329G-CAR-J-
Reporterassay entwickelt, der es ermdglicht IgG1 Antikdérper mit P329G Mutation zu selektieren. Um diese
anti-P329G-CAR-Reporterzellen auch fur andere Anwendungen zu nutzen, kdnnten diese zukunftig mit
bekannten IgG1-Adapter kombiniert werden. Dies ermdglicht beispielsweise die Detektion von Antigenen auf
Tumorzelllinien oder Patientenmaterial. Der Vorteil der Luziferase basierten anti-P329G-CAR-J-Zellen ist,
das sie auch bei einer geringen Targetzellzahl, wie beispielsweise bei Tumorbiopsien, ein ausreichendes
Signal liefern, welches im FACS mdglicherweise nicht immer zuverl&ssig detektiert werden kann (Darowski
et al. 2019). So kdnnten die anti-P329G-CAR-J-Reporterzellen als Alternative zu durchflusszytometrischen
Analysen auch in der Diagnostik Anwendung finden (Darowski et al. 2019).

Fir die Weiterentwicklung des anti-P329G-CAR fir den adoptiven-T-Zell-Transfer kénnten als konkrete
néchste Schritte in vivo Studien durchgefiihrt werden um Aufschluss tiber die Potenz und das
Zytokinsekretionsprofil der anti-P329G-CAR-T-Zellen zu bekommen. Weiterflihrend sollte (iber Mallnahmen
nachgedacht werden, die eine Transduktion allogener CAR-T-Zellen zulassen. Derzeitige CAR-T-Tell-
Therapien werden patientenspezifisch durch Transduktion autologer T-Zellen hergestellt. Diese individuelle
Herstellung der Therapie ist zeit- und kostenintensiv und bendétigt eine ausgekliigelte Infrastruktur (Harrison
et al. 2019). Um dieses Problem zu umgehen, arbeiten einige Gruppen daran, durch Destruktion der
konstanten Regionen des TCR (Ren et al. 2017) oder des HLA-A Lokus (Torikai et al. 2013),
antigenspezifische CAR-T-Zellen von allogenen, gesunden Spendern herzustellen (Ren et al. 2017, Eyquem et
al. 2017). Zukunftig konnte die Kombination aus universellen-CAR-T-Zellen transduziert mit einem anti-

P329G-CAR eine flexibles und potenziell kostengiinstigeres ,, off-the-shelf “ Therapeutikum ermdglichen.

Ein weiterer Punkt der noch zu adressieren bleibt, ist die Behandlung solider Tumore. Solide Tumore weisen
eine hohe Antigen-Heterogenitat auf und sind daher nur schwer mit Monotherapien zu behandeln (Tokarew et
al. 2019). AuRerdem sind solide Tumore durch ein immunsuppressives Milieu gegenzeichnet und oft von

einer extrazellularen-Matrix-Barrieren abgegrenzt (Poltavets et al. 2018). Dadurch ist das VVordringen der
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CAR-T-Zellen in dem Tumor erschwert und die Proliferation und Uberlebensfahigkeit sowie deren
Effektorfunktionen stark einschrankt (Lesch et al. 2019). Eine lokale Verabreichung der CAR-T-Zellen, direkt
in den Tumor ist selten mdglich, weshalb Strategien entwickelt werden, die es den CAR-T-Zellen
ermdglichen in das immunsupressive Tumormilieu vorzudringen. Hierfir kdnnen CAR-T-Zellen
beispielsweise mit extrazellularen Matrix-degradierenden Proteasen (Caruana et al. 2015) oder
Chemokinrezeptoren transduziert werden (Kobold et al. 2015). Diese fordern nicht nur die Tumorinfiltration
sondern auch intratumorales Uberleben (Jin et al. 2019, Kobold et al. 2015). Weitere Ansitze kénnen auch das
umkehren von immuninhibitorischen (Kruger et al. 2019) Signale in immunaktivierende Signale sein, wie bei
einem PD-1-CD28 Fusionsproteinen mit aktivierender intrazellularen Doménen (Rataj et al. 2018). Um die
anti-P329G-CAR-T-Zell-Plattform auch fiir solide Tumore zugénglicher zu machen, kdnnten
Chemokinrezepotoren oder PD1-CD28 Fusionsproteine ko-transduziert werden.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass modCAR-T-Zellen, einschlieBlich anti-P329G-CAR-T-Zellen die
Basis fiir die néchste Generation des Adoptiven T-Zelltransfers bereiten. Die modulare
anti-P329G-CAR-Plattform ermdglicht, es die Aktivitat der CAR-T-Zellen flexibel zu regulieren und mehrere
Tumorantigene simultan zu erkennen (Feldmann et al. 2019, Minutolo et al. 2019). Versehen mit weiteren
Modifikationen besitzen anti-P329G-CAR-Zellen, das Potential zukiinftig zur Behandlung solider Tumore

eingesetzt zu werden.
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6 Zusammenfassung

