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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Das maligne Melanom
1.1.1 Epidemiologie

Das maligne Melanom liegt in Deutschland sowohl bei Frauen als auch bei Méannern an
funfter Stelle aller Krebsneuerkrankungen (Robert Koch-Institut 2018). Zusatzlich steigt
die Inzidenz in fast allen Landern weltweit seit vielen Jahrzehnten stetig und wird
voraussichtlich auch in Zukunft unter anderem durch eine alternde Gesellschaft und
veranderte Lebensweisen weiter ansteigen (Erdmann, Lortet-Tieulent et al. 2013). So
hat sich allein in Deutschland seit 1980 die Inzidenz des malignen Melanoms unter
anderem aufgrund verbesserter Screeningverfahren mehr als verdreifacht (Robert
Koch-Institut 2018). Weltweit wurden im Jahr 2012 232.000 und im Jahr 2018 bereits
Uber 287.000 neue Falle registriert, was einer Zunahme von mehr als 20 % entspricht
(Ferlay, Soerjomataram et al. 2015, Bray, Ferlay et al. 2018). Trotz sehr guter 5-
Jahres-Uberlebensraten von iiber 90 % bei einem lokalisierten Befund, lag diese Rate
bei Patienten in einem metastasierten Stadium lange Zeit lediglich bei 17 % (American
Cancer Society 2016). In den letzten Jahren entstanden unter anderem durch
Fortschritte in der Immuntherapie und zielgerichteter Therapien neue
Behandlungsmaoglichkeiten, welche die Standardtherapie aus operativer
Tumorentfernung und Chemotherapie erweiterten und teilweise ersetzten. Erste Daten
zeigten nun durch Immuntherapien deutlich gesteigerte 5-Jahres-Uberlebebensraten
von 52 %. Eine komplette Remission bleibt jedoch trotz dieses Fortschritts beim
metastasierten Melanom weiterhin eher selten (Callahan, Kluger et al. 2018, Larkin,
Chiarion-Sileni et al. 2019).

1.1.2 Therapie
1.1.2.1 Allgemein

Patienten mit malignem Melanom versterben im Verlauf der Erkrankung typischerweise
nicht am Primartumor. Die Mortalitat des malignen Melanoms liegt vielmehr in der
hohen Tendenz zur Metastasierung begriindet, wobei bei den meisten Patienten zum
Zeitpunkt der Diagnose noch keine Fernmetastasen nachweisbar sind. Der
Metastasierungsgrad, der unter anderem durch die Infiltrationstiefe, Ulzeration und
Lage des Primartumors beeinflusst wird, hat somit im Verlauf der Erkrankung
entscheidenden Einfluss auf das Uberleben der Patienten. Prognostisch unginstig sind
im Krankheitsverlauf insbesondere viszerale Metastasen, die vor allem in Lunge,
Gehirn, Leber und Knochen zu finden sind (Balch, Soong et al. 2001, Tas 2012). Als
Therapie rét die aktuelle S3-Leitlinie von 2019 bei einem lokal begrenzten Melanom zu
einer operativen RO-Resektion, die mit sehr guten Heilungsaussichten verbunden ist.
Liegen jedoch Fernmetastasen vor, so wird abh&ngig vom Mutationsstatus in erster
Linie eine systemische Therapie mit MAP-Kinase-Inhibitoren oder Immun-Checkpoint-
Inhibitoren empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie 2019).

1.1.2.2 MAP-Kinase-Inhibitoren

Mitogen-activated protein kinases (MAPK) sind Teil des MAP-Kinase-Wegs, der unter
anderem einen grof3en Einfluss auf die Proliferation, Differenzierung und Apoptose
menschlicher Zellen hat. Aktivierende Mutationen im Verlauf dieses Signalwegs
nehmen aufgrund der vielfaltigen regulatorischen Funktionen deshalb haufig eine
Schlusselrolle in der Onkogenese ein und sind das Ziel verschiedener inhibitorischer
Therapiemodelle (Friday, Adjei 2008). Ob ein Patient sich fur eine Therapie mit MAP-
Kinase-Inhibitoren eignet, ist somit in erster Linie vom Mutationsstatus des jeweiligen
Melanoms abhangig. Ungefahr 40 % aller malignen Melanome weisen eine Mutation
des BRAF-Onkogens auf, das als Teil des MAP-Kinase-Wegs die Transkription und
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Proliferation von Melanozyten entscheidend reguliert (Hartmann, Schirmacher et al.
2019). Patienten mit einer solchen Mutation profitieren von einer Inhibition der BRAF-
Kinase, was zur Entwicklung des BRAF-Inhibitors Vemurafenib fuhrte. In Kombination
mit Cobimetinib, einem anderen Inhibitor der gleichen Signalkaskade, konnte eine
drastisch verlangerte mediane Uberlebenszeit bei Patienten mit BRAF-positiven
Tumoren erreicht werden. Es zeigte sich eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 31 % und
eine komplette Remission konnte bei immerhin 21 % aller Patienten in
fortgeschrittenen Tumorstadien beobachtet werden (Ascierto, Dreno et al. 2021).

1.1.2.3 Immun-Checkpoint-Inhibitoren

Eine weitere Therapieoption bieten Immun-Checkpoint-Inhibitoren, die nach
derzeitigem Stand bezuglich der Therapieempfehlung als gleichwertig zu MAP-Kinase-
Inhibitoren erachtet werden und auch bei fehlender BRAF-Mutation infrage kommen.
Im Unterschied zu MAP-Kinase-Inhibitoren, die direkt in die Signallibertragung des
Tumors eingreifen, beruhen Immun-Checkpoint-Inhibitoren auf der Interaktion mit
korpereigenen T-Zellen. Immun-Checkpoints wie cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4 (CTLA-4) oder programmed cell death protein 1 (PD-1) sind Rezeptoren auf
der Oberflache dieser T-Zellen. Nach Bindung ihrer Liganden CD80 oder CD86
beziehungsweise programmed death-ligand 1 (PD-L1) kénnen sie die T-Zell-Aktivitat
regulieren und somit tGiberschieRende Immunreaktionen vermeiden. Die derzeit
eingesetzten Immun-Checkpoint-Inhibitoren sind monoklonale Antikdrper, die an einen
Immun-Checkpoint (z.B. PD-1) oder dessen Liganden (z.B. PD-L1) binden und
dadurch eine Immunantwort verstarken oder tiberhaupt ermoglichen (lwai, Ishida et al.
2002). Es konnte gezeigt werden, dass die Blockade dieser Immun-Checkpoints die T-
Zellantwort gegen Tumoren insbesondere bei immunogenen Tumoren wie dem
malignen Melanom steigern kann (van Elsas, Hurwitz et al. 1999, Van Allen, Miao et al.
2015). Die Immunogenitat des malignen Melanoms basiert dabei unter anderem auf
der im Vergleich zu anderen Tumorentitdten hohen Expressionsrate von
Neoantigenen. Diese kénnen von T-Zellen erkannt werden und erhdhen die
Wahrscheinlichkeit einer, durch Immun-Checkpoint-Inhibitoren vermittelten, effizienten
Immunantwort (Schumacher, Schreiber 2015). Der CTLA-4-Inhibitor Ipilimumab
erhohte so erstmals in klinischen Studien sowohl die mediane Uberlebenszeit als auch
das Therapieansprechen von Melanompatienten (Hodi, O'Day et al. 2010). Neuere
Daten zeigten bei einer Monotherapie mit dem PD-1-Inhibitor Nivolumab eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von 44 % gegeniiber 26 % bei einer Monotherapie mit Ipilimumab.
Eine kombinierte Therapie mit beiden Substanzen fiihrte bei diesen Patienten mit
fortgeschrittenem malignem Melanom sogar zu einer Uberlebensrate von 52 %.
Nivolumab scheint dabei auch bei Patienten mit PD-L1-negativem Melanom die
Uberlebensrate zu erhéhen. Trotz dieser beachtlichen Erfolge lag die Rate einer
kompletten Remission beim metastasierten Melanom bei diesen Therapien zuletzt
noch bei maximal 22 % (Larkin, Chiarion-Sileni et al. 2019).

1.2 Adoptiver T-Zell-Transfer
1.2.1 Uberblick

Um den Therapieerfolg in fortgeschrittenen Tumorstadien weiter zu verbessern, wird
auch an dem direkten therapeutischen Einsatz von Immunzellen gearbeitet. Der
adoptive Zelltransfer bezeichnet dabei die therapeutische Gabe insbesondere
autologer Immunzellen, die zuvor auf verschiedene Weisen aufbereitet, selektiert und
zum Teil auch genetisch modifiziert wurden. Obwohl verschiedene Zelltypen positive
Ergebnisse zeigten, liegt ein besonders vielversprechender Ansatz im adoptiven
Zelltransfer von T-Zellen. So ist bereits seit einiger Zeit bekannt, dass T-Zellen, die sich
gegen ein Tumorantigen richten, effektiv zur Tumorlyse beitragen kénnen (Kawakami,
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Eliyahu et al. 1994). Es konnte gezeigt werden, dass Mutationen der Melanom-DNA
zur Expression von tumorspezifischen Antigenen fiihren und diese teilweise auch von
Tumor-infiltrierenden Lymphozyten erkannt werden kdnnen (van der Bruggen,
Traversari et al. 1991, Robbins, EI-Gamil et al. 1996). Da das maligne Melanom im
Vergleich zu anderen Tumorentitdten sehr viele somatische Mutationen besitzt, kbnnen
T-Zellen, die gegen mutierte Antigene gerichtet sind, somit eine effektive
Therapieoption darstellen (Walia, Mu et al. 2012).

Adoptive T-Zell-Therapien werden in tumor-infiltrierende Lymphozyten (TIL) und
gentechnisch veranderte T-Zellen aus peripherem Blut unterteilt. Zur Gewinnung von
TIL wird dem Patienten Tumorgewebe entnommen, die darin enthaltenen Lymphozyten
isoliert und tumorreaktive Zellen selektiert. Diese Subpopulationen werden spezifisch
expandiert und dem Patienten nach der Gewinnung einer ausreichenden Zellzahl
reinfundiert. Beim malignen Melanom wurde der Einsatz von TIL Kklinisch ausfuhrlich
untersucht und konnte bei bis zu 22 % der Patienten im metastasierten Tumorstadium
zu einer kompletten Remission fiihren (Dudley, Gross et al. 2010, Rosenberg, Yang et
al. 2011). Eine Analyse der TIL, die bei Patienten zu einer Remission geflhrt hatten,
zeigte, dass sich im Zellgemisch dominante Subpopulationen gebildet hatten, die sich
zudem haufig gegen ahnliche Tumorantigene richteten. Dies legte nahe, dass eventuell
nur einige wenige, selektiv expandierende T-Zellklone fur den Therapieerfolg
verantwortlich waren und deren Persistenz mit dem Ausmald der Tumorregression
korrelierte (Robbins, Dudley et al. 2004, Zhou, Dudley et al. 2004). In der
Therapievorbereitung stellte sich jedoch die Gewinnung von ausreichend
Tumormaterial und die Expansion der TIL bei vielen Patienten als schwierig dar. Selbst
wenn diese Schritte erfolgreich verliefen, war die Persistenz der Zellen nach Reinfusion
in den Patienten haufig zu kurz fur eine effektive Therapie (Dudley, Wunderlich et al.
2001, Dudley, Wunderlich et al. 2002). So konnten in einer Studie bei 67 % der 402
Patienten mit metastasiertem Melanom spezifisch aktivierbare TIL gewonnen werden,
die letztlich nur bei 27 % aller Patienten eingesetzt werden konnten (Goff, Smith et al.
2010). Die Idee lag nahe, gentechnisch veranderte Zellen zu entwickeln, die
unabhangig von der Immunogenitéat des jeweiligen Tumors stabil expandiert werden
konnen und deren modulierbarer Phanotyp zu einem langeren Uberleben der Zellen in
vivo filhrt (Gattinoni, Klebanoff et al. 2005).

Eine Art dieser genveranderten T-Zellen sind T-cell-receptor (TCR)-modifizierte T-
Zellen. Zur Generierung dieser TCR-T-Zellen werden den Patienten native T-Zellen
aus dem Blut entnommen und retroviral transduziert, sodass sie einen definierten T-
Zell-Rezeptor exprimieren. T-Zell-Rezeptoren binden intrazellulare und extrazellulare
Peptide, die zunachst aufbereitet und dann gebunden an major histocompatibility
complex (MHC)-Molekulen von allen kernhaltigen Zellen préasentiert werden. Diese
MHC-Restriktion flihrt dazu, dass ein bestimmter TCR nur bei Patienten mit
passendem MHC-Typ eingesetzt werden kann (Phan, Rosenberg 2013). Bei
Melanompatienten zeigten TCR-T-Zellen vielversprechende Effekte mit einer
Ansprechrate von bis zu 30 %. Dies war jedoch verbunden mit ausgepragten on-target-
off-tumor-Toxizitaten, da die verwendeten Zielantigene auch auf gesundem Gewebe
exprimiert waren (Morgan, Dudley et al. 2006, Johnson, Morgan et al. 2009). Zudem
scheint erstaunlicherweise gerade die hohe Affinitat der modifizierten TCR-T-Zellen
und eine dadurch nur kurzzeitige Bindung an kreuzreaktive Peptide Toxizitaten zu
beginstigen (Morris, Stauss 2016).

Eine weitere Art genveranderter T-Zellen sind chimeric-antigen-receptor-T-Zellen
(CAR-T-Zellen). Hierfur werden dem Patienten T-Zellen aus dem Blut entnommen und
genetisch verandert, sodass sie extrazellular typischerweise das single chain variable
fragment (scFv) eines Antikdrpers exprimieren, das sich spezifisch gegen ein
Zielantigen richtet. Intrazellular ist an das scFv als Signalpeptid die CD3-Untereinheit
des T-Zell-Rezeptors gekoppelt, welche nach Antigenbindung die Aktivierung der T-
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Zelle vermittelt (Irving, Weiss 1991). Um die T-Zellantwort zu verstarken und das
langfristige Uberleben der T-Zellen zu verbessern, sind an diese Untereinheit noch
eine oder mehrere kostimulatorische Doméanen wie CD28 oder 4-1BB gebunden
(Kowolik, Topp et al. 2006, Milone, Fish et al. 2009). CAR-T-Zellen erméglichen in der
Folge eine unmittelbare T-Zellantwort, unabhé&ngig von einer MHC-vermittelten
Antigenprasentation (Gross, Waks et al. 1989). Dies birgt jedoch den Nachteil, dass
nur an der Zelloberflache exprimierte Antigene gebunden werden kénnen und im
Unterschied zu TCR-T-Zellen die Bindung an intrazellulare Antigene durch bisher
klinisch eingesetzte CAR-T-Zellen nicht moglich ist (Phan, Rosenberg 2013). Derzeit
wird deshalb auch an der Entwicklung von CAR-T-Zellen gearbeitet, die MHC-
abhangig intrazellulare Peptide binden kénnen (Maus, Plotkin et al. 2016). In der
Therapie hamatologischer Tumoren wie dem B-Zell-Lymphom konnte mit CAR-T-
Zellen eine komplette Remissionsrate von 54 % erzielt werden (Neelapu, Locke et al.
2017). Bei soliden Tumoren wurden solche Uberzeugenden Ergebnisse jedoch bisher
nicht erreicht (Beatty, Haas et al. 2014, Feng, Guo et al. 2016).

1.2.2 Barrieren solider Tumoren

Im Vergleich zu hamatologischen Tumoren missen zellulare Therapien im Kampf
gegen solide Tumoren wie dem malignen Melanom eine Vielzahl zusatzlicher
Hindernisse Uberwinden. Nach der intravendsen Applikation adoptiver T-Zellen
behindern Tumorzellen durch die Beeinflussung einer Vielzahl von Faktoren sowohl die
Adhasion von Lymphozyten an die Gefaldwand als auch deren Extravasation aus den
Gefal3en (Slaney, Kershaw et al. 2014). Eine weitere wichtige Rolle bei der
Tumorinfiltration durch T-Zellen spielen Chemokine, die unter anderem auch von
Tumorzellen gebildet werden und die Migration von Immunzellen ins Tumormikromilieu
vermitteln (Nagarsheth, Wicha et al. 2017). Auch beim malignen Melanom besteht ein
Zusammenhang zwischen einer Chemokinsekretion und der T-Zell-Infiltration, wobei
Melanommetastasen mit niedriger Chemokinsekretion eine geringere Migration zeigten
(Harlin, Meng et al. 2009). In verschiedenen Studien wurden CAR-T-Zellen untersucht,
die zusatzlich einen Chemokinrezeptor exprimieren, wodurch eine verstarkte
intratumorale Migration und eine bessere Anti-Tumor-Aktivitat erméglicht wird (Di Stasi,
De Angelis et al. 2009, Rapp, Grassmann et al. 2016). Die Relevanz einer
erfolgreichen Tumorinfiltration wurde durch Studien mit direkter intratumoraler Injektion
der CAR-T-Zellen verdeutlicht, die bei verschiedenen Tumorentitaten ein gutes
Ansprechen zeigten (Brown, Alizadeh et al. 2016, Tchou, Zhao et al. 2017). Diese
Therapieform ist jedoch auf lokale Befunde begrenzt und bei multipler Metastasierung
kaum anwendbar (Rafiq, Hackett et al. 2019).

Selbst nach erfolgreicher Tumorinfiltration verhindert die immunsuppressive Umgebung
des Tumormikromilieus durch umgebende Immunzellen wie regulatorische T-Zellen
und myeloid-derived suppressor-cells (MDSC) die Aktivierung tumor-infiltrierender T-
Zellen (Jordan, Amaria et al. 2013, Suzuki, Onishi et al. 2013). Zuséatzlich werden auch
durch Tumorzellen Iésliche Faktoren wie transforming growth factor 8 (TGF B) oder
Interleukin-10 ausgeschiittet, die die Immunzellen in ihrer Funktion beeintréachtigen
(Brandacher, Perathoner et al. 2006, Lippitz 2013). Eine weitere Form der
Immunsuppression erfolgt durch die Ausbildung von Immun-Checkpoints auf
Tumorzellen. Durch die Entwicklung von Klinisch bereits erfolgreich eingesetzten
Immun-Checkpoint-Inhibitoren sind das Oberflachenprotein cytotoxic T-lymphocyte-
associated Protein 4 (CTLA 4) und insbesondere auch das programmed cell death
protein 1 (PD-1) mit dessen Liganden programmed cell death protein ligand 1 (PD-L1)
in den Fokus der Offentlichkeit geraten. Durch Interaktion von PD-L1 mit PD-1 folgt
eine Hemmung der Proliferation und Zytokinsekretion der T-Zellen und eine
Unterdriickung der CD28-Kostimulation (Freeman, Long et al. 2000). Die alleinige
Expression von PD-L1 auf Tumorzellen flhrt so bereits zu einer verringerten T-Zell-
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Zytotoxizitat, einer generell verminderten Anti-Tumor-Immunitét und schlie3lich sogar
zur Immunevasion des malignen Melanoms und anderer Tumorarten (Juneja, McGuire
et al. 2017, Noguchi, Ward et al. 2017). In einer klinischen Studie konnte gezeigt
werden, dass das Vorhandensein tumorinfiltrierender T-Zellen beim malignen Melanom
generell mit einer verstarkten Expression von PD-L1 verbunden war. Dies unterstreicht
die klinische Bedeutung in Zusammenhang mit T-Zell-Therapien (Taube, Anders et al.
2012).

Eine weitere wichtige Hirde der T-Zell-Therapie bildet die Wahl der Zielantigene auf
der Tumorzelle. Die Entdeckung von CD19 als Ziel von Immuntherapien hat einen
grofRen Anteil am erfolgreichen Einsatz zielgerichteter Therapien bei hamatologischen
Tumorerkrankungen. CD19 wird homogen auf fast allen B-Zell-Linien und ansonsten
auf keinen weiteren gesunden Zellen des menschlichen Organismus exprimiert
(LeBien, Tedder 2008). Bei soliden Tumoren konnte bisher kein vergleichbares Antigen
gefunden werden. Durch variierende Synthese- und Expressionsprofile, verbunden mit
starker inter- und intratumoraler Heterogenitat, sind die bisher zur Auswahl stehenden
Antigene entweder nicht homogen auf den Tumorzellen exprimiert oder auch auf
gesunden Korperzellen nachzuweisen. Dies birgt die Gefahr von on-target-off-tumor-
Effekten, da die T-Zellen nicht mehr zwischen gesundem und malignem Gewebe
differenzieren kdnnen. In der Folge kann dies zu erheblichen Toxizitaten, multiplem
Organversagen und zum Tode fuhren (Morgan, Yang et al. 2010, Lamers, Sleijfer et al.
2013). Theoretisch ist ebenso eine Kreuzreaktivitat mit off-target-off-tumor-Antigenen
vorstellbar. Auch bei Antigenen, die klinisch aktuell eingesetzt werden, wie human
epidermal growth factor receptor 2 (HER2) und epidermal growth factor receptor
(EGFR), zeigt die Expressionsrate eine betrachtliche intratumorale Heterogenitét
(Eskilsson, Rosland et al. 2018, Hosonaga, Arima et al. 2018). Bei Therapien, die auf
lediglich ein Tumorantigen abzielen, kann dies durch den entstehenden
Selektionsdruck in einer Herunterregulation oder Mutation des Antigens resultieren. Auf
diese Weise entstand sogar bei Patienten mit einer hochpositiven CD19-B-Zell-
Leukamie ein antigen-negatives Tumorrezidiv (Maude, Frey et al. 2014, Lee,
Kochenderfer et al. 2015). In diesem Fall kdnnen zellbasierte Therapien die
Tumorzellen nicht mehr als solche erkennen und bleiben ineffizient. Eine kombinierte
Therapie gegen multiple Antigene kdnnte in diesem Zusammenhang eine Lésung
bieten (Hegde, Corder et al. 2013, Ruella, Barrett et al. 2016).

1.2.3 Toxizitaten

Die besonderen Nebenwirkungen T-Zell-basierter Therapien beruhen darauf, dass sie
eine lebende Therapieform darstellen. Im Gegensatz zu chemischen Therapeutika
unterliegen sie somit auch keiner vorhersehbaren Ausscheidung. Wahrend Antikérper
wie Immun-Checkpoint-Inhibitoren nach Stunden bis Tagen renal aus dem Kérper
entfernt werden, kdnnen T-Zellen insbesondere nach Antigenkontakt weiterhin
proliferieren und kontinuierlich Zytokine ausschiitten. Diese fiur die erfolgreiche
Therapie forderliche Eigenschatt, hat bei vielen Patienten ein cytokine release
syndrome (CRS) in unterschiedlicher Auspragung zur Folge. Hierbei flhrt die starke
Aktivierung der T-Zellen zu hohen Konzentrationen von Zytokinen wie Interferon-y
(IFN-y) und Interleukin-6 im Blut der Patienten (Teachey, Lacey et al. 2016). Diese
proinflammatorischen Zytokine verursachen Symptome variablen Ausmales, die sich
zu Beginn durch Fieber, Tachykardie und Hypotonie duf3ern und in der Folge zu
schweren Organschaden fuhren kénnen (Grupp, Kalos et al. 2013, Brudno,
Kochenderfer 2016). Da die T-Zellen nach erfolgter Injektion in den Patienten kaum
mehr aus dem Kaorper entfernt werden kdnnen, bestand die einzige
Behandlungsmdglichkeit bei vielen Patienten lange Zeit lediglich in der
symptomatischen Therapie des CRS. Bei schweren Féllen konnte zur ausreichenden
Symptomkontrolle nur eine systemische Immunsuppression mit Steroiden durchgefiihrt
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werden, die jedoch die gewiinschte Anti-Tumor-Effektivitat negativ beeinflusste (Davila,
Riviere et al. 2014).

1.3 Vorarbeiten

Bereits in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde untersucht, wie die Effektivitdt CAR-T-
Zell-basierter Therapien mit der Steuerbarkeit antikérperbasierter Therapien zur
Behandlung von Tumoren kombiniert werden kann. Es konnte gezeigt werden, dass
bispezifische Antikdrper (BiAk) eine verstarkte T-Zellinfiltration und Anti-Tumor-Aktivitat
von Marker-transduzierten T-Zellen vermitteln. Als Marker dienten epithelial cell
adhesion molecule (EpCAM) beziehungsweise EGFR. Die BiAk erleichterten dabei die
Bindung der T-Zelle an Tumorzellen, wobei die eigentliche T-Zell-Aktivierung tber
einen weiteren TCR oder CAR eingeleitet wurde (Kobold, Steffen et al. 2015). Dies
fuhrte zur Entwicklung von synthetic agonistic receptor (SAR) T-Zellen, einer neuen
Klasse genmodifizierter Zellen, die mit einem kunstlichen Fusionsrezeptor transduziert
und Uber die Vermittlung von bispezifischen Antikérpern (BiAK) aktiviert werden
konnen. SAR-T-Zellen zeichnet aus, dass sie im Unterschied zu CAR-T-Zellen kein
scFv exprimieren. Die extrazellulare Doméane wird dagegen durch ein Antigen gebildet,
das als Bindestelle flir den BiAk dient. Intrazellular sind zudem, &hnlich zu einem CAR,
verschiedene aktivierende Signaldomanen gebunden. E3-T-Zellen sind dabei eine
Unterart von SAR-T-Zellen, die mit einem E3-Fusionsrezeptor transduziert wurden. Die
Exprimierung des E3-Fusionsrezeptors ermdglichte eine spezifische Anti-Tumor-
Aktivitat gegen EpCAM- beziehungsweise Mesothelin-tberexprimierende
Tumorzelllinien (Karches, Benmebarek et al. 2019). Dadurch wird es moglich, eine
bestimmte Anzahl dieser E3-T-Zellen durch die Kombination mit BiAk spezifisch gegen
ein oder mehrere Tumorantigene zu richten und diese sowohl im Ausmalf der
Tumorlyse als auch der Auswahl der Zielantigene im Verlauf der Therapie zu
modulieren.

1.4 Versuchsaufbau

Auf Grundlage dieser Ergebnisse soll nun in einem néchsten Schritt die Effektivitat von
SAR-T-Zellen in Kombination mit BiAk im malignen Melanom untersucht werden. In
dieser Arbeit sollen dafiir murine und humane T-Zellen mit dem Fusionsrezeptor E3
ausgestattet werden, dessen extrazellulare Domane durch das humane Antigen
epidermal growth factor receptor variant 11l (EGFRuvIII) gebildet wird. EGFRuvIII ist eine
tumorspezifische Variante des EGFR, welcher auf gesundem Gewebe nicht exprimiert
wird (Heimberger, Crotty et al. 2003). Im Gegensatz zu CAR-T-Zellen exprimieren
diese E3-T-Zellen somit kein scFV und sind ohne BiAk als Adapter funktionslos.
Intrazelluléar sind eine CD3(-Kette sowie eine CD28-Untereinheit zur T-Zell-Aktivierung
beziehungsweise Kostimulation gebunden. Um diese E3-T-Zellen variabel gegen
verschieden Zielantigene richten zu kbnnen, werden sie mit BiAk im IgG-Format
kombiniert. Diese binden mit einem Arm an die extrazellulare EGFRvIII-Doméne des
Fusionsrezeptors der E3-T-Zellen und mit dem anderen an ein tumorspezifisches
Peptid. Der BiAk stellt somit den engen Kontakt zwischen transduzierten T-Zellen und
Tumorzellen her und vermittelt die Ausbildung einer immunologischen Synapse. Uber
den E3-Fusionsrezeptor setzt dies eine intrazellulare Signalkaskade in Gang, die
zunachst zur T-Zell-Aktivierung und schlief3lich zur Tumorlyse fiihrt.
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Bispezifischer
Antikorper

Tumorspezifisches Antigen
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1. Antikorperbindung
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| 2. T-Zell-Aktivierung |
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Abbildung 1: Ablauf der Tumorlyse durch E3-T-Zellen unter Vermittlung von bispezifischen
Antikdrpern

Dargestellt ist eine vereinfachte Funktionsweise des Therapiekonzepts. (1) Bindung des bispezifischen
Antikdrpers anti-EGFRvIII x anti-TYRP1 bzw. anti-EGFRvIII x anti-MCSP an TYRP1 auf murinen bzw.
MCSP auf humanen Melanomzellen. (2) Dies fuhrt tber CD28 und CD3¢ zur Aktivierung der E3-T-Zelle
und zur Ausschittung von IFN-y. (3) Es folgt die Tumorlyse durch die E3-T-Zelle unter Ausbildung einer
immunologischen Synapse.

3. Tumorlyse

Um zu verifizieren, dass jeglicher Anti-Tumor-Effekt allein durch den E3-
Fusionsrezeptor auf die T-Zellen vermittelt wird, werden zudem die zwei weiteren T-
Zell-Populationen E3del-T-Zellen (E3del) und untransduzierte T-Zellen (UT) als
Negativkontrollen verwendet. Die E3del-Population wird mit einer verkirzten Variante
des E3-Fusionsrezeptors transduziert. Dieser fehlen die intrazellularen Doméanen,
weshalb eine extrazellulare Bindung an EGFRuvIII zu keiner Signallbertragung in der T-
Zelle fuhrt. Den untransduzierten T-Zellen fehlt der Fusionsrezeptor ganzlich, weshalb
keine Bindung mit dem BiAk und in der Folge keine Interaktion mit dem Zielantigen der
Tumorzelle stattfinden kann.

E3 E3del uTt

U EGFRuvlIl ICD28 I CD3¢

Abbildung 2: Darstellung der eingesetzten T-Zellkonstrukte

Murine und humane T-Zellen wurden mit dem vollstdndigen Fusionsrezeptor (EGFRvIII-CD28-CD30)
transduziert (E3). Als Kontrolle wurden T-Zellen mit einer verkirzten, funktionslosen Variante des
Rezeptors (E3del) und génzlich untransduzierte T-Zellen (UT) verwendet. Modifiziert nach Karches,
Benmebarek et al. (2019).

1.5 Auswahl der Zielantigene
151 TYRP1

Tyrosinase-related protein 1 (TYRP1) ist ein Transmembranprotein, das spezifisch
sowohl auf murinen, als auch humanen Melanozyten und Melanomzellen exprimiert
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wird (Takechi, Hara et al. 1996). Es spielt eine wichtige Rolle in der
Melaninbiosynthese und in der Verhinderung des dabei mdglichen Zelluntergangs der
Melanozyten (Jimbow, Gomez et al. 1997). Zudem hat TYRP1 eine entscheidende
Funktion in der Regulation von Signalwegen, die die Differenzierung, Proliferation und
das Uberleben von Melanozyten steuern (Cheli, Ohanna et al. 2010). Es zeigte sich,
dass eine starkere Expression von TYRP1-mRNA und -protein mit einem schlechteren
Therapieergebnis bei Melanompatienten verbunden ist (Journe, Id Boufker et al. 2011).
Die Expression von TYRP1 blieb dabei im Verlauf der Erkrankung auch in spateren
Metastasierungsstadien konstant, wodurch es ein geeignetes Ziel fir Immuntherapien
darstellt (El Hajj, Journe et al. 2013). Eine erste Phase-I-Studie mit einem anti-TYRP1
monoklonalen Antikorper fir Patienten mit rezidivierendem Melanom zeigte bereits
eine disease-control-Rate von 41 %. Dabei kam es trotz der Expression von TYRP1
auf Melanozyten nicht zu limitierenden Toxizitaten (Khalil, Postow et al. 2016).

152 MCSP

Melanoma-associated chondroitin sulfate proteoglycan (MCSP), auch chondroitin
sulfate proteoglycan-4 genannt (CSPG4), ist ein Transmembranprotein welches von
humanen Navi, Melanomzellen und verschiedenen anderen Tumorentitdten exprimiert
wird (Wilson, Ruberto et al. 1983). Auf normalen Melanozyten und anderen gesunden
Korpergeweben wird es hingegen kaum oder lediglich in einem vielfach geringeren
Ausmald exprimiert (Campoli, Ferrone et al. 2010, Krug, Birkholz et al. 2015). So findet
sich MCSP auf verschiedenen Stamm- und Vorlauferzellen, was auf eine bedeutsame
Rolle in der Zelldifferenzierung und Gewebeentwicklung hinweist (Legg, Jensen et al.
2003, Ghali, Wong et al. 2004). MCSP hat durch die Férderung der Zellmigration und
der epithelial-mesenchymalen Transition einen entscheidenden Einfluss auf die
maligne Progression, das Tumoruberleben und das Tumorwachstum (Yang, Price et al.
2004, Yang, Price et al. 2009). Durch seine Bedeutung in der Tumorgenese und der
Nachweisbarkeit auf Gber 85 % aller malignen Melanome ist es somit ein
vielversprechendes Tumorantigen flr eine zielgerichtete Tumortherapie (Campoli,
Chang et al. 2004).

1.6 Aufbau der bispezifischen Antikorper

Um die Funktionalitdt des entwickelten Therapiekonzepts im murinen und humanen
Modell zu zeigen, wurden zwei BiAk mit jeweils unterschiedlicher
Antigenbindungsstelle eingesetzt. Beide BiAk sind humanisierte monoklonale
Antikérper im 1gG-Format, die in einer Kollaboration mit der Firma Roche entwickelt
und von dieser zur Verfigung gestellt worden sind. Beide Antikdrper haben ein 2:1
Format und besitzen ein fragment antigen binding (Fab), welches humanes EGFRuvIII
bindet, sowie zwei Fab gegen das tumorspezifische Zielantigen. Im murinen Modell
wurden murine T-Zellen und der BiAk anti-EGFRVIII x anti-TYRP1 verwendet. Diese
anti-TYRP1-Doméne ist kreuzreaktiv gegen die murine und humane Antigenvariante.
Im humanen Modell wurden humane T-Zellen mit dem BiAk anti-EGFRvIII x anti-MCSP
verwendet, der sich gegen humanes MCSP richtet. Beide Antikdrper besitzen ein
modifiziertes fragment crystallizable (Fc), das die Bindung an Fc-y-Rezeptoren
erschwert. Diese Modifizierung verhindert damit die Aktivierung von Immunzellen tber
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC) sowie die Aktivierung des
Komplementsystems (Nimmerjahn, Gordan et al. 2015). Dies gewahrleistet, dass eine
eventuell nicht kontrollierbare unspezifische Aktivierung des Immunsystems
ausgeschlossen werden kann. Die Bedeutung der Fc-Fragmente liegt darin, dass sie
die Halbwertszeit des Antikdrpers im Blutkreislauf durch Bindung an neonatale Fc-
Rezeptoren (FcRn) signifikant erh6hen (Rath, Kuo et al. 2013). Bei Antikérpern im 1gG-
Format ist somit keine kontinuierliche Infusion notwendig.
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Abbildung 3: Darstellung der eingesetzten bispezifischen Antikérper

Beide Antikorper basieren auf einem IgG-Format und haben eine 2+1-Struktur. Sie sind bivalent fir das
tumorspezifische Antigen (TYRP1 bzw. MCSP) und monovalent fir die extrazellulare Domane des
Fusionsrezeptors (EGFRuvIII). Die Fc-Fragmente wurden zum Ausschluss von ADCC modifiziert.

1.7 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Anti-Tumor-Effektivitat Rezeptor-transduzierter T-Zellen mit
der Flexibilitat und Kontrollierbarkeit bispezifischer Antikorper zu kombinieren. In
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass SAR-T-Zellen in
Kombination mit BiAk funktionsfahig sind und zu einer spezifischen Anti-Tumor-
Aktivitat gegen Antigen-tberexprimierende Pankreaskarzinomzelllinien fihren. Darauf
aufbauend soll nun die Effektivitat von SAR-T-Zellen gegen Melanomzelllinien
untersucht werden. Neben einem Antigen-tberexprimierenden Modell soll dabei
insbesondere auch die Aktivitdt gegen endogen Antigen-exprimierende
Melanomzelllinien untersucht werden. Hierzu wurden die folgenden Ziele formuliert:

1. Generierung der TYRP1-tberexprimierenden Tumorzelllinie YUMM1.1TYRP

2. Untersuchung der Funktionalitdt von anti-EGFRuvIII x anti-TYRP1 am Beispiel
von YUMML.1TYRP

e Zytokinsekretion und Zytotoxizitat muriner E3-T-Zellen
e Proliferation muriner E3-T-Zellen
e Einfluss auf den Phanotyp der E3-T-Zellen

3. Untersuchung der Funktionalitéat von anti-EGFRvIII x anti-TYRP1 am Beispiel
der endogen TYRP1-exprimierenden Tumorzelllinie B16F10

e Zytokinsekretion und Zytotoxizitat muriner E3-T-Zellen
e Proliferation muriner E3-T-Zellen
e Einfluss auf den Phanotyp der E3-T-Zellen

4. Untersuchung der Funktionalitéat von anti-EGFRvIII x anti-MCSP am Beispiel
der endogen MCSP-exprimierenden Tumorzelllinien A375 und MV3

e Zytokinsekretion und Zytotoxizitat humaner E3-T-Zellen
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2 Material und Methoden
2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien
2.1.1 Gerate

Tabelle 1

Hersteller

Herkunft

Alpha Imager HP

Alpha Innotech

Kasendorf, Deutschland

Analysenwaage ENTRIS224-1S

Sartorius

Gottingen, Deutschland

Sicherheitswerkbank HeraSAFE KS

Heraeus,
ThermoFischerScientific

Massachusetts, USA

Zentrifuge 5418r

Eppendorf

Hamburg, Deutschland

Zentrifuge Rotina 420R

Hettich GmbH

Tuttlingen, Deutschland

CO2 - Inkubator (BD6220)

Heraeus,
ThermoFischerScientific

Massachusetts, USA

FACSCanto Il

BD Biosciences

New Jersey, USA

Gerlingen-Schillerhdhe,

Kihlschranke 4 °C und -20 °C Bosch
Deutschland
Neubauer-Zéhlkammer MTG GmbH Bruckberg, Deutschland
Heraeus,

HERAfreeze™ HFU T Series

ThermoFischerScientific

Massachusetts, USA

Laborabzug 2-453-JAND

Kdéttermann Systemlabor

Hanigsen, Deutschland

Thermoschiittler Innova44

New Brunswick Scientific,
Eppendorf

Hamburg, Deutschland

Mikroskop Axiovert 40C

Carl Zeiss Microscopy GmbH

Jena, Deutschland

MiniMACS, QuadroMACS

Miltenyi

Bergisch Gladbach,
Deutschland

Mithras Ib 940

Berthold Technologies

Bad Wildbad,
Deutschland

Multifuge 3L-R, X3 und 4KR

Heraeus,
ThermoFischerScientific

Massachusetts, USA

Mr. Frosty ™ Gefrierbehalter

ThermoFischerScientific

Massachusetts, USA

Nanodrop 2000c

ThermoFischerScientific

Massachusetts, USA

Pipetus

Hirschmann

Eberstadt, Deutschland

PowerPac™ Universal Netzgerat

Bio-Rad Laboratories

Miinchen, Deutschland

Research plus Pipetten Eppendorf Hamburg, Deutschland
Shaker DOS-10L NeoLAB Heidelberg, Deutschland

L . . Hessisch Oldendorf,
Sprout Minizentrifuge Biozym Deutschland
T3 Thermocycler Biometra Géttingen, Deutschland
Vortexer RS VA 10 Phoenix Garbsen, Deutschland
Thermomixer comfort Eppendorf Hamburg, Deutschland

: Hessisch Oldendorf,

GeneTouch Thermal Cycler Biozym Deutschland
Welch Vakuumpumpe Promega Wisconsin, USA
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2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2

Hersteller

Herkunft

Albumin Fraktion V (BSA)

Sigma-Aldrich

Steinheim,
Deutschland

BD Pharm Lyse Lysing Buffer

BD Biosciences

New Jersey, USA

Biocoll separating solution Biochrom Berlin, Deutschland
Calcium chloride Sigma-Aldrich Steinheim,
Germany

Count Bright, counting beads

LifeTechnologies

California, USA

CytoTox 96® Non-Radioactive

Cytotoxicity Assay Promega Wisconsin, USA

i i ; ; Steinheim,
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Deutschland
Dulbecco’s Phosphate Buffered . " .
Saline (PBS) PAA Pasching, Osterreich
Dynabeads Mouse T-Activator anti- .
CD3-anti-CD28 Invitrogen Massachusetts, USA
EcoRI NEB Massachusetts, USA
Ethanol 100 % Carl Roth GmbH Karlsruhe,

Deutschland

Ethylenediaminetetraacetic acid Steinheim,

(EDTA)

Sigma-Aldrich

Deutschland

FACSFlow, FACSSafe

BD Biosciences

New Jersey, USA

GeneJET Gel Extraction Kit

ThermoFischerScientific

Massachusetts, USA

GeneJET Genomic DNA Purification

ThermoFischerScientific

Massachusetts, USA

Kit
GeneJET Plasmid Miniprep Kit ThermoFischerScientific Massachusetts, USA
Heparin-sodium 2.500 IE /5 ml Braun AG Melsungen,
Deutschland
. . Steinheim,
HEPES Sigma-Aldrich Deutschland
Isofluran CP PHARMA Burgdorf, Deutschland
Karlsruhe,
LB Agar Carl Roth GmbH Deutschland
LB Medium Carl Roth GmbH Karlsruhe,
Deutschland
: Hessisch Oldendorf,
LE Agarose Biozym Deutschland
Notl NEB Massachusetts, USA
. . Steinheim,
Polybrene Sigma-Aldrich Deutschland
Q5 High-Fidelity DNA Polymerase NEB Massachusetts, USA
Q5 High GC Enhancer NEB Massachusetts, USA
RetroNectin TaKaRa Kyoto, Japan

RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit

ThermoFischerScientific

Massachusetts, USA

RNeasy Mini Kit Qiagen Hilden, Deutschland

SERVA DNA Stain Clear G SERVA Heidelberg,
Deutschland

Natriumchlorid Sigma-Aldrich Steinheim,

Deutschland

Schwefelsaure

Apotheke Innenstadt

LMU Miinchen,
Deutschland

Trypanblau

Sigma-Aldrich

Steinheim,
Deutschland
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Tween 20

Carl Roth GmbH

Karlsruhe,
Deutschland

ZombieDye Aqua

BioLegend

Kalifornien, USA

2.1.3 Puffer

Tabelle 3

100 ml ddH20, pH 6,76

1,6 g NaCl . .
Transfektionspuffer 74 mg KClI Blockpuffer ﬁ]‘?dﬁlbgmln Fraktion v
50 mg Na2HPO4 2
1 g HEPES
. . 100 ml ddH20 2 ml PBS
Calciumchloridpuffer 2,7 g Calciumchlorid (2,5 M) Waschpuffer 25 mM Hepes
1000 ml PBS
MACS-Puffer 5 ml FBS FACS-Puffer 180%'2:;888
2 mM EDTA
2.1.4 Zellkultur
2.1.4.1 Reagenzien
Tabelle 4
Hersteller Herkunft
Blasticidin InvivoGen Kalifornien, USA
Dulbecco’s modified Eagles medium (DMEM) PAA Pasching, Osterreich
HEPES-Buffer 1 M Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland

Fetal bovine serum (FBS)

Gibco Products

New York, USA

L-Glutamin 200 mM

PAA

Pasching, Osterreich

MEM Non-essential amino acids (NEAA, 100 x)

Gibco Products

New York, USA

Natrium-Pyruvat PAA Pasching, Osterreich
Phosphate-buffered Saline (PBS) PAA Pasching, Osterreich
Penicillin/ Streptomycin (100 x) PAA Pasching, Osterreich
Puromycin InvivoGen Kalifornien, USA
Roswell Park Memory Institute (RPMI) PAA Pasching, Osterreich
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Trypsin (10 x) PAA Pasching, Osterreich
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2.1.4.2 Zellmedien

Tabelle 5

Murines T-Zell-
Medium

RPMI 1640

10 % FBS

2 mM L-Glutamin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
1 mM Natrium-Pyruvat
0,1 % HEPES

Humanes T-Zell-
Medium

RPMI 1640 VLE

2,5 % humanes Serum

2 mM L-Glutamin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
1 mM Natrium-Pyruvat

1% MEM-NEAA

RPMI Vollmedium

RPMI 1640

10 % FBS

2 mM L-Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

DMEM Vollmedium

DMEM

10 % FBS

2 mM L-Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

DMEM Vollmedium

RPMI Vollmedium ohne

Selektionsmedium Purom_qu Zytoxizitatsmedium Phenolrot
Blasticidin
L . 90 % FBS
Einfriermedium 10 % DMSO
2.1.4.3 Zelllinien
Tabelle 6
Medium Zelltyp Organismus
Murine T-Zellen Murines T-Zell-Medium T-Zellen murin
B16 F10 DMEM Vollmedium Melanomzelllinie murin
PancOva DMEM Vollmedium OvalbumlnexprlmlerenQe_ murin
Pankreaskarzinomzelllinie
DMEM Vollmedium mit 1 % - .
YUMM1.1 MEM-NEAA Melanomzelllinie murin
Humane T-Zellen Humanes T-Zell-Medium T-Zellen human
A375 DMEM Vollmedium Melanomzelllinie human
MV3 RPMI Vollmedium Melanomzelllinie human
Panc1 DMEM Vollmedium Pankreaskarzinomzelllinie human
Platinum-E Selektionsmedium Retrovirale - human
Verpackungszelllinie
Platinum-A Selektionsmedium Retrovirale human

Verpackungszelllinie
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2.1.4.4 Antikorper
Tabelle 7
Konzentration Klon Hersteller Herkunft
Anti-mouse CD3¢ 0,5 mg/ml 145-2C11 BD Pharmingen BZ\X Jersey,
Anti-mouse CD28 0,5 mg/ml 37.51 BD Pharmingen sg\lx Jersey,
Anti-mouse-CD69 0,2 mg/ml H1.2F3 Biolegend Sgr'IADiego,
Anti-mouse CD279 (PD-1) 0,2 mg/ml 29F.1A12 Biolegend Sgr/lo\Diego,
Anti-mouse-CD3 0,2 mg/ml 17A2 Biolegend 3gr/lo‘Diego,
Anti-mouse-lgG 0,5 mg/ml Poly4053 Biolegend Sngiego,
Anti-EGFR (Cetuximab) 10 mg/ml éﬁ’gg;}i"deem’ oy ponehen,
Anti-CD20 (Rituximab) 5 mg/ml Roche Basel
Anti-human-EGFR 0,5 mg/ml AY13 Biolegend Sngiego,
?\r(llt:izianiouse/human 0,2 mg/ml TA99 Novus Biologicals Sgr:ennial,
2.1.45 Zytokine
Tabelle 8
Katalognummer Hersteller Herkunft
Rekombinantes humanes IL-2 200-02 Preprotech Rocky Hill, USA
Rekombinantes humanes IL-15 200-15 Preprotech Rocky Hill, USA

2.1.4.6 Primer

Tabelle 9

TYRP murine Primer Top

5-ATT AGC GGC CGC GCC ACC ATG AAATCT TAC AAC GTC
CTC CCC-3

TYRP murine Primer Bottom

5-ATTA GAATTC TCA GAC CAT GGA GTG GTT AGG ATT C-
3

2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Allgemeines Vorgehen

Samtliche Zellen wurden in halbgeschlossenen Zellkulturflaschen bei 37 °C, einer
Luftfeuchtigkeit von 95 % und einem CO»-Anteil von 5 % kultiviert. Die Zellen wurden in
regelmafigen Abstdnden je nach Konfluenz passagiert. Dabei wurden alle Zellen nach
vorherigem Waschen mit Phosphate buffered saline (PBS) unter Einsatz von Trypsin
abgel6st, mit Zugabe von Medium zentrifugiert und zu einem Teil wieder zuriick in die
Zellkulturflasche gegeben. Es erfolgte eine regelmaRige Kontrolle auf Mykoplasmen
mittels eines PCR-Nachweises.
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2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren der Zellen wurden funf Millionen Zellen in 0,9 ml fetal bovine serum
(FBS) zusammen mit 0,1 ml DMSO in Kryoréhrchen Uberfiihrt. Diese wurden
anschlie3end sofort in einem Mr. Frosty™ Gefrierbehalter in einen -80 °C
Gefrierschrank gestellt und eingefroren. Zum Auftauen wurden die gefrorenen Zellen
so schnell wie moglich in 20 ml des jeweiligen Mediums Uberfuhrt, abzentrifugiert und
in einer steril verpackten Zellkulturflasche mit frischem Medium resuspendiert.

2.2.1.3 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mithilfe einer Trypanblaufarbung der Zellen bestimmt, wobei vitale
Zellen mikroskopisch erkannt und mithilfe einer Neubauer-Zellkammer gezahit wurden.
Unter Anwendung der folgenden Formel konnte daraufhin die Gesamtzahl der Zellen
berechnet werden:

Zellzahl/ml = Anzahl gezahlter Zellen x 10 X 103 x 10

Anzahl der Quadranten

Verdunnungsfaktor Berechnungsfaktor ~ Umrechnung in ml
der Z&hlkammer

2.2.2 Generierung einer TYRP1-Uberexprimierenden Tumorzelllinie

Zur Isolierung der RNA wurden zunachst 10° B16F10-Zellen mit Trypsin von der
Zellkulturplatte geldst. Es folgte die eigentliche RNA-Isolierung mit dem RNeasy Mini
Kit. Dabei wurden alle Schritte nach Anleitung durchgefiihrt und die Proben nach
Moglichkeit wahrend des gesamten Verfahrens kuhl gelagert. Das Umschreiben der
gewonnenen mMRNA in cDNA erfolgte darauhin mit dem RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit von Thermo Scientific. Die Proben wurden dabei nach Anleitung
vorbereitet und fiir 60 Minuten bei 42 °C im GeneTouch Thermal Cycler inkubiert. Im
nachsten Schritt wurde das Reaktionsgemisch nach folgender Tabelle vorbereitet und
fur die PCR nach Anleitung im GeneTouch Thermal Cycler inkubiert:

Tabelle 10

Menge Reagenz

10 pl Reaktionspuffer

1ul dNTP

2,5 ul Forward Primer

2,5 ul Reverse Primer

2 ul DNA

0,5 ul Q5 HF DNA-Polymerase
10 pl Q5 High GC Enhancer
21,5l Nuklease-freies Wasser

Fur die Ligation von Vektor und Insert wurde der retrovirale Vektor pMP71 verwendet,
der eine Ampicillin-Resistenz besitzt. Vektor und Insert wurden mit
Restriktionsenzymen an den Schnittstellen Notl und EcoRI geschnitten und nach
Aufreinigung mithilfe einer T4 Ligase verbunden. Diese Schritte erfolgten nach
Anleitung der Hersteller. Zur daraufhin folgenden Transformation wurden Mach1-
Bakterien verwendet. Die Bakterien wurden nach Zugabe des Plasmids fur 10 Minuten
auf Eis gelagert, um die Anlagerung an die Zellmembran zu gewdhrleisten. Durch
einen Hitzeschock bei 42 °C fir 45 Sekunden konnte die DNA ins Innere des
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Bakteriums gelangen. Nach kurzer Kiihlung auf Eis wurden die Bakterien zun&chst fir
60 Minuten bei 37 °C in LB Medium ohne Ampicillin inkubiert. Es folgte das Auftragen
auf LB Agarplatten mit Ampicillin und eine Inkubation bei 37 °C fir 12-16 Stunden.
Nach Anwachsen von Bakerienkolonien, wurden diese in 5 ml LB Medium mit
Ampicillin fir 12 Stunden bei 37 °C inkubiert. Zur Isolierung der Plasmide wurde das
GenelJet Plasmid Miniprep Kit nach der enthaltenen Anleitung verwendet. Die
erhaltenen Proben wurden zunachst erneut mit Restriktionsenzymen an den
Schnittstellen Notl und EcoRI geschnitten. Nach Herstellung eines Agarose-Gels (TE-
Puffer mit 1,5 % Agarose), wurden die Proben mit loading dye in einem Verhaltnis von
4:1 gemischt und hinzugegeben. Die Gelelektrophorese wurde fir 40 Minuten bei 90
Volt durchgefiihrt und konnte daraufhin durch Vergleich mit der standardisierten DNA-
Leiter ausgelesen werden. Die DNA der vielversprechenden Proben wurde aus dem
Agarosegel isoliert. Die Sequenzierung der Proben wurde daraufhin mit dem Eurofins
Sequencing Kit unter Zugabe von Primern, die das Insert einrahmen, durchgefiihrt.

Zur Transduktion von YUMMZ1.1-Melanomzellen wurden zunachst Platinum-E Zellen in
einer 6 well Multiwellplatte mit einer Konzentration von ein bis zwei Millionen
Zellen/well in DMEM Vollmedium ausgesat, sodass am nachsten Tag eine Konfluenz
von 50 bis 70 % erreicht wurde. 18 pug der TYRP1-DNA wurden mit 15 pl
Calciumchlorid vermischt und mit destilliertem Wasser (ddH-0) auf 150 ul aufgefllit.
Diese Loésung wurde daraufhin mit 150 pl Transfektionspuffer vermischt und nach einer
Inkubationszeit von 30 Minuten bei Raumtemperatur auf die ausgesaten Platinum-E
Zellen getropft. Nach sechststiindiger Inkubationszeit wurde das Medium durch
frisches DMEM Vollmedium ersetzt. Eine passende Anzahl von wells einer 24 well
Multiwellplatte wurde mit jeweils 400 uyl Retronectin bedeckt und tber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Diese Platte wurde nun mit Blockpuffer beftllt und fir 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Nach dem Waschen der Platte mit Waschpuffer wurde der zentrifugierte
Virustberstand der Platinum-E Zellen auf die Platte gegeben und bei 3000 x g fir 90
Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Es folgte die Aussaat von 5 x 10° YUMM1.1-Zellen/ml in
DMEMS3+ mit 4 ug/ml Polybrene und eine Zentrifugation bei 800 x g und 32 °C fiir 30
Minuten. Nach 8 Stunden wurde das Medium aufgrund der Zyotoxizitéat des Polybrene
durch DMEM3+ ersetzt und die Zellen fiir 48 Stunden bei 37 °C inkubiert.

2.2.3 Isolierung und Transduktion muriner T-Zellen

Das Protokoll zur retroviralen Transduktion muriner T-Zellen erstreckt sich tiber einen
Zeitraum von funf Tagen und wird deshalb im Folgenden ebenfalls tageweise
dargestellt.

Tag 1: Platinum-E Zellen wurden in einer 6 well Multiwellplatte mit einer Konzentration
von ein bis zwei Millionen Zellen/well in DMEM Vollmedium ausgesat, sodass am
nachsten Tag eine Konfluenz von 50-70 % erreicht wurde.

Tag 2: 18 ug der jeweiligen DNA wurden mit 15 yl Calciumchlorid vermischt und mit
ddH»0 auf 150 ul aufgefiillt. Diese Losung wurde daraufhin mit 150 pl
Transfektionspuffer vermischt und nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei
Raumtemperatur auf die ausgesaten Platinum-E Zellen getropft. Nach sechststindiger
Inkubationszeit wurde das Medium durch frisches DMEM Vollmedium ersetzt.

Tag 3: Aus einer C57 BI/6 Maus wurde eine Milz entnommen und nach Lyse der
Erythrozyten eine Einzelzellsuspension der Splenozyten erstellt. Diese wurden
daraufhin fur 24 Stunden in einer Konzentration von 2 x 10° Zellen/ml in RPMI
Vollmedium resuspendiert und unter Zugabe von 10 1U/ml IL-2, 0,05 mM -
Mercaptoethanol, 0,5 pg/ml anti-CD-3-Antikérper und 0,1 pg/ml anti-CD-28-Antikorper
fir 24 Stunden inkubiert. Am gleichen Tag wurde eine passende Anzahl von wells der
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24 well Multiwellplatte mit jeweils 400 ul Retronectin bedeckt und Giber Nacht bei 4 °C
inkubiert.

Tag 4: Diese Platte wurde nun mit Blockpuffer befullt und fiir 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Nach dem Waschen der Platte mit Waschpuffer wurde der zentrifugierte
ViruslUberstand der Platinum-E Zellen auf die Platte gegeben und bei 3000 x g fir 90
Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Die Platinum-E Zellen wurden erneut mit murinem T-
Zell-Medium inkubiert. Nach der Zentrifugation und Entfernung des Virusiiberstandes
wurden die Splenozyten auf eine Konzentration von 10°® Zellen/ml in murinem T-Zell-
Medium eingestellt und nach Zugabe von 0,05 mM -Mercaptoethanol, 10 IU/ml IL-2
und 1,3 10° anti-CD3-anti-CD28 Dynabeads /ml auf die Platte gegeben. Es folgte eine
Zentrifugation bei 800 x g und 32 °C fur 30 Minuten, woraufhin die Zellen bis zum
nachsten Tag inkubiert wurden.

Tag 5: Erneut wurde der zentrifugierte Virusiiberstand von den Platinum-E-Zellen auf
die T-Zellen gegeben und diese daraufhin bei 800 x g und 32 °C fir 90 Minuten
zentrifugiert. Nach 6 Stunden konnte die Transduktionseffizienz mittels
Durchflusszytometrie ermittelt und die Zellen in RPMI Vollmedium unter Zugabe von
0,05 mM B-Mercaptoethanol und 5 IU/ml IL-15 inkubiert werden.

2.2.4 Isolierung und Transduktion humaner T-Zellen

Das Protokoll zur retroviralen Transduktion humaner T-Zellen erstreckt sich tGiber einen
Zeitraum von sechs Tagen und wird deshalb im Folgenden ebenfalls tageweise
dargestellt.

Tag 1: Platinum-A Zellen wurden in einer 6 well Multiwellplatte mit einer Konzentration
von ein bis zwei Millionen Zellen/well in DMEM Vollmedium ausgesat, sodass am
nachsten Tag eine Konfluenz von 50 bis 70 % erreicht wurde. Eine 6 well
Multiwellplatte wurde mit 2 ug/ml anti-human CD3 und 2 ug/ml anti-human CD28 in 1,2
ml PBS/well bedeckt. Die Platte wurde Uber Nacht bei 4 °C gelagert.

Tag 2: 18 ug der jeweiligen DNA wurden mit 15 yl Calciumchlorid vermischt und mit
ddH-0 auf 150 ul aufgefiillt. Diese Losung wurde daraufhin mit 150 pl
Transfektionspuffer vermischt und nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei
Raumtemperatur auf die ausgesaten Platinum-A-Zellen getropft. Nach sechststiindiger
Inkubationszeit wurde das Medium durch frisches DMEM Vollmedium ersetzt. Die
Spritzen wurden vor der Blutentnahme mit 5 IlU Heparin-Natrium/ml Blut befullt. Jeweils
25 ml des entnommenen Blutes wurden mit 20 ml Natriumchlorid verdiinnt. Auf 15 ml
Biocoll wurden in einem Falcon nun langsam 30 ml des Blut-NaCl-Gemisches
hinzugegeben. Dieses Falcon wurde bei Raumtemperatur fir 20 Minuten bei 1000 x g
ohne Bremse zentrifugiert. Die peripheral blood mononuclear cells (PBMC) lagerten
sich nun als weil3liche Schicht zwischen Plasma und Biocoll ab. Sie wurden in ein
frisches Falcon Uberfihrt und in einem Verhaltnis von 1:10 mit Natriumchlorid verdinnt.
Es folgte eine Zentrifugation bei Raumtemperatur fur 15 Minuten bei 520 x g. Der
Uberstand wurde abgeschiittet und die Zellen gezahlt. Um die CD3-positiven Zellen
mittels magnetic-activated cell sorting (MACS) zu isolieren wurden die PBMC nun mit
80 ul kaltem MACS-Puffer und 20 pl anti-human CD3 MACS beads pro 107 Zellen
gemischt und fur 15 Minuten bei 4 °C gelagert. Daraufhin wurden 2 ml kalter MACS-
Puffer pro 107 Zellen hinzugegeben und die Mischung bei 4 °C fir 10 Minuten bei 300
x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgeschiittet und das Zellpellet mit 500 pl
kaltem MACS-Puffer resuspendiert, bevor es in die LS-Saule des MACS-Kits gegeben
wurde. Die Saule wurde drei Mal mit jeweils 3 ml kaltem MACS-Puffer mit
magnetischem Kontakt gespilt. Danach konnten die CD3-positiven Zellen mit 5 ml
MACS-Puffer unter Entfernung des Magneten aus der Saule gespult werden. In der
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Zwischenzeit wurde die 6 well Multiwellplatte von Tag 1 fur 30 Minuten mit 1,5 ml PBS
+ 10 % FBS/well befllt. Daraufhin konnten die CD3-positiven Zellen nun in einer
Konzentration von 10 Zellen/ml unter Zugabe von 20 ng/ml IL-2, 5 ng/ml IL-15, 0,05
mM B-Mercaptoethanol und 3,3 x 10° humanen anti-CD3-anti-CD28 Dynabeads/ml in
humanem T-Zell-Medium resuspendiert und fur 48 Stunden bei 36 °C inkubiert werden.

Tag 3: Es wurde eine passende Anzahl von wells einer 24 well Multiwellplatte mit
jeweils 400 pl Retronectin bedeckt und tGber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Tag 4: Diese 24 well Multiwellplatte wurde nun mit Blockpuffer befillt und fur 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Retronectin wurde in eine zweite 24 well
Multiwellplatte tberfuhrt und bei 4 °C inkubiert. Nach dem Waschen der geblockten
Platte mit Waschpuffer wurde der zentrifugierte Virustiberstand der Platinum-A-Zellen
auf die Platte gegeben und bei 3000 x g fir 90 Minuten bei 32 °C zentrifugiert. Die
Platinum-A-Zellen wurden erneut mit humanem T-Zell-Medium inkubiert. Nach der
Zentrifugation und Entfernung des Virusiberstandes wurden die aktivierten T-Zellen
von Tag 2 auf eine Konzentration von 0,5 x 10® Zellen/ml in humanem T-Zell-Medium
eingestellt und nach Zugabe von 0,05 mM B-Mercaptoethanol, 20 ng/ml IL-2 und 5
ng/ml IL-15 auf die Platte gegeben. Es folgte eine Zentrifugation bei 800 x g und 32 °C
fir 30 Minuten, woraufhin die Zellen bis zum nachsten Tag bei 37 °C inkubiert wurden.

Tag 5: Die erneut mit Retronectin befiillte 24 well Multiwellplatte wurde nun mit
Blockpuffer befiillt und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem
Waschen der geblockten Platte mit Waschpuffer wurde der zentrifugierte
Virusiberstand der Platinum-A-Zellen auf die Platte gegeben und bei 3000 x g fur 90
Minuten bei 32 °C zentrifugiert. Die T-Zellen vom vorherigen Tag wurden nun auf diese
Platte gegeben und fur 24 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Tag 6: Die Transduktionseffizienz der humanen T-Zellen wurde mit einem
fluorescence-activated cell sorter (FACS) bestimmt. Zur weiteren Kultivierung wurden
die Zellen jeden zweiten Tag auf eine Konzentration von 108 Zellen/ml in humanem T-
Zell-Medium unter Zugabe von 20 ng/ml IL-2, 5 ng/ml IL-15 und 0,05 mM -
Mercaptoethanol eingestellt.

2.3 Funktionelle Assays
2.3.1 Stimulationsassays

Bei samtlichen Versuchen wurden 2 x 10* Tumorzellen pro well in Zellkulturplatten im
96 well Format ausplattiert. Je nach Experiment wurden variierende Konzentrationen
von T-Zellen in murinem beziehungsweise humanem T-Zell-Medium hinzugegeben
und fir 48 Stunden inkubiert. Wenn nicht anders angegeben, liegt das verwendete
Verhaéltnis von Effektor- zu Zielzellen bei 10:1. Es folgte die Abnahme des Uberstandes
und Messung der IFN-y-Konzentration mittels ELISA.

2.3.2 ELISA

Fur diese Arbeit wurden ELISA Kits von BD Biosciences entsprechend der Anleitung
verwendet. Dieses System basiert auf der Sandwich-ELISA Methode und verwendet
eine Meerrettichperoxidase (HRP) zur Umsetzung des Substrats und Vermittlung eines
Farbumschlags. Zur Interpretation der Ergebnisse wurde eine Standardkurve auf
Grundlage des gegebenen Zytokinstandards erstellt. Die Fluoreszenz wurde mit dem
Mithras Mikroplattenreader ausgelesen und mit Microsoft Excel und GraphPad Prism
analysiert.
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2.3.3 Zytotoxizitatsassays

Nach Auftragen von 2 x 10* Tumorzellen in 96 well Multiwellplatten wurden 2 x 10° T-
Zellen fur ein Verhaltnis von 10:1 in Zytotoxizitdtsmedium hinzugegeben und fir 14 bis
16 Stunden bei 37 °C inkubiert. Bei Experimenten mit einem anderen Verhaltnis von
Effektor- zu Zielzellen, veranderte sich nur die Zahl der T-Zellen entsprechend. Zum
Auslesen wurde der Uberstand abgenommen und die LDH-Konzentration mittels eines
Zytotoxizitatskits gemessen. Die Zytotoxizitat wurde mittels folgender Formel bestimmt:

. Experiment - Effektorzellen spontan - Zielzellen spontan
Zytotoxizitat in % = - - - x 100
Zielzellen Maximum - Zielzellen spontan

Die Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism 6.

2.3.4 Durchflusszytometrie

Mit dem Durchflusszytometer werden Zellen einzeln durch verschiedene Laser
bestrahlt, sodass aus dem entstehenden Streulicht Rickschliisse auf die Zellgré3e und
-granularitat gezogen werden kdnnen. Zusatzlich kann durch die Anregung von
Fluoreszenzfarbstoffen auch die Intensitat des emittierten Fluoreszenzsignals
gemessen werden. Dies ermoglicht es, Zellen mit Fluoreszenzstoff-gekoppelten
Antikdrpern zu binden und dadurch auf eine Vielzahl weiterer Eigenschaften zu
untersuchen. In dieser Arbeit richteten sich die Antikdrper in erster Linie gegen
Oberflachenproteine der Zellen, die Informationen Uber die Zellart, -vitalitat und -
aktivierung geben. Zur Farbung wurden die Zellen fir 30 Minuten bei 4 °C gelagert und
daraufhin mit PBS gewaschen.

2.3.5 Proliferationsassays

Es wurden 2 x 10* Tumorzellen pro well in Zellkulturplatten im 96 well Format
ausplattiert. Nach 6 Stunden wurden 2 x 10° T-Zellen in Kombination mit der jeweiligen
Konzentration des BiAk hinzugegeben. Nach Bestimmung der Ausgangszellzahl mit
counting beads im Durchflusszytometer wurden die Zellen an jedem Zeitpunkt (24
Stunden, 48 Stunden) zunachst mit FACS-Antikorpern gefarbt, um bei der spateren
Auswertung die T-Zellen bestimmen zu kénnen. Daraufhin wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und die Zellzahl mithilfe von counting beads im Durchflusszytometer
bestimmt. Nun konnte durch Division der Zellzahl zum Zeitpunkt x durch die Zellzahl
zum Zeitpunkt O die relative Veranderung und somit Proliferation der T-Zellen zum
Ausgangswert errechnet werden.

2.4 Statistische Auswertung

Zur statischen Auswertung wurde die Software GraphPad Prism verwendet. Die
Signifikanz wurde mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests ermittelt. Ab einem p-
Wert < 0,05 wurde dabei von einer statistischen Signifikanz ausgegangen. Die
Ergebnisse werden als Mittelwerte der Triplikate eines repréasentativen Versuchs
angegeben. Die Fehlerbalken entsprechen dabei dem standard error of the mean
(SEM).
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3 Ergebnisse
3.1 Anti-EGFRVIII x anti-TYRP1-bispezifische Antikdrper
3.1.1 Generierung einer TYRP1-Uberexprimierenden Melanomzelllinie

Eine Untersuchung der murinen YUMM1.1-Melanomzelllinie mittels
Durchflusszytometrie zeigte eine kaum messbare Expression des Zielantigens TYRP1.
Daraufhin wurde durch retrovirale Transduktion eine TYRP1-Uberexprimierende
YUMML1.1-Melanomzelllinie generiert, die im Folgenden als YUMM1.1TYRP
bezeichnet wird. Nach erfolgreicher Transduktion zeigte sich im Durchflusszytometer
eine starke Fluoreszenz der mit einem FITC-anti-mouse-TYRP1 gefarbten
Melanomzellen (Abbildung 4).

1007 YUMM1.1 YUMM1.1TYRP
BU':
60':
-’-1[]':

209

Prozentualer Anteil an der max. Zellzahl

10 0 10° 10 10
FITC-A

Abbildung 4: Expression von TYRP1 auf untransduzierten und transduzierten YUMM1.1-
Melanomzellen im Durchflusszytometer

Die Tumorzellen wurden zunéchst von anti-TYRP1-Antikbrpern gebunden. Zur Auswertung im
Durchflusszytometer wurde daraufhin ein FITC-markierter Sekundarantikdrper verwendet.

3.1.2 Murine E3-T-Zellen in Kokultur mit anti-EGFRvVIII x anti-TYRP1 und
YUMML1.1TYRP
3.1.2.1 Spezifische Aktivierung der E3-T-Zellen durch YUMM1.1TYRP

Um die spezifische Aktivierung der E3-transduzierten T-Zellen in Kombination mit
Melanomzellen und anti-EGFRvIII x anti-TYRP1 zu untersuchen, wurde die IFN-y-
Konzentration im Uberstand von Kokulturen mit YUMM1.1TYRP-Melanomzellen
gemessen. Als Kontrollen dienten T-Zellen, die mit einem gekuirzten Fusionsrezeptor
transduziert wurden (E3del), sowie untransduzierte T-Zellen (UT), denen der komplette
Fusionsrezeptor fehlte. Dies stellte sicher, dass jegliche beobachtete T-Zell-Aktivierung
ausschlie3lich durch den vollstandigen E3-Fusionsrezeptor vermittelt wurde. Als
Kontrolle der spezifischen Bindung an die Zielzellen dienten PancOva-
Pankreastumorzelllinien, die TYRP1 als Melanomzell-spezifischen Marker nicht auf
ihrer Oberflache exprimieren. In allen Stimulationsexperimenten wurde zudem der anti-
EGFR-Antikorper Cetuximab als Positivkontrolle verwendet, welcher unmittelbar an
EGFRuvIIl des Fusionsrezeptors bindet und die E3-T-Zellen aktiviert. Um eine
unspezifische Aktivierung auszuschliel3en, wurde der anti-CD20-Antikérper Rituximab
als Isotypenkontrolle verwendet. E3-T-Zellen in Kokultur mit TYRP1-
Uberexprimierenden YUMM1.1TYRP-Melanomzellen und anti-EGFRVvIII x anti-TYRP1
zeigten eine spezifische IFN-y-Ausschittung (Abbildung 5). Die Aktivierung war dabei
abhangig von der verwendeten Konzentration des BiAk. E3del-transduzierte T-Zellen
und untransduzierte T-Zellen zeigten unabhangig von der Antikdrperkonzentration



Ergebnisse 21

keine Aktivierung. PancOva-Zellen, die kein TYRP1-Antigen exprimieren und somit
keine Bindestelle fur anti-EGFRvIII x anti-TYRP1 bieten, fihrten ebenfalls zu keiner T-
Zell-Aktivierung. Als Schlussfolgerung dieser Ergebnisse wurde in allen folgenden
Kokulturexperimenten mit anti-EGFRVIII x anti-TYRP1, wenn nicht anders beschrieben,
eine Antikdrperkonzentration von 1 ug/ml verwendet.
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E3 E3del uT
YUMM1.1TYRP + + + + + - - - - - 4+ + + + - - - -

Interferon-y (pg/ml)

PancOva - - - - - 4+ + - - - - - - -+ o+ - -

Cetuximab (pg/ml) - - - - - - - - 10 - - - - - - - - 10

Rituximab (pg/ml) - - - - - - - - - 10 - - - - - - - - 10

Abbildung 5: Konzentrationsabhangige Aktivierung muriner E3-T-Zellen durch anti-EGFRVIII x anti-
TYRP1 und YUMM1.1TYRP

Messung der IFN-y-Konzentration im Uberstand mittels ELISA nach Kokultur (iber 48 Stunden. Die
Abszisse zeigt die verwendeten Zellen und Antikdrper. Gezeigt sind die Mittelwerte der Triplikate eines
reprasentativen Versuchs. Dargestellt ist der SEM. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt. Die p-Werte
wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch
signifikant gewertet.

Bei gleicher Konzentration des BiAk fuhrte eine niedrigere Zahl transduzierter E3-T-
Zellen im Verhaltnis zu YUMML1.1TYRP zu einer geringeren Ausschuittung von IFN-y
und somit zu einer schwécheren T-Zell-Aktivierung (Abbildung 6). In allen Kokultur-
Experimenten wurde in Folge, wenn nicht anders beschrieben, ein Effektor-Zielzell-
Verhaltnis von 10:1 verwendet.
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Abbildung 6: Aktivierung muriner E3-T-Zellen durch anti-EGFRvIII x anti-TYRP1 und YUMM1.1TYRP
in Abhéangigkeit von der eingesetzten Zellzahl

Messung der IFN-y-Konzentration im Uberstand mittels Elisa nach Kokultur tiber 48 Stunden. Die Abszisse
zeigt das eingesetzte Verhéltnis von T-Zellen zu Tumorzellen. Gezeigt sind die Mittelwerte der Triplikate
eines reprasentativen Versuchs. Dargestellt ist der SEM. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt. Die p-
Werte wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant gewertet.

3.1.2.2 Spezifische Zytotoxizitat gegen YUMM1.1TYRP

Nachdem gezeigt werden konnte, dass anti-EGFRvVIII x anti-TYRP1 die E3-
transduzierten T-Zellen spezifisch aktivieren kann, wurde die Zytotoxizitat der T-Zellen
bestimmt. In Kokulturen mit E3-T-Zellen und YUMML1.1TYRP beziehungsweise
PancOva zeigte sich nach 16 Stunden eine spezifische Lyse von ungefahr 70 % der
Melanomzellen. Diese Lyse erfolgte ausschlief3lich nach Zugabe von anti-EGFRvIII x
anti-TYRP1 (Abbildung 7). Anti-EGFRUVIII x anti-TYRP1 vermittelte keine nennenswerte
Lyse der TYRP1-negativen PancOva-Zellen. Nur die T-Zellen, denen ein vollstandiger
E3-Fusionsrezeptor transduziert worden war, zeigten eine signifikante zytotoxische
Aktivitat.
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Abbildung 7: Zytotoxizitat der E3-T-Zellen in Kokultur mit anti-EGFRvIII x anti-TYRP1 und
YUMM1.1TYRP

Die Zytotoxizitat wurde mittels einer relativen LDH-Messung im Uberstand der Kokulturen nach 16
Stunden bestimmt. Dargestellt ist die spezifische Tumorlyse von YUMM1.1TYRP-Melanomzellen im
Vergleich zu TYRP1-negativen PancOva-Kontrollzellen. Die Abszisse zeigt die verwendeten Zellen und
Antikorper. Gezeigt sind die Mittelwerte der Triplikate eines reprasentativen Versuchs. Dargestellt ist der
SEM. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt. Die p-Werte wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten
t-Tests ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

Die Zytotoxizitat der E3-T-Zellen korrelierte dabei deutlich mit der Konzentration des
BiAk (Abbildung 8 A). Zudem zeigte die Zytotoxizitat ebenso wie die T-Zell-Aktivierung
eine Abhangigkeit von der Anzahl der E3-T-Zellen (Abbildung 8 B). Eine steigende
Anzahl an T-Zellen flhrte zu einer starkeren Zytotoxizitat. Eine Sattigung der
Zytotoxizitat durch eine steigende Anzahl an T-Zellen war nicht erkennbar.
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Abbildung 8: Abhangigkeit der Zytotoxizitat von der eingesetzten Konzentration von anti-EGFRvIII
x anti-TYRP1 und der Zellzahl

Die Zytotoxizitat wurde mittels einer relativen LDH-Messung im Uberstand der Kokulturen nach 16
Stunden bestimmt. A Abhé&ngigkeit der Tumorlyse von der Antikdrperkonzentration. B Abhangigkeit der
Tumorlyse vom Verhéltnis von Effektorzellen zu Zielzellen. Die Abszisse zeigt die eingesetzte
Konzentration des BiAk (A), beziehungsweise das Verhaltnis von T-Zellen zu Tumorzellen (B). Gezeigt
sind die Mittelwerte der Triplikate eines reprasentativen Versuchs. Dargestellt ist der SEM. Der Versuch
wurde drei Mal wiederholt. Die p-Werte wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests ermittelt.
Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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3.1.2.3 Einfluss von anti-EGFRvIII x anti-TYRP1 und YUMM1.1TYRP auf die T-
Zellproliferation

Um die Wirkung von anti-EGFRuvIII x anti-TYRP1 auf die T-Zellen genauer zu
untersuchen, wurde in einem néchsten Schritt die Proliferation der T-Zellen gemessen.
Mittels Durchflusszytometrie und counting beads wurde in den Kokulturen die Anzahl
aller CD3*-Zellen nach 0, 24 und 48 Stunden bestimmt. Daraufhin konnte der Faktor
berechnet werden, mit dem sich die Anzahl der T-Zellen im Vergleich zum Zeitpunkt O
veranderte (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Proliferation muriner T-Zellen in Kokultur mit anti-EGFRvIII x anti-TYRP1 und
YUMML1.1TYRP

Nach 0, 24 und 48 Stunden wurde im Durchflusszytometer die Anzahl der CD3*-T-Zellen mit counting
beads ermittelt und der jeweilige Proliferationsfaktor berechnet. Gezeigt ist somit das Vielfache der T-
Zellen im Verhaltnis zum Ausgangszeitpunkt 0. Die Abszisse zeigt die verwendeten Zellen und Antikorper.
Gezeigt sind die Mittelwerte der Triplikate eines reprasentativen Versuchs. Dargestellt ist der SEM. Der
Versuch wurde drei Mal wiederholt. Die p-Werte wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests
ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

Eine Proliferation der T-Zellen konnte nur beobachtet werden, wenn E3-T-Zellen
zusammen mit anti-EGFRvIII x anti-TYRP1 und YUMM1.1TYRP koinkubiert wurden.
Diese Proliferation zeigte sich bereits nach 24 Stunden und fihrte nach 48 Stunden zu
einer Erhdéhung der T-Zellzahl um das ungeféhr 1,3-fache im Vergleich zum Zeitpunkt
0. Jede andere Kombination flihrte nach spéatestens 48 Stunden zu einer Abnahme der
T-Zellzahl. Somit fihrte anti-EGFRvIII x anti-TYRP1 zu einer Proliferation und
langerem Uberleben der T-Zellen in vitro.

3.1.2.4 Phéanotypisierung der T-Zellen

Um die Aktivierung der T-Zellen auch im Durchflusszytometer nachzuweisen, wurde
die Expression des Oberflachenmolekils CD69 gemessen (Abbildung 10). CD69 ist ein
Marker fur eine frihe Aktivierung der T-Zellen. Die Expression wurde wie zuvor nach O,
24 und 48 Stunden gemessen. Es konnte gezeigt werden, dass anti-EGFRuvIII x anti-
TYRP1 die Expression von CD69 und somit eine Aktivierung der T-Zellen vermittelt.
Diese beschrankte sich spezifisch auf Kokulturen von E3-transduzierten T-Zellen mit
YUMM1.1TYRP-Melanomzellen. Es zeigte sich eine starke Zunahme der mittleren
Fluoreszenzintensitat in den ersten 24 Stunden und eine weitere Zunahme bis zum
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dritten Messzeitpunkt nach 48 Stunden. Jede andere gewéhlte Kombination von T-
Zellen, BiAk und Tumorzellen fuhrt zu keiner vergleichbaren Intensitdtszunahme und
somit zu keiner friihen Aktivierung der T-Zellen.
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Abbildung 10: CD69-Expression muriner T-Zellen in Kokultur mit anti-EGFRvIII x anti-TYRP1 und
YUMML1.1TYRP

Die Expression von CD69 auf den in Kokultur befindlichen T-Zellen wurde nach 0, 24 und 48 Stunden im
Durchflusszytometer gemessen und als MFI dargestellt. Die Abszisse zeigt die verwendeten Zellen und
Antikdrper. Gezeigt sind die Mittelwerte der Triplikate eines représentativen Versuchs. Dargestellt ist der
SEM. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt. Die p-Werte wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten
t-Tests ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

Um die T-Zellen genauer zu charakterisieren wurden sie auf die Expression von PD-1
untersucht. Es fand sich eine starke Koexpression mit CD69 auf ihrer Oberflache
(Abbildung 11). Diese wurde insbesondere durch eine Zunahme der mittleren
Fluoreszenzintensitat nach 24 Stunden deutlich. Nach 48 Stunden exprimierten auch
T-Zellen, die in Kontakt zu TYRP1-negativen PancOva-Tumorzellen waren, vermehrt
PD-1.
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Abbildung 11: PD-1-Expression muriner T-Zellen in Kokultur mit anti-EGFRuvIII x anti-TYRP1 und
YUMML1.1TYRP

Die Expression von PD-1 auf den in Kokultur befindlichen T-Zellen wurde nach 0, 24 und 48 Stunden im
Durchflusszytometer gemessen und als MFI dargestellt. Die Abszisse zeigt die verwendeten Zellen und
Antikdrper. Gezeigt sind die Mittelwerte der Triplikate eines reprasentativen Versuchs. Dargestellt ist der
SEM. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt. Die p-Werte wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten
t-Tests ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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3.1.3 Murine E3-T-Zellen in Kokultur mit anti-EGFRvIII x anti-TYRP1 und B16F10
3.1.3.1 Spezifische T-Zell-Aktivierung durch B16F10

Nachdem in Versuchen mit den TYRP1-tberexprimierenden YUMML1.1TYRP-
Melanomzellen die Funktionalitat des Konzepts gezeigt werden konnte, sollte nun ein
weniger artifizielles Modell untersucht werden. Hierfur wurde die B16F10-
Melanomzelllinie ausgewabhlt, welche endogen TYRP1 exprimiert. Kokulturen dieser
Melanomzellen mit anti-EGFRvIII x anti-TYRP1 und E3-T-Zellen flihrten ebenfalls zu
einer spezifischen E3-T-Zell-Aktivierung in Form einer IFN-y-Freisetzung. Auch in
diesem Modell zeigte sich eine Abhéngigkeit der Aktivierung von der Konzentration des
BiAk (Abbildung 12). Fir alle weiteren Versuche mit B16F10-Melanomzellen wurde auf
Grundlage dieses Versuchs eine Antikbrperkonzentration von 1 pg/ml gewahlt.
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Abbildung 12: Konzentrationsabh&ngige Aktivierung muriner E3-T-Zellen durch anti-EGFRVIII x
anti-TYRP1 und B16F10

Messung der IFN-y-Konzentration im Uberstand mittels Elisa nach Kokultur tiber 48 Stunden. Die Abszisse
zeigt die verwendeten Zellen und Antikdrper. Gezeigt sind die Mittelwerte der Triplikate eines
reprasentativen Versuchs. Dargestellt ist der SEM. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt. Die p-Werte
wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch
signifikant gewertet. ns = nicht signifikant.

Auch in Kokulturen mit B16F10-Melanomzellen zeigte sich ein Einfluss der E3-T-
Zellzahl auf die IFN-y-Freisetzung (Abbildung 13). So wurde die starkste T-Zell-
Aktivierung bei einem Effektor-Zielzell-Verhaltnis von 10:1 beobachtet. In den
folgenden Versuchen wurde deshalb auch ein Verhdltnis von T-Zellen- zu Tumorzellen
von 10:1 gewahlt.
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Abbildung 13: Aktivierung muriner E3-T-Zellen durch anti-EGFRvIII x anti-TYRP1 und B16F10 in
Abhangigkeit von der eingesetzten Zellzahl

Messung der IFN-y-Konzentration im Uberstand mittels Elisa nach Kokultur tiber 48 Stunden. Die Abszisse
zeigt das eingesetzte Verhaltnis von T-Zellen zu Tumorzellen. Gezeigt sind die Mittelwerte der Triplikate
eines reprasentativen Versuchs. Dargestellt ist der SEM. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt. Die p-
Werte wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant gewertet. ns = nicht signifikant.

3.1.3.2 Spezifische Zytotoxizitat gegen B16F10

Transduzierte E3-T-Zellen, die mit anti-EGFRvIII x anti-TYRP1 und B16F10 kokultiviert
wurden, flhrten zu einer spezifischen Lyse der Melanomzellen, welche durch Messung
der LDH-Freisetzung bestimmt wurde. So konnte die Tumorlyse von bis zu 60 % der
sich schnell proliferierenden B16F10-Melanomzellen erreicht werden. Weder E3-T-
Zellen ohne Antikérper noch untransduzierte oder E3del-transduzierte T-Zellen mit
Antikoérpern zeigten eine Zytotoxizitat. Ebenso wurden PancOva-Tumorzellen in keiner
der Konditionen, mit oder ohne Antikorper, lysiert (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Zytotoxizitat der E3-T-Zellen in Kokultur mit anti-EGFRvIII x anti-TYRP1 und B16F10
Die Zytotoxizitat wurde mittels einer relativen LDH-Messung im Uberstand der Kokulturen nach 16
Stunden bestimmt. Gezeigt wird die spezifische Tumorlyse der B16F10-Melanomzellen im Vergleich zu
TYRP1-negativen PancOva-Kontrollzellen. Die Abszisse zeigt die verwendeten Zellen und Antikorper.
Gezeigt sind die Mittelwerte der Triplikate eines reprasentativen Versuchs. Dargestellt ist der SEM. Der
Versuch wurde drei Mal wiederholt. Die p-Werte wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests
ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.



Ergebnisse 28

Diese Zytotoxizitat war wie auch in den vorangegangenen Experimenten sowohl
abhé&ngig von der Konzentration des BiAk (Abbildung 15 A) als auch vom Verhaltnis
von E3-T-Zellen zu B16F10-Melanomzellen (Abbildung 15 B). Eine signifikante
Zytotoxizitat zeigte sich dabei ab einem Effektor-Zielzell-Verhaltnis von 2,5:1 und ab
einer Konzentration des BiAk von 50 ng/ml. Eine steigende Antikorperkonzentration
hatte nach 250 ng/ml keine signifikante weitere Zunahme der Zytotoxizitat zur Folge.
Eine Sattigung der Zytotoxizitat durch eine steigende Anzahl an T-Zellen war nicht
erkennbar.
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Abbildung 15: Abh&ngigkeit der Zytotoxizitat von der eingesetzten Konzentration von anti-EGFRVIII
x anti-TYRP1 und der Zellzahl

Die Zytotoxizitat wurde mittels einer relativen LDH-Messung im Uberstand der Kokulturen nach 16
Stunden bestimmt. A Abh&ngigkeit der Tumorlyse von der Antikdrperkonzentration. B Abhangigkeit der
Tumorlyse vom Verhdltnis von Effektorzellen zu Zielzellen. Die Abszisse zeigt die eingesetzte
Konzentration des BiAk (A), beziehungsweise das Verhaltnis von T-Zellen zu Tumorzellen (B). Gezeigt
sind die Mittelwerte der Triplikate eines reprasentativen Versuchs. Dargestellt ist der SEM. Der Versuch
wurde drei Mal wiederholt. Die p-Werte wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests ermittelt.
Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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3.1.3.3 Einfluss von anti-EGFRuvIIl x anti-TYRP1 und B16F10 auf die T-
Zellproliferation

Im nachsten Schritt wurde der Einfluss von anti-EGFRvVIII x anti-TYRP1 auf die
Proliferation von E3-T-Zellen in Kokultur mit B16F10 untersucht. Die Anzahl der T-
Zellen wurde nach 24 und 48 Stunden im Durchflusszytometer bestimmt und zur
Anzahl der zum Zeitpunkt O vorhandenen T-Zellen ins Verhaltnis gesetzt (Abbildung
16). Es konnte gezeigt werden, dass der BiAk durch B16F10 zu einer Proliferation der
E3-T-Zellen fluhrte. Die T-Zellzahl erreichte nach 48 Stunden das 1,3-fache des
Ausgangswertes. Wahrend B16F10-Zellen eine kontinuierliche T-Zellproliferation
vermittelte, zeigten alle anderen Konditionen spétestens nach 48 Stunden einen Abfall
der CD3*-Zellen im Vergleich zum Ausgangswert.
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Abbildung 16: Proliferation muriner T-Zellen in Kokultur mit anti-EGFRvIII x anti-TYRP1 und B16F10
Nach 0, 24 und 48 Stunden wurde im Durchflusszytometer die Anzahl der CD3*-T-Zellen mit counting
beads ermittelt und der jeweilige Proliferationsfaktor berechnet. Gezeigt ist somit das Vielfache der T-
Zellen im Verhaltnis zum Ausgangszeitpunkt 0. Die Abszisse zeigt die verwendeten Zellen und Antikorper.
Gezeigt sind die Mittelwerte der Triplikate eines reprasentativen Versuchs. Dargestellt ist der SEM. Der
Versuch wurde drei Mal wiederholt. Die p-Werte wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests
ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

3.1.3.4 Phéanotypisierung der T-Zellen

Im Durchflusszytometer konnte die Expression des frihen Aktivierungsmarkers CD69
auf CD3*-Zellen nach Kontakt mit BL6F10 nachgewiesen werden (Abbildung 17). Die
Abhangigkeit der CD69-Expression von anti-EGFRVIII x anti-TYRP1 war eindeutig
erkennbar. Im Vergleich zu Kokulturen mit YUMM1.1TYRP war insgesamt eine deutlich
geringere mittlere Fluoreszenzintensitat und somit CD69-Expression festzustellen. Als
Marker einer friihen Aktivierung war nach 24 Stunden der deutlichste Intensitatsanstieg
im Vergleich zu den Kontrollen erreicht.
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Abbildung 17: CD69-Expression muriner T-Zellen in Kokultur mit anti-EGFRvIII x anti-TYRP1 und
B16F10

Die Expression von CD69 auf den in Kokultur befindlichen T-Zellen wurde nach 0, 24 und 48 Stunden im
Durchflusszytometer gemessen und als MFI dargestellt. Die Abszisse zeigt die verwendeten Zellen und
Antikdrper. Gezeigt sind die Mittelwerte der Triplikate eines représentativen Versuchs. Dargestellt ist der
SEM. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt. Die p-Werte wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten
t-Tests ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

CD3*-Zellen aus Kokulturen mit E3-T-Zellen, anti-EGFRVIII x anti-TYRP1 und TYRP1-
positiven B16F10-Tumorzellen zeigten eine signifikant gesteigerte PD-1-Expression im
Vergleich zu CD3*-Zellen aus Kokulturen mit PancOva-Kontrollzellen oder ohne
Tumorzellen (Abbildung 18).
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Abbildung 18: PD-1-Expression muriner T-Zellen in Kokultur mit anti-EGFRuvIII x anti-TYRP1 und
B16F10

Die Expression von PD-1 auf den in Kokultur befindlichen T-Zellen wurde nach 0, 24 und 48 Stunden im
Durchflusszytometer gemessen und als MFI dargestellt. Die Abszisse zeigt die verwendeten Zellen und
Antikdrper. Gezeigt sind die Mittelwerte der Triplikate eines représentativen Versuchs. Dargestellt ist der
SEM. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt. Die p-Werte wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten
t-Tests ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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3.2 Anti-EGFRVIII x anti-MCSP-bispezifische Antikorper
3.2.1 MCSP-Expression der humanen Melanomzelllinien A375 und MV3

Im Durchflusszytometer wurde die MCSP-Expression der humanen Melanomzelllinien
A375 und MV3 untersucht. Es konnte jeweils eine starke MCSP-Expression von uber
98 % nachgewiesen werden (Abbildung 19).
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Abbildung 19: MCSP-Expression der humanen Melanomzelllinien A375 und MV3 im
Durchflusszytometer

Die Tumorzellen wurden mit einem FITC-markierten anti-MCSP-Antikérper gebunden und im
Durchflusszytometer ausgewertet. A Nachweis der MCSP-Expression auf A375-Melanomzellen. B
Nachweis der MCSP-Expression auf MV3-Melanomzellen.

3.2.2 Einfluss von anti-EGFRUVIII x anti-MCSP auf die Aktivierung humaner E3-T-
Zellen
3.2.2.1 MCSP-abhéngige T-Zell-Aktivierung

Um den Einfluss von anti-EGFRvIII x anti-MCSP auf die Aktivierung humaner E3-T-
Zellen in Kombination mit MCSP-exprimierenden humanen Melanomzelllinien zu
untersuchen, wurden vergleichende Kokulturexperimente durchgefiihrt und IFN-y als
Stimulationsmarker gemessen (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Aktivierung humaner E3-T-Zellen in Kokultur mit anti-EGFRvIII x anti-MCSP und
A375- oder MV3-Melanomzellen

Messung der IFN-y-Konzentration im Uberstand mittels Elisa nach Kokultur tiber 48 Stunden. Die Abszisse
zeigt die verwendeten Zellen und Antikdrper. Gezeigt sind die Mittelwerte der Triplikate eines
reprasentativen Versuchs. Dargestellt ist der SEM. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt. Die p-Werte
wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch
signifikant gewertet.
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Wie auch im murinen Modell mit anti-EGFRvIII x anti-TYRP1 konnte im humanen
Modell mit anti-EGFRuvIII x anti-MCSP eine spezifische Aktivierung der E3-T-Zellen
gezeigt werden. Der BiAk vermittelte eine deutliche Aktivierung humaner E3-T-Zellen,
die mit den MCSP-positiven Zelllinien A375 beziehungsweise MV3 Uber einen
Zeitraum von 48 Stunden koinkubiert worden waren. A375-Melanomzellen fuhrten
hierbei zur Ausschuittung von Uber 10.000 pg/ml IFN-y, wahrend Versuche mit MV3
niedrigere Werte erreichten. MCSP-negative Pancl-Kontrollzellen fihrten unabhéngig
von anti-EGFRvIII x anti-MCSP zu keiner Stimulation der E3-T-Zellen.

3.2.2.2 Spezifische T-Zell-Aktivierung durch A375-Melanomzellen

Es konnte gezeigt werden, dass anti-EGFRVIII x anti-MCSP in Kombination mit A375-
Melanomzellen eine Aktivierung humaner E3-T-Zellen vermittelt. Diese Aktivierung ist
abhé&ngig von der eingesetzten Konzentration des BiAk (Abbildung 21). Eine Erhéhung
der Konzentration von anti-EGFRuVIII x anti-MCSP flihrte bis zu 50 ng/ml zu einer
signifikant starkeren Ausschuttung von IFN-y. Eine dartiberhinausgehende Erhéhung
der Konzentration des BiAk fuhrte lediglich zu einer nicht signifikanten Steigerung der
IFN-y-Ausschittung. Um eine ausreichende Konzentration zu gewahrleisten, wurde fiir
weitere Experimente dennoch eine Antikérperkonzentration von 1 yg/ml verwendet.
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Abbildung 21: Konzentrationsabhangige Aktivierung humaner E3-T-Zellen durch anti-EGFRvIII x
anti-MCSP und A375-Melanomzellen

Messung der IFN-y-Konzentration im Uberstand mittels Elisa nach Kokultur tiber 48 Stunden. Die Abszisse
zeigt die verwendeten Zellen und Antikdrper. Gezeigt sind die Mittelwerte der Triplikate eines
reprasentativen Versuchs. Dargestellt ist der SEM. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt. Die p-Werte
wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch
signifikant gewertet. ns = nicht signifikant.

Die von anti-EGFRvIII x anti-MCSP vermittelte T-Zell-Aktivierung war zudem abhéngig
vom eingesetzten Verhaltnis von Effektor- zu Zielzellen (Abbildung 22). Eine hdhere
Anzahl von E3-transduzierten humanen T-Zellen flihrte zu einer starkeren
Ausschuittung von IFN-y. Dieses Verhaltnis von E3-T-Zellen zu A375-Melanomzellen
wurde in dieser Versuchsreiche von 10:1 bis 1:10 titriert. Eine Sattigung der
Zytotoxizitat durch eine steigende Anzahl an T-Zellen war nicht erkennbar. Auf
Grundlage dieser Ergebnisse wurde in allen folgenden Versuchen ein Effektor-
Zielzellverhaltnis von 10:1 gewahlt.
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Abbildung 22: Aktivierung humaner E3-T-Zellen durch anti-EGFRvIII x anti-MCSP und A375 in

Abhéangigkeit von der eingesetzten Zellzahl

Messung der IFN-y-Konzentration im Uberstand mittels Elisa nach Kokultur tiber 48 Stunden. Die Abszisse

zeigt das eingesetzte Verhaltnis von T-Zellen zu Tumorzellen. Gezeigt sind die Mittelwerte der Triplikate
eines reprasentativen Versuchs. Dargestellt ist der SEM. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt. Die p-
Werte wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als

statistisch signifikant gewertet.

3.2.2.3 Spezifische T-Zell-Aktivierung durch MV3-Melanomzellen

Auch in Kokulturen mit humanen E3-T-Zellen und MCSP-exprimierenden MV3-
Melanomzellen vermittelte anti-EGFRvVIII x anti-MCSP eine konzentrationsabhéngige

Ausschittung von IFN-y (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Konzentrationsabhangige Aktivierung humaner E3-T-Zellen durch anti-EGFRvIII x

anti-MCSP und MV3-Melanomzellen

Messung der IFN-y-Konzentration im Uberstand mittels Elisa nach Kokultur tiber 48 Stunden. Die Abszisse

zeigt die verwendeten Zellen und Antikdrper. Gezeigt sind die Mittelwerte der Triplikate eines

reprasentativen Versuchs. Dargestellt ist der SEM. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt. Die p-Werte
wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch

signifikant gewertet. ns = nicht signifikant.
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Die Titration des BiAk fiihrte bis zu einer Konzentration von 12,5 ng/ml zu einer
verstarkten Ausschuttung von IFN-y. Eine héhere Antikdrperkonzentration zeigte in der
Folge keine signifikant starkere Aktivierung der E3-T-Zellen. Zur besseren
Vergleichbarkeit der Experimente mit verschiedenen Melanomzelllinien wurde dennoch
auch in folgenden Versuchen mit MV3-Melanomzellen eine Antikdrperkonzentration
von 1 yg/ml verwendet.

Die von anti-EGFRvIII x anti-MCSP vermittelte IFN-y-Ausschuttung war in den mit MV3
durchgefuhrten Kokulturexperimenten zudem abh&ngig von der verwendeten Anzahl
der humanen E3-T-Zellen (Abbildung 24). Ein hoheres Verhaltnis von Effektor- zu
Zielzellen fuhrte auch hier zu einer signifikant starkeren T-Zell-Aktivierung. Eine
Sattigung der Zytotoxizitat durch eine steigende Anzahl an T-Zellen war nicht
erkennbar. Auch in Versuchen mit MV3-Melanomzellen wurde aus diesem Grund ein
Verhaltnis von E3-T-Zellen zu MV3-Melanomzellen von 10:1 gewahilt.
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Abbildung 24: Aktivierung humaner E3-T-Zellen durch anti-EGFRvIII x anti-MCSP und MV3 in
Abhangigkeit von der eingesetzten Zellzahl

Messung der IFN-y-Konzentration im Uberstand mittels Elisa nach Kokultur tiber 48 Stunden. Die Abszisse
zeigt das eingesetzte Verhaltnis von T-Zellen zu Tumorzellen. Gezeigt sind die Mittelwerte der Triplikate
eines reprasentativen Versuchs. Dargestellt ist der SEM. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt. Die p-
Werte wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant gewertet. ns = nicht signifikant.

3.2.3 Einfluss von anti-EGFRVIII x anti-MCSP auf die Zytotoxizitat humaner E3-T-
Zellen
3.2.3.1 Spezifische Zytotoxizitat gegen A375-Melanomzellen

Um die Zytotoxizitat humaner E3-T-Zellen gegen A375-Melanomzellen zu untersuchen,
wurde die LDH-Freisetzung nach 16-stiindiger Kokultur gemessen. Es konnte gezeigt
werden, dass anti-EGFRVIII x anti-MCSP eine spezifische Lyse von MCSP-positiven
A375-Melanomzellen vermittelt (Abbildung 25). So wurden ungefahr 35 % der schnell
proliferierenden A375-Zellen lysiert. MCSP-negative Pancl-Pankreaskarzinomzellen
zeigten keine erhéhte LDH-Freisetzung und wurden somit nicht lysiert.



Ergebnisse 35

100 7
Il A375
[ Panci1
80
<
£ 0,001
5 60 B
2 p=0,002
c N
£ 40
>
g
20
0- || T T s ol T 5
T T T T T
-] 2 A~ ~
& o’b‘b N} Q;b N Q/\
« I
1 pug/ml BiAKk 0 ug/ml BiAk

Abbildung 25: Zytotoxizitat humaner E3-T-Zellen in Kokultur mit anti-EGFRvIII x anti-MCSP und
A375

Die Zytotoxizitat wurde mittels einer relativen LDH-Messung im Uberstand der Kokulturen nach 16
Stunden bestimmt. Gezeigt wird die spezifische Tumorlyse der A375-Melanomzellen im Vergleich zu
MCSP-negativen Pancl-Kontrollzellen. Die Abszisse zeigt die verwendeten Zellen und Antikdrper. Gezeigt
sind die Mittelwerte der Triplikate eines reprasentativen Versuchs. Dargestellt ist der SEM. Der Versuch
wurde drei Mal wiederholt. Die p-Werte wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests ermittelt.
Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

Diese Zytotoxizitat war in groRem Mal3e abhéangig von der Konzentration des BiAk
(Abbildung 26 A). Bis zu einer Konzentration von 25 ng/ml fuhrte die Titration des BiAk
zu einer signifikant verstarkten Tumorlyse. Eine weitere Erhéhung der
Antikdrperkonzentration hatte keine vermehrte Lyse der A375-Melanomzellen zur
Folge. Neben der Antikdrperkonzentration war auch die Zahl der humanen E3-T-Zellen
entscheidend. Eine hdhere Anzahl der Effektorzellen fuhrte zu einer signifikant
starkeren Zytotoxizitat (Abbildung 26 B). Es war keine Sattigung der Zytotoxizitat bei
steigender T-Zellzahl erkennbar.
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Abbildung 26: Abh&angigkeit der Zytotoxizitat von der eingesetzten Konzentration von anti-EGFRVIII
x anti-MCSP und der Zellzahl

Die Zytotoxizitat wurde mittels einer relativen LDH-Messung im Uberstand der Kokulturen nach 16
Stunden bestimmt. A Abh&ngigkeit der Tumorlyse von der Antikérperkonzentration. B Abh&ngigkeit der
Tumorlyse vom Verhéltnis von Effektorzellen zu Zielzellen. Die Abszisse zeigt die eingesetzte
Konzentration des BiAk (A), beziehungsweise das Verhaltnis von T-Zellen zu Tumorzellen (B). Gezeigt
sind die Mittelwerte der Triplikate eines reprasentativen Versuchs. Dargestellt ist der SEM. Der Versuch
wurde drei Mal wiederholt. Die p-Werte wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests ermittelt.
Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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3.2.3.2 Spezifische Zytotoxizitat gegen MV3-Melanomzellen

Ebenso konnte auch bei Experimenten mit MV3-Melanomzellen eine spezifische Lyse
gezeigt werden (Abbildung 27). MCSP-negative Pancl-Pankreaskarzinomzellen
zeigten keine erhdhte LDH-Freisetzung und wurden somit nicht lysiert.
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Abbildung 27: Zytotoxizitat humaner E3-T-Zellen in Kokultur mit anti-EGFRvIII x anti-MCSP und
MV3-Melanomzellen

Die Zytotoxizitat wurde mittels einer relativen LDH-Messung im Uberstand der Kokulturen nach 16
Stunden bestimmt. Gezeigt wird die spezifische Tumorlyse der MV3-Melanomzellen im Vergleich zu
MCSP-negativen Pancl-Kontrollzellen. Die Abszisse zeigt die verwendeten Zellen und Antikdrper. Gezeigt
sind die Mittelwerte der Triplikate eines reprasentativen Versuchs. Dargestellt ist der SEM. Der Versuch
wurde drei Mal wiederholt. Die p-Werte wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests ermittelt.
Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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4 Diskussion
4.1 Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Kombination von synthetic agonistic
receptor T-Zellen mit bispezifischen Antikdrpern zur Therapie des Melanoms in vitro
funktional ist. Die BiAk anti-EGFRUVIII x anti-TYRP1 und anti-EGFRvIII x anti-MCSP
vermittelten dabei eine spezifische Aktivierung muriner beziehungsweise humaner E3-
T-Zellen ausschlielich in Kontakt mit Antigen-prasentierenden Melanomzellen. Die
Aktivierung erfolgte exklusiv nach Bindung von E3-Fusionsrezeptor, BiAk und
Zielantigen. Solange ein Baustein dieser Synapse fehlte, blieben die T-Zellen inaktiv.
Als Bestéatigung fuihrten weder TYRP1  noch MCSP- Tumorzelllinien oder
untransduzierte T-Zellen zu einer Aktivierung. Sobald die vollstdndige immunologische
Synapse gebildet wurde, zeigte sich eine rasche T-Zell-Aktivierung und deutliche Lyse
der Melanomzellen. Aktivierung und Zytotoxizitat stiegen dabei mit der Anzahl der
SAR-T-Zellen und der Konzentration des BiAk. Im murinen System fuhrte die T-Zell-
Aktivierung zudem zu einer nachhaltigen T-Zell-Proliferation und einer deutlichen
Expression von PD-1 und CD69. Im Unterschied zu einer Monotherapie ermdglicht die
Kombination transduzierter T-Zellen mit BiAk insbesondere eine verbesserte
Therapiesteuerung mit flexibler Einbeziehung verschiedener tumorspezifischer
Antigene und ermdglicht neue Ansatzpunkte zur Kontrolle auftretender
Nebenwirkungen. Diese Arbeit zeigt somit erstmals eine neuartige Immuntherapie des
malignen Melanoms unter Vermittlung zweier BiAk an vier verschiedenen
Melanomzelllinien im murinen und humanen Modell.

4.2 Bedeutung einer modulierbaren Anti-Tumor-Aktivitat

In Kokulturen mit Melanomzellen zeigte sowohl die Titration der T-Zellen als auch die
der Antikdrper einen starken Zusammenhang zur IFN-y-Ausschittung als Marker der
T-Zellaktivitat. In klinischen Studien mit CAR-T-Zellen korrelierte die Infusion einer
héheren Zelldosis ebenso einerseits mit einer ausgepragteren Anti-Tumor-Aktivitat,
jedoch andererseits auch mit einem verstarkten Auftreten von Nebenwirkungen (Lee,
Kochenderfer et al. 2015, Hay, Hanafi et al. 2017). Die maximale Anzahl infundierbarer
T-Zellen wird somit durch das Ausmal auftretender Nebenwirkungen wie dem CRS
limitiert, das bei einer sehr hohen T-Zell-Dosis nicht kontrollierbare Ausmal3e
annehmen kann (Morgan, Yang et al. 2010). Die in dieser Arbeit verwendeten E3-T-
Zellen bleiben ohne Adapter funktionell anerg und sind im Ausmal’ ihrer Aktivierung
und Zytokinsekretion abhangig von der Konzentration des BiAk. Ein fir das CRS
urséchlicher Zytokinsturm ist durch die genaue Dosierbarkeit des BiAk und der
Madglichkeit einer langsamen Dosissteigerung deshalb unwahrscheinlich.

Auch die titrierbare Tumorlyse ist eine bedeutsame Eigenschaft einer Tumortherapie.
Bei einer Therapie mit konventionellen CAR-T-Zellen stellt das Tumorlysesyndrom ein
ernsthaftes Risiko dar, das durch eine Uberschiel3ende Zytotoxizitat hervorgerufen wird
(Porter, Levine et al. 2011, Kochenderfer, Dudley et al. 2013). Durch die unkontrollierte
Tumorlyse werden unter anderem grof3e Mengen an Nukleinsauren und Kalium
freigesetzt, die zu Nierenversagen, Herzrhythmusstérungen und Multiorganversagen
fuhren kbnnen (Howard, Jones et al. 2011). Das Tumorlysesyndrom wird meist bei den
eher therapiesensitiven hamatologischen Neoplasien beobachtet, die auch bereits gut
auf zellvermittelte Therapien ansprechen. Es ist jedoch anzunehmen, dass die Inzidenz
bei soliden Tumoren durch weiterentwickelte zielgerichtete Therapien weiter ansteigen
wird (Gold, Malamud et al. 1993, Meeks, Hammami et al. 2016). Das Auftreten eines
Tumorlysesyndroms konnte in klinischen Studien bisher weder durch die Injektion einer
geringeren Dosis an CAR-T-Zellen noch durch eine prophylaktische Gabe von
Allopurinol gegen die erwartete Hyperurikédmie verhindert werden (Porter, Levine et al.
2011, Kochenderfer, Dudley et al. 2013). Dies zeigt, dass im Umgang mit zellbasierten
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Therapien die Tumorlast, die damit einhergehende Antigenprasentation fur modifizierte
T-Zellen und die resultierende Anti-Tumoraktivitat nur schwer abzuschétzen sind. Die
in dieser Arbeit verwendeten BiAk ermdglichen dagegen eine titrierbare Zytotoxizitat
der E3-T-Zellen und damit eine kontrollierbare Tumorlyse.

4.3 Risiko und Nutzen der T-Zell-Proliferation

Eine Herausforderung im Umgang mit konventionellen CAR-T-Zellen stellt in der
klinischen Anwendung die In-vivo-Proliferation dar, die zu einer 1000-fachen
Expansion der ursprunglich injizierten Zellen fuhren kann (Porter, Levine et al. 2011).
Dabei konnte gezeigt werden, dass die den modifizierten T-Zellen prasentierte
Antigenlast maf3geblich die Starke der Expansion vermittelt (Finney, Brakke et al.
2019). So korreliert eine hohe Tumorlast mit der Schwere eines auftretenden CRS, das
auf einer exponentielle T-Zellproliferation und ungehemmten Zytokinausschiittung
beruht (Maude, Frey et al. 2014, Maude, Teachey et al. 2015). Gleichzeitig ist eine
Expansion von CAR-T-Zellen in klinischen Studien jedoch auch positiv mit einem
Therapieansprechen assoziiert (Turtle, Hanafi et al. 2016, Shi, Shi et al. 2020). Dies
verdeutlicht, dass zum Erreichen eines klinischen Therapieansprechens eine
kontrollierte Proliferation notwendig ist, deren Mechanismen bei konventionellen CAR-
T-Zell-Therapien bisher nur teilweise verstanden sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass auch murine E3-T-Zellen nach
Antikérperbindung proliferieren. Diese Proliferation war dabei abhangig von der
Bindung des BiAk, aber weniger von der Bindung an antigenprasentierende
Tumorzellen. Obwohl anhand der CD69- und PD-1-Expression keine
Uberdurchschnittliche T-Zell-Aktivierung erkennbar war, zeigten E3-T-Zellen auch
durch alleinige Bindung des BiAk ohne Tumorzellen eine Proliferation innerhalb der
ersten 24 Stunden. Nachhaltig war diese Proliferation Giber den Zeitraum von 48
Stunden jedoch erst durch die gleichzeitige Bindung an TYRP*-Tumorzellen. Eine
solche geringe Proliferation ohne deutliche IFN-y-Sekretion wurde auch in anderen
Studien beobachtet, die ebenfalls adaptermodulierte T-Zellen verwendeten (Chu, Zhou
et al. 2018, Fu, He et al. 2019). Die den injizierten E3-T-Zellen prasentierte Antigenlast
und daraus resultierende Proliferation kann jedoch maf3geblich durch die Dosis des
BiAk bestimmt werden. Dies bietet die Mdglichkeit zu einer stabilen T-Zell-Expansion
unabhangig von der vorliegenden Tumorlast.

4.4 Relevanz des Immunph&notyps am Beispiel von PD-1 und CD69

Eine der grof3ten Hiurden der T-Zell-Therapien gegen solide Tumoren besteht in der
Immunsuppression der Tumorzellen durch die Expression von Oberflachenproteinen
wie PD-L1 (Iwai, Ishida et al. 2002, Hirano, Kaneko et al. 2005). Es konnte gezeigt
werden, dass eine T-Zell-Aktivierung durch die Freisetzung von IFN-y zur Expression
von PD-L1 auf zuvor PD-L1-negativen Tumorzellen fuhrt (Dong, Strome et al. 2002).
Gleichermal3en vermittelt eine T-Zell-Aktivierung die Expression von PD-1 auf T-Zellen
(Ishida, Agata et al. 1992). Auch in dieser Arbeit zeigten insbesondere durch anti-
EGFRuvIIl x anti-TYRP1 aktivierte E3-T-Zellen eine deutliche PD-1-Expression. Der
genaue Einfluss einer PD-1-Expression auf die T-Zellfunktion ist dabei jedoch komplex
und derzeit nur teilweise verstanden. Wahrend eine hohe Expressionsrate haufig mit
einer Ermidung der T-Zellen verbunden ist, haben niedrigere Expressionsraten
insbesondere einen hemmenden Einfluss auf die Zytotoxizitat und weniger auf die
Zytokinsekretion der T-Zellen (Wei, Zhong et al. 2013). Durch die Blockade von PD-1
konnte in Studien die Funktionalitét der auf diese Weise gehemmten T-Zellen
wiederhergestellt werden, was zur erfolgreichen Entwicklung erster Immun-Checkpoint-
Inhibitoren flhrte (Barber, Wherry et al. 2006, Brahmer, Drake et al. 2010). Die
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alleinige Expression von PD-1 kann jedoch nicht als sicheres Zeichen einer T-
Zellermidung gewertet werden, da dieser Zustand erst durch eine Vielzahl
inhibitorischer Moleklle und ein komplexes Zusammenspiel verschiedener
regulierender Gene zustande kommt. Eine PD-1-Expression auf T-Zellen ist daher eher
als Reaktion auf eine T-Zell-Aktivierung zu werten, um eine Uberschiel3ende
Immunantwort zu unterbinden (Blackburn, Shin et al. 2009, Boussiotis 2016).

Die PD-1-Expression der E3-T-Zellen in der vorliegenden Arbeit bietet daher einen
potenziellen Ansatzpunkt fur die Kombination mit einer PD-1-Blockade zur
Verbesserung der Anti-Tumoraktivitat. Um die Herausforderungen des
Tumormikromilieus zu bewaltigen, werden auf dieser Basis auch bereits CAR-T-Zellen
mit verschiedenen Therapien zur PD-1-Blockade kombiniert und in klinischen Studien
untersucht (McGowan, Lin et al. 2020). Neben dem Einsatz von Immun-ceck-point-
Inhibitoren riickt insbesondere auch die genetische Modulation von T-Zellen zur
langfristigen PD-1-Depletion in den Fokus. So zeigten CAR-T-Zellen nach einer
Unterdriickung der PD-1-Expression mittels CRISPR/Cas9 oder small-interfering RNA
(siRNA) in Studien mit soliden Tumoren eine starkere Anti-Tumoraktivitat und eine
langere Persistenz (Rupp, Schumann et al. 2017, Simon, Harrer et al. 2018, Hu, Zi et
al. 2019). Eine Untersuchung der kostimulatorischen Doménen zeigte dabei, dass 4-
1BB zu einer niedrigeren PD1-Expression und besseren Anti-Tumoraktivitat gegen PD-
L1-exprimierende Tumorzellen fuhrt als CAR-T-Zellen mit CD28-Domanen (Du,
Hirabayashi et al. 2019). Diese Ansétze kdnnten auch auf E3-T-Zellen Gibertragen
werden.

Im murinen System wurde in der vorliegenden Arbeit des Weiteren gezeigt, dass die
Bindung von anti-EGFRVIII x anti-TYRP1 neben PD-1 auch zur Expression von CD69
fuhrte. CD69 ist als Transmembranrezeptor auf verschiedenen Immunzellen
nachweisbar und gilt als friher Marker einer T-Zell-Aktivierung (Gonzalez-Amaro,
Cortes et al. 2013). AulRerdem wird CD69 eine wichtige Rolle in der Regulation der T-
Zelldifferenzierung und Zytokinsekretion im Rahmen einer Immunantwort
zugesprochen (Cibrian, Sanchez-Madrid 2017). Die Phanotypisierung der E3-T-Zellen
konnte bestétigen, dass ohne Kontakt zum BiAk keine Anzeichen einer Aktivierung
vorlagen, wie sie durch eine Expression von CD69 und PD-1 zu beobachten gewesen
ware. Diese Eigenschatt ist wichtig fur In-vivo-Experimente und beziiglich einer
moglichen Patientenanwendung.

4.5 Aufbau des E3-Fusionsrezeptors und mégliche Veranderungen

Der transduzierte E3-Fusionsrezeptor setzt sich aus EGFRuvIII als extrazelluléare
Doméne und CD3¢ und CD28 als intrazellulare Signalpeptide zusammen. EGFRvIII ist
eine tumorspezifische Variante von EGFR und entsteht durch eine in-frame-Deletion
von 801 Basenpaaren in der extrazellularen Doméane. Es wird insbesondere von
Hirntumoren und zerebral metastasierenden Tumorentitdten wie Brust- und
Lungentumoren exprimiert (Heimberger, Crotty et al. 2003). Auf gesundem Gewebe ist
EGFRuvIII dagegen nicht exprimiert, weshalb es derzeit als Zielantigen Gegenstand der
klinischen Tumorforschung ist (Wikstrand, Hale et al. 1995). Insbesondere wird durch
dieses Expressionsmuster eine on-target-off-tumor-Bindung der in dieser Arbeit
verwendeten BiAk ausgeschlossen. Auch eine immunogene Reaktion gegen den
Fusionsrezeptor ist unwahrscheinlich, da gerade die fehlende Immunogenitéat gegen
EGFRuvIII die tuckische Eigenschatt fir betroffene Tumorpatienten ist. Eine
Immunantwort konnte dabei bisher nicht beobachtet werden (Sampson, Heimberger et
al. 2010). Die Mutation verhindert zudem die Bindung aller bekannten Liganden des
EGFR, wodurch eine unspezifische endogene Aktivierung der E3-T-Zellen
unwahrscheinlich ist (Gan, Cvrljevic et al. 2013). Auch in Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass der endogen im Menschen gebildete
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Ligand EGF nicht an EGFRVIII bindet. Diese Eigenschaften machen EGFRvIII zu
einem vielversprechenden Antigen als Bindestelle der BiAk.

Die intrazellulare Domane des E3-Fusionsrezeptors orientiert sich am Aufbau eines
CAR der zweiten Generation. Dieser besitzt zuséatzlich zu CD3( als zweite
Signaldoméane meist CD28 oder 4-1BB, wobei beide Varianten beeindruckende
klinische Ergebnisse zeigten. Insbesondere die Persistenz der injizierten CAR-T-Zellen
verbesserte sich im Vergleich zur ersten Generation deutlich (Maude, Frey et al. 2014,
Kochenderfer, Dudley et al. 2015). Das Signalpeptid CD3¢ gehort zum T-Zell-
Rezeptorkomplex und ist dafiir verantwortlich, die extrazellulare Bindung des TCR an
eine intrazellulare Signalkaskade weiterzugeben (Irving, Weiss 1991). Um die
vollstandige TCR-vermittelte T-Zell-Aktivierung zu imitieren, ist jedoch ein zweites
Signal notwendig, das physiologischerweise durch die Bindung des kostimulatorischen
Rezeptors CD28 an den Liganden CD80 oder CD86 entsteht. Deshalb wurde das
CD3c¢-Signalpeptid intrazellular mit CD28 gekoppelt, wodurch eine effektive IL-2-
Produktion ermdglicht und eine vorzeitige T-Zell-Anergie vermieden wird (Kowolik,
Topp et al. 2006). Um diesen Zusammenhang zu zeigen, wurde in der vorliegenden
Arbeit als Negativkontrolle ein E3del-Konstrukt verwendet, das lediglich aus dem
extrazellularen EGFRVIII-Teil besteht. Durch das Fehlen der intrazellularen
Signalpeptide, kann die Bindung des BiAk nicht in eine T-Zell-Aktivierung tbersetzt
werden. Neben CD28 wurde in Studien insbesondere der Einfluss der
kostimulatorischen Domé&nen 4-1BB und OX40 untersucht, die zur Famillie der
Tumornekrosefaktor-Rezeptoren (TNFR) gehéren. Diese werden wahrend der T-Zell-
Aktivierung zu einem spateren Zeitpunkt als CD28 hochreguliert und beeinflussen so
insbesondere die Zellexpansion und Zytokinsekretion (Hombach, Abken 2011). 4-1BB
fuhrte dabei als kostimulatorische CAR-Domane im Vergleich zu CD28 in vitro zu einer
geringeren Ermidung der T-Zellen und zeigte in klinischen Versuchen bei gleicher
Anti-Tumoreffektivitat eine geringe Rate an schweren Nebenwirkungen (Long, Haso et
al. 2015, Ying, He et al. 2019). Mittlerweile werden auch CAR der dritten Generation
entwickelt, die CD3¢ mit zwei kostimulatorischen Doméanen verbinden. So zeigte ein
CAR mit gleichzeitiger Expression von CD28 und 4-1BB eine verbesserte Expansion
und verlangertes Uberleben der CAR-T-Zellen gegeniiber einer alleinigen
Kostimulation durch CD28 (Ramos, Rouce et al. 2018). Dies lasst Riickschliisse auf
den E3-Fusionsrezeptor zu, der mdglicherweise ebenfalls von einer zusatzlichen
kostimulatorischen Domane profitieren wirde.

4.6 Potenzial der ausgewahlten Zielantigene

Damit ein Antigen als Zielantigen fur zellbasierte Immuntherapien infrage kommt, sollte
es verschiedene Anforderungen erfiillen. Um lokale und systemische Toxizitaten zu
vermeiden, sollte das Antigen zunachst moglichst tumorspezifisch sein und nicht auf
gesundem Gewebe exprimiert werden. Im Unterschied zu anderen zielgerichteten
Therapien ist es bei zellbasierten Therapien jedoch oft nicht ausreichend, dass das
Zielantigen lediglich in starkerem Malf3e auf Tumorzellen als auf gesundem Gewebe
exprimiert wird. Dies beruht einerseits auf der genetischen Instabilitat von Tumoren, die
zu eingeschrankter und im Ausmal3 variabler Antigenexpression fuhrt und andererseits
auf der immunsupprimierendem Tumorumgebung (Hinrichs, Restifo 2013). So zeigten
Patienten in verschiedenen klinischen Studien trotz weitreichender Toxizitaten an
tumorfreien Geweben keine oder nur eine geringe Aktivitdt gegen den Tumor selbst
(Parkhurst, Yang et al. 2011, Thistlethwaite, Gilham et al. 2017). Neben diesen on-
target-Toxizitaten sind zudem off-target-Toxizitaten moglich, wenn ein Antigen auf
gesundem Gewebe zwar nicht dem Zielantigen entspricht, jedoch ein identisches oder
strukturell &hnliches Epitop besitzt. Fir einen nachhaltigen Anti-Tumor-Effekt sollte das
Antigen dariber hinaus auch méglichst homogen auf allen Tumorzellen und tber alle
Tumorstadien hinweg exprimiert sein. Diese Eigenschatft trifft insbesondere auf
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Antigene zu, denen eine essenzielle Rolle in der Tumorgenese oder -progression
zukommt (Hinrichs, Restifo 2013).

Die Zielantigene TYRP1 und MCSP (CSPG4) wurden bereits im Zusammenhang mit
zellvermittelten Immuntherapien untersucht und konnten in vitro und in vivo gegen
verschiedene Zelllinien einen ausgepragten anti-tumoralen Effekt vermitteln (Burns,
Zhao et al. 2010, Chinnasamy, Tran et al. 2013, Geldres, Savoldo et al. 2014). In
klinischen Studien wurden Melanompatienten auch bereits mit monoklonalen
Antikdrpern gegen beide Antigene behandelt. Auch wenn sich deren Ergebnisse nicht
uneingeschrankt auf eine Therapie mit zellvermitteInden Substanzen Ubertragen
lassen, so ist doch erwahnenswert, dass bei keiner der Studien nennenswerte
Toxizitaten auftraten, obwohl beide Antigene auch in geringem Mal3e von gesunden
Korperzellen exprimiert werden kénnen. Insbesondere das Fehlen von on-target-off-
tumor-Toxizitaten spricht damit insgesamt fur eine hohe Melanomspezifitat und legt die
Verwendung als Tumorassoziiertes Antigen (TAA) fur zellvermittelte Therapien nahe
(Mittelman, Chen et al. 1990, Khalil, Postow et al. 2016). Auch in der vorliegenden
Arbeit wurde gezeigt, dass die T-Zell-Aktivierung in hohem Mal3e von der Expression
der Zielantigene abhéangig ist. Nur Melanomzellen, die das Zielantigen exprimierten,
fuhrten zu einer signifikanten Stimulation der T-Zellen. Die Transduktion der murinen
YUMML1.1-Zelllinie mit dem Melanomantigen TYRP1 ermdglichte zudem die
Aktivierung zuvor nicht aktivierter T-Zellen. Diese Erkenntnis unterstreicht die hohe
Antigenspezifitdt des Therapiemodells, welche wesentlich ist, um off-target-Effekte
auszuschlieBen. Sowohl TYRP1 als auch MCSP kommt zudem eine entscheidende
Bedeutung in der Zelldifferenzierung und dem Tumoriberleben zu, weshalb eine
stabile Expression im Verlauf der Tumorprogression wahrscheinlich ist (Campoli,
Ferrone et al. 2010, El Hajj, Journe et al. 2013). Aufgrund der prinzipiell méglichen
Expression auf gesunden Melanozyten, ist jedoch in klinischen Versuchen
insbesondere in Hinblick auf Toxizitaten der Haut und Augen erhdhte Vorsicht geboten.

4.7 Charakteristika der bispezifischen Antikdrper und alternativer Formate

Die in dieser Arbeit verwendeten BiAk basieren auf dem IgG-Format. Sie besitzen eine
modifizierte Fc-Bindestelle, die keine Bindung von Fc-y-Rezeptoren erméglicht. Durch
diese Modifikation wird eine unspezifische Aktivierung des Immunsystems
ausgeschlossen. Im Unterschied zu bispecific T-cell engagern (BiTE) wie
Blinatumomab, die sich aus zwei miteinander verbundenen scFv zusammensetzen und
kein Fc-Fragment besitzen, wurde jedoch aufgrund pharmakokinetischer Uberlegungen
auf eine Entfernung des Fc-Fragments verzichtet. Ein BiTE bindet an das endogene
CD3 der T-Zellen des Patienten und an CD19 auf Lymphomzellen. Dies fuhrt zur
Ausbildung einer immunologischen Synapse, Ausschittung von Zytokinen und
schlieBlich zur Lyse der CD19*-Zielzelle (Przepiorka, Ko et al. 2015). Blinatumomab
wurde erfolgreich bei Patienten mit akuter lymphatischer Leukéamie eingesetzt und bot
dabei durch seine geringe Halbwertszeit von nur wenigen Stunden eine im Vergleich
zu CAR-T-Zellen deutlich verbesserte Kontrolle von Nebenwirkungen (Kantarjian, Stein
et al. 2017). So konnten auch schwere CRS-Symptome bereits allein durch eine
Unterbrechung der Antikorperinfusion schnell gebessert werden, wodurch sogar eine
Therapiefortsetzung nach CRS moglich war (Marini, Sun et al. 2018). Aufgrund der
kurzen Halbwertszeit im Blut der Patienten, muss der Antikdrper zur Therapie jedoch in
Form einer kontinuierlichen Infusion verabreicht werden. Bei den in dieser Arbeit
verwendeten BiAk ist eine Bindung des Fc-Fragments an FcRn dagegen weiterhin
gewahrleistet, wodurch eine im Vergleich zu BITE verlangerte Halbwertszeit erreicht
wird (Zhu, Wu et al. 2016, Yuraszeck, Kasichayanula et al. 2017). Dies ermdglicht eine
Anwendung auch bei Patienten, denen keine Dauerinfusion verabreicht werden kann.
Eine effektive Therapie mit BiTE-Antikbrpern setzt zudem voraus, dass der Patient ein
potentes Immunsystem besitzt, um ausreichend viele und effektiv tumorlysierende T-
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Zellen rekrutieren zu kdnnen. So zeigte Blinatumomab bei Patienten, die zuvor bereits
immunsuppressiv mittels Chemotherapie behandelt wurden, einen Effekt, solange sich
das Knochenmark zuvor ausreichend erholen konnte (Topp, Gokbuget et al. 2015). Im
Unterschied zu Therapien genveréanderten T-Zellen besteht jedoch weder ein Einfluss
auf die Anzahl der aktivierten T-Zellen noch auf die Art der Aktivierung, da keine
Kombination verschiedener T-Zell-aktivierender intrazellularer Molekile mdéglich ist und
die Aktivierung allein auf der CD3-Bindung beruht.

Neben der Halbwertszeit bestimmt die Antikdrperstruktur zudem auch die
Bindungseigenschaften der BiAk. Sie besitzen @hnlich zu BiTE-Antikdrpern eine
monovalente Bindungsdomane mit geringerer Affinitdt an den Fusionsrezeptor. Erst
durch Prasentation des Zielantigens entsteht somit eine multivalente T-Zell-Aktivierung,
die zur Bildung einer stabilen immunologischen Synapse fuhrt (Brischwein, Parr et al.
2007). In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass eine bivalente T-
Zell-Bindung moglicherweise durch Rezeptorvernetzung zu einer unspezifischen T-
Zell-Aktivierung auch in Abwesenheit von Tumorzellen fihrte. Aus diesem Grund
wurde ein 2+1-Format mit monovalenter T-Zell-Bindung gewabhlt, das bei
vergleichbarer on-target-Lyse zu einer deutlich verringerten off-target-Aktivitat flhrte
(Kobold, Steffen et al. 2015). Durch die bivalente anti-TYRP1- beziehungsweise anti-
MCSP-Bindungsdomane entsteht dabei eine hohe Aviditat fir das Zielantigen, wodurch
die BiAk hochselektiv sind und off-target-Bindungen unwahrscheinlich werden. Eine
niedrige T-Zellaffinitat hat dagegen den Vorteil, dass durch Ausbildung multipler,
zeitlich begrenzter immunologische Synapsen eine verbesserte Anti-Tumoraktivitat und
ein langeres Uberleben der T-Zellen erreicht werden kann (Liu, Jiang et al. 2015,
Ghorashian, Kramer et al. 2019).

4.8 Immuntherapien zur Behandlung des malignen Melanoms

Das maligne Melanom ist bereits seit langerer Zeit ein beliebtes Tumormodell zur
Erforschung von Immuntherapien. Dies hat zunachst praktische Griinde - die
Entnahme von Zellen aus Hautlasionen ist unkompliziert, mit geringen Risiken fir den
Patienten verbunden und Melanomzellen lassen sich im Vergleich zu anderen
Tumorentitaten einfach kultivieren (Maio 2012). Zudem fiel bei Melanompatienten
bereits frih eine verhaltnismafiig hohe Anzahl an spontanen Remissionen auf, die auf
eine verstarkte Infiltration durch Immunzellen zuritickzufilhren waren (Kalialis,
Drzewiecki et al. 2009). Es zeigte sich, dass maligne Melanome unter anderem
aufgrund ihrer Pathogenese durch starke UV-Exposition eine hohe Rate an
Spontanmutationen aufweisen, die zur Expression einer besonders hohen Zahl
immunogener Antigene fuhrt. Diese Neoantigene werden von infiltrierenden
Immunzellen erkannt, weshalb das maligne Melanom zu den immunologisch ,heil3en®
Tumorentitaten gezahlt wird (Walia, Mu et al. 2012, Schumacher, Schreiber 2015).
Diese Erkenntnis fuhrte zunéchst zur erfolgreichen klinischen Anwendung von
Interleukin-2 und spéter zum Einsatz von TIL (Rosenberg, Packard et al. 1988). Auch
die aktuelle leitliniengerechte Therapie mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren beruht auf
der prinzipiellen Immunogenitat des Tumors und ist deshalb beim malignen Melanom
in besonderer Weise wirksam (van Elsas, Hurwitz et al. 1999).

Sowohl TIL als auch Immun-Checkpoint-Inhibitoren vermitteln inren Effekt dabei im
Wesentlichen durch die T-Zell-Rezeptor vermittelte Bindung an die von MHC-
Rezeptoren prasentierten Antigene. Es zeigte sich, dass die Uberlebenszeit von
Patienten nach einer Therapie mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren unter anderem von
der generellen Mutationslast des Tumors abhéangt, die mit einer vermehrten Expression
von Neoantigenen assoziiert ist (Van Allen, Miao et al. 2015, Johnson, Frampton et al.
2016). Auffallig ist jedoch, dass dabei teilweise auch Tumoren mit einer geringen
Anzahl an Neoantigenen zu einer ausgepragten Anti-Tumor-Aktivitat filhren kdnnen
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(Hugo, Zaretsky et al. 2016). Die Ergebnisse von Kalaora et al. legen nahe, dass fir
einen Therapieerfolg daher nicht die reine Anzahl unterschiedlicher Neoantigene
entscheidend ist, sondern die Isolierung der wenigen hoch immunogenen und breit
exprimierten Neoantigene. So konnten in vivo bereits zwei neoantigen-spezifische T-
Zell-Klone die Tumorlyse von tber 90 % der Melanomzellen einer Patientenbiopsie
vermitteln (Kalaora, Wolf et al. 2018).

Trotz der prinzipiell hohen Immunogenitat des malignen Melanoms sprachen in einer
klinischen Studie mit dem Immun-Checkpoint-Inhibitor Pembrolizumab jedoch nur 42 %
der Patienten mit einem fortgeschrittenen malignen Melanom auf eine Therapie mit
anti-PD-1-Antikorpern an (Robert, Ribas et al. 2019). Eine mdgliche Erklarung bietet
die Heterogenitat des malignen Melanoms. Schatton et al. konnten zeigen, dass eine
bestimmte Subpopulation der Malignomzellen, malignant-melanoma initiating cells
(MMIC), in besonderem Mal3e fiir die Tumorexpansion und Resistenzmechanismen
verantwortlich ist und deren gezielte Depletion das Tumorwachstum hemmen kann
(Schatton, Murphy et al. 2008). Interessanterweise wird diese Zellpopulation
insbesondere durch das bis vor wenigen Jahren als Erstlinientherapie verwendete
Chemotherapeutikum Dacarbazin und durch MAP-Kinase-Inhibitoren, die derzeitig als
Erstlinientherapie verwendet werden, positiv selektioniert (Chartrain, Riond et al. 2012).
Zudem hemmen MMIC die IL2-vermittelte T-Zellaktivierung und zeigen eine geringe
Expressionsrate von MHC-1-Rezeptoren und Tumorassoziierten Antigenen (Schatton,
Schutte et al. 2010). Die intratumorale T-Zell-Infiltration korreliert jedoch insbesondere
beim malignen Melanom stark mit der Expression von MHC-1-Rezeptoren und weniger
mit der Expression von TAA (Al-Batran, Rafiyan et al. 2005). Durch den resultierenden
Selektionsdruck wird die Entstehung von MHC-1-mutierten oder -negativen
Subpopulationen gefordert, die der Erkennung durch TIL entgehen kdnnen (Restifo,
Marincola et al. 1996, Khong, Wang et al. 2004).

Der Verlust einer MHC-1-Expression auf Tumorzellen korreliert mit einer
Tumorprogression, einem hohen Metastasierungsgrad, einem schlechteren
Ansprechen auf Immuntherapien und in der Folge mit einer geringeren Uberlebensrate
der betroffenen Patienten (Kageshita, Hirai et al. 1999, Carretero, Romero et al. 2008,
van Houdt, Sluijter et al. 2008). Ebenso sind auch MMIC insbesondere in Metastasen
und seltener in Primartumoren nachweisbar (Sousa, Espreafico 2008). In diesen
spaten Tumorstadien werden aktuell neben MAP-Kinase-Inhibitoren systemische
Therapien mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren als Erstlinientherapie empfohlen. Eine
Tumorprogression unter anti-CTLA4- oder anti-PD-1-Therapie ist aufgrund des MHC-
abhangigen Wirkungsmechanismus eher bei Tumoren mit mutierten MHC-1-
Rezeptorstatus zu beobachten (Sade-Feldman, Jiao et al. 2017). Es ist daher
anzunehmen, dass eine effektive Therapie aufgrund der Heterogenitat und der
Resistenzmechanismen des malignen Melanoms zielgerichtet erfolgen muss, ohne von
einer alleinigen Prasentation durch MHC-1-Rezeptoren abh&ngig zu sein.

Eine L6sung bieten insbesondere genetisch veranderte T-Zellen, die MHC-unabhangig
Antigene binden kdnnen. Derzeit werden CAR-T-Zellen entwickelt, die neben TAA
gleichzeitig auch an durch MHC-1-Rezeptoren prasentierte Antigene binden kénnen
(Maus, Plotkin et al. 2016). Studien bezuglich des Einsatzes von CAR-T-Zellen sind
beim malignen Melanom jedoch bisher noch sehr limitiert und beschrénken sich auf
Tiermodelle. Eine grol3e Schwierigkeit bereitet dabei insbesondere die Auswahl des
richtigen Zielantigens. So konnten beispielsweise zwar anti-HER2-CAR-T-Zellen zur
Behandlung eines TIL-resistenten humanen Melanoms im Mausversuch eingesetzt
werden, jedoch wird HER2 nur von weniger als 10 % aller primaren Melanoml&asionen
exprimiert (Kluger, DiVito et al. 2004, Forsberg, Lindberg et al. 2019). Aktuell werden
verschiedene klinische Studien mit CAR-T-Zellen zur Therapie des malignen
Melanoms initiiert. Darunter befindet sich jedoch bislang keine, die MCSP oder TYRP1
als Zielantigen verwendet. Anti-MCSP-CAR-T-Zellen befinden sich aber momentan in
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der Entwicklung und in diesem Zusammenhang soll auch die gleichzeitige Expression
eines spezifischen TCR zur Verhinderung der Immunevasion untersucht werden
(Simon, Harrer et al. 2019).

Auch SAR-T-Zellen kdnnten prinzipiell Gber Kombination mit BiAk sowohl gegen
Neoantigene als auch TAA gerichtet werden. Antikdrper gegen Uber MHC-1-
Rezeptoren prasentierte Antigene, sogenannte TCR-mimic (TCRm) Antikdrper, werden
bereits seit einigen Jahren entwickelt (Wittman, Woodburn et al. 2006). Limitierend
bleibt jedoch derzeitig der aufwendige Prozess zur Identifikation von immunogenen
Neoantigenen, die insbesondere beim malignen Melanom groRtenteils einzigartig sind
und fur jeden Patienten eine personalisierte Therapieplanung erfordern. Immun-
Checkpoint-Inhibitoren bieten daher zum aktuellen Zeitpunkt eine elegante Moglichketit,
als universelle Therapie die Mutationslast des Tumors nutzbar zu machen
(Schumacher, Schreiber 2015). Aus diesem Grund ist auf dem derzeitigen Stand der
Forschung eine Therapie des malignen Melanoms basierend auf Immun-Checkpoint-
Inhibitoren, die von der Mutationslast und Neoantigenen des Melanoms profitieren, in
Kombination mit einer zielgerichteten Therapie gegen TAA vielversprechend.

4.9 Modulierbare SAR-T-Zellen im Vergleich zu konventionellen CAR-T-Zellen
4.9.1 Steuerung einer ausgewogenen T-Zell-Aktivitat

Die Grundlage einer effektiven Anti-Tumor-Aktivitat von T-Zellen ist eine ausreichende
Fahigkeit zur Proliferation, Zytokinsekretion und Tumorlyse, die wahrend der
Progression des malignen Melanoms und anderer Tumorentitdten zunehmend
eingeschrankt wird (Baitsch, Baumgaertner et al. 2011, Woo, Turnis et al. 2012).
Ursachlich hierfir ist eine vorzeitige Ermiidung der T-Zellen mit progressiver
Differenzierung durch die Aktivierung regulatorischer Signalkaskaden und der
zunehmenden Expression inhibitorischer Rezeptoren wie PD-1 und CTLA-4 (Wherry
2011). Auch die Potenz von CAR-T-Zellen ist wesentlich abhangig von der Proliferation
und Persistenz der injizierten Zellen (Robbins, Dudley et al. 2004). Eine haufige
Problematik in der Entwicklung von CAR-T-Zellen besteht dabei in einer Antigen-
unabhangigen T-Zell-Aktivierung (Frigault, Lee et al. 2015). Long et al konnten zeigen,
dass eine solches tonic signalling bei nahezu allen CAR-Konstrukten auftrat, die eine
geringe Anti-Tumor-Aktivitat zeigten. Bei den effizienten CAR-Konstrukten wurde
dieses Phanomen dagegen nicht beobachtet. Diese Antigen-unabhé&ngige Aktivierung
basierte auf Interaktionen innerhalb der scFV, die zu einer Oligomerisierung und
Bindelung der CAR auf der T-Zelloberflache fiihren. Der Austausch der Signaldoméne
CD28 durch 4-1BB verringerte diesen Effekt und verbesserte gleichzeitig das
Uberleben und die Leistung der untersuchten CAR-T-Zellen (Long, Haso et al. 2015).
Die in dieser Arbeit verwendeten SAR-T-Zellen exprimieren dagegen kein scFv. Die
Transduktion des Fusionsrezeptors fiihrte in Abwesenheit des BiAk zu keiner
gesteigerten tonischen Zellaktivierung tber die basale Aktivierung hinaus. Auf diese
Weise wird eine vorzeitige Ermidung der SAR-T-Zellen verhindert. Die gemessene
basale IFN-y-Sekretion der Zellen ist einerseits auf die konstitutive endogene
Aktivierung nativer T-Zellen und andererseits auf eine Stimulation im Rahmen der
Transduktion und Proliferation zurtickzufiihren (Ajina, Maher 2018). Eine geringe
tonische Aktivierung zeigten humane E3-T-Zellen lediglich durch Bindung des BiAk.
Proliferationsdaten und die Expressionsrate von CD69 lassen erkennen, dass eine
dezente Aktivierung auch im murinen System ohne Bindung der Tumorzellen
stattfindet. In Zusammenschau wird die nachhaltige Aktivierung, Proliferation und
Zytotoxizitat der E3-T-Zellen jedoch erst durch die Prasentation des Zielantigens
vermittelt. Dennoch kdnnte ein Austausch von CD28 durch 4-1BB im E3-
Fusionsrezeptor im Hinblick auf diese tonische Aktivierung erwogen werden.
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Klinische Studien mit CAR-T-Zellen verlaufen bisher nach einem Alles-oder-nichts-
Prinzip. Ab dem Zeitpunkt der Injektion verhalten sie sich im Hinblick auf die Anti-
Tumorwirkung, Proliferation und Nebenwirkungen vollkommen autonom. Durch das
Fehlen eines extrazellularen scFv sind SAR-T-Zellen dagegen in Abwesenheit der BiAk
funktionell anerg, wodurch unspezifische off-target-Bindungen unwahrscheinlich
werden. Zudem lassen sich SAR-T-Zellen durch Titration des BiAk an ein sinnvolles
therapeutisches Fenster heranfiihren. Dies ermdéglicht eine risikodrmere Anwendung in
klinischen Studien. Im Unterschied zu CAR-T-Zellen, haben IgG-Antikdrper eine
Halbwertszeit von nur ungefahr 20 Tagen (Keizer, Huitema et al. 2010). Ohne
Antikorper verlieren die transduzierten T-Zellen, wie in vitro gezeigt werden konnte,
ihre Funktion, da sie durch kein im Organismus vorhandenes Antigen mehr stimuliert
werden. Bei milden Nebenwirkungen kénnte es somit ausreichen, die Antikbrpergabe
lediglich zu unterbrechen und zu einem spateren Zeitpunkt ohne erneute T-Zell-
Infusion fortzusetzen. Falls die natlrliche Elimination des BiAk keine ausreichende
Symptomkontrolle bietet, kdnnten bei einer Therapie mit E3-T-Zellen zudem Antikérper
gegen die EGFRvIlI-Domane oder den Fc-Teil eingesetzt werden. Therapien, die zur
Verhinderung dieser Nebenwirkungen bei CAR-T-Zellen als einzige Mdglichkeit den
Einsatz von safety switches beinhalten, haben dagegen bisher meist den sofortigen
und endgtltigen Zelluntergang der injizierten T-Zellen zur Folge (Wang, Chang et al.
2011, Wu, Shi et al. 2017). Dies kénnte den Therapieerfolg der Patienten gefahrden
und wirde die Reaktivierung der T-Zellen bei Rezidiven ausschlieRen.

4.9.2 Umgang mit tumoraler Heterogenitat und Resistenzmechanismen

Maligne Melanome und andere Tumorerkrankungen zeigen eine Reihe von
Mechanismen zur Umgehung einer Immunantwort und widerstehen selbst aggressiven
Therapieverfahren. Eine Erklarung hierfur liegt in der ausgepragten zellularen
Heterogenitat vieler Tumorentitaten. Die genetische Analyse von Tumorzellen des
gleichen histopathologischen Typs unterschiedlicher Patienten zeigt dabei sowohl eine
ausgepragte intertumorale als auch intratumorale Heterogenitat. Diese ist bereits in der
Primarlasion nachzuweisen und nimmt mit der Progression des Tumors weiter zu.
Verantwortlich hierflr ist einerseits die genetische Instabilitéat der Tumorzellen, die mit
fortschreitender Proliferation zur Anreicherung von Mutationen fihrt. Andererseits
treten evolutiondre Selektionsprozesse auf, die unter anderem auch durch
Tumortherapien tGber Selektionsmechanismen zur Ausbildung von Resistenzen fuhren
(Bhang, Ruddy et al. 2015, Dagogo-Jack, Shaw 2018). Bezlglich des malignen
Melanoms konnte schon vor einiger Zeit gezeigt werden, dass T-Zell-Therapien gegen
ein einzelnes Melanomantigen das Wachstum Antigen-negativer Melanomvarianten
fordern (Jager, Ringhoffer et al. 1996). Auch in klinischen Studien verschiedener
zielgerichteter Immuntherapien anderer Tumorentitaten traten trotz initial ermutigender
Ergebnisse haufig Tumorantigen-negative Rezidive auf. Diese entstehen zum Teil
durch loss-of-function-Mutationen und eine daraufhin folgende Selektion des Antigen-
negativen Klons. Antigene, die dabei nicht von CAR-T-Zellen als Ziel verwendet
wurden, waren davon nicht betroffen (Sampson, Heimberger et al. 2010, Rapoport,
Stadtmauer et al. 2015).

Im Unterschied zu CAR-T-Zellen kann durch die Verwendung von SAR-T-Zellen mit
BiAk nicht nur die Aktivierung, sondern auch die Auswahl des Zielantigens der T-Zellen
gesteuert werden. Dadurch ist auch bei einer multispezifischen Therapie lediglich die
Transduktion eines einzigen Fusionsrezeptors nétig. Durch die Vermittlung
verschiedener Antikérper kann dennoch eine Vielzahl von Antigenen auf dem Tumor
gebunden werden. Dies erhéht die Bindungswahrscheinlichkeit der T-Zellen und
minimiert die Gefahr, dass sich Tumorzellen durch eine niedrigere Antigenexpression
der Kontrolle des Immunsystems entziehen (Hegde, Corder et al. 2013). Da eine
polyvalente Therapie somit das Potenzial fir eine effektive Tumortherapie besitzt, rickt
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auch die Entwicklung multispezifischer CAR-T-Zellen momentan in den Fokus
verschiedener Arbeitsgruppen (Genssler, Burger et al. 2016, Zah, Lin et al. 2016).
Jedem Einsatz dieser CAR-T-Zellen geht jedoch zwangsweise ein aufwendiges
Prozedere der Zellentnahme und -transduktion voraus. Eine kurzfristige Reaktion auf
veranderte Expressionsmuster der Tumorzellen ist dadurch nicht mdglich. Bei einer
Therapie mit SAR-T-Zellen ist dagegen nach der einmaligen Transduktion tber das
Einbringen neuer BiAk eine dynamische Zielauswahl mdglich, ohne daflir neue T-
Zellen enthnehmen zu missen.

4.10 Vergleich von SAR-T-Zellen mit weiteren modulierbaren T-Zell-Therapien

Die vielversprechende Idee einer universellen T-Zelle, deren Aktivierung spezifisch
durch einen Adapter vermittelt wird, wurde in anderer Form auch von weiteren
Arbeitsgruppen verfolgt (Tamada, Geng et al. 2012, Urbanska, Lanitis et al. 2012, Ma,
Kim et al. 2016). Die bezuglich ihrer Anwendung wohl einfachste zellvermittelte
Therapieform besteht dabei in der Monotherapie mit CD3-aktivierenden BiAk. Diese
BiAk bieten den Vorteil einer unkomplizierten Anwendung ohne jegliche
labortechnische Zellmodifikation. Die bisher klinisch eingesetzten Antikdrper scheinen
allerdings auf einen Grol3teil ihres Potenzials zu verzichten. Bisherige BiTE-Antikorper
aktivieren unspezifisch potenziell alle CD3-exprimierenden T-Zellen im Organismus,
bieten ihnen dabei aber keine Kostimulation in Form einer CD28-Aktivierung. Dieser
zweite Stimulus ist jedoch zur Ausbildung einer umfanglichen und nachhaltigen T-Zell-
Aktivierung essenziell (June, Ledbetter et al. 1987, Mueller, Jenkins et al. 1989). So
konnte gezeigt werden, dass T-Zellen, die anti-CD19 BiTE-Molekiile exprimieren und
zusatzlich zur CD3-Aktivierung mit CD28 kostimuliert werden, eine verstarkte Anti-
Tumor-Effektivitat besitzen. Insbesondere wurde so auch eine gesteigerte sequenzielle
Aktivitat im Vergleich zu ausschlieZlich CD3-stimulierten T-Zellen erreicht (Velasquez,
Szoor et al. 2017). Fur eine effiziente Therapie wird deshalb die Entwicklung
gentechnisch veranderter T-Zellen favorisiert, die wie CAR-T-Zell-Therapien von der
Kombination verschiedener intrazellularer Signaldoménen profitieren.

Die derzeitig verfiigbaren modifizierbaren Therapiemodelle lassen sich im
Wesentlichen in zwei Gruppen unterteilen. Die eine Gruppe verwendet konventionelle
CAR-T-Zellen, die ein scFv exprimieren und sich gegen einen molekularen Adapter
richten. Diese Adapter bestehen haufig aus einem kompletten IgG-Antikdrper oder
alternativ aus Antikorperfragmenten, die aufgrund ihrer Gré3e eine bessere
Tumorpenetration und geringere Immunogenitat erreichen sollen. Andererseits geht
damit auch eine geringere Halbwertszeit einher, die zwar die nachhaltige
Tumorinfiltration einschrankt, dafiir jedoch eine enge Therapiekontrolle erméglicht. Als
Antikérperfragment wird entweder das komplette Fab, ein scFv, oder sogar nur eine
einzige monomere variable Doméne verwendet (Darowski, Kobold et al. 2019).
Anstelle von Antikérpern kdnnen auch small molecules wie Folsaure verwendet
werden, die Uber Folsdure-Rezeptoren die Bindung an Tumorzellen ermdglichen (Kim,
Ma et al. 2015). Die Verbindung zu CAR-T-Zellen wird Uber die Konjugation der
Adapter mit spezifischen Markern erreicht, wie FITC oder Peptid-Neoepitopen
(Cartellieri, Feldmann et al. 2016, Ma, Kim et al. 2016). Diese Gruppe von T-
Zellmodellen erlaubt somit zwar eine Modulation der T-Zell-Aktivitat, birgt aber wie
konventionelle CAR-T-Zellen die Gefahr von off-tumor-Toxizitaten durch scFv-
exprimierenden T-Zellen. Auch wenn die verwendeten Zielantigene nicht im
menschlichen Organismus exprimiert werden, kdnnen scFv-exprimierende CAR-T-
Zellen durch molekulare Mimikry off-target-Toxizitaten verursachen. Zudem ist FITC
ein Fluoreszenzfarbstoff, der in vivo immunogen wirkt und somit potenziell zu
unerwinschten Nebenwirkungen fihren kann (Wang, Nakamura et al. 1996, Tamada,
Geng et al. 2012).
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Die andere Gruppe modifizierbarer T-Zell-Therapien verwendet auf CAR-T-Zellen
basierende Modelle, bei denen jedoch die extrazellulare Domé&ne nicht durch ein scFv
gebildet wird. Zu dieser Gruppe gehoéren auch die in dieser Arbeit prasentierten SAR-T-
Zellen, die extrazellular EGFRVIII exprimieren. Andere Arbeitsgruppen verwendeten
modifiziertes Avidin oder Streptavidin, die an mit Biotin markierte Antikbrper binden. Da
Biotin jedoch auch natirlicherweise im humanen Serum nachweisbar ist, besteht
prinzipiell die Gefahr einer unspezifischen T-Zell-Bindung (Mock, Malik 1992). Zudem
kann eine Immunogenitat der modifizierten Rezeptoren bislang nicht ausgeschlossen
werden (Urbanska, Lanitis et al. 2012, Lohmueller, Ham et al. 2017). Auch die
Expression eines Fc-y-Rezeptor Il (FcyR 1) wurde ausgiebig untersucht, der durch die
Bindung an den Fc-Teil von Antikdrpern die Verwendung klinisch bereits verwendeter
therapeutischer Antikorper als Adapter erméglichen kann (Kudo, Imai et al. 2014,
Rataj, Jacobi et al. 2018). Obwonhl die Diskriminationsfahigkeit der T-Zellen durch
Antikérpermodifikationen verbessert werden kann, droht bei diesem Ansatz die
unspezifische Bindung an zirkulierende Antikorper.

Cho et al. entwickelten dagegen eine neuartige Plattform, bei der die Bindung der
CAR-T-Zellen zu den scFv-Adaptern auf Leucin-Zippern basiert. Durch Modulierung
der Affinitat sowohl zum Tumorantigen als auch zur T-Zelle und der Entwicklung
aktivierender und inhibierender Adapter soll eine Feinjustierung der Immunantwort
mdglich werden (Darowski, Kobold et al. 2019). Um die Immunogenitat der Leucin-
Zipper zu reduzieren, basieren sie auf humanen Transkriptionsfaktoren. Auch wenn
diese im humanen Organismus intrazellular lokalisiert sind, kann das Risiko einer
Interaktion zwischen synthetischen Komponenten der CAR-T-Zellen und endogenen
Strukturen bisher noch nicht ausgeschlossen werden (Cho, Collins et al. 2018). Die
Verbindung zwischen den in dieser Arbeit vorgestellten SAR-T-Zellen zu BiAk wird
dagegen Uber EGFRUVIII vermittelt, das als tumorspezifisches Peptid im menschlichen
Organismus physiologischer Weise nicht vorkommt und in klinischen Studien bisher
keine Immunantwort auslésen konnte (Humphrey, Wong et al. 1990, Sampson,
Heimberger et al. 2010).

4.11 Ausblick

Da es sich bei der hier gezeigten Arbeit um In-vitro-Experimente handelt, sind weitere
Versuche notwendig, um das vorgestellte Therapiemodell in vivo zu untersuchen.
Insbesondere interessant fur die Zukunft wéaren Untersuchungen in einem
immunkompetenten Mausmodell. In dieser Arbeit wurde eine PD-1-Expression der
murinen T-Zellen gezeigt, die einen entscheidenden Einfluss auf die In-vivo-Aktivitat
haben kdnnte. Neben der weiteren Untersuchung der PD-1-PD-L1-Achse, gibt es
andere Aspekte wie die Stabilitdt der Antigenexpression auf Tumorzellen, der Einfluss
von Zytokinen und immunsuppressiver Zellen wie MDSC und Makrophagen im
Tumormikromilieu, die einen Einfluss auf die Effektivitat der SAR-T-Zellen haben
konnten. Auch die Penetration des soliden Tumors durch SAR-T-Zellen und BiAk
konnte in weiteren Experimenten untersucht werden. Obwohl der E3-Fusionsrezeptor
in dieser Studie erfolgreiche Ergebnisse zeigte, lieRen sich auf Grundlage neuer
Studienergebnisse beziiglich des CAR-Designs auch weitere Modifikationen
vornehmen. So ware beispielsweise eine zusatzliche Stimulation durch eine 4-1BB-
Domaéane moglich, die insbesondere beziiglich einer In-vivo-Anwendung in Studien
Vorteile zeigte.
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5 Zusammenfassung

Das maligne Melanom bleibt auch nach der Entwicklung neuer Immuntherapien
besonders im metastasierten Stadium eine Erkrankung mit einer schlechten Prognose.
Trotz beeindruckender Ergebnisse bei hamatologischen Neoplasien, sind T-
Zellbasierte Immuntherapien bei soliden Tumoren bisher deutlich weniger effektiv und
bergen gefahrliche Nebenwirkungen wie das cytokine release syndrome (CRS). In der
vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob Synthetic-Agonistic-Receptor-transduzierte T-
Zellen (SAR-T-Zellen) in Kombination mit den bispezifischen Antikdrpern (BiAk) anti-
EGFRUVIII x anti-TYRP1 und anti-EGFRVIII x anti-MCSP die Therapie solider Tumore
am Beispiel des malignen Melanoms verbessern kdnnen. Aufbauend auf den
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe (Kobold, Steffen et al. 2015, Karches, Benmebarek et
al. 2019) konnte in der Arbeit gezeigt werden, dass die spezifische Aktivierung und
Zytotoxizitat humaner und muriner SAR-T-Zellen durch die Verwendung von BiAk
moduliert werden kann. Nachdem Karches et al. in vitro und in vivo eine spezifische
Anti-Tumor-Aktivitdt gegen Antigen-tberexprimierende Pankreaskarzinomzelllinien
nachweisen konnten, zeigt die vorliegende Arbeit, dass lediglich durch den Austausch
der BiAK in vitro eine spezifische Anti-Tumor-Aktivitdt gegen endogen Antigen-
exprimierende Melanomzