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Einflhrung

1 Einfuhrung

Die Evolution entarteter Korper- zu Krebszellen vollzieht sich in einem Wechselspiel
aus genetischer Dysregulation und immunologischen Abwehrmechanismen. Dem
Begriff des immunoeditings zufolge kann dieser dynamische Prozess in drei Phasen
eingeteilt werden (Dunn et al., 2002): In einem ersten Stadium (elimination) unterliegen
mutierte Korperzellen noch weitestgehend der Regulation des Immunsystems. Das
zweite Stadium (equilibrium) stellt ein dynamisches Gleichgewicht aus der partiellen
Kontrolle mutierter Zellen einerseits sowie der vereinzelten Entstehung von
Krebszellen andererseits dar, die sich unter dem aufgebauten Selektionsdruck
schrittweise einer suffizienten Immunkontrolle entziehen. In einer dritten Phase, der
Immunevasion, zeigen sich derart selektierte Zellen nahezu vollstandig resistent
gegenuber den immunologischen Kontrollmechanismen und wachsen invasiv und

disseminiert im immunkompetenten host (escape).

Dieses Modell fihrt anschaulich an die grundsatzlich ambivalente Rolle angeborener
und adaptiver Abwehrmechanismen bei der Entstehung, Ausbreitung und Bekdmpfung
von Krebs heran: Wahrend Cluster of differentiation 8-positive (CD8+) Lymphozyten
und CD4+ Typ-1-T-Helferzellen (Th1-Zellen) zu den wichtigsten Effektorzellen mit
anti-tumoraler Wirkung zéhlen (Surman et al., 2000), sind Tumor-assoziierte
Makrophagen oder myeloide Suppressorzellen (MDSZ) an der Schaffung chronischer
Entziindungsreaktionen mit grolem pro-tumoralen Potenzial beteiligt (Gonzalez et al.,
2018). Eine dritte Zellgruppe, zu der u.a. Typ-17-T-Helferzellen (Th17-Zellen) sowie
regulatorische T-Zellen (T.eg) gehoren, kénnen beide Funktionen ausiiben — je nach
den lokalen Gegebenheiten des individuellen Tumormikromilieus und seiner Vielfalt an
zellularen, membrangebundenen und humoralen Wirkkomponenten (Zamarron et al.,
2011). Die maRgebliche Bedeutung des Immunsystems fur die Entstehung wie auch
fur die Abwehr von Tumoren rickt innovative Immuntherapiekonzepte in den
Mittelpunkt der Suche nach spezifischen, langwirksamen und anpassungsfahigen

Tumortherapien.
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1.1 Grundlagen, Formen und Anwendungsbeispiele des adoptiven
T-Zell-Transfers
1.1.1 Ausbildung einer anti-tumoralen Effektorfunktion durch

T-Zell-Priming

Unter den Immunzellen mit anti-tumoraler Wirkung verdienen CD8+ T-Zellen auf Grund
ihrer Fahigkeit, Tumorzellen sicher zu identifizieren und zu eradizieren, besondere
Beachtung. Um ihre zytotoxische Effektorfunktion entfalten zu kénnen, missen naive,
Antigen-spezifische Lymphozyten in einem ersten Schritt, dem T-Zell-Priming, von
Antigenprasentierenden Zellen (APZ) aktiviert werden (Prlic et al., 2007). In der Regel
sind hierzu mindestens zwei verschiedene Stimuli notwendig. Signal 1 resultiert aus
der spezifischen Interaktion von T-Zell-Rezeptor (TZR) und CD4- oder
CD8-Co-Rezeptor auf Seiten der T-Zellen mit dem Peptid : major histocompatibility
complex (MHC) auf Seiten der APZ (Goral et al., 2011). Signal 2 ist nicht
Antigen-spezifisch und leitet sich aus der Wechselwirkung co-stimulatorischer
Molekule, wie den APZ-gebundenen B7-1- oder B7-2-Proteinen, mit inrem Rezeptor
CD28 auf der T-Zell-Oberflache ab (Sharpe et al., 2006). Erst die Kombination beider
Signale gewahrleistet nachhaltig die Aktivierung, Proliferation und Persistenz einer
T-Zelle, wahrend Zytokine, wie z. B. Interleukin-2 (IL-2), die Differenzierung der T-Zelle
in die jeweilige Effektor-Subpopulation steuern (Hughes et al., 2005). Sowohl ein
Fehlen des co-stimulatorischen Signal 2 als auch ein Mangel an IL-2 fUhren
Ublicherweise zu Immuntoleranz, Anergie oder zum Untergang der T-Zelle (Murphy et
al., 2014). Zur Induktion eines immunologischen Gedachtnisses und um eine
wiederkehrende Stimulation von CD8+ T-Zellen zu erméglichen, ist nicht nur eine
Interaktion zwischen APZ und zytotoxischen CD8+ T-Zellen erforderlich, sondern auch
zwischen APZ und CD4+ T-Helferzellen (Pardoll et al., 1998; Huang et al., 2007).

1.1.2 Zytotoxizititsmechanismen von CD8+ Effektor-T-Zellen

So entstandene CD8+ Effektor-T-Zellen haben die Aufgabe, krankhaft veranderte
Kérperzellen spezifisch zu erkennen und zu beseitigen (Murphy et al., 2014). Zur
Apoptoseinduktion stehen ihnen grundsatzlich zwei verschiedene Mechanismen zur
Verfigung. Der Erste basiert auf der Freisetzung der humoralen
Zytotoxizitats-Faktoren Perforin, Granzym und Granulysin. Der zweite Mechanismus
beruht auf der Interaktion membrangebundener Proteine, namentlich des
T-Zell-gebundenen Fas-Liganden mit dem Fas-Rezeptor auf der Oberflache der

Zielzellen, und dient vor allem der Lymphozytenhomdostase und -elimination (Shresta
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et al., 1998). Beiden Mechanismen zur Apoptoseinduktion geht die TZR-abhéangige
Erkennung zytosolischer Fremdantigene voraus, welche von MHC-I-Molekulen auf der
Oberflache krankhafter Kérperzellen prasentiert werden (Murphy et al., 2014). Neben
pathogenassoziierten Peptiden (Blum et al., 2013) fungieren auch Tumorproteine als
Fremdantigene (Tumorantigene), wobei lhre Prasentation auf den MHC-I-Molekiilen
der Tumorzellen durch die Interferon-y (IFN-y) -Ausschittung der T-Zellen moduliert
werden kann (Zhou et al., 2009).

Gegenwartig versucht eine Vielzahl personalisierter Inmuntherapiekonzepte die
Fahigkeit der T-Zellen, eine spezifische und anhaltende anti-tumorale Antwort
hervorzubringen, gezielt einzusetzen. Aus der breiten Palette immuntherapeutischer
Strategien wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit einem Beispiel besondere
Beachtung zuteil, welches in den vergangenen Jahren zunehmend Einzug in die Klinik
fand: der adoptive T-Zell-Transfer (AZT).

1.1.3 Der adoptive Transfer tumorinfiltrierender Lymphozyten als

immunonkologische Behandlungsstrategie

Der AZT beschreibt die therapeutische Anwendung von T-Zellen. Dabei werden
Tumore eines Patienten* exzidiert, fragmentiert und mit IL-2 ex vivo kultiviert, was zur
Stimulation und Proliferation der enthaltenen T-Zellen flihrt. Es schlieen sich eine
optionale Selektions- sowie eine Expansionsphase an, an deren Ende bis zu

10" tumorspezifische T-Zellen gewonnen und dem Patienten reinfundiert werden
kénnen (Rosenberg et al., 2015). Die Verabreichung eines lymphodepletierenden
Chemotherapieregimes vor dem T-Zell-Transfer tragt ebenso zur Erhdhung der
Therapieeffizienz des AZT bei, wie die Gabe von hochdosiertem IL-2 im Anschluss an
den T-Zell-Transfer (Dudley et al., 2002).

Grundlegende Hinweise auf das therapeutische Potenzial des AZT-Konzeptes gaben
erste klinische Studien an Patienten mit metastasiertem Melanom. Dort erzielte der
adoptive Transfer tumorinfiltrierender Lymphozyten (TIL) Ansprechraten von tber 50 %
sowie dauerhafte Komplettremissionen in 20 % der Falle bei bereits aggressiv
vorbehandelten Patienten (Rosenberg et al., 2011). Trotz dieses beachtlichen

Therapieerfolges stellen gegenwartig vor allem die schonende Isolation sowie die

"Allein aus Griinden der besseren Lesbarkeit wird auf die gleichzeitige Verwendung mannlicher
und weiblicher Sprachformen verzichtet. Samtliche Personenbezeichnungen gelten
gleichberechtigt fiir alle Geschlechter.
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ex-vivo-Kultivierung der Patiententumore eine grof3e Herausforderung dar (Dudley et
al., 2003). Hinzu kommt eine noch unzureichende Effizienz bei der in-vitro-Expansion
tumorspezifischer Lymphozyten aus nicht-melanozytaren Tumoren (Yannelli et al.,
1996). Einerseits entstehen durch die Produktion zu lange Wartezeiten in Anbetracht
des haufig fortgeschrittenen Tumorstadiums (Li et al., 2017). Andererseits sind die
T-Zell-Produkte haufig zu weit ausdifferenziert und besitzen ein eingeschranktes
Proliferations- und anti-tumorales Potenzial (Huang et al., 2005; Powell et al., 2005).
Herausforderungen wie diese stehen bislang einer Erprobung TIL-basierter

AZT-Konzepte in grof3en klinischen Studien im Wege (Geukes Foppen et al., 2015).

1.1.4 Vereinfachung der Protokolle zum adoptiven T-Zell-Transfer mittels
T-Zell-Transduktion

Eine Alternative zur TIL-Isolation ist die Gewinnung von T-Zellen mittels Leukapharese
aus Patientenblut (Paroder et al., 2019). Um die anti-tumorale Reaktivitat dieser Zellen
zu erhdhen und ein breiteres Tumorspektrum AZT-basierter Therapien zuganglich zu
machen, kdnnen die aus Patientenblut extrahierten Lymphozyten durch genetische
Modifikation zur Tumorspezifitdt gebracht werden. Gegenwartig stehen hierzu vor
allem zwei Strategien zur Verfugung: Erstens, die gentechnische Expression der

o~ und der B-Kette eines definierten TZR, welcher spezifisch ein MHC-I-gebundenes
tumorassoziiertes Antigen erkennen und so die T-Zelle aktivieren kann (Rosenberg

et al., 2015) oder zweitens, die Expression eines chimaren Antigen-Rezeptors (CAR)
(Kobold, Duewell et al., 2015). CAR sind artifizielle Rezeptoren, die eine T-Zelle durch
spezifische Bindung an ein tumorassoziiertes Antigen ohne MHC-Restriktion aktivieren
(Rosenberg et al., 2015). Sie bestehen aus den variablen Domanen einer leichten und
einer schweren Immunglobulinkette (single chain variable fragment [scFv]) als
extrazelluldre Antigenerkennungsdomane, einer Spacer-Region, einer
Transmembrandoméne sowie einer intrazellularen Signaldoméane (Stoiber et al., 2019).
Je nach Generation des CAR setzt sich letztere wiederum aus einem CD3¢-Abschnitt
sowie einer oder mehreren co-stimulatorischen Proteindomanen zusammen
(Golubovskaya et al., 2016).

Erste Erfolge in vorklinischen und klinischen Studien zur Behandlung hadmatologischer
Neoplasien belegen das grofie Potenzial des AZT fiir die personalisierte
Immuntherapie gegen Krebs (Rosenberg et al., 2015). Auf dieser Grundlage erteilte die
US-amerikanische Food and Drug Administration (FDA) im Jahr 2017 erstmalig die

Zulassung fur ein aus T-Zellen bestehendes Krebsmedikament: Tisagenlecleucel, eine
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CAR-T-Zell-Therapie gegen die refraktare oder rezidivierende akute lymphatische
B-Zell-Leukdmie (Maude et al., 2018) sowie gegen das diffus grof3zellige B-Zell-
Lymphom (DLBCL) (Schuster et al., 2019). Ebenfalls seit dem Jahr 2017 ist mit
Axicabtagen Ciloleucel eine weitere CAR-T-Zell-Therapie gegen DLBCL sowie gegen
das primar mediastinale B-Zell-Lymphom zugelassen (Neelapu et al., 2017). Auf Grund
der bislang einzigartigen Remissionsraten sowie des signifikanten Uberlebensvorteils
fur Patienten mit einer andernfalls sehr schlechten Prognose haben sich diese beiden
anti-CD19 CAR-T-Zell-Therapien bereits jetzt als fester Bestandteil der jeweiligen
Standardtherapien etabliert (Liu et al., 2017). Dartber hinaus befindet sich derzeit eine
grolRe Zahl weiterer AZT-basierter Therapiestrategien sowohl gegen hdmatologische
als auch gegen nicht-hamatologische Neoplasien in der klinischen Erprobung (El-Daly
etal., 2019).

1.2 Das ungeklarte Potenzial CD4+ T-Zell-gestiitzter Tumortherapien

Es werden im Rahmen der meisten AZT-Therapieprotokolle nicht nur CD8+ T-Zellen,
sondern mit ihnen auch CD4+ T-Zellen isoliert, ex vivo transduziert und dem Patienten
reinfundiert (Rosenberg et al., 2015). Zwar ist es technisch mdglich, verschiedene
T-Zell-Subpopulationen kalkuliert und prazise zu einem wirksamen Zellcocktail zu
kombinieren (Riddell et al., 2014), doch sehen zahlreiche AZT-Protokolle noch immer
davon ab, ein exaktes Mischverhaltnis aus CD4+ und CD8+ T-Zellen als
therapeutischen Standard zu implementieren (Gardner et al., 2017). Vielmehr wird
lediglich auf CD3+ T-Zellen selektioniert. Das konkrete Verhaltnis CD4+ zu CD8+
T-Zellen variiert im Einzelfall stark und hangt meist von zufalligen Faktoren, wie dem
Mengenverhaltnis der einzelnen Zellpopulationen im Patientenblut oder deren
Expansionsverhalten in vitro ab. Die Auswirkungen dieser Variabilitat hinsichtlich
Therapieeffizienz, Nebenwirkungsprofil und Nachhaltigkeit des Therapieerfolges sind
weitestgehend unerforscht (Riddell et al., 2014).

1.2.1 Wirksamkeitssteigerung des adoptiven Zelltransfers durch CD4+
T-Zellen

In jedem Fall existieren Hinweise auf eine Uberlegenheit von Kombinationstherapien
mit CD4+ und CD8+ T-Zellen im Vergleich zu Einzelgaben von ausschlief3lich CD4+
oder CD8+ T-Zellen (Li et al., 2017). Praklinische Studien legen nahe, das
Mengenverhaltnis von CD4+ zu CD8+ T-Zellen vor dem Transfer an die

ex-ante-definierten Zielwerte anzugleichen, um die Therapiewirksamkeit zu optimieren
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(Riddell et al., 2014; Turtle et al., 2016; Turtle, Gooley et al., 2016). In
Tierexperimenten konnten eine verstarkte Proliferation und eine verbesserte
anti-tumorale Reaktivitat bei gleichzeitig geringeren Nebenwirkungen durch die
kombinierte Verabreichung von CD4+ und CD8+ T-Zellen erreicht werden. Die dabei
bendtigte Menge an CD4+ und CD8+ T-Zellen lag in der Kombinationsstrategie
deutlich unter den bisherigen Mindestdosen fiir die entsprechenden Monotherapien
(Sommermeyer et al., 2016). Auch erste klinische Studien wiesen auf eine
synergistisch erhdhte anti-tumorale Wirksamkeit und das verbesserte Toxizitatsprofil
hin, wenn CAR-transduzierte CD4+ und CD8+ T-Zellen in einem festen 1 : 1 Verhaltnis
eingesetzt wurden (Gardner et al., 2017; Turtle et al., 2016; Turtle, Gooley et al.,
2016).

Zwar wird gegenwartig CD8+ T-Zellen eine besondere Rolle fur die Effizienz des
CD4+-CD8+-Kombinationsregimes zugesprochen, doch ist die Bedeutung adoptiv
transferierter CD4+ T-Zellen bis dato nur unzureichend geklart (Perez-Diez et al.,
2007). Erste praklinische und klinische Studien deuten darauf hin, dass sie sogar jene
der CD8+ Lymphozyten Ubersteigen kénnte (Perez-Diez et al., 2007; Tran et al., 2014).
So induzierte der adoptive Transfer von CD4+ TIL in einer Proof-of-concept-Studie
eine dauerhafte Komplettremission in einem an metastasiertem Melanom erkrankten
Patienten (Hunder et al., 2008). Dabei steht fest, dass sich die anti-tumorale
Wirksamkeit der CD4+ T-Zellen mehrerer verschiedener Mechanismen bedient (Ding
et al., 2010).

1.2.2 Die Beteiligung von CD4+ T-Zellen an der Schaffung pro- sowie

anti-tumoraler Mikromilieus

CD4+ T-Zellen unterscheiden sich hinsichtlich Funktion und sekretorischem Phanotyp
klar von CD8+ T-Zellen, ohne dabei als redundant zu gelten. Durch ihre Zytokin- und
Chemokinproduktion sind CD4+ T-Zellen von entscheidender Bedeutung fir die
Rekrutierung und Aktivierung tumorreaktiver Immunzellen wie APZ (Pardoll et al.,
1998), eosinophiler Granulozyten, naturlicher Killerzellen (NK-Zellen) (Perez-Diez et
al., 2007), Makrophagen und B-Zellen (Corthay et al., 2005; Hung et al., 1998). Auf
diese Weise leisten sie einen wichtigen indirekten Beitrag zur Eradikation
MHC-Il-negativer Tumore (Haabeth et al., 2014). Schon seit Iangerem gilt es jedoch
als gesichert, dass CD4+ T-Zellen aul3erdem Uber eine direkte zytotoxische
Effektorfunktion verfigen und MHC-II-positive Tumorzellen Gber den

Granzym-Perforin-Weg eliminieren (Quezada et al., 2010; Qui et al., 2011).
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Allerdings sind nicht alle CD4+ T-Helferzell-Subpopulationen an der Starkung der
Tumorabwehr beteiligt. Im Gegenteil entscheidet das individuelle Zytokinprofil der
jeweiligen T-Helferzellfamilie Gber die Auspragung eines eher pro- (Rakhra et al.,
2010) oder anti-tumoralen Tumormikromilieus (Kayser et al., 2015; Voigt et al., 2017).
Wahrend Th1-Zellen Uberwiegend die zellulare anti-tumorale Antwort vermitteln und
Typ-2-T-Helferzellen (Th2-Zellen) zur Tumordestruktion durch Nekroseinduktion
beitragen (Nishimura et al., 1999), inhibieren Forkhead-box-P3-positive (FOxP3+) T
wichtige anti-tumorale Effektorpopulationen wie CD8+ und CD4+ Th1-Zellen,
NK-Zellen oder tumorinfiltrierende dendritische Zellen (DZ) (Zou et al., 2006). Zwar
konnte die Rolle proinflammatorischer Th17-Zellen bisher nicht eindeutig geklart
werden, jedoch existieren Hinweise auf eine kontextabhangige pro- wie auch
anti-tumorale Wirkung (Kryczek et al., 2009; Muranski et al., 2008; Wang et al., 2009).

Obgleich die Helferfunktion von CD4+ Th1-Lymphozyten gegeniiber CD8+
Effektor-T-Zellen unstrittig ist, konnte die mechanistische Grundlage dieses
Zusammenspiels noch nicht vollstandig geklart werden (Moeller et al., 2005; Kennedy
et al., 2006; Wang et al., 2007). Fest steht, dass sich der regulierende Einfluss von
CD4+ T-Helferzellen nicht nur auf die Migration, Aktivierung, Proliferation,
Differenzierung und Persistenz von tumorinfiltrierenden, zytotoxischen CD8+ T-Zellen
erstreckt (Marzo et al., 2000; Hunziker et al., 2002; Haabeth et al., 2014), sondern
auch die Auspragung eines immunologischen Gedachtnisses umfasst (Pardoll et al.,
1998).

1.3 Die Relevanz der Inmuncheckpoints und deren Uberwindung fiir

den adoptiven T-Zell-Transfer

Trotz seiner Erfolge bei der Behandlung bestimmter onkologischer Erkrankungen,
unterliegt der AZT mehreren mafigeblichen Limitationen: Erstens, im Falle solider
Tumore sind T-Zell-Migration und -Persistenz am Wirkort gegenwartig zu schwach
(Griffith et al., 1989). Zweitens, Tumorzellen entziehen sich der Immunkontrolle durch
Verlust ihres Zielantigens via Mutation und Tumorzellevolution (Grupp et al., 2013;
Lesch et al., 2019). Drittens, durch physiologische Expression des Zielantigens auf
gesunden Korperzellen droht als Nebenwirkung der Untergang gesunden Gewebes
(sog. On-target-off-tumor-Effekt) (Fisher et al., 2017). Viertens, das Mikromilieu solider

Tumore induziert Anergie und exhaustion Antigen-spezifischer T-Zellen durch
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vaskulare, metabolische, zelluldre, humorale und membransténdige Faktoren (El-Daly
et al., 2019; Petrova et al., 2018; Thommen et al., 2018).

1.3.1 Suppression der anti-tumoralen T-Zell-Antwort durch cytotoxic
T-lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA-4) und
programmed cell death protein 1 (PD-1)

Beispiele fur membranstandige, immunsuppressive Faktoren mit hoher therapeutischer
Relevanz sind die co-inhibitorischen Rezeptoren cytotoxic T-lymphocyte-associated
antigen 4 (CTLA-4) und programmed cell death protein 1 (PD-1). Sowohl CTLA-4 wie
auch PD-1 zahlen zur B7-Rezeptorfamilie, zu der auch CD28 gehért (Buchbinder et al.,
2016). Als zentrale Immuncheckpoints spielen sie bei der Vermeidung von
Autoimmunreaktionen eine tragende Rolle (Zou et al., 2008). Sie unterscheiden sich

jedoch hinsichtlich ihres inhibitorischen Wirkmechanismus (Keir et al., 2008).

CTLA-4 entfaltet sein immunsuppressives Potenzial friih, vor allem wahrend des
T-Zell-Primings in lymphatischen Geweben (Keir et al., 2008). Dazu konkurriert es mit
dem co-stimulatorischen CD28-Rezeptor um Bindung der Liganden CD80 (B7-1) und
CD86 (B7-2) und induziert durch Inhibition des TZR-Signalweges T-Zell-Anergie
(Krummel et al., 2011). Im Gegensatz dazu bewirkt PD-1 vor allem in den bereits
aktivierten Effektor-T-Zellen des peripheren Gewebes eine langfristige Antigentoleranz
(Buchbinder et al., 2016). Diese geht mit einer Reduktion von Viabilitat, Proliferation
und Zytokinsekretion der T-Zellen einher (Keir et al., 2008), weshalb PD-1 auch als
molekularbiologisches Markerprotein fur T-Zell-Exhaustion gilt (Wherry et al., 2011).
Die PD-1-Wirkung wird durch Rekrutierung der Src homology 2 domain-containing
phosphatase 2 vermittelt (Ankri et al., 2013) und ist sowohl vom TZR- (Xia, Zhang et
al., 2019) als auch vom CD28-Signalweg (Hui et al., 2017) abhangig. Sie kann im
Mausmodell mittels CD28-Knockout komplett aufgehoben werden (Kamphorst et al.,
2017).

Physiologischerweise werden die beiden PD-1-Liganden, programmed death-ligand 1
(PD-L1) und programmed death-ligand 2 (PD-L2), von einer Vielzahl kérpereigener
Zellen zum Schutz vor GberschielRenden Immunreaktionen exprimiert (Chen et al.,
2004; Rozali et al., 2012), doch auch Tumore machen sich die PD-1-PD-L1-Achse zur
Immunevasion zunutze (Gibbons et al., 2017; Dong et al., 2002). So prasentieren
zahlreiche Komponenten des Tumormikromilieus, wie z. B. Stromazellen, TIL, bis hin

zu den Tumorzellen selbst, PDL-1 auf ihrer Oberflache (Zou et al., 2008; Wang et al.,
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2016) und regulieren dieses IFN-y-abhangig sogar noch weiter herauf (Chen et al.,
2004). Eine besonders reiche PD-L1-Expression konnte fur das Melanom, das
nicht-Kleinzellige Bronchialkarzinom (NSCLC) sowie das Ovarialkarzinom
nachgewiesen werden (Patel et al., 2015). Die vermehrte PD-L1-Positivitat dieser
Tumorentitaten ist haufig mit einer erhdhten Anzahl an TIL assoziiert, geht gleichzeitig
jedoch mit einer schlechteren Uberlebensprognose einher (Hino et al., 2010; Zou et al.,
2008).

Zwar werden tumorspezifische T-Zellen durch Bindung ihres Tumorantigens aktiviert,
doch geschieht dies paradoxerweise zum Preis einer erhdhten Expression von PD-1
auf den T-Zellen (Abate-Daga et al., 2013) sowie von PD-L1 auf der
Tumorzelloberflache (Houot et al., 2015). Dieserart flhrt die vermehrte
PD-1-PD-L1-Interaktion zur exhaustion tumorspezifischer T-Zellen und tréagt zum

Versagen AZT-basierter Therapien bei (Abate-Daga et al., 2013).

1.3.2 Umkehrung der T-Zell-Exhaustion durch Aufhebung des
PD-1-Signals

Erste klinische Hinweise auf die Reversibilitdt der T-Zell-Exhaustion durch
Antagonisierung der PD-1-PD-L1-Achse ergaben sich aus mehreren Phase IlI-Studien
zur therapeutischen Wirksamkeit von anti-PD-1- oder anti-PD-L1 Antikérpern (Alsaab
et al., 2017; Abdin et al., 2018) an Patienten mit malignem Melanom (Daud et al.,
2016), NSCLC (lafolla et al., 2017; Malhotra et al., 2017), Urothelkarzinom (Bellmunt et
al., 2017) und Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches (Pai et al., 2019). Auf
der Grundlage dieser und weiterer Studien fanden bis dato zwei anti-PD-1
(Pembrolizumab, Nivolumab) sowie drei anti-PD-L1 Antikdrper (Atezolizumab,
Durvalumab und Avelumab) fir eine ganze Reihe unterschiedlicher Tumorentitaten
ihre Zulassung durch die FDA (Abdin et al., 2018). Unter den gegenwartigen
Indikationen befinden sich neben dem malignen Melanom und dem NSCLC auch das
tripel-negative Mammakarzinom, das Nierenzellkarzinom und der Morbus Hodgkin
(Xia, Xu et al., 2019).

1.3.3 Erhohung der Therapiewirksamkeit durch Kombination von

adoptiven T-Zell-Transfers und Immuncheckpoint-Inhibitoren

Vor diesem Hintergrund erscheint es wahrscheinlich, dass auch der AZT von einer

Modulation der Immuncheckpoints profitieren kénnte (Kasakovski et al., 2018). Ebenso
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wie der AZT geht jedoch auch eine systemische Immuncheckpoint-Inhibition mit einer
breiten Palette schwerer Nebenwirkungen einher, die von Hautausschlagen uber
Juckreiz bis hin zu lebensbedrohlichen gastrointestinalen Beschwerden und
Endokrinopathien reicht (Buchbinder et al., 2016). Aus diesem Grund kénnte die
Entwicklung gezielterer Strategien zur Uberwindung von T-Zell-Exhaustion

und -Anergie von Vorteil sein (Qin et al., 2017).

1.3.3.1 Aufhebung des PD-1-Signals zur Verstarkung des adoptiven

Transfers von CD8+ T-Zellen

Mit diesem Ziel vor Augen wurden durch das CRISPR-Cas9-System PD-1-Knockout-
T-Zellen hergestellt und mit einem anti-CD133 CAR transduziert. lhre therapeutische
Uberlegenheit konnte in einem murinen Gliom-Modell nachgewiesen werden (Hu et al.,
2019). Eine ahnliche Behandlungsstrategie befindet sich derzeit mit anti-CD19
PD-1-Knockout-CAR-T-Zellen gegen die akute lymphoblastische Leukdmie oder gegen
das Burkitt-Lymphom in einer klinischen Phase-I-Studie (NCT03298828) (Martinez et
al., 2019). Eine andere Herangehensweise zur Kombination von AZT und
Checkpoint-Blockade wurde mit dem Einsatz anti-PD-1 Blocking-scFv-sezernierender
CAR-T-Zellen gewanhlt. Mit ihrer Hilfe konnte ein signifikanter Uberlebensvorteil in
mehreren unterschiedlichen murinen Tumormodellen erzielt werden (Rafiq et al.,
2018).

1.3.3.2 Reaktivierung adoptiv transferierter CD8+ T-Zellen durch
Konversion PD-1-vermittelter T-Zell-Inhibition in

T-Zell-Stimulation

Unsere Arbeitsgruppe hatte in der Vergangenheit ein Verfahren entwickelt, um die
AZT-Wirksamkeit zu verbessern und die PD-1-vermittelte T-Zell-Suppression im
Tumormikromilieu lokal und selektiv zu Gberwinden (Kobold et al., 2015). Im
Unterschied zu den vorstehend beschriebenen Therapiestrategien wurde jedoch nicht
ausschlief3lich eine Aufhebung des inhibitorischen PD-1-Signals angestrebt, sondern

darUber hinaus eine Konversion desselben in einen co-stimulatorischen Wirkimpuls.

Kern dieses Konzeptes ist ein PD-1-CD28-Fusionsprotein (PTM), welches sich aus der
extrazellularen und transmembranésen Domane des PD-1-Rezeptors in Kombination
mit der intrazellularen Domane des CD28-Rezeptors zusammensetzt.

PTM-transduzierte (PTM+), Tumorantigen-spezifische CD8+ T-Zellen sollten von
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Tumorzellen aktiviert werden und Effektorzytokine wie z. B. IFN-y sezernieren.
Dadurch kdnnten sie einerseits die Antigenprasentation der Tumorzellen verstarken
und andererseits die PD-L1-Expression innerhalb des Tumormikromilieus steigern.
Jedoch wirde das membranstandige PD-L1 durch die Bindung an den
PTM-Fusionsrezeptor nicht nur neutralisiert, sodass es zur Interaktion mit nativen TIL
nicht mehr zur Verfigung stiinde. Vielmehr waren PTM-transduzierte T-Zellen in der
Lage, das urspringlich inhibitorische PD-L1-Signal in ein Co-Stimulatorisches zu
Ubersetzen und wirden so in ihrer Effektorfunktion zusatzlich gestarkt.

In Ubereinstimmung mit diesen konzeptionellen Uberlegungen konnte in
experimentellen Vorarbeiten der Arbeitsgruppe die therapeutische Uberlegenheit
PTM-transduzierter CD8+ T-Zellen in vitro und in vivo nachgewiesen werden. In vitro
proliferierten die PTM-transduzierten CD8+ T-Zellen starker, setzten gréRere
Zytokinmengen frei und zeichneten sich durch eine erhdhte Zytotoxizitat aus. /In vivo
induzierten sie anhaltende Komplettremissionen in einem murinen
Pankreaskarzinommodell sowie die Auspragung eines immunologischen
Gedachtnisses (Kobold et al., 2015).

1.3.3.3 Relevanz der PD-1-Signalkonversion fir die anti-tumorale
Wirkung von CD4+ T-Zellen

Dennoch war es bisher unklar, inwieweit die Integration von CD4+ T-Zellen in das
PTM-Therapiekonzept dessen Wirksamkeit weiter verbessern wirde. Immerhin galt es
als gesichert, dass CD4+ TIL mit zunehmendem Tumorwachstum PD-1
hochregulierten (Zappasodi et al., 2018). Dieser Phanotyp CD4+ T-Zellen ging mit
einer erhdhten Apoptoserate sowie einer verringerten anti-tumoralen Wirksamkeit von
Effektor-T-Zellen einher (Ding et al., 2010).

Erste praklinische Hinweise auf den Nutzen der PD-1-Checkpoint-Inhibition fir den
T-Helferzell-basierten AZT gaben Versuche in einem murinen B-Zell-Lymphommodell.
Durch therapeutischen Transfer Antigen-spezifischer CD4+ PD-1-Knockout-T-Zellen
konnten dauerhafte Komplettremissionen in 90 % der Félle erreicht werden (Ding et al.,
2012).

Auch Patientenstudien spiegelten die klinische Relevanz von CD4+ FoxP3- PD-1+

T-Zellen wider. Dort korrelierte deren Anzahl positiv mit dem Tumorprogress sowie

negativ mit der Effektorfunktion von TIL oder adoptiv transferierter T-Zellen und konnte
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als negativ-prognostischer Marker flr das Ansprechen eines Patienten auf die

therapeutische PD-1-Inhibition identifiziert werden (Zappasodi et al., 2018).

1.4 Ziele der vorliegenden Promotionsarbeit

Ziel der Arbeit war es, den Nutzen des PTM-Fusionsrezeptors in Antigen-spezifischen

CD4+ T-Zellen zu untersuchen und ihrer mdglichen Synergie mit CD8+ T-Zellen

nachzugehen. Auf Basis der genannten Vorarbeiten und aufgrund der o.g.

Uberlegungen sollte diese Arbeit sich mit den folgenden Fragestellungen beschéaftigen:

ii)

Vi)

Kann der PTM-Rezeptor CD4+ T-Zellen einen relevanten Aktivierungsvorteil
verschaffen?

e Konnen Proliferationstatigkeit, Viabilitdt und IFN-y-Sekretion aktivierter
CD4+ T-Zellen durch PTM-Transduktion gesteigert werden?

o Kann diese Steigerung mit einer veranderten Expression des
T-Zell-Mitosemarkers Ki67 und des Differenzierungsmarkers
Eomesodermin (EOMES) korreliert werden?

Welche Auswirkung hat die Kombination PTM+ CD4+ mit PTM+ CD8+ T-Zellen in
Co-Kulturen mit unterschiedlichen Tumorzelllinien auf
e die IFN-y- und IL-2-Sekretion der T-Zellen?
e die T-Zell-vermittelte Tumorzelllyse und Granzym B-Freisetzung?
e das Proliferationsverhalten der CD8+ Effektor-T-Zellen?
Mit welchen phanotypischen Veranderungen geht die zytotoxische Aktivitat
transduzierter und untransduzierter CD4+ und CD8+ Lymphozyten in
T-Zell-Tumorzell-Co-Kulturen einher?
Kann durch Kombination PTM+ CD4+ und PTM+ CD8+ T-Zellen eine verbesserte
Tumorkontrolle in vivo erzielt werden?
In welchem Zusammenhang steht das Mengenverhaltnis PTM-transduzierter oder
untransduzierter CD4+ und CD8+ T-Zellen mit ihrer synergistischen
Wirkverstarkung?
Welche Auswirkung zeigt die Antikorper-vermittelte IL-2-Neutralisation

¢ hinsichtlich der synergistisch verstarkten IFN-y-Sekretion der T-Zellen?

» hinsichtlich der synergistisch verbesserten Zytotoxizitat der T-Zellen?
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2 Material

2.1 Technische Ausstattung

-80 °C Laborgefrierschrank HERAfreeze™ Thermo Fisher, Waltham, USA

Analysenwaage CPA1003S Sartorius Laboratory, Géttingen, DE

Autoklav Varioklav 500E HP Medizintechnik, Minchen, DE

COz-Brutschrank BBD 6220 Heraeus, Hanau, DE

FACS Canto Il BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
LSRFortessa BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, DE

Kahl- und Gefrierschrank  MediLine Liebherr, Bulle, CHE

MACS Separatoren QuadroMACS Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

DE
Mikroskop Axiovert 40C Zeiss, Jena, DE

Multimode Mikroplatten

Axiovert HAL 100

Mithras LB 940

Zeiss, Jena, DE
Berthold, Bad Wildbad, DE

Reader

Neubauer Zahlkammer Neubauer- Marienfeld superior, Lauda-
Improved Kdnigshofen, DE

pH-Meter InoLab pH 720 WTW GmbH, Weilheim, DE

Pipetten Discovery PZ HTL S.A., Warschau, PL
Comfort

Pipettierhilfen Pipetus® Hirschmann Laborgerate, Eberstadt,

Sicherheitswerkbank

HeraSAFE KS

DE

Heraeus, Hanau, DE

Spektralphotometer NanoDrop Thermo Fisher, Waltham, USA
2000c
Vortexer RS-VA 10 Phoenix, Garbsen, DE
Wasserbad Unitherm-HB UniEquip, Mianchen, DE
Zentrifugen 3L-R Multifuge Heraeus, Hanau, DE
Centrifuge Eppendorf, Hamburg, DE
5318R
Rotina 420R Hettich GmbH, Tuttlingen, DE
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2.2 Verbrauchsmittel

Durchflusszytometrie-Réhrchen (5 ml)

Einmalspritzen Discardit Il (2 ml; 5 ml; 10 ml;
20 ml)

Einwegskalpelle (Nr.10)

ELISA Mikrotiterplatten (96-Well)

Falcon Zentrifugenréhrchen (15 ml; 50 ml)

Kryoréhrchen

MACS SmartStrainers (30 um; 70 pm; 100 um)

Spritzenvorsatzfilter (0,45 ym; 0,20 ym)
Mikroreaktionsgefafie (0,5 ml; 1,5 ml; 2,0 ml)
Petrischalen

Serologische Pipetten

Spritzen (2 ml; 5 ml; 10 ml)
Zellkulturflaschen (T25 bis T175)
Zellkulturplatten (6- bis 96-Well)

2.3 Chemikalien und Reagenzien

B-Mercaptoethanol
Bovines Serumalbumin (BSA)
BD Pharm Lyse™ Lysing Buffer (10x)

Calciumchlorid

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlésung
(PBS)

Ethanol 96-100 % (puriss.)
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
FACSFlow

Isofluran
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BD Biosciences, Franklin Lakes,
USA

BD Biosciences, Franklin Lakes,
USA

FEATHER, Osaka, JP

Costar Corning, New York, USA
Greiner Bio-One, Kremsmiuinster,
AUT

Greiner Bio One, Kremsmdnster,
AUT

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, DE

VWR International, Radnor, USA
Sarstedt, NUrnbrecht, DE

BD Medical, Franklin Lakes, USA
Costar Corning, New York, USA
BD Medical, Franklin Lakes, USA
Costar Corning, New York, USA
BD Medical, Franklin Lakes, USA

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes,
USA

Merck, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
PAA, Pasching, AT

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes,
USA

CP Pharma, Burgdorf, DE
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Isopropanolol (70 %, 100 %) Apotheke Innenstadt, LMU,
Munchen, DE

Kaliumchlorid (KCI) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

LB-Agar (Luria/Miller) Carl Roth, Karlsruhe, DE

Natriumchlorid (NaCl) Apotheke Innenstadt, LMU
Munchen, DE

RetroNectin Takara, Kusatsu, JPN

Schwefelsaure (2 N) Apotheke Innenstadt, LMU,
Munchen, DE

Trypanblau Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trypsin PAA, Pasching, AUT

Tween-20 Roth, Karlsruhe, DE

2.4 Assays

CD4+ T Cell Isolation Kit, mouse Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, DE

CountBright™ Absolute Counting Beads Invitrogen, Carlsbad, USA

CytoTox96° Non-Radioactive Cytotoxicity Promega, Mannheim, DE

Assay

Granzym B DuoSet® ELISA (murin) R&D Systems, Minneapolis, USA

FoxP3/Transcription Factor Staining Buffer Set eBioscience, San Diego, USA

Interferon-y (IFN-y) ELISA (murin) BD Biosciences, Franklin Lakes,
USA

Interleukin-2 (IL-2) ELISA (murin) BD Biosciences, Franklin Lakes,
USA

Plasmidpréaparationssystem PureYield™

Zombie Aqua Fixable Viability Kit BioLegend, San Diego, USA

Promega, Madison, USA

2.5 Zellstimulantien und Zytokine

Dynabeads Mouse T-Activator CD3-CD28 Life Technologies, Miinchen, DE
Rekombinantes IFN-y (murin) PeproTech, Rocky Hill, USA
Rekombinantes IL-2 (human) PeproTech, Rocky Hill, USA
Rekombinantes Interleukin-15 (IL-15) (human) PeproTech, Rocky Hill, USA
Rekombinantes PD-L1-Fc chimares Protein R&D Systems, Minneapolis, USA
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2.6 Antikorper

Tabelle 1: Fluorochrom-konjugierte Antikérper

Antikorper Reaktivitat Kilon Hersteller
Anti-CCR7-PerCP/Cy5.5 Maus 4B12 BioLegend, USA
Anti-CD4-Pacific Blue™ Maus GK1.5 BioLegend, USA
Anti-CD4-PE/Cy7 Maus RM4-5 BioLegend, USA
Anti-CD8-APC/Cy7 Maus 53-6.7 BioLegend, USA
Anti-CD8-Pacific Blue™ Maus 53-6.7 BioLegend, USA
Anti-CD28-APC Maus 37.51 BioLegend, USA
Anti-CD62L-Pacific Blue™ Maus MEL-14 BioLegend, USA
Anti-CD274-PE/Cy7 Maus 10F.9G2 BioLegend, USA
Anti-EOMES-PE/Cy7 Maus DAN11mag eBioscience,
USA
Anti-Ki67-PE Maus 16A8 BioLegend, USA
Anti-MHCI-PE Maus M1/42.3.9.8 Elabscience,
USA
Anti-MHCII-APC Maus M5/114.15.2 eBioscience,
USA
Anti-PD-1-APC Maus RMP-30 BioLegend, USA
Anti-PD-1-FITC Maus 29F.1a12 BioLegend, USA
Rat I9G2a-PE Isotypkontrolle - #54447 R&D Systems,
USA
Rat IgG2b kappa-APC - eB149/10H5 eBioscience,
Isotypkontrolle USA
Rat IgG2b kappa-PE/Cy7 - RTK4530 BioLegend, USA
Isotypkontrolle
Tabelle 2: Unkonjugierte Antikorper
Antikorper Reaktivitat Klon Hersteller
Anti-CD3e Maus 145-2C11 eBioscience, USA
Anti-CD28 Maus 37.51 eBioscience, USA
Anti-mouse MHC class | Maus M1/42.3.9.8 Bio X Cell, USA
Anti-mouse MHC class Il Maus M5/114.15.2 eBioscience, USA

16



Material

2.7 Zelllinien, Zellkulturmedien und Medienzusatze

2.71 Zelllinien
Zelllinien Ursprungszellen Gentechnische Medium Referenz
Modifikation
EL-4 Murine T-Zell- - T-Zell- Gorer et
Lymphom-Linie Kulturmedium al., 1950
(C57BL)
E.G7-OVA- Murine T-Zell- pAC-Neo-OVA T-Zell- Rataj, et
PD-L1 Lymphom-Linie pMXs-PD-L1 Kulturmedium al., 2018
(C57BL) (Swiss-Prot
accession number
Q9EP73)
Panc02- Murines, pAC-Neo-OVA DMEM Kobold et
OVA duktales Volimedium al., 2015
Pankreas- (DMEM+++)
Karzinom
(Panc02)
Panc02- Murines, pAC-Neo-OVA DMEM Kobold et
OVA- duktales pMXs-puro-PD-L1  Vollmedium al., 2015
PDL-1 Pankreas- (Swiss-Prot (DMEM+++)
Karzinom accession number
(Panc02) Q9EP73)
Platinum-E = Humane pGag-pol-IRES-bs" PlatE- Morita, et
(PlatE) embryonale pEnv-IRES-puro”  Zellkulturmedium al., 2000
Nierenzellen
(HEK 293T)
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2.7.2 Zusatze fiir Zellkulturmedien

Blasticidin

Dulbecco’s modified Eagles’s medium
(DMEM)

Fetales Kéalberserum (FBS) — hitzeinaktiviert
HEPES (1 M)

L-Glutamin (200 mM)

Penicillin/Streptomycin (100x)

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640

Natriumpyruvat (100 mM)

2.7.3 Zellkulturmedien

DMEM Vollmedium (DMEM+++)

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
PAA Laboratories, Pasching, AT

Gibco, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
PAA Laboratories, Pasching, AT
PAA Laboratories, Pasching, AT
PAA Laboratories, Pasching, AT

PAA Laboratories, Pasching, AT

T-Zell-Medium (TZM)

DMEM 500 ml
FBS 10 % (viv)
Penicillin/Streptomycin (100 x) 1 % (v/v)
L-Glutamin (200 mM) 1 % (vIv)
Medium fiir Zytotoxizitdtsassays

RPMI 1640 ohne Phenolrot 500 ml
FBS 1% (viv)
Penicillin/Streptomycin (100 x) 1 % (v/v)
L-Glutamin (200 ml) 1 % (viv)
Natriumpyruvat (10 mM) 1 % (vIv)

HEPES (1 mM)

0.1 % (v/v)
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RPMI 1640 500 ml
FBS 10 % (v/v)
Penicillin/Streptomycin 1 % (viv)
L-Glutamin (200 mM) 1 % (viv)
Natriumpyruvat (10 mM) 1 % (v/v)

HEPES (1 M) 0,1 % (v/v)
PlatE-Zellkulturmedium

DMEM+++ 500 ml
Blasticidin 10 pg/ml
Puromycin 1 pg/ml

Medium zur Kryokonservierung

FBS-Zell-Suspension
DMSO

900 pl
100 pl
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2.8 Pufferlosungen

Lysepuffer

Ammoniumchlorid 8,92 ¢
EDTA 19
Kaliumbicarbonat 29 mg

Aufzufullen auf 1000 ml mit ddH,0,
pH-Titration auf 7,2 mittels HCI (1 M)
oder NaOH (1 M)

FACS-Puffer

PBS 500 ml
BSA 2 % (viv)
ELISA-Coating-Puffer

NaHCO; 7,13 g
Na,CO; 1,59 ¢g
ddH,O 1,0L

pH-Titration auf 9,5 mit 1M NaOH

2.9 Software

Adobe Creative Suite CS6
BD FACSDiva

BioRender

EndNote X9

FlowJo 8.7

GraphPad Prism Version 7.04
Microsoft Office 2016
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Transfektionspuffer
Dinatriumhydrogenphosphat 50 mg
HEPES 1 mg
Kaliumchlorid 74 mg
Natriumchlorid 169

Aufzufullen auf 100 ml mit ddH,0O,
pH-Titration auf 7,1 mit HCI (1 M)
oder NaOH (1 M)

MACS-Puffer

EDTA 2mM

FCS 10 %
in PBS

ELISA-Verdiinnungs-Puffer
FCS 10 % in PBS

ELISA-Waschpuffer

Tween20 0,05 % in PBS

Adobe Systems, San Jose, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes,
USA

Toronto, Kanada

Thomson Reuters, Carlsbad, USA
Tree Star, Ashland, USA
GraphPad Software, La Jolla, USA
Microsoft, Redmond, USA
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3 Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden
3.1.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen

Alle Zellen wurden in Zellkulturflaschen bei 37 °C, 5 % CO, Volumenanteil und

95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Zellkulturarbeiten erfolgten steril unter laminarer
Luftstrdmung. Bei 80 % Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Adharente Zellen
wurden mittels Trypsin geldst, fur 5 Minuten bei 400 g zentrifugiert und anschlief3end in
frischem Kulturmedium resuspendiert. Zellzahl und -viabilitdt wurden regelmaRig
mittels Trypanblau-Farbung im Neubauer Hamozytometer evaluiert. Zum Zeitpunkt der
Experimente waren alle verwendeten Zellen flir mindestens eine Woche und maximal
25 Passagen in Kultur. Durch monatliche Testungen wurden

Mycoplasma-Kontaminationen ausgeschlossen.

3.1.2 Transduktion primarer muriner T-Zellen

Mittels retroviraler Transduktion ist es mdglich, zellfremde DNA stabil in ein
Wirtsgenom zu integrieren. Als Vektor wurde in allen Experimenten pmp71 mit der
kodierenden Sequenz fir das PD-1-CD28-Fusionsprotein verwendet

(Kobold et al., 2015). Das detaillierte Vorgehen folgte bereits publizierten Protokollen
(Leisegang et al., 2008).

3.1.2.1 Produktion replikationsdefizienter ekotroper Retroviren

Die retrovirale Verpackungszelllinie Platinum-E (PlatE) wurde in 6-Well Zellkulturplatten
ausgesat und fur 24 Stunden in DMEM+++ kultiviert. Unter Vortexen wurden in jedes
Well 150 pl der Plasmidlésung (18 ug Plasmid-DNA, 15 ul CaCl, 2.5 M, aufgefiillt mit
ddH,0) zu 150 ul Transfektionspuffer pipettiert und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Transfektion der PlatE, wobei ausschlie3lich Wells
mit einer Konfluenz von circa 75 % Verwendung fanden. Nach 8 Stunden wurde das
Zellkulturmedium gegen frisches DMEM+++ ausgetauscht. Die erste Abnahme des
virushaltigen Uberstandes erfolgte 48 Stunden spater. Anschlieend wurden die PlatE
fir weitere 24 Stunden in frischem T-Zell-Medium kultiviert und erneut Viren geerntet.
Durch Filtration durch einen 0,45 ym-Spritzenvorsatzfilter wurde der Virusiiberstand

von Zellresten befreit.
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3.1.2.2 Isolation muriner Splenozyten und Anreicherung der CD4+ und
CD8+ T-Zell-Populationen

Die Tétung der OT-1 und OT-2 Mause erfolgte durch Genickbruch unter Isofluran-
Narkose. AnschlieRend wurde die Milz enthommen und in einem mit T-Zell-Medium
(TZM) gefillten Mikroreaktionsgefald auf Eis konserviert. Zur Erstellung einer
Einzelzellsuspension wurde die Milz mit einem Spritzenstempel erst durch einen

100 ym-, dann durch einen 30 um-Filter passiert und anschlieBend fir 5 Minuten bei
400 g zentrifugiert. Zur Elimination der Erythrozyten wurde das Zellpellet fir 1 Minute
in 2 ml Lysepuffer aufgenommen und die Zytolyse durch Verdinnung mit TZM
beendet. Zur Selektion auf CD8+ T-Lymphozyten wurden die Splenozyten nach
erneuter Zentrifugation in frischem TZM mit 50 yM 3-Mercaptoethanol, 10 1U/ml
humanem IL-2, 1 ug/ml anti-Maus CD3 und 0,1 pg/ml anti-Maus CD28 fiir 24 Stunden
stimuliert. Zur Selektion auf CD4+ T-Lymphozyten wurde nach Lyse der Erythrozyten
eine magnetische Zellseparation (MACS) durchgefuhrt. Die Anreicherung der CD4+
Zellen erfolgte nach Mafligaben des Herstellerprotokolls durch Depletion der
CD4-negativen Zellpopulationen mittels CD4+ T cell isolation kit. Eine 24-stiindige
Stimulationsphase in frischem TZM mit 50 yM -Mercaptoethanol, 100 IU/ml humanem

IL-2, 1 yg/ml anti-Maus CD3 und 0,1 pg/ml anti-Maus CD28 schloss sich an.

3.1.2.3 Transduktion von CD4+ und CD8+ T-Zellen

Zur Erhéhung der Transduktionseffizienz wurden 24-Well Zellkulturplatten bei 4 °C fur
12 Stunden mit 400 pl/Well RetroNectin inkubiert und anschliefRend fur 30 Minuten bei
37 °C mit 2 % BSA geblockt. Nach einem Waschschritt mit 25 mM HEPES in 2 ml
phosphatgepufferter Salzldsung (PBS) konnten 2 ml/well der frisch gewonnenen
Virussuspension aufgetragen und fir 2 Stunden bei 3000 g und 4 °C zentrifugiert
werden. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und durch 10° murine T-
Lymphozyten in 1 ml TZM mit 50 yM B-Mercaptoethanol ersetzt. Zur Stimulation der
Zellproliferation wurden auRerdem 4 x 10° Dynabeads sowie 10 IU/ml humanes IL-2 fiir
CD8+ T-Zellen oder 100 1U/ml IL-2 fir CD4+ T-Zellen hinzugefligt. Nach abermaliger
Zentrifugation bei 37 °C und 400 g wurden Zellen und Viren fur 24 Stunden inkubiert.
Am nachsten Tag wurde mit frischem Virusliiberstand die Transduktion wiederholt und

die Transduktionseffizienz durchflusszytometrisch bestimmt.
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3.1.2.4 In-vitro-Expansion der transduzierten T-Zellen

Die Expansion der T-Zellen erfolgte im 48-Stunden-Abstand, indem 10° Zellen/ml mit
frischem TZM und 50 ng/ml humanem Interleukin 15 (IL-15) sowie

50 uM B-Mercaptoethanol versetzt wurden. Durch Verdinnung mit untransduzierten
T-Zellen wurde die Transduktionseffizienz vor jedem Experiment auf 35-45 %
eingestellt. Alle Experimente wurden in einem Zeitraum von 6 Tagen nach dem

zweiten Viruskontakt begonnen.
3.1.3 Transduktion muriner Tumorzelllinien

Die Zelllinie E.G7-OVA-PD-L1 ging durch retrovirale Transduktion aus
E.G7-OVA-Zellen hervor. Ziel war die Etablierung eines PD-L1 konstitutiv

Uberexprimierenden Non-Hodgkin-Lymphommodells.

Als retroviraler Vektor wurde pMXs mit der kodierenden Sequenz fir murines PD-L1
verwendet (Swiss-Prot accession number Q9EP73). Die Produktion des Retrovirus
sowie die Herstellung virusbeschichteter 24-Well Zellkulturplatten erfolgte analog zum
Vorgehen bei primaren murinen T-Zellen (vgl. 3.1.2.1). In der Woche vor dem
geplanten Transduktionszeitpunkt wurden die E.G7-OVA durch tagliches Passagieren
einem verstarkten Proliferationsdruck ausgesetzt. Am Tag der Transduktion wurden
10* Lymphomzellen in 1 ml TZM/Well resuspendiert, auf die virusbeschichteten
24-Well Zellkulturplatten aufgetragen und fir 30 Minuten bei 37 °C und 400 g
zentrifugiert. AnschlieBend wurden die E.G7-OVA-Zellen mit dem Virus fur 3 Tage bei
37 °C inkubiert. Mittels Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierung konnte spezifisch auf
PD-L1-uUberexprimierende E.G7-OVA-Zellen selektiert und eine Suspension aus
Einzelzellklonen hergestellt werden. Nach der Expansion wurden die so erzeugten
E.G7-OVA-PD-L1-Zellklone nochmals durchflusszytometrisch auf ihre

PD-L1-Expression hin kontrolliert und anschlielend kryokonserviert.

3.1.4 Tumorzellstimulation mit rekombinantem murinen Interferon-y

Zur Analyse der MHC-I-, MHC-II- und PD-L1-Expression auf E.G7-OVA-PD-L1- und
Panc02-OVA-Zellen wurden 5 x 10* Tumorzellen in einer 96-Well Platte ausgebracht
und Uber 48 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen (2, 20 oder 100 ng/ml) von
rekombinantem murinen IFN-y stimuliert. Die Messung der Proteinexpression erfolgte

mittels Durchflusszytometrie.
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3.1.5 Stimulationsassays mit murinen Antikérpern

96-Well-Zellkulturplatten wurden mit anti-CD3 Antikdrpern (100 ng/ml), anti-CD3
Antikérpern und rekombinantem PD-L1-Fc chimaren Protein (5 pg/ml) oder anti-CD3
und anti-CD28 Antikorpern (2 pug/ml) Gber 12 Stunden bei 4 °C im Dunkeln beschichtet.
AnschlieRend wurden 1,5 x 10° T-Zellen in 0,1 ml TZM pro Well in einer 96-Well Platte
Uber 36 Stunden bei 37 °C inkubiert. Mitoseaktivitdt und CD28-Expression wurden
durchflusszytometrisch erfasst und der Zytokingehalt des Uberstandes mittels

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) quantifiziert.

3.1.6 T-Zell-Tumorzell-Co-Kultur-Assays

Fir T-Zell-Tumorzell-Co-Kulturen wurden 5 x 10° CD8+ T-Zellen in einem Verhaltnis
von 1:3,1:1oder3:1zuCD4+ T-Zellen mittels anti-CD3 Antikdrpern (100 ng/ml)
und rekombinantem PD-L1-Fc chiméaren Protein (5 pg/ml) Uber 24 Stunden
vorstimuliert (vgl. 3.1.5). AnschlieRend wurden die T-Zellen entweder mit
E.G7-OVA-PD-L1-, Panc02-OVA- oder Panc02-OVA-PD-L1-Tumorzellen in einem

Verhaltnis von 10 : 1 co-kultiviert.

3.1.6.1 Stimulationsassays mit Tumorzellen

Die wahrend der 16-stiindigen Co-Kultur freigesetzte Menge an IFN-y und IL-2 wurde

nach Abnahme des Uberstandes mittels ELISA gemessen.

3.1.6.2 Zytotoxizititsassays

Als MaR fir die zytotoxische Aktivitat der T-Zellen wurde die

Laktatdehydrogenase- (LDH-) Menge im Uberstand nach 16-stiindiger
T-Zell-Tumorzell-Co-Kultur gemessen. Hierfiir wurde ein CytoTox 96° Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay nach Malgaben des Herstellerprotokolls verwendet. Negative
Zytotoxizitatswerte wiesen auf ein Netto-Wachstum der Tumorzellen hin. Der
Granzym-B-Gehalt in den Co-Kultur-Uberstanden wurde mit Hilfe eines

Granzym B-ELISA bestimmt. Sowohl wahrend der Vorstimulation als auch wahrend

der T-Zell-Tumorzell-Co-Kultur wurden die Zellen in Zytotoxizitdtsmedium kultiviert.
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3.1.6.3 Phanotypisierungs- und Proliferationsassays

Um den Phanotyp der T-Zellen im Verlauf von Vorstimulation und Co-Kultur zu
charakterisieren, wurden die T-Zellen nach 24-stundiger Vorstimulation sowie nach
36-stundiger Co-Kultur mit Panc02-OVA-PD-L1 durchflusszytometrisch auf die
relevanten Oberflichenmarker hin untersucht. Durch Zugabe von CountBright™
Absolute Counting Beads zu jeder Probe konnten in den Proliferationsassays absolute

Veranderungen der Zellzahl vergleichbar gemacht werden.
3.1.6.4 Interleukin-2-Neutralisationsassays

Fir IL-2-Neutralisationsassays wurden 7,5 x 10* CD8+ T-Zellen/Well und ebenso viele
CD4+ T-Zellen mit anti-CD3 Antikérpern und rekombinantem chimaren PD-L1 in einer
96-Well Zellkulturplatte vorstimuliert (vgl. 3.1.5). AnschlieBend wurden die T-Zellen mit
Panc02-OVA-Zellen in einem 1 : 10 Verhaltnis fir 16 Stunden co-kultiviert. Der

LEAF purified anti-Maus-IL-2 Antikérper (10 pg/ml) wurde sowohl zu Beginn der
Vorstimulation wie auch zu Beginn der Co-Kultur hinzugegeben. Anschliefend wurden
die Uberstande mittels ELISA hinsichtlich ihres IFN-y-Gehalts untersucht. Unterschiede
in der Effektoraktivitat der T-Zellen wurden durch Laktatdehydrogenase-basierte

Zytotoxizitatsassays nachgewiesen (vgl. 3.2.2).

3.2 Immunologische Methoden

3.2.1 Enzyme-linked immunosorbent assay

Die Messung der Zytokinkonzentrationen erfolgte durch murine IFN-y-, IL-2- und
Granzym B-ELISA. Die Zelluberstande wurden entweder frisch verwendet oder bis zur
Analyse bei -20 °C aufbewahrt. Die Durchfihrung der ELISA ebenso wie die
Herstellung der bendtigten Puffer erfolgten gemal den Herstellerprotokollen, jedoch
wurden grundsatzlich nur die halbierten Werte aller Volumenempfehlungen verwendet.
Mit einem Multimode Mikroplatten Reader wurde der Absorptionsgrad der Messproben
bei 450 nm ermittelt. Die Hintergrundkorrektur lag bei 595 nm. Die Auswertung der

Daten erfolgte in Microsoft Excel 2016 unter Verwendung einer Standardgeraden.

3.2.2 Laktatdehydrogenase-basierte Zytotoxizitatsassays

Vermehrter Zelluntergang geht typischerweise mit einer gesteigerten LDH-Freisetzung

einher. Aus diesem Grund kann die LDH-Konzentration im Uberstand einer
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T-Zell-Tumorzell-Co-Kultur als Mal fir die Effektoraktivitat zytotoxischer T-Zellen
verwendet werden. Die LDH-Konzentration in frischen Co-Kultur-Uberstanden wurde
mittels CytoTox96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay ermittelt. Die konkrete
Vorgehensweise orientierte sich am Herstellerprotokoll. Mit einem
Multimode-Mikroplatten-Reader wurde der Absorptionsgrad der Messproben bei

490 nm ermittelt. FUr die Quantifizierung der spezifischen Zelllyse galt:

[LDH]

T—Zell-Tumorzell-Co—Kultur |:]“DI_I]T—Zellen . 0
100 %
[LDH]

— [LDH]

Relative Lyseaktivitit =

lysierte Tumorzellen intakte Tumorzellen

3.2.3 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrische Verfahren erlauben die Differenzierung von Zellen hinsichtlich
ihrer GréRe und Granularitat sowie die spezifische Quantifizierung
membrangebundener oder intrazellularer Proteine mit Hilfe Fluorochrom-konjugierter

Antikorper.

Zum durchflusszytometrischen Nachweis extrazellularer Proteine wurden die Zellen
zuerst mit FACS-Puffer gewaschen und dann fur 30 Minuten mit den jeweiligen
Antikérpern bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Zur eindeutigen Unterscheidung lebender
und toter Zellen wurde aulRerdem Zombie Aqua Fixable Viability Dye hinzugefugt.
Ungebundene Antikorper wurden durch nochmaliges Waschen der Zellen in
FACS-Puffer entfernt. In einem weiteren Schritt wurden die Zellen zur zusatzlichen
Farbung intrazellularer Proteine mittels FoxP3/Transcription Factor Staining Buffer Set
fixiert und permeabilisiert und anschliefRend fir weitere 30 Minuten mit den Antikérpern
im Dunkeln bei 4 °C inkubiert. Das konkrete Procedere folgte den Empfehlungen des
Herstellers. Einem letzten Waschschritt in FACS-Puffer schloss sich die
durchflusszytometrische Untersuchung am FACS Canto Il oder dem LSRFortessa
mittels FACSDiva Software an. Zum Vergleich absoluter Zellzahlen wurden den

tTM

Proben kurz vor Beginn der Messungen CountBright'™ Absolute Counting Beads

hinzugesetzt. Zur Datenanalyse wurde FlowJo 8.7 verwendet. Hierbei galt:

Absolute Zellzahl = Anzahl der ausgewadhlten Zellen Anzahl der hi fiicten bead
solute Zellzahl = Anzahl der orfasston beads nzahl der hinzugefiigten beads
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3.3 Tierversuche
3.3.1 Labortierhaltung

Transgene Mause mit Ovalbumin (OVA) -spezifischen TZR auf CD8+ (OT1) oder
CD4+ (OT2) T-Zellen wurden von Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) erworben
(Stock-Nummer: 003831 fir OT1, 004194 fur OT2). Beide Mausstamme dienten als
T-Zell-Donoren fir die primare murine T-Zell-Transduktion. C57/BI6 Wildtyp-Mause
wurden bei Charles River (Sulzfeld, DE) gekauft und ab einem Mindestalter von sechs

Wochen fir in-vivo-Therapieversuche verwendet.

Zichtung und Haltung der Tiere erfolgte unter SPF-Konditionen in der Tierhaltung
Ziemssenstral’e, Minchen sowie in der Tierhaltung des Max-von-Pettenkofer Instituts,
Mudnchen. Alle Tiere waren mindestens eine Woche vor Versuchsbeginn in die
jeweilige Tierhaltung transferiert worden. Alle in-vivo-Experimente wurden durch die
Regierung von Oberbayern unter den Referenznummern 55.2.1.54-2532-36-14 und
108-12 genehmigt.

3.3.2 In-vivo-Therapieversuche

Fir in-vivo-Therapieversuche wurden C57/BI6 Wildtyp-Mausen (Charles River,
Sulzfeld, DE) subkutan 4,0 x 10° E.G7-OVA-PD-L1-Tumorzellen inokuliert. Sobald die
Tumore palpabel waren, wurden die Mause randomisiert und der adoptive Transfer
von PTM-transduzierten oder untransduzierten T-Zellen begonnen: In einem ersten
Schritt wurden CD8+ T-Zellen in die vena caudalis mediana injiziert, 48 Stunden spater
schloss sich der Transfer der CD4+ T-Zellen an. Jeden zweiten Tag wurde die

Tumorgrofle ermittelt und das Tumorvolumen wie folgt abgeschatzt:
Tumorvolumen = = - 1 12 L,

3
mit L4 := maximaler Durchmesser und L, := Durchmesser senkrecht zu L;.

Alle Versuchstiere wurden im Abstand von zwei Tagen hinsichtlich vordefinierter
Abbruchkriterien evaluiert und die Ergebnisse dokumentiert. Bei Uberschreitung der

Grenzwerte wurden die jeweiligen Tiere getotet.
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3.4 Statistische Analysen

Fir statistische Analysen wurde GraphPad Prism Version 7.04 verwendet.
Unterschiede zwischen den Versuchskonditionen wurden mittels zweiseitigem Student
t-Test fur ungepaarte Stichproben auf Signifikanz Gberprift und P-Werte < 0.05 als
statistisch signifikant angesehen. Die Angabe der Messergebnisse erfolgte als
arithmetisches Mittel. Ihre Streuung wurde als Standardfehler des Mittelwerts (SEM)

ausgewiesen.
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4 Ergebnisse
4.1 Funktionalitatsnachweis des PTM-Fusionsrezeptors in CD4+
T-Zellen

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnten Funktionalitat und therapeutisches Potenzial
des PTM-Fusionsrezeptors in CD8+ T-Zellen in vitro und in vivo gezeigt werden
(Kobold et al., 2015). Zur funktionellen Charakterisierung in CD4+ T-Zellen wurden
diese mit dem PTM-Rezeptor transduziert und anschlie®end in vitro stimuliert. Die
Analyse der Uberstéande ergab, dass PTM-transduzierte CD4+ T-Zellen unter
Stimulation mit anti-CD3 Antikérpern und rekombinantem PD-L1 signifikant mehr [FN-y

sezernierten als untransduzierte Zellen (Abbildung 1).

1001 P ﬂ)m [ Untransduzierte T-Zellen
Il PTM-transduzierte T-Zellen
80+

60

IFN-y [ng/ml]

401

201
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Anti-CD3 -
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]
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Abbildung 1: IFN-y- Sekretion unter Antikorper-Stimulation: PTM-transduzierte oder
untransduzierte primare murine CD4+ T-Zellen wurden wahrend 48 Stunden mit anti-CD3
Antikdrpern, anti-CD3 Antikdrpern und rekombinantem PD-L1 oder anti-CD3 Antikérpern und
anti-CD28 Antikdpern stimuliert. Das freigesetzte IFN-y wurde im Uberstand mittels ELISA
quantifiziert.

Die Abbildung ist reprasentativ fir n = 3 voneinander unabhangige Experimente. Jede
Versuchskondition lag in Triplikaten vor. Der SEM wurde durch Fehlerbalken markiert und P-Werte
mittels zweiseitigem Student t-Test ermittelt.

AuRerdem konnte unter Stimulation mit anti-CD3 Antikorpern und rekombinantem
PD-L1 eine signifikant verbesserte Viabilitat von PTM-transduzierten CD4+ T-Zellen im
Vergleich zu den Kontrollgruppen nachgewiesen werden. Auch die absolute Anzahl
PTM-transduzierter CD4+ T-Zellen war nach Stimulation mit anti-CD3 Antikérpern und
rekombinantem PD-L1 signifikant erhdht und spiegelte den Proliferationsvorteil der
Zellen wider (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Anzahl und Viabilitat CD4+ T Zellen nach Antikorper-Stimulation:
PTM-transduzierte oder untransduzierte primare murine CD4+ T-Zellen wurden wahrend 48 Stunden
mit anti-CD3 Antikdrpern, anti-CD3 Antikérpern und rekombinantem PD-L1 oder anti-CD3
Antikdrpern und anti-CD28 Antikérpern stimuliert. Die Anzahl CD4+ T-Zellen wurde
durchflusszytometrisch ermittelt und Zellzahlen unterschiedlicher Konditionen durch CountBright™
Absolute Counting Beads vergleichbar gemacht (A). Der Anteil lebender Zellen wurde mittels Zombie
Aqua Fixable Viability Kit bestimmt (B).

Die Abbildung ist reprasentativ fur n = 3 voneinander unabhangige Experimente. Jede
Versuchskondition lag in Triplikaten vor. Der SEM wurde durch Fehlerbalken markiert und P-Werte
mittels zweiseitigem Student t-Test ermittelt.

Untransduzierte CD4+ T-Zellen lie3en sich mit anti-CD3 Antikérpern starker stimulieren
als PTM-transduzierte CD4+ T-Zellen. Wurden jedoch zusatzlich anti-CD28 Antikdrper
hinzugefiigt, konnten beide Populationen auf ein vergleichbares Aktivierungsniveau
gebracht werden. Analog verhielt es sich mit der Expression des Mitosemarkers Ki67,
welche in PTM-transduzierten T-Zellen unter Stimulation mit anti-CD3 Antikérpern
hoéher ausfiel als in untransduzierten T-Zellen (Abbildung 3 A). Bei zusatzlicher
Stimulation mit anti-CD28 Antikérpern glichen sich die Expressionsraten jedoch wieder
an. Sowohl Ki67 als auch der Zelldifferenzierungsmarker EOMES wurden am starksten
von anti-CD3 Antikorper- und PD-L1-stimulierten PTM-transduzierten T-Zellen
exprimiert (Abbildung 3 B).
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Abbildung 3: Expression von Ki67 und EOMES unter Antikérper-Stimulation:
PTM-transduzierte oder untransduzierte primare murine CD4+ T-Helferzellen wurden wahrend

48 Stunden mit anti-CD3 Antikérpern, anti-CD3 Antikdrpern und rekombinantem PD-L1 oder
anti-CD3 Antikérpern und anti-CD28 Antikérpern stimuliert. Die Quantifizierung der Ki67- (A) und
EOMES-Expression (B) erfolgte durchflusszytometrisch nach intrazellularer Farbung mit
spezifischen Antikdrpern.

Die Abbildung ist reprasentativ fir n = 3 voneinander unabhangige Experimente. Jede
Versuchskondition lag in Triplikaten vor. Der SEM wurde durch Fehlerbalken markiert und P-Werte
mittels zweiseitigem Student t-Test bestimmt.

Mit diesen Versuchsergebnissen konnte gezeigt werden, dass der
PTM-Fusionsrezeptor in CD4+ T-Zellen funktionell ist und zur Erhéhung ihres

Aktivierungspotenzials beitragt.

4.2 Synergistische Verstarkung von T-Zell-Stimulierbarkeit
und -Effektoraktivitat durch PTM-transduzierte CD4+ T-Zellen in

Co-Kultur mit Tumorzellen

Dem Funktionalitadtsnachweis PTM-transduzierter CD4+ T-Zellen schloss sich die
Frage nach deren therapeutischem Potenzial an. Durch Vorstimulation mit anti-CD3
Antikérpern und rekombinantem PD-L1 tber 24 Stunden wurde eine erstmalige und
andauernde Aktivierung des TZR-Komplexes erzielt und, in Analogie zu den
Immunprozessen im Tumormilieu, partielle T-Zell-Anergie induziert. AnschlieRend
wurden die untransduzierten oder die transduzierten CD4+ und CD8+ T-Zellen
entweder in Kombination oder alleine mit Panc02-OVA- oder E.G7-OVA-PD-L1-Zellen

co-kultiviert.

Sowohl in Co-Kultur mit Panc02-OVA als auch mit E.G7-OVA-PD-L1 produzierten

vorstimulierte PTM-transduzierte CD4+ und CD8+ T-Zellen mehr IFN-y als
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untransduzierte T-Zellen. In beiden Co-Kultur-Ansatzen konnte die starkste
IFN-y-Sekretion erreicht werden, wenn PTM-transduzierte CD4+ und
PTM-transduzierte CD8+ T-Zellen kombiniert wurden (Abbildung 4 A). Hinsichtlich der
IL-2-Sekretion ergab sich ein identisches Bild mit einer signifikant erhéhten
IL-2-Konzentration im Uberstand PTM-transduzierter CD4+ und PTM-transduzierter
CD8+ T-Zellen (Abbildung 4 B).
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Abbildung 4: Zytokinfreisetzung in T-Zell-Tumorzell-Co-Kulturen: PTM-transduzierte (PTM+)
oder untransduzierte (UT) primare murine OT-1 T-Zellen, PTM+ oder UT primare murine OT-2
T-Zellen oder OT-1 zusammen mit OT-2 T-Zellen wurden fir 24 Stunden mit anti-CD3 Antikdrpern
und rekombinantem PD-L1 stimuliert. Anschliellend wurden die T-Zellen fir 16 Stunden mit
Panc02-OVA oder E.G7-OVA-PD-L1 co-kultiviert. Sowohl wahrend der Vorstimulation als auch
wahrend der T-Zell-Tumorzell-Co-Kultur betrug das Verhaltnis von CD4+ zu CD8+ T-Zellen in den
gemischten Konditionen 1 : 1. IFN-y- (A) und IL-2-Konzentrationen (B) im Uberstand wurden mittels
ELISA ermittelt.

Die Abbildung ist reprasentativ fir n = 3 voneinander unabhangige Experimente. Jede
Versuchskondition lag in Triplikaten vor. Der SEM wurde durch Fehlerbalken markiert und P-Werte
mittels zweiseitigem Student t-Test bestimmt.

Das unterschiedliche Aktivierungsmalfd der T-Zellen spiegelte sich in ihrer
Effektoraktivitat wider. Vorstimulierte CD4+ und CD8+ PTM-transduzierte T-Zellen
induzierten eine signifikant stéarkere Tumorzelllyse in Co-Kultur mit Panc02-OVA- oder
E.G7-OVA-PD-L1-Zellen als ihre untransduzierten Kontrollen. Wie bereits im Falle der
Zytokinproduktion war auch die zytotoxische Aktivitat der T-Zellen dann am hochsten,
wenn CD4+ PTM+ mit CD8+ PTM+ T-Zellen kombiniert wurden (Abbildung 5 A). Die
Menge an freigesetztem Granzym B korrelierte mit der Effektoraktivitat der T-Zellen
und wies auf die mechanistisch bedeutsame Rolle der T-Zell-Degranulation als
Mediator der PTM-vermittelten Lyseaktivitat hin (Abbildung 5 B).
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Abbildung 5: Tumorzelllyse und Granzym B-Freisetzung in T-Zell-Tumorzell-Co-Kulturen:
PTM-transduzierte (PTM+) oder untransduzierte (UT) primare murine OT-1, PTM+ oder UT primare
murine OT-2 T-Zellen oder OT-1 kombiniert mit OT-2 T-Zellen wurden Uber 24 Stunden mit anti-CD3
Antikdrpern und rekombinantem PD-L1 vorstimuliert. Wahrenddessen wurden Panc02-OVA oder
E.G7-OVA-PD-L1 ausgesat und bis zur Zugabe der vorstimulierten T-Zellen bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. Die Konzentration des durch Zelluntergang freigesetzten LDH wurde nach
16-stiindiger Co-Kultur mittels CytoTox96° Non-Radioactive Cytotoxicity Assay gemessen (A). Die
Granzym B-Freisetzung der T-Zellen in Co-Kultur mit E.G7-OVA-PD-L1-Tumorzellen wurden nach
16 Stunden mittels ELISA quantifiziert (B). Das Verhaltnis CD4+ zu CD8+ T-Zellen betrug in
Vorstimulation und Co-Kultur 1 : 1; das Verhaltnis der T-Zellen zu Tumorzellen 10 : 1.

Die Abbildung ist reprasentativ fur n = 3 voneinander unabhangige Experimente. Jede
Versuchskondition lag in Triplikaten vor. Der SEM wurde durch Fehlerbalken markiert und P-Werte
mittels zweiseitigem Student t-Test bestimmt.

In Co-Kultur mit CD4+ T-Zellen und Panc02-OVA ging die Steigerung des
zytotoxischen Potenzials der CD8+ T-Zellen mit einer verstarkten Proliferation einher
(Abbildung 6).
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Abbildung 6: Proliferation von CD8+ T-Zellen in Co-Kultur mit CD4+ T-Zellen und
Panc02-OVA:

PTM-transduzierte (PTM+) oder untransduzierte (UT) primare murine OT-1 T-Zellen, PTM+ oder UT
primare murine OT-2 T-Zellen oder OT-1 kombiniert mit OT-2 T-Zellen wurden Uber 24 Stunden mit
anti-CD3 Antikdrpern und rekombinantem PD-L1 vorstimuliert und dann mit Panc02-OVA-Zellen co-
kultiviert. Die Anzahl der T-Zellen wurde durchflusszytometrisch mittels CountBright™ Absolute
Counting Beads zwischen den Konditionen vergleichbar gemacht.

Die Abbildung ist reprasentativ fir n = 3 voneinander unabhangige Experimente. Jede
Versuchskondition lag in Triplikaten vor. Der SEM wurde durch Fehlerbalken markiert und P-Werte
mittels zweiseitigem Student t-Test bestimmt.

4.3 Charakterisierung des Phianotyps PTM-transduzierter CD4+ und
CD8+ T-Zellen in T-Zell-Tumorzell-Co-Kulturen

Entsprechend ihres Differenzierungsgrades werden innerhalb der CD3+ CD4+ aber
auch der CD3+ CD8+ Lymphozytenpopulationen zentrale Gedachtnis-T-Zellen von
Effektor-T-Gedachtniszellen abgegrenzt. Dabei unterscheiden sich die schwacher
ausdifferenzierten zentralen T-Gedachtniszellen in ihrem C-C chemokine receptor type
7-positiven (CCR7+) und L-Selektin-positiven (CD62L+) Phanotyp per definitionem von
den bereits starker differenzierten, CCR7- und CD62L- Effektor-T-Gedachtniszellen
(Sallusto et al., 1999). Ziel der Phanotypisierungsexperimente dieser Arbeit war es,
Veranderungen in den Differenzierungsstadien von PTM+ oder untransduzierten CD4+
und CD8+ T-Zellen in Co-Kultur mit Panc02-OVA-PD-L1-Tumoren zu registrieren.

In T-Zell-Tumorzell-Co-Kulturen pragten PTM-transduzierte CD4+ T-Zellen
Uberwiegend den Phanotyp zentraler Gedachtnis-T-Zellen aus. Der Effekt auf CD4+
T-Zellen war dann am starksten, wenn sie mit CD8+ T-Zellen kombiniert wurden,
jedoch unabhangig davon, ob letztere PTM-transduziert oder untransduziert waren.
Auch die CD8+ T-Zellen differenzierten zu zentralen Gedachtnis-T-Zellen
(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Anteil CD4+ (A) und CD8+ (B) zentraler Gedachtnis-T-Zellen in
T-Zell-Tumorzell-Co-Kulturen: PTM-transduzierte (PTM+) oder untransduzierte (UT) primare
murine OT-1 T-Zellen, PTM+ oder UT primére murine OT-2 T-Zellen oder OT-1 zusammen mit OT-2
T-Zellen wurden fur 24 Stunden mit anti-CD3 Antikdrpern und rekombinantem PD-L1 stimuliert.
AnschlieRend wurden die T-Zellen mit Panc02-OVA-PD-L1 co-kultiviert. Die Expression der
Oberflachenmarker CCR7 und CD62L wurde zu Beginn (Zeitpunkt 1) und am Ende (Zeitpunkt 2) der
36-stuindigen T-Zell-Tumorzell-Co-Kultur durchflusszytometrisch bestimmt.

Die Abbildung ist reprasentativ fir n = 3 voneinander unabhangige Experimente. Jede
Versuchskondition lag mindestens in Duplikaten vor. Der SEM wurde durch Fehlerbalken markiert.

Der Anteil der Effektor-T-Gedachtnis-Zellen war sowohl innerhalb der PTM+ CD4+ als
auch innerhalb der PTM+ CD8+ T-Zellpopulation reduziert (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Anteil CD4+ (A) und CD8+ (B) Effektor-T-Gedachtniszellen in
T-Zell-Tumorzell-Co-Kulturen: PTM-transduzierte (PTM+) oder untransduzierte (UT) primare
murine OT-1 T-Zellen, PTM+ oder UT primére murine OT-2 T-Zellen oder OT-1 zusammen mit OT-2
T-Zellen wurden fur 24 Stunden mit anti-CD3 Antikdrpern und rekombinantem PD-L1 stimuliert.
AnschlieRend wurden die T-Zellen mit Panc02-OVA-PD-L1 co-kultiviert. Die Expression der
Oberflachenmarker CCR7 und CD62L wurde zu Beginn (Zeitpunkt 1) und am Ende (Zeitpunkt 2) der
36-stuindigen T-Zell-Tumorzell-Co-Kultur durchflusszytometrisch bestimmt.

Die Abbildung ist reprasentativ fir n = 3 voneinander unabhangige Experimente. Jede
Versuchskondition lag mindestens in Duplikaten vor. Der SEM wurde durch Fehlerbalken markiert.

Die gezeigten in-vitro-Ergebnisse sprachen fir die therapeutische Aktivitat
CD4+ PTM-transduzierter T-Zellen im Sinne eines synergistischen Zusammenwirkens
von CD4+ und CD8+ T-Zellen. Dieser Synergismus war dann am starksten, wenn PTM

sowohl von CD4+ als auch CD8+ T-Zellen exprimiert wurde.

4.4 In-vivo-Verlangsamung des Tumorwachstums durch Kombination
von PTM-transduzierten CD4+ und PTM-transduzierten CD8+
T-Zellen

In vivo fihrte eine Kombinationstherapie aus PTM-transduzierten OT-1 T-Zellen und
PTM-transduzierten OT-2 T-Zellen im E.G7-OVA-PD-L1-Modell zu einer signifikant
verbesserten Tumorkontrolle im Vergleich zu den Kontrollgruppen (untransduzierte
OT-1 T-Zellen, PTM+ OT-1 T-Zellen, untransduzierte OT-1 T-Zellen in Kombination mit
untransduzierten OT-2 T-Zellen, untransduzierte OT-1 T-Zellen in Kombination mit
PTM+ OT-2 T-Zellen) (Abbildung 9).
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Abbildung 9: In-vivo-Wachstum von E.G7-OVA-PD-L1-Tumoren nach Therapie mit
untransduzierten oder PTM-transduzierten CD4+ und CD8+ T-Zellen: In zwei unabhéangigen
Experimenten wurden 30 Mausen E.G7-OVA-PD-L1-Tumorzellen subkutan injiziert. Nach
Anwachsen der Tumore wurden die Mause entsprechend der GroéRRe ihrer Tumore randomisiert, in
funf verschiedene Behandlungsgruppen eingeteilt und entweder mit untransduzierten (UT) (n = 7)
oder PTM-transduzierten (PTM+) (n = 6) primaren murinen OT-1 T-Zellen, oder mit UT (n = 4) oder
PTM+ (n = 4) priméren OT-2 T-Zellen in Kombination mit UT OT-1 T-Zellen oder PTM+ OT-1
T-Zellen (n = 9) behandelt. Unter Verblindung wurden alle Tumore jeden zweiten Tag gemessen und
das Tumorvolumen berechnet.

Der hier gezeigte Graph fasst die Messwerte zweier unabhangiger in-vivo-Versuche zusammen. Der
Abbruch der Kurven markiert den ersten Zeitpunkt, zu dem eine Maus auf Grund von Tumorgréf3e
oder -ulzeration aus dem Versuch genommen werden musste. Der SEM wurde durch Fehlerbalken
markiert und P-Werte mittels zweiseitigem Student t-Test bestimmt.

4.5 Positive Korrelation des Mengenverhaltnisses CD4+ zu CD8+

T-Zellen mit der synergistischen Aktivitidt der T-Zellen

Um das synergistische Potenzial CD4+ und CD8+ T-Zellen in Abhangigkeit ihres
Mengenverhaltnisses zu untersuchen, wurden Antigen-spezifische PTM+ oder
untransduzierte CD8+ T-Zellen in einem 1: 3, 1 : 1 oder 3 : 1 Verhaltnis mit
Antigen-spezifischen PTM+ oder untransduzierten CD4+ T-Zellen vorstimuliert und
anschlielRend mit Panc02-OVA- oder E.G7-OVA-PD-L1-Tumorzellen co-kultiviert.
Durch Messung der IFN-y-Konzentration in den Co-Kulturiiberstdnden konnten
Rickschlusse auf die Aktivitat der T-Zellen gezogen werden. In beiden Tumormodellen
war die IFN-y-Freisetzung am starksten, sobald PTM+ CD4+ und PTM+ CD8+ T-Zellen
kombiniert wurden und korrelierte positiv mit der Anzahl der CD4+ T-Zellen in der

Co-Kultur (Abbildung 10).
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Abbildung 10: IFN-y-Konzentration in T-Zell-Tumorzell-Co-Kulturen in Abhéngigkeit vom
Verhaltnis CD4+ zu CD8+ T-Zellen: PTM-transduzierte (PTM+) oder untransduzierte (UT) primare
murine OT-1 T-Zellen sowie PTM+ oder UT primadre murine OT-2 T-Zellen wurden alleine oder
zusammen Uber 24 Stunden mit anti-CD3 Antikérpern und rekombinantem PD-L1 vorstimuliert. Die
CD4+ und die CD8+ T-Zellen wurden dazu entweder in einem 3 : 1, 1 : 1 oder 1 : 3 Verhdltnis
kombiniert. Anschlielend wurden die T-Zellen mit Panc02-OVA- oder E.G7-OVA-PD-L1-Zellen fir
weitere 48 Stunden co-kultiviert und das wahrenddessen sezernierte IFN-y mittels ELISA quantifiziert.
Die Abbildungen sind reprasentativ fir n = 3 voneinander unabhangige Experimente. Jede
Versuchskondition lag in Triplikaten vor. Der SEM wurde durch Fehlerbalken markiert und P-Werte
mittels zweiseitigem Student t-Test bestimmt.

Die IL-2-Sekretion folgte einem der IFN-y-Sekretion vergleichbaren Muster. Sie war
dann am héchsten, wenn PTM+ CD4+ T-Zellen und PTM+ CD8+ T-Zellen zusammen
mit Tumorzellen co-kultiviert wurden und korrelierte eng mit der Anzahl der CD4+
T-Zellen (Abbildung 11)
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Abbildung 11: IL-2-Konzentration in T-Zell-Tumorzell-Co-Kulturen in Abhéangigkeit vom
Verhaltnis der CD4+ und CD8+ T Zellen: PTM-transduzierte (PTM+) oder untransduzierte (UT)
primare murine OT-1 sowie PTM+ oder UT primare murine OT-2 T-Zellen wurden alleine oder
zusammen Uber 24 Stunden mit anti-CD3 Antikérpern und rekombinantem PD-L1 vorstimuliert. Die
CD4+ und die CD8+ T-Zellen wurden dabei entweder in einem 3 : 1, 1 : 1 oder 1 : 3 Verhdltnis
kombiniert. AnschlieRend wurden die T-Zellen mit Panc02-OVA- (A) oder E.G7-OVA-PD-L1-Zellen (B)
fur weitere 48 Stunden co-kultiviert und das wahrenddessen sezernierte IL-2 mittels ELISA
quantifiziert.

Die Abbildungen sind reprasentativ fir n = 3 voneinander unabhangige Experimente. Jede
Versuchskondition lag in Triplikaten vor. Der SEM wurde durch Fehlerbalken markiert und P-Werte
mittels zweiseitigem Student t-Test bestimmt.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse konnte eine Dosis-Wirkungs-Beziehung
zwischen den CD4+ T-Zellen und der synergistischen Aktivitat transduzierter CD4+

und CD8+ T-Zellen angenommen werden.
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4.6 Aufhebung des Einflusses PTM-transduzierter CD4+ T-Zellen auf
Interferon-y-Sekretion und Zytotoxizitat mittels

Interleukin-2-Neutralisation

Die enge Korrelation der Anzahl CD4+ T-Zellen mit erstens, der synergistischen
Aktivitat transduzierter CD4+ und CD8+ T-Zellen und zweitens, mit der
IL-2-Konzentration der Co-Kultur-Ubersténde wies IL-2 eine potenzielle Schliisselrolle
als Mediator des Synergismus zu. Zur Klarung des mechanistischen Zusammenhangs
wurden untransduzierte oder PTM-transduzierte CD4+ und CD8+ T-Zellen mit
Panc02-OVA-Zellen co-kultiviert und ein anti-IL-2 Neutralisationsantikdrper zugesetzt.
Die IFN-y-Konzentration im Co-Kultur-Uberstand diente als MaR fiir die T-Zell-Aktivitat
und war nach Aufhebung des IL-2-Effektes deutlich verringert (Abbildung 12).
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Abbildung 12: IFN-y-Konzentration in T-Zell-Tumorzell-Co-Kulturen in An- oder Abwesenheit
eines anti-IL-2 Neutralisationsantikorpers: Untransduzierte (UT) oder PTM-transduzierte (PTM+)
primare murine OT-1 T-Zellen sowie UT oder PTM+ primare murine OT-2 T-Zellen wurden einzeln
oder in einem 1 : 1 Verhaltnis Gber 24 Stunden mit anti-CD3 Antikdrpern und rekombinantem PD-L1
vorstimuliert. AnschlieBend wurden die T-Zellen mit Panc02-OVA co-kultiviert. Zur Aufthebung der
IL-2-Wirkung wurde sowohl wahrend der Vorstimulation als auch wahrend der Co-Kultur ein
anti-IL-2 Neutralisationsantikorper verwendet. Die resultierende IFN-y-Freisetzung wurde mittels
ELISA quantifiziert.

Die Abbildung ist reprasentativ flir n = 3 voneinander unabhangige Experimente. Jede
Versuchskondition lag in Triplikaten vor. Der SEM wurde durch Fehlerbalken markiert und P-Werte
mittels zweiseitigem Student t-Test bestimmt.

Ebenso konnte die synergistische Verstarkung der Zytotoxizitat PTM+ CD4+ und
PTM+ CD8+ T-Zellen im Panc02-OVA-Tumormodell mittels IL-2-Blockade
aufgehoben werden. In der Zusammenschau der Ergebnisse wurde somit IL-2 als
Mediator des beschriebenen Synergismus identifiziert (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Zytotoxische Aktivitat untransduzierter oder PTM-transduzierter CD4+ und
CD8+ T-Zellen in T-Zell-Tumorzell-Co-Kulturen in An- oder Abwesenheit eines anti-IL-2
Neutralisationsantikorpers: Untransduzierte (UT) oder PTM-transduzierte (PTM+) primére murine
OT-1 T-Zellen, UT oder PTM+ primare murine OT-2 T-Zellen oder OT-1 zusammen mit OT-2
T-Zellen wurden fur 24 Stunden mit anti-CD3 Antikdrpern und rekombinantem PD-L1 vorstimuliert.
AnschlieBend wurden die T-Zellen mit Panc02-OVA-Tumorzellen co-kultiviert. Sowohl wahrend der
Vorstimulation als auch wahrend der Co-Kultur wurde zur IL-2-Blockade ein anti-IL-2
Neutralisationsantikérper eingesetzt. Das von lysierten Tumorzellen freigesetzte LDH wurde im
Co-Kultur-Uberstand gemessen.

Jede Versuchskondition lag in Quadruplikaten vor. Der SEM wurde durch Fehlerbalken markiert und
P-Werte mittels zweiseitigem Student t-Test bestimmt.
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5. Diskussion

Erste Hinweise auf die Funktionalitdt von PD-1-CD28-Fusionsproteinen in CD4+
T-Zellen ergaben Studien an einer gemischt CD4+ und CD8+ TIL-Population (Liu et al.,
2016) sowie an der humanen CD4+ Lymphomzelllinie H9 (Prosser et al., 2012). Vor
diesem Hintergrund beschreibt die vorliegende Arbeit erstmals, wie PTM+ CD4+
T-Zellen die immuninhibitorische PD-1-PD-L1-Achse selektiv Uberwinden und ihre
anti-tumorale Helferfunktion wiedererlangen. Dabei neutralisieren sie das PD-L1-Signal
nicht lediglich, sondern konvertieren es zusatzlich in Immunstimulation und verstarken
so synergistisch die anti-tumorale Wirkung von PTM+ CD8+ Lymphozyten in vitro und
in vivo (Rataj et al., 2018).

5.1.1 Einordnung und Interpretation der erzielten Ergebnisse

5.1.2 Funktionalititsnachweis PTM-transduzierter CD4+ T-Zellen

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurden Funktionalitat und Wirkpotenzial von
PTM-transduzierten CD8+ T-Zellen in vitro sowie in vivo charakterisiert (Kobold et al.,
2015). Zusatzlich legte der therapeutische Vorteil, den CD4+ T-Zellen durch
Transduktion mit einem CTLA-4-CD28-Fusionsrezeptor erlangten (Shin et al., 2012),
die grundsétzliche Ubertragbarkeit der Wirkung von B7-CD28-Fusionsrezeptoren von
CD8+ auf CD4+ T-Zellen nahe.

Tatsachlich gelang im ersten Datensatz der vorliegenden Arbeit der
Funktionalitatsnachweis fur PTM-transduzierte CD4+ T-Zellen. Unter Stimulation mit
anti-CD3 Antikdrpern und rekombinantem PD-L1 wiesen PTM+ CD4+ T-Zellen eine
signifikante Steigerung ihrer IFN-y-Sekretion auf (Abbildung 1), analog zu derjenigen,
welche bereits im Kontext von PTM+ CD8+ T-Zellen beschrieben worden war (Kobold
et al., 2015). Weitere Ubereinstimmungen, auch im Hinblick auf die Stimulierbarkeit
und Effektoraktivitdt von PTM+ T-Zellen, ergaben Versuche mit der humanen CD4+
T-Zell-Lymphomlinie H9, welche zuvor mit einer PD-1-CD28-Rezeptorvariante
transduziert worden war (Prosser et al., 2012). Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen
des Weiteren im Einklang mit Berichten Uber die gesteigerte IFN-y-Sekretion von
Antikérper-aktivierten, CTLA-4-CD28-transduzierten T-Helferzellen (Shin et al., 2012).

Ein wichtiger Unterschied zwischen PTM- und CTLA-4-CD28-transduzierten
T-Helferzellen ergibt sich hingegen aus der Betrachtung ihres jeweiligen

Zellteilungsverhaltens. Wahrend PTM+ T-Helferzellen in Stimulationsexperimenten
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einen deutlichen Proliferations- und Uberlebensvorteil erlangten (Abbildung 2),
demonstrierten CTLA-4-CD28-transduzierte CD4+ T-Zellen unter vergleichbaren
Bedingungen eine moderate und auf ein frihes Differenzierungsstadium begrenzte
Steigerung ihrer Zellteilungsaktivitat (Shin et al., 2012). Mégliche Erklarungen kénnten
in den unterschiedlichen Stimulationsbedingungen der jeweiligen Versuche gefunden
werden. Ebenso ist es denkbar, dass die Variationen in Struktur und Aufbau der beiden
B7-CD28-Fusionskonstrukte fur den dargestellten Effekt verantwortlich zeichnen. So
sind bereits geringfligige Veranderungen der Aminosaureabfolge dazu in der Lage,
einen deutlichen Abfall der Rezeptoraffinitat zu bewirken (Kobold et al., 2015),
wahrend die Verwendung eines extrazellularen CTLA-4- oder PD-1-Elementes
malfgeblich dariiber entscheiden kénnte, in welchem T-Zell-Stadium der jeweilige
Fusionsrezeptor sein groRtes Wirkpotenzial entfaltet. So spielen CTLA-4-Liganden vor
allem in der frGhen Phase der T-Zell-Aktivierung eine wichtige Rolle, wahrend die
PD-L1-Wirkung eher im spaten Effektorstadium der T-Zellen zum Tragen kommt
(Buchbinder et al., 2016).

Im Hinblick auf Viabilitdt und Proliferationsverhalten in-vitro-aktivierter PTM+
T-Helferzellen fallt auf, dass sich unter Stimulation mit anti-CD28 Antikbrpern zwar ihre
Anzahl erhdhte, nicht jedoch die Zellzahl in der untransduzierten Kontrollgruppe
(Abbildung 2 A). Im Vergleich zu den anderen Datensatzen dieser Arbeit ist der Effekt
jedoch auf die T-Zell-Proliferation beschrankt und erstreckt sich weder auf das
Aktivierungspotenzial noch auf das Ki67- oder EOMES-Expressionsprofil der T-Zellen
(Abbildung 3). Daruber hinaus ruhrt er nicht von Unterschieden in der
CD28-Expression PTM-transduzierter und untransduzierter T-Zellen her (Daten nicht
gezeigt). Ein moglicher Erklarungsansatz geht davon aus, dass die promitotische
Wirkung einer CD28-vermittelten Co-Stimulation auch von der Intensitat des
TZR-Signals abhangt (Bluestone, 1995). Liegt diese auferhalb eines definierten
Wirkbereiches, kénnte die CD28-bedingte Co-Stimulation nur noch unzureichend in
einen effektiven Zellteilungsstimulus Ubersetzt werden und so das Ausbleiben eines
CD28-bedingten Proliferationsschubes fir untransduzierte T-Zellen bewirken. In
Analogie dazu lief3e sich auch die vergleichsweise hohe Ki67-Expression der
Antikoérper-stimulierten PTM+ T-Zellen erklaren. Ein méglicher Grund fir die
unterschiedlich starke TZR-Signalintensitat von PTM-transduzierten und
untransduzierten T-Zellen liegt in der unterschiedlichen Sattigung der TZR mit
anti-CD3 Antikérpern, zumal letztere nicht nur innerhalb der Stimulations-Assays,

sondern auch im Expansionsprotokoll zur T-Zell-Transduktion Anwendung fanden.
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Wie bereits aus dem Kontext von PTM+ CD8+ T-Zellen bekannt (Kobold et al., 2015;
Schlenker et al., 2017), wiesen auch PTM+ CD4+ T-Zellen unter stimulatorischen
Bedingungen eine verstarkte Ki67- und EOMES-Produktion auf (Abbildung 3). Gerade
letztere kann, in Ubereinstimmung mit den Daten dieser Arbeit ebenso wie mit Blick auf
die aktuelle Fachliteratur, schlissig mit der PTM-abhangig erhéhten IL-2-Sekretion von
transduzierten CD4+ T-Zellen erklart werden (Liao et al., 2013). Au3erdem korreliert
sie negativ mit der Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3 (Kayser et al., 2015).
So kénnten PTM+ CD4+ T-Zellen durch ihre gesteigerte EOMES-Expression innerhalb
des Tumormikromilieus vor einer Differenzierung in immunsuppressive T.q bewahrt
werden. Tatsachlich wurde die vermutete Absenz FoxP3-positiver Teg im Rahmen

dieser Arbeit durchflusszytometrisch Gberpruft und bestéatigt (Daten nicht gezeigt).

5.1.3 Der anti-tumorale Wirksynergismus PTM-transduzierter CD4+ und

CD8+ Lymphozyten

Der Nachweis einer synergistischen Verstarkung von Zytokinfreisetzung (Abbildung 4),
Proliferation (Abbildung 6) und Zytotoxizitat (Abbildung 5) durch Kombination von
PTM+ CD4+ mit PTM+ CD8+ Lymphozyten in Tumorzell-Co-Kulturen weist Parallelen
zu Versuchen an CTLA-4-CD28-transduzierten T-Zellen auf (Shin et al., 2012). Doch
ist darauf hinzuweisen, dass sowohl PTM+ CD4+ als auch PTM+ CD8+ T-Zellen
hinsichtlich Zytokinfreisetzung und Proliferationstatigkeit profitierten (Kobold et al.,
2015; Rataj et al., 2018), wahrend sich der diesbezigliche CTLA-4-CD28-vermittelte
Effekt Gberwiegend auf CD4+ T-Zellen konzentrierte (Shin et al., 2012). Der direkte
Vergleich beider B7-CD28-Fusionskonstrukte dirfte allerdings nicht zuletzt durch ihre
strukturellen Eigenheiten ebenso wie durch die unterschiedlich starke Expression ihrer
jeweiligen Liganden (CD80 bzw. CD86 [Brown et al., 1998; Tatsumi et al., 1997] und
PD-L1 [Blank et al., 2007]) auf den verschiedenen Tumorzelllinien deutlich erschwert

werden.

Abweichungen im strukturellen Aufbau verschiedener B7-CD28-Fusionskonstrukte
bieten nicht nur einen Erklarungsansatz fur die Wirkdifferenzen zwischen
CTLA-4-CD28- und PD-1-CD28-Fusionsrezeptoren, sondern auch fir
Effektivitatsunterschiede innerhalb der PD-1-CD28-Rezeptorfamilie. Im Laufe der
vergangenen Jahre wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen unterschiedliche
Rezeptoraufbauten erprobt, welche bis dato vor allem in ihrer transmembrandsen
Rezeptordomane variieren. Wahrend Ankri et al., 2013 den extrazellularen PD-1-Anteil

mit der intrazellularen CD28-Domane Uber die Transmembrandoméne des
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CD28-Rezeptors verbanden (PD-1-CD28:tm), entschieden sich Prosser et al., 2012 fir
einen analogen Rezeptoraufbau unter Hinzunahme eines membrannahen,
extrazelluldren Cystein-Restes (PD-1-CD28:tmCys). Schlenker et al., 2017 stellten
diesen Rezeptoren eine weitere Strukturvariante mit einem transmembrandsen
CD8-Anteil gegenuber. Eine grundlegende Erweiterung erfuhr das Rezeptor-
Repertoire, indem Kobold et al., 2015 als bisher einzige Arbeitsgruppe einen
funktionellen PD-1-CD28-Fusionsrezeptor mit der Transmembrandomane eines
PD-1-Rezeptors vorstellten (PTM). Unter Berlicksichtigung der unterschiedlichen
Versuchsaufbauten und Modellsysteme der anderen Arbeitsgruppen gelang es Kobold
et al., 2015, durch Vergleich verschiedener Rezeptorvarianten im murinen Modell,
deren Wirksamkeitsunterschiede u.a. auf ihre unterschiedlich starke
Liganden-Bindungsaffinitat sowie auf Unterschiede in ihrer Oberflachen-Exposition
zurtickzufiuhren. Dabei erwies sich PTM den anderen PD-1-CD28-Rezeptorvarianten
durch seine ca. 300-fache Steigerung der IFN-y- und IL-2-Sekretionskapazitat
transduzierter und Antikérper-stimulierter T-Zellen ebenso wie durch die signifikante
Erh6éhung ihres proliferativen und zytotoxischen Potenzial deutlich tGiberlegen (Kobold
et al.,, 2015).

Diesen Eindruck bestatigen auch die Co-Kultur-Experimente der vorliegenden Arbeit.
Wahrend PD-1-CD28:tm die IFN-y- ebenso wie die IL-2-Sekretionskapazitat
transduzierter humaner PBMC vervierfachte, ohne einen relevanten Vorteil fur die
Zytotoxizitat der T-Zellen im 4-Stunden-Co-Kultur-Assay zu liefern (Ankri et al., 2013),
erzielten auch Prosser et al., 2012 durch PD-1-CD28:tmCys-Transduktion der CD4+
humanen T-Zell-Lymphomzelllinie H9 nur eine moderate Erhdhung der IL-2-Sekretion.

Diese Daten konnten von Schlenker et al., 2017 im Wesentlichen reproduziert werden.

Im Unterschied dazu wurde durch Transduktion mit dem PTM-Rezeptor eine dreifache
Steigerung der IFN-y-Freisetzung sowie eine hundertfache Zunahme der
IL-2-Sekretion Antigen-stimulierter, muriner T-Helferzellen erreicht. Analog hierzu
sezernierten murine PTM+ CD8+ T-Zellen in Co-Kultur mit Tumorzellen zwei Mal mehr
IFN-y und funfundflnfzig Mal mehr IL-2. Dabei konnte die Zytotoxizitat der CD8+
T-Zellen durch PTM-Transduktion um das Finffache, ihre Zellzahl um das Doppelte
gesteigert werden. Diese Kennzahlen isoliert betrachteter CD4+ oder CD8+
T-Zellpopulationen konnten durch Kombination von PTM+ CD4+ und PTM+ CD8+
T-Zellen noch einmal deutlich verbessert werden. So sezernierten PTM+ CD4+ und
PTM+ CD8+ T-Zellen zusammen sieben Mal mehr IFN-y und rund zweihundert Mal

mehr IL-2 als untransduzierte CD4+ und CD8+ T-Zellen (Abbildung 4). Dieser Trend
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setzte sich auch mit Blick auf die proliferative Aktivitat der T-Zellen fort (Abbildung 6).
Wahrend sich die Menge an CD8+ T-Zellen in den 24-stiindigen
Co-Kultur-Experimenten mittels PTM-Transduktion verdoppeln liel3, konnte sie durch
zusatzliche Kombination von PTM+ CD8+ T-Zellen mit PTM+ CD4+ T-Zellen sogar
verelffacht werden (Rataj et al., 2018).

Eine mogliche Alternative zur Transduktion TZR-modifizierter T-Zellen mit
PD-1-CD28-Rezeptorvarianten (Ankri et al., 2013; Prosser et al., 2012), stellt die
Verwendung von CAR-T-Zellen zu diesem Zwecke dar. Doch auch durch Kombination
eines humanen anti-CD19 oder eines anti-Mesothelin CAR mit dem
PD-1-CD28:tm-Rezeptor konnten IFN-y- und IL-2-Sekretion der transduzierten Zellen
in Co-Kultur mit Tumorzellen lediglich verdoppelt (Huang et al., 2019) bzw. verzwei-
und vervierzehnfacht (Liu et al., 2016) werden. Ebenso wie fur TZR-modifizierte
T-Zellen beschrieben, ist es auch mit CAR-T-Zellen nicht gelungen, durch
PD-1-CD28:tm-Rezeptorvarianten eine gleichwertige Steigerung der Zytokinproduktion
zu erreichen, wie dies mit Hilfe des PTM-Rezeptors in TZR-modifizierten T-Zellen
moglich war (Kobold et al., 2015; Rataj et al., 2018).

Daruber hinaus wurden in den letzten Jahren zunehmend Versuche unternommen,
CAR-T-Zell-Therapien mit Strategien zur Neutralisation des inhibitorischen
PD-1-Signals zu kombinieren, wie z.B. durch Transduktion funktionell inaktiver
PD-1-Rezeptormutanten, durch Verwendung von anti-PD-1 Neutralisationsantikorpern
(Cherkassky et al., 2016) sowie durch Generierung von PD-1-defizienten T-Zellen zum
AZT mittels CRISPR-Cas-Technologie (Guo et al., 2020). Obschon
Checkpoint-Inhibitoren wie Pembrolizumab oder Nivolumab beeindruckende
Therapieerfolge feiern konnten, gelang Cherkassky et al., 2016 durch Zugabe von
anti-PD-1 Antikérpern lediglich eine moderate Steigerung der IFN-y- und
IL-2-Freisetzung ihrer mit einem CD28-co-stimulierenden anti-Mesothelin CAR der
zweiten Generation transduzierten T-Zellen. Auch durch Transduktion mit einer
funktionell inaktiven PD-1-Variante konnte die Zytokinsekretion der CAR-T-Zellen nicht

Uber das Zwei- bis Dreifache hinaus gesteigert werden (Cherkassky et al., 2016).

Ein vielversprechender Ansatz zur Elimination des PD-1-Signals in adoptiv
transferierten T-Zellen kénnte in der Anwendung der CRISPR-Cas-Technologie liegen.
So ist es Guo et al., 2020 erstmals gelungen, durch PD-1-Knockout die
Zytokinsekretion und Effektoraktivitat von humanen T-Zellen zu verdoppeln, welche

zuvor mit einem CD28-co-stimulierenden CAR transduziert worden waren. Obwohl
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eine solche Wirkverstarkung im Kontext der gegenwartigen Literatur eher moderat
erscheinen mag, gilt die CRISPR-Cas-Technologie als vielversprechender Ansatz fur

kiinftige Kombinationen aus AZT und Checkpoint-Blockade.

Jenseits der PD-1-CD28-Fusionskonstrukte und als Weiterentwicklung oder Ergéanzung
der sich bereits in klinischer Anwendung befindlichen Checkpoint-Inhibitoren umfassen
innovative Strategien zur Blockade der PD-1-PD-L1-Achse einerseits und zur
simultanen CD28-Stimulation andererseits die Verabreichung léslicher
CD80-Fc-Proteine (Haile et al., 2013) oder nicht-blockierender anti-PD-1 Antikérper mit
CD28-agonistischer Wirkkomponente (Fenwick et al., 2019). Im Unterschied zum AZT
mit PTM+ CD4+ und CD8+ T-Zellen setzen diese Strategien jedoch allesamt auf eine
Reaktivierung tumorspezifischer T-Zellen, ohne dabei die Starke des T-Zell-Infiltrates
selbst direkt modulieren zu kénnen. Im Gegensatz dazu kénnte sich gerade in PD-L1+
Tumoren mit einer nur geringfugigen T-Zell-Infiltration die PTM-basierte
CD4+-CD8+-Kombinationstherapie besonders auszahlen (Liu et al., 2016) und selbst
in PD-L1-negativen Tumoren ware ein therapeutischer Nutzen dieser Strategie noch
immer denkbar, da der PTM-Rezeptor auch von PD-L2-tragenden APZ, DZ und
Makrophagen (Akinleye et al., 2019) innerhalb des Tumormikromilieus aktiviert werden

kann.

5.1.4 Das Uberwiegen weniger ausdifferenzierter PTM-transduzierter

T-Zellen in T-Zell-Tumorzell-Co-Kulturen

Die Auspragung eines zentralen Gedachtnis-Phanotyps in PTM+ T-Zellen, die mit
Antigen-spezifischen Tumorzellen co-kultiviert wurden, erscheint in mehrfacher
Hinsicht bemerkenswert (Abbildung 7). Zum einen wurde dieser Effekt nicht fur alle
PD-1-CD28-Rezeptorvarianten beschrieben. So reiften murine T-Zellen, die mit einem,
dem vorbeschriebenen PD-1-CD28:tm-Fusionskonstrukt verwandten,
CD28-co-stimulierenden anti-PD-1 CAR der zweiten Generation transduziert wurden,
Uberwiegend zu Effektor-T-Gedéachtniszellen heran (Lynch et al., 2017). Zum anderen
konnte im Rahmen dieser Arbeit IL-2 als Mediator des anti-tumoralen Synergismus von
PTM+ CD4+ und CD8+ T-Zellen identifiziert werden. IL-2 wiederum wirkt Uberwiegend
beschleunigend auf die Ausdifferenzierung aktivierter Lymphozyten (Boyman et al.,
2012). Allerdings betonen vereinzelte Quellen auch den positiven Einfluss von IL-2 auf
die Persistenz schwach differenzierter Gedachtnis-T-Zell-Vorstufen mit besonderer

Bedeutung fur die Entstehung einer sekundaren Immunantwort (Hughes et al., 2005).
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Grunde fur diese unterschiedliche IL-2-Wirkung kénnen u.a. in Variationen zwischen
den jeweils verwendeten T-Zell-Expansionsprotokollen (Crompton et al., 2014) ebenso
wie in den starken Schwankungen der lokalen IL-2-Signalintensitat und -dauer gesucht
werden (Boyman et al., 2012). Fur ein tieferes Verstandnis der zugrundeliegenden
Physiologie und zur Abschatzung des Gedachtnis-Potenzials transferierter PTM+
CD4+ und CD8+ T-Zellen erscheinen weitergehende in-vivo-Analysen angezeigt, z.B.
in Form von Tumor-Rechallenge-Versuchen sowie als organspezifische

T-Zell-Phanotypisierungs-Experimente.

Anerkannt jedoch ist, dass das anti-tumorale Wirkpotenzial adoptiv transferierter
T-Zellen mit zunehmendem Differenzierungsgrad von zentralen Gedachtnis-T-Zellen
zu Effektor-T-Gedachtniszellen abnimmt (Xu et al., 2016; Li et al., 2017). Griinde
hierfur werden einerseits in der Abschwachung der Lymphozyten-Co-Stimulation

und -homoostase sowie des T-Zell-Homings gesucht, zum anderen in der erniedrigten
IL-2-Produktionskapazitat (Gattinoni et al., 2005) und in-vivo-Persistenz (Golubovskaya
et al., 2016) von CD8+ Effektor-T-Gedachtniszellen gefunden.

Vor diesem Hintergrund kénnte der zentrale Gedachtnis-T-Zell-Phanotyp, den PTM+
T-Zellen wahrend der Tumorzell-Co-Kultur erlangen, fir die anti-tumorale Effizienz der
PTM+ CD4+-CD8+-Kombinationstherapie von erheblichem Vorteil sein, insbesondere

im Vergleich mit konventionellen AZT-Protokollen mit systemischer IL-2-Applikation.

5.1.5 In-vivo-Tumorkontrolle durch den adoptiven Transfer von
PTM-transduzierten CD4+ und CD8+ T-Zellen

In Ubereinstimmung mit ihrem bereits in vitro charakterisierten anti-tumoralen
Wirksynergismus erlangte die Kombination von PTM+ CD4+ und CD8+ T-Zellen auch
in vivo Kontrolle Uber das Wachstum von subkutan implantierten
E.G7-OVA-PD-L1-Tumoren (Abbildung 9).

Die therapeutische Wirkung dieser Kombinationsstrategie ful3t einerseits auf der
Helferfunktion von CD4+ T-Zellen, welche selbst anerge CD8+ TIL wieder in den Stand
der anti-tumoralen Reaktivitat versetzen kénnen (Arina et al., 2017). Andererseits
wiesen praklinische Daten mit dem CTLA-4-CD28-Fusionsrezeptor auf die Mdglichkeit
hin, den anti-tumoralen Synergismus einer kombinierten CD4+ und CD8+
T-Zelltherapie durch Transduktion beider Lymphozytenpopulationen mit einem

B7-CD28-Fusionsrezeptor zusatzlich zu verstarken. So wurde in Mausversuchen durch
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Kombination von CTLA-4-CD28-transduzierten CD4+ und CD8+ T-Zellen eine
signifikante Verbesserung der therapeutischen Tumorkontrolle erzielt (Shin et al.,
2012).

Mit den hier dargestellten Tierexperimenten gelang schlieRlich die Ubertragung jenes
Effektes in das PTM-Modell. Im Vergleich zu CTLA-4-CD28-basierten
Behandlungsstrategien (Shin et al., 2012) liegt eine besondere Starke der
PTM-haltigen Kombinationstherapie einerseits in dem hohen anti-tumoralen Potenzial
von PTM+ CD8+ T-Zell-basierten Monotherapien (Kobold et al., 2015), welches
andererseits durch ihre Kombination mit PTM+ CD4+ T-Zellen im Rahmen dieser

Arbeit noch zusatzlich verstarkt werden konnte.

Aulerdem bietet die PTM-basierte Kombinationsstrategie den Vorteil eines
signifikanten und raschen Therapieansprechens bereits nach je einmaliger
Verabreichung der CD8+ und CD4+ T-Zellen. Damit steht sie in deutlichem Gegensatz
zu bisherigen in-vivo-Therapieversuchen von Tang et al., 2015, in denen T-Zellen,
welche mit einem dem PD-1-CD28:tm-Rezeptor verwandten Fusionsprotein
transduziert worden waren, insgesamt vier Mal tber drei Wochen transferiert werden
mussten, um ein Ansprechen der Tumore zu erreichen. In diesem Punkt heben sich
PTM-basierte Kombinationstherapien auch von zahlreichen
Antikorper-Therapie-Protokollen der aktuellen klinischen Praxis ab. Wahrend diese
oftmals multiple Injektionen eines Immuncheckpoint-Inhibitors vorsehen (Postow et al.,
2015), die wiederum ihrerseits das Risiko starker, systemischer Nebenwirkungen
bergen (Topalian et al., 2012), ist die Aktivierung PTM+ T-Zellen maximal auf das
Tumorgewebe konzentriert und erfolgt nur nach spezifischer Erkennung ihres

jeweiligen Tumorantigens (Kobold et al., 2015).

5.1.6 Positive Korrelation des CD4+ : CD8+ T-Zell-Verhaltnisses mit dem

synergistischen Wirkpotenzial der T-Zellen

In Co-Kultur-Versuchen mit Panc02-OVA- und E.G7-OVA-PD-L1-Tumorzellen konnte
eine Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen dem Verhaltnis von CD4+ zu CD8+ T-Zellen
einerseits und den freigesetzten Mengen an IFN-y (Abbildung 10) und IL-2

(Abbildung 11) andererseits nachgewiesen werden.

Die Etablierung einer solchen Dosis-Wirkungs-Beziehung befindet sich zum einen mit

praklinischen Experimenten im Einklang, die zur Maximierung des AZT-Erfolges
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unterschiedliche Mengenverhaltnisse zwischen CD4+ und CD8+ T-Zellen im
Mausmodell erprobten (Moeller et al., 2005; Kennedy et al., 2006; Wang et al., 2007).
Zum anderen deckt sie sich mit praklinischen Versuchsergebnissen zu
CTLA-4-CD28-transduzierten T-Zellen (Shin et al., 2012) ebenso wie mit
Beobachtungen aus klinischen Studien, welche zur Optimierung unterschiedlicher
CAR-T-Zell-Therapieprotokolle verschiedene Mengenverhaltnisse zwischen CD4+ und
CD8+ T-Zellen evaluierten (Turtle et al., 2016; Turtle, Gooley et al., 2016). AuRerdem
steht sie im Einklang mit der Identifikation von IL-2 als Mediator des Wirksynergismus
von PTM+ CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie insbesondere mit deren IL-2-abhangig
gesteigerter IFN-y-Sekretion und Mitoseaktivitat (Lai et al., 2009). Umgekehrt fihren
suboptimale IL-2-Signalintensitaten in vitro sowie in vivo zu einer deutlich reduzierten

Primar- und Sekundarexpansion anti-tumoraler CD8+ T-Zellen (Boyman et al., 2012).

In letzter Konsequenz kénnte durch die T-Helferzell-bedingte Erhéhung der
intratumoralen IL-2-Spiegel mit deren promitotischer und Anergie-protektiven Wirkung
eine Reduktion der bendtigten CD8+ T-Zell-Dosis bei gleichbleibendem oder sogar
besserem Therapieeffekt erreicht werden. Auf diese Weise konnte das Risiko fir
Therapieabbriche wegen unzureichender T-Zell-Expansionsraten verringert und der
zur T-Zell-Expansion notwendige Zeit- und Arbeitsaufwand reduziert werden. Gerade
fir Patienten mit fortgeschrittenen Tumorerkrankungen ware dies von entscheidendem
Vorteil.

5.1.7 Interleukin-2 als Mediator des PTM-abhangig gesteigerten

anti-tumoralen Synergismus

In beiden Tumormodellen gelang es durch IL-2-Neutralisation, das synergistische
Zusammenspiel PTM+ CD4+ und PTM+ CD8+ T-Zellen vollstandig aufzuheben
(Abbildung 12 und 13). Die mittels PTM-Transduktion vermittelte Wirkverstarkung der
isolierten CD4+ oder CD8+ T-Zellpopulationen blieb jedoch auch unter
IL-2-Antagonisierung bestehen, was in Ubereinstimmung mit vorausgegangenen
Versuchen auf ein Zusammenspiel unterschiedlicher Signalwege bei der Erzielung des
PTM-Effekts rickschlieRen lasst (Kobold et al., 2015).

Bei der Bewertung der hier entwickelten Therapiestrategie kommt den
IL-2-Neutralisationsversuchen in doppelter Hinsicht eine bedeutende Rolle zu. Erstens
kann die signifikante Steigerung der anti-tumoralen Wirkung von PTM+ CD8+ T-Zellen
durch die IL-2-vermittelte Helferfunktion der PTM+ CD4+ T-Zellen schlussig erklart
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werden. Zweitens darf dies als starker Hinweis auf eine T-Helferzell-vermittelt lokal
deutlich erhdhte IL-2-Konzentration verstanden werden, welche die routinemaRige,
systemische IL-2-Applikation als festen Bestandteil bisheriger ACT-Protokolle obsolet

machen konnte.

Als Hauptquelle fir IL-2 gelten innerhalb des Tumormikromilieus CD4+ T-Zellen,
gefolgt von aktivierten CD8+ T-Zellen und DZ, NK-Zellen, NK-T-Zellen und Mastzellen
(Boyman et al., 2015). IL-2 kommt eine bedeutende Rolle fur die Aktivierung, die
Differenzierung ebenso wie, durch Induktion antiapoptotischer Mechanismen, fiir das
Uberleben von CD8+ T-Zellen zu. Durch Hochregulation der Zykline A, D1, E und
Herabregulation des Zellzyklusinhibitors p27 erhéht eine friihe IL-2-Exposition
aulerdem die Proliferationstatigkeit von CD8+ T-Zellen (Marchetti et al., 2004). Sie
verstarkt die Expression des Zelldifferenzierungsmarkers EOMES, steigert die
Produktion von IFN-y und Granzym B durch CD8+ T-Zellen (Lai et al., 2009) und

verbessert deren Migration in den Tumor (Santos et al., 2017).

IL-2 wirkt jedoch nicht nur auf CD8+ sondern auch auf CD4+ T-Zellen. Uber den
STATS-Signalweg sowie durch Induktion der Zytokinrezeptoren fir IL-4 und IL-12
leistet IL-2 einen mafligeblichen Beitrag zur T.;-Homdostase sowie zur Ausbildung der
Helferzell-Phanotypen Th1 und Th2 (Liao et al., 2013). Mittels
PD-1-CD28:tm-Rezeptor-Transduktion von CD4+ T-Zellen ist es aulerdem gelungen,
die Auspragung des anti-tumoral wirksameren Th1-Zell-Phanoytps zusatzlich zu
verstarken (Schlenker et al., 2017). Eine definitive Bestatigung dieses
Zusammenhangs auch im PTM-Rezeptormodell kdnnte ein wichtiger Bestandteil

kinftiger Studien sein.

In der Gesamtschau stimmt die hier zusammengefasste IL-2-Wirkung gut mit den
durch Kombination von PTM+ CD4+ und CD8+ T-Zellen erzielten und mittels
IL-2-Blockade wieder aufgehobenen in-vitro-Effekten dieser Arbeit Gberein. Darlber
hinaus ist die Wirkung des IL-2 von entscheidender Bedeutung fir die Wirkeffizienz
von Immuntherapien in vivo, insbesondere fir den AZT. Trotz alledem muss die
systemische IL-2-Gabe als Bestandteil fast aller gegenwartiger AZT-Regime auch

kritisch gesehen werden.

Besonders in lokal zu niedrigen Konzentrationen wirkt IL-2 durch seine hohe Affinitat
zu bestimmten, CD25-enthaltenden IL-2-Rezeptorvarianten bevorzugt auf CD25+ Teq

und Endothelzellen und weniger auf ruhende Effektor-T-Zellen, welche meist die nur
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niedriger-affinen IL-2-Rezeptorketten 3 und yc exprimieren. Hieraus resultiert einerseits
eine vor allem intratumoral kontraproduktive, immunsuppressive Wirkkomponente, zum
anderen zeichnen u.a. die Endothelveranderungen verantwortlich fiir das als
Komplikation einer IL-2-Therapie geflirchtete, schockahnliche Kapillarlecksyndrom
(Schwartz et al., 2002). Hinzu kommt, dass auf Grund der schlechten Bioverfligbarkeit
von IL-2 dessen Nebenwirkungen nicht einfach mit einer Dosisreduktion begegnet
werden kann, da nur bei ausreichend hohen lokalen Wirkspiegeln der Erhalt von

Effektor- und Gedachtnisfunktion der anti-tumoralen T-Zellen gewahrleistet ist.

Um dafiir zumindest eine selektivere Wirkung des IL-2 zu erreichen, wurde mit
vielversprechendem Erfolg die Gabe kunstlich mutierter IL-2-Varianten sowie von
IL-2-Antigen-Antikorper-Komplexen mit einer erhdhten Affinitat fur die IL-2-Rezeptoren
auf T-Effektor- und NK-Zellen erprobt (Boyman et al., 2012). Doch auch diese

IL-2-Derivate bedirfen noch immer einer systemischen Applikation.

Eine Alternative zu IL-2-Abkémmlingen mit spezifischerer Wirkung stellen lokale
IL-2-Therapien dar. Adoptiv transferierte und sodann tumorspezifisch aktivierte PTM+
CD4+ T-Zellen kdnnten mittels parakriner IL-2-Sekretion die anti-tumorale Antwort
co-transferierter und tumorresidenter Effektorzellen lokal starken, ohne dabei mit den
Nachteilen einer systemischen IL-2-Hochdosistherapie einher zu gehen. Frihere
Ansatze zur lokalen IL-2-Applikation, beispielsweise mittels Aerosolen in der Therapie
von pulmonalen Sarkommetastasen (Khanna et al., 1997) oder durch den adoptiven
Transfer von IL-2-transduzierten und -sezernierenden TIL (Heemskerk et al., 2008)
brachten noch keinen durchschlagenden Erfolg. Ein vielversprechenderer Ansatz
erprobte den simultanen Transfer von TIL in Kombination mit der intratumoralen
Applikation von IL-2-kodierenden onkolytischen Adenoviren einmal wéchentlich. Auf
diese Weise gelang Santos et al., 2017 im Mausmodell die Erhéhung der
intratumoralen IL-2-Konzentration um das Vierundneunzigfache im Vergleich zur
systemischen IL-2-Applikation mit ermutigenden Folgen auch hinsichtlich Migration,
Persistenz sowie anti-tumoraler Reaktivitat der TIL. Auf Grund der Notwendigkeit
multipler, intratumoraler Virusinjektionen scheint diese Therapiestrategie jedoch, im
Vergleich zum adoptiven Transfer PTM+ CD4+ und CD8+ T-Zellen, nur zur
Behandlung gut zuganglicher, solider Tumore in der Nahe der Kérperoberflache
geeignet. Selbst in diesem Fall ist jedoch die hohe Variabilitat der Lyseffizienz
onkolytischer Viren in Abhangigkeit von der exakten Tumorentitat (Hong et al., 2019)
stellvertretend als eine von mehreren derzeitigen Limitationen dieser Strategie zu

nennen. Daruber hinaus steht den wochentlichen Virusinjektionen in den
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in-vivo-Versuchen von Santos et al., 2017, die in unserem Therapieversuch gezeigte
Méoglichkeit gegenulber, bereits durch jeweils einmaligen Transfer von PTM+ CD4+ und

PTM+ CD8+ T-Zellen eine signifikante Tumorkontrolle zu erreichen.

Weitere Klarung verlangt auBerdem die Frage, inwieweit PTM+ CD4+ T-Zellen,
zusatzlich zu ihrer Rolle als IL-2-Donoren, anti-tumorale Therapiewirksamkeit besitzen.
Sie ist gerade deshalb von Bedeutung, da IL-2 die Sensibilitat anti-tumoraler Zellen fir
eine Vielzahl an Zytokinen erhdht (Spolski et al., 2018), anstatt ausschlieBlich Gber
einen eigenen Signalweg zu wirken, was in der Ausbildung einer breiten Palette an
zellularen Phano- und Funktionstypen resultiert. Diese verdienen ebenso weitere
Charakterisierung wie die Funktions- und Phanotypen anderer anti- und pro-tumoraler

Zellarten innerhalb des Tumormikromilieus.

5.2 Limitationen der Arbeit
5.2.1 Die offene Frage nach der in-vitro-Antigenerkennung durch CD4+
T-Zellen

Unklar bleibt, wie es zur Antigen-spezifischen in-vitro-Aktivierung von CD4+ T-Zellen in
Abwesenheit MHC-II-tragender APZ kommen konnte. Hierzu kommen eine Reihe
MHC-llI-abhangiger und -unabhangiger Aktivierungswege in Frage. Beispielsweise
kénnen CD4+ T-Zellen direkt von MHC-II-exprimierenden Tumorzellen aktiviert
werden. Weder fir Panc02-OVA- noch E.G7-OVA-PD-L1-Zellen gelang bisher jedoch
der Nachweis einer MHC-II-Expression, noch liel3 sich diese in den
durchflusszytometrischen Untersuchungen dieser Arbeit bestatigen (Daten nicht
gezeigt). Ebenso konnte fiir murine, im Unterschied zu humanen T-Zellen (Holling et
al., 2002), bisher keine endogene MHC-II-Transkription gezeigt werden (Mangalam et
al., 2006). Dennoch besitzen sowohl CD8+ (Romagnoli et al., 2013) als auch CD4+
T-Zellen grundséatzlich die Fahigkeit, sich die MHC-II Molekule antigenprasentierender
Zellen anzueignen, entweder mittels Exosomen-Transfer oder einzeln oder im Verbund
mit anderen (z.B. co-stimulatorischen) Membranrezeptoren durch Trogozytose
wahrend des APZ-T-Zell-Kontaktes (immunologische Synapse) (Wetzel et al., 2005).
Die hier verwendeten T-Zellen wurden jedoch seit ihrer Isolation aus der Maus flr
mindestens eine Woche in Absenz anderer Zellpopulationen kultiviert und auch fir die
jeweiligen Stimulations- und Co-Kultur-Assays wurden keine APZ verwendet, sodass

diese Mechanismen vor allem fir die in-vivo-Versuche von Bedeutung sind.
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Zum Ausschluss verfalschter Ergebnisse durch eine unspezifische Aktivierung der
OT-2 T-Zellen konnten in zusatzlichen Versuchen drei notwendige Voraussetzungen
far die synergistische Aktivitat der CD4+ T-Zellen identifiziert werden: Erstens, die
OVA-Expression in Tumorzellen, zweitens, die nachfolgende Prasentation der
OVA-Peptidfragmente auf MHC-I Molekiilen sowie drittens, die spezifische Erkennung
dieser MHC-I-gebundenen Tumorantigene durch CD8+ T-Zellen (Daten nicht gezeigt).
Diese Ergebnisse geben Spekulationen Raum, die das Vorliegen MHC-I-spezifischer
CD4+ T-Zellen zum Thema haben (Boyle et al., 2004). Diese konnten in der
vorliegenden Arbeit jedoch nicht nachgewiesen werden. Ein alternativer
Erklarungsansatz beruht auf der Erkenntnis, dass CD4+ T-Zellen im Allgemeinen und
OT-2 T-Zellen im Besonderen durch groRe Mengen Iéslichen Antigens, unabhangig
von der Prasenz von MHC-II-Molekulen, aktiviert werden kdnnen (Li et al., 2001).
Tumorzellen kommen als mégliche Quelle des 16slichen OVA in zweierlei Hinsicht in
Betracht: Bereits mehrfach wurde in verschiedenen Tumormodellen gezeigt, dass
stabil mit Ovalbumin transfizierte Zellen OVA in den Extrazellularraum sezernieren
(Haabeth et al., 2014). Zusatzliches OVA kénnte aulerdem aus den untergegangenen
Tumorzellen im Anschluss an deren Lyse durch die OT-1 T-Zellen freigesetzt worden
sein. Es liegt nahe, dass durch das Zusammenspiel beider Mechanismen die
Konzentration des léslichen OVA im Uberstand der T-Zell-Tumorzell-Co-Kulturen das
flr die Aktivierung der CD4+ OT-2 T-Zellen erforderliche MaR Gberschritt. Dieser
Mechanismus konnte wiederholt auch in vivo bestatigt werden, wenngleich seine

genaue Bedeutung bis dato noch nicht vollstandig geklart ist (Haabeth et al., 2014).

5.2.2 Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse vom murinen

OT-1-OT-2-Modellsystem in den humanen Organismus

In Tierexperimenten wurde durch kombinierten Einsatz von PTM+ OT-1 und PTM+
OT-2 T-Zellen die wirkungsvollste Tumorkontrolle erreicht. Dieser Therapieerfolg wird
durch die in-vivo-Ergebnisse zum CTLA-4-CD28-Therapiekonzept zusatzlich bestatigt
(Shin et al., 2012) und regt zur Translation des dargestellten AZT-Konzeptes in die

klinische Anwendung an.

Dennoch kann die Frage nach der Ubertragbarkeit der Erfahrungen aus dem
OT-1-OT-2-Modell auf Systeme mit endogenen Antigenen und unterschiedlichen
TZR-Affinitdten gegenwartig nur unzureichend beantwortet werden. Immerhin gilt das
OT-1-OT-2-Antigensystem als eines der am weitest verbreiteten Tumormodelle der

T-Zell-Forschung, in welchem noch dazu ein signifikanter Anteil unseres bisherigen
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Wissens generiert und die Grundlage fur erfolgreiche klinische Studien gelegt werden
konnte (Graef et al., 2014; Neuenhahn et al., 2017). Auch ein Blick auf die funktionelle
Erprobung des CTLA-4-CD28-Fusionsrezeptors mag zuversichtlich stimmen: Dieser
erwies sich nicht nur im OT-I-OT-lI-Therapiemodell als wirksam, sondern bewahrte sich
auch im Kontext Melanom-spezifischer Pmel-1 T-Zellen und B16-Tumorzellen (Shin et
al., 2012). Daruber hinaus fand die Helferfunktion von CD4+ T-Zellen gegentber CD8+

Lymphozyten bereits in anderen Tumormodellen Bestatigung.

Die Erprobung von B7-CD28-Fusionsrezeptoren im Modellorganismus Maus ist jedoch
grundsatzlich dadurch limitiert, dass murine T-Zellen, im Gegensatz zu humanen
Lymphozyten, CD28 kaum herabregulieren (Weng et al., 2009). Der Bedarf muriner
T-Zellen an zusatzlicher Co-Stimulation ist somit nur eingeschrankt mit dem
menschlicher Lymphozyten vergleichbar (Schlenker et al., 2017), sodass das volle
Therapiepotenzial PTM-transduzierter T-Zellen vermutlich erst in humanen

Therapiemodellen vollstandig abgeschatzt werden kann (Mestas et al., 2004).

5.3 Ausblick: Das therapeutische Potenzial PTM-transduzierter CD4+ T-
Zellen

Obwohl die vorliegende Arbeit die Steigerung des anti-tumoralen Wirksynergismus von
CD4+ und CD8+ Lymphozyten mittels PTM-Transduktion grundsatzlich belegt, bedarf
es weiterer praklinischer Forschungsanstrengungen zur Translation des Konzeptes in
die klinische Anwendung. Neben einer detaillierten Beschreibung der in vivo
auftretenden Phanotypen und Differenzierungsstadien von PTM+ T-Zellen kdnnten
kiinftige Untersuchungen auch die systematische Erfassung unterschiedlicher
T-Helferzellsubtypen anstreben und deren Distribution, Proliferation und Persistenz

in vivo naher charakterisieren. Ebenso sollten etwaige Auswirkungen der PTM+
CD4+-CD8+-Kombinationstherapie auf andere Zellpopulationen des
Tumormikromilieus (z.B. MDSZ, Treg oder Stromazellen) ndher beleuchtet werden
(Kobold et al., 2015; Schlenker et al., 2017). Nicht zuletzt ware die Bestatigung des
PTM-vermittelten anti-tumoralen Effektes in Verbindung mit anderen, z.B.
CAR-T-Zell-basierten (Liu et al., 2016), Behandlungsstrategien in humanen

Therapiemodellen von grof3er Bedeutung.
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Abbildung 14: Schema des anti-tumoralen Wirksynergismus therapeutisch transferierter
PTM+ CD4+ und PTM+ CD8+ T-Zellen in vivo:

Antigen-spezifisch aktivierte PTM+ T-Helfer- und Effektor-T-Zellen sind vor einer PD-1-vermittelten
Inaktivierung geschitzt. In vivo vermag die Kombination aus CD4+ und CD8+ T-Zellen einen
signifikanten Beitrag zur Kontrolle des Tumorwachstums zu leisten. Der anti-tumorale
Wirksynergismus beider Zellarten hangt von der spezifischen Erkennung eines MHC-I-gebundenen
Tumorantigens durch die T-Zellen ab und wird durch IL-2 vermittelt (eigene Abbildung).
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6 Zusammenfassung

Die Bindung des programmed cell death protein 1 (PD-1) an seinen Liganden
programmed death-ligand 1 (PD-L1) fihrt zur Inaktivierung tumorresidenter

und -infiltrierender T-Zellen. Diesen Mechanismus machen sich Tumore zunutze und
entziehen sich so der T-Zell vermittelten Immunantwort. In Vorarbeiten konnte gezeigt
werden, dass PD-1-CD28-Fusionsrezeptor- (PTM-) transduzierte CD8+ T-Zellen vor
PD-L1-vermittelter Inaktivierung geschutzt waren. Ungeklart blieb bislang jedoch,
welche Rolle PTM-transduzierte CD4+ T-Zellen, alleine oder in Kombination mit CD8+

T-Zellen, in zukunftigen Strategien zum adoptiven T-Zell-Transfer spielen kdnnten.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde unter Stimulation mit anti-CD3 Antikdrpern
und rekombinantem PD-L1 ein Aktivierungsvorteil fur PTM-transduzierte CD4+
T-Zellen nachgewiesen. Dieser manifestierte sich sowohl in einer erhdhten
Interferon-y-Sekretion als auch in einer verstarkten Proliferationsrate
PTM-transduzierter T-Zellen. In Tumorzell-Co-Kulturen waren die spezifische
Aktivierung der T-Zellen sowie deren Granzym B-vermittelte Zytotoxizitat am starksten
ausgepragt, wenn PTM-transduzierte CD4+ und PTM-transduzierte CD8+ T-Zellen
kombiniert eingesetzt wurden. Dabei differenzierten sowohl CD4+ als auch CD8+
T-Zellen Uberwiegend zu zentralen Gedachtnis-T-Zellen. In Tumorzell-Co-Kulturen
gingen verschiedene Zahlenverhaltnisse von CD4+ zu CD8+ T-Zellen mit einer
unterschiedlichen Sekretionskapazitat fur Interferon-y und Interleukin-2 einher, wobei
die Konzentration der freigesetzten Zytokine positiv mit dem Anteil der CD4+
T-Helferzellen korrelierte. In vivo vermittelten PTM-transduzierte CD4+ und CD8+
T-Zellen eine signifikante Verlangsamung des Tumorwachstums. Unter
mechanistischen Gesichtspunkten wurde Interleukin-2 als zentraler Mediator des

synergistischen Zusammenwirkens beider T-Zell-Subpopulationen identifiziert.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass PTM-transduzierte CD4+ T-Zellen die
anti-tumorale Wirkung PTM-transduzierter CD8+ T-Zellen signifikant verbesserten.

In vitro wie auch in vivo bewies die Kombination beider T-Zell-Subpopulationen das
Potenzial, die PD-1-vermittelte Immunsuppression zu Uberwinden und in zwei
verschiedenen murinen Tumormodellen (E.G7-OVA-PD-L1 und Panc02-OVA) eine
anti-tumorale Immunantwort zu induzieren. Weitere Experimente in anderen
Therapiemodellen kénnten dazu beitragen, das bisherige Verstandnis dieses
Synergismus zu vertiefen, seine Therapiewirkung gezielt zu optimieren und so die

Translation des hier entwickelten Ansatzes in die klinische Anwendung voranzutreiben.
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7 Summary

Ligation of the programmed death-ligand 1 (PD-L1) by its receptor, programmed cell
death protein 1 (PD-1), is known to inactivate tumor-resident and tumor-infiltrating

T cells. Tumors often exploit this mechanism to escape T cell mediated immune
surveillance. Preparatory data suggested that PD-1-CD28-fusion receptor (PTM)-
transduced CD8+ T cells are, however, protected from PD-1-mediated exhaustion. In
the context of adoptive T cell transfers, the potential role of PTM-transduced CD4+

T cells, either alone or in combination with CD8+ T cells, remains to be explored.

During stimulation with anti-CD3 antibodies and recombinant murine PD-L1,
PTM-transduced CD4+ T cells showed an enhanced activation capacity, which was
paired with an increase in interferon y secretion and T cell proliferation. In

T cell-tumor cell-co-cultures, specific target cell lysis depended on granzyme B release
and could be maximized by combining PTM-transduced CD4+ and PTM-transduced
CD8+ T cells. Upon antigen-specific stimulation, both T cell populations acquired a
central memory phenotype. Moreover, interferon y and interleukin 2 secretion positively
correlated with the ratio of CD4+ to CD8+ T cells. In mouse experiments,
PTM-transduced CD4+ T cells together with PTM-transduced CD8+ T cells led to a
significant slowdown in tumor growth. Mechanistically interleukin 2 was identified as a

major mediator of the herein described synergistic effect.

In summary, the available data suggests that PTM-transduced CD4+ T cells are
capable of enhancing the anti-tumoral effect of PTM-transduced CD8+ T cells. In vitro
as well as in vivo, combining both T cell populations demonstrated the potential to
overcome PD-1-mediated immunosuppression and to induce a tumor-specific immune
response in two different murine tumor models (E.G7-OVA-PD-L1 and Panc02-OVA).
Further experiments in additional therapeutic models are advisable in order to deepen
the current understanding of the described synergism and to optimize its therapeutic

efficacy as a basis for clinical translation.
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9 Anhang

9.1 Abkiirzungsverzeichnis

APZ
AZT

BSA

CAR
CCR7
CD
CD62L
CTLA-4

DLBCL
DMEM
DMEM+++
DMSO

Dz

EDTA
ELISA
EOMES

FBS
FDA

FoxP3

IFN-y

LDH

MACS
MDSz
MHC

Antigenprasentierende Zellen

Adoptiver T-Zell-Transfer

Bovines Serumalbumin

Chimarer Antigen-Rezeptor
C-C chemokine receptor type 7
Cluster of differentiation
L-Selektin

Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4

Diffus groRRzelliges B-Zell-Lymphom
Dulbecco’s modified Eagles’s medium
DMEM Vollmedium

Dimethylsulfoxid

Dendritische Zellen

Ethylenediaminetetraacetic acid
Enzyme-linked immunosorbent assay

Eomesodermin
Fetales Kalberserum
Food and Drug Administration

Forkhead box P3

Interferon-y

Interleukin
Laktatdehydrogenase
Magnetische Zellseparation

Myeloide Suppressorzellen

Major histocompatibility complex
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NK-Zellen
NSCLC

OVA

PBS
PD-1
PD-1-CD28:tm

PD-1-CD28:tmCys

PD-L
PlatE
PTM

RPMI

scFv
SEM

Th1-Zelle
Th2-Zelle
Th17-Zelle
TIL

Treg

TZM

TZR

Naturlichen Killerzellen

Nicht-Kleinzelliges Bronchialkarzinom

Ovalbumin

Phosphatgepufferte Salzldsung

Programmed cell death protein 1
PD-1-CD28-Fusionsrezeptor mit extrazellularer
PD-1-Domane sowie transmembrandsem und
intrazellularem CD28-Anteil
PD-1-CD28:tm-Fusionsrezeptor mit
membrannahem Cystein-Rest

Programmed death-ligand

Platinum-E

Spezifisch in dieser Studie verwendeter
PD-1-CD28-Fusionsrezeptor mit extrazellularer
und transmembrandser PD-1-Domane sowie
intrazellularem CD28-Anteil (Kobold et al., 2015)

Roswell Park Memorial Institute

Single-chain-variable-Fragment

Standardfehler des Mittelwerts

Typ-1-T-Helferzelle
Typ-2-T-Helferzelle
Typ-17-T-Helferzelle
Tumorinfiltrierende Lymphozyten
Regulatorische T-Zellen
T-Zell-Medium

T-Zell-Rezeptor
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