In der Behandlung von refraktéren, malignen hamatologischen Erkrankungen konnten Therapien mit
CAR-T-Zellen vielversprechende Erfolge erzielen. Allerdings sind diese hoch mit starken Nebenwirkungen
behaftet. Solche konventionellen CAR-T-Zellen sind direkt gegen das Tumorantigen gerichtet. Nach Binden
des CAR an das Antigen kommt es zur Ausbildung der immunologischen Synapse und zur Induktion der
Tumorzelllyse. Um Nebenwirkungen zu mildern und eine flexible Antigenerkennung zu ermdglichen, werden
kontinuierlich neue CAR-T-Ansétze entwickelt. Einer dieser Ansatze sind modulare CAR-T-Zellen
(modCAR-T-Zellen). Diese erkennen das Tumorantigen nicht direkt, sondern binden stattdessen an ein
tumorspezifisches CAR-Adaptermolekil. Dadurch lasst sich die immunologische Synapse flexibler
modulieren. Ziel dieser Arbeit war es, eine neue modCAR-T-Zell-Plattform zu entwickeln und daftr
IgG1-Antikorper mit P329G LALA Mutation zu verwenden. Diese bereits klinisch validierten P329G, LALA
Mutationen haben zur Folge, dass Antikorper keine Fc-yR abhéngige zellvermittelte Zytotoxizitdt induzieren

und fahren auBerdem zur Inhibierung der Interaktion mit dem Komplement Protein C1g.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden scFv- und Fab-basierte CAR konstruiert, die P329G mutierte
IgG1 Antikdrper erkennen. AnschlieRend wurde eine Jurkat-NFAT-Luziferase-Reporterzellinie mit den
jeweiligen anti-P329G-CAR transduziert (anti-P329G-CAR-J). Diese anti-P329G-CAR-J-Reporterzellen
wurden durch verschiedenen Versuche validiert, wobei gezeigt werden konnte, dass diese als robustes und
flexible Screening-Werkzeug verwendet werden kénnen, um therapeutisch wirksame Antikorper im
IgG1-Format zu selektieren. Die Eigenschaften der getesteten Antikérper waren dabei préadiktiv fur die
Funktionalitat dieser Binder, wenn sie in ein 2+1-TCB-Format konvertiert wurden. Der zweite Teil dieser
Arbeit fokussiert sich auf die Ubertragbarkeit und die Anwendung des anti-P329G-CAR im scFv-Format in
primaren T-Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass anti-P329G-CAR-T-Zellen nur in Anwesenheit eines
Tumorantigen-spezifischen IgG1 mit P329G Mutation die Targetzelllyse induzieren und friihe T-Zell
Aktivierungsmarker hochreguliert werden. Die erfolgreiche Targetzelllyse ist dabei abhdngig von der Dosis
des eingesetzten Antikérpers, dem Verhaltnis von CD8" und CD4* anti-P329G-CAR-T-Zellen, sowie dem
Effektor- zu Targetzell-Verhéltnis.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass eine anti-P329G-CAR-T-Zell-Plattform entwickelt wurde, die ein
effizientes Selektieren therapeutischer Antikorper ermdglicht. In Kombination mit priméaren
anti-P329G-CAR-T-Zellen konnen diese Antikorper als CAR-Adapter fiir die Tumortherapie genutzt werden.
Durch Dosierung und eine flexible Kombination an CAR-Adaptern kénnen potentielle Nebenwirkungen
verringert und mehrere Tumorantigene gleichzeitig adressiert werden. Eine Kombination des universellen

anti-P329G-CAR mit allogenen T-Zellen konnte einen ,,0ff-the-shelf“-Ansatz ermdglichen.
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7 Summary

CAR-T cell therapies have proven efficacy for the treatment of refractory hematological malignancies, but
still are accompanied by severe side effects. In those conventional CAR-T cells the immunological synapse is
established by direct interaction of CAR and membrane-bound target. Aiming to overcome these side effects
and enhance the flexibility of antigen targeting, novel CAR-T cell approaches have been recently developed.
Those modular CAR-T cells (modCAR-T cells) do not recognize the tumor antigen directly but instead bind
to a CAR-adaptor. This CAR-adaptor establishes crosslinking between target and effector cells, resulting in
the activation of the engineered T cells. The aim of this work was to develop a novel modCAR-T cell
platform, making use of antibodies as CAR-adaptor. In this case, the CAR-adaptor are 1gG1 antibodies that
possess an Fc-part with P329G LALA mutations. Those mutations render the antibody immune effector silent
by abolishing FcgR and C1q binding and have been clinically validated for several drug candidates.

In the first part of this thesis scFv- and Fab-CAR recognizing the P329G mutation where designed and used to
transduce Jurkat-NFAT-luciferase reporter cells (anti-P329-CAR-J). These anti-P329G-CAR-J cells where
validated as flexible and robust screening tool for the identification and characterization of therapeutic
antibodies in an 1gG1 format. Dose-dependent luciferase signal could be detected if the respective antibody
acts as CAR-adaptor between tumor target and P329G-CAR-J cells. Notably, it could be demonstrated that
functional characteristics of the P329G IgG1 antibody candidates were predictive for the functionality of these

antibodies upon conversion into in the 2+1 T cell bispecific antibody format.

The second part of this work focused on using the anti-P329G-CAR-scFv in primary T cells. In combination
with respective, target bound P329G-CAR-adaptor, anti-P329G-CAR-T cells showed upregulation of early
activation marker. Furthermore, anti-P329G-CAR-T-cells mediated potent and specific tumor cell killing
when respective antigen bound P329G-CAR-adaptor were used. The ability to lyse Tumor cells was also
dependent on the ratio of CD8* und CD4* anti-P329G-CAR-T cells.

In summary, the work aimed to establish an anti-P329G-CAR-T platform, which can be used to screen for
potential antibody drug candidates and apply them to mediate potent tumor cell lysis. Importantly, the
combination of these anti-P329G-CAR-T cells and respective P329G LALA-based antibodies offers a flexible
and individualized treatment option. It is applicable for a broad range of tumor types allowing to target
multiple antigens simultaneously with the goal to prevent tumor escape mechanisms. It is also worth
mentioning, that combining the P329G-CAR with allogeneic T cells may provide a truly off-the-shelf-CAR-T
cell therapy approach.
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8 Abkurzungsverzeichnis mit Glossar

Grad Celsius

Aminosdure Alanin

-Adoptive cell therapy*, Adoptiver T-Zell-Transfer

anti-Drug-Antikorper

Extrazellulare Antigenerkennungsdoméne

~American Type Culture Collection* [Zellbank]

Proteinkomplex des Komplementsystems

,.Chimeric antigen receptor®, chimérer Antigen-Rezeptor;

[Rezeptor, welcher aus einer variablen Einzelkette eines

Antikorpers (extrazelluldr) und einer T-Zellrezeptorspezifischen Signaldoméne (CD3zeta Kette,
intrazellular) aufgebaut ist. Fakultativ kdnnen zusatzlich kostimulatorische intrazellulare Domanen
vorhanden sein.]

,.Cluster of differentiation, Markerprotein zytotoxischer T-Zellen. [Ko-Rezeptor fiir den TCR]
,Cytokince release syndrom*, [Nebenwirkungen, induziert durch Freisetzen von Zytokinen]
Effektor zu Targetzell-Verhaltnis

Mittlere effektive Konzentration

ZAntigen-binding fragment*, Antigen-bindendes Fragment

FAS-Ligand, [type-Il transmembrane protein und bindet an FAS]

Fluorescein isothiocyanate [Fluorochrom]

Fragment crystallizable“ [Fragment eines Antikorpers]

Fc-gamma-Rezeptor

Folat-Rezeptor-1, synonym Folat-Rezeptor-a

Aminosdure Glycin

Makrophagen-Kolonie Stimulierungsfaktor, [Zytokin]

,,Graft versus host disease®, Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion

heavy chain® [Schwere Kette eines Antikdrpers]

Menschliche Epithelzellinie eines Zervixkarzinoms benannt nach der Frau Henrietta Lacks, der
diese Zellen entnommen wurden

,.human epidermal growth factor receptor 2, [Tumorantigen]

Intrazelluldren Signaldoméne

Interferon gamma, [Zytokin]

Immunglobulin G

Interleukin

Aminosaure Leucin

Substitution von Leucin zu Alanin an den Positionen 234 und 235 der schweren 1gG1-Kette
,,Light chain®, Leichte Kette eines Antikdrpers

Makrophagen-Aktivierungssyndrom Nebenwirkungen die bei adoptiven T-Zell-Transfer auftreten
konnen

.major histocompatibility complex*, Haupthistokompatibilitatskomplex

Tumor-Lyse-Syndrom

Modulare Chimére antigenrezeptor transduzierte T-Zellen

Nuclear Factor of Activated T cells*, nukledrer Faktor aktivierter T-Zellen. [Transkriptionsfaktor,
welcher in Abh&ngigkeit von einem T-Zellrezeptorsignal in den Zellkern transloziert und abhéngige
Promotoren aktiviert]

Nanomolar

Aminosdure Prolin

Prolin wurde an der Position 329 mit Glycin substituiert der schweren 1gG1 Kette
,,Phosphate-Buffered Saline, Phosphat-gepufferte Saline

Relative Lichteinheiten

,.single chain Fragment variable®, Variable Teile von 1gG Einzelketten
Oberflachenresonanzspektriskopie

Transmembrandoméne

L, Tumor necrosis factor alpha“ [Zytokin]

T-Zell-Rezeptor

,.United states of America“, Vereinigte Staaten von Amerika

,,Variable heavy chain“, Variable Region der schweren Kette

,,Variable light chain®, Variable Region der leichten Kette
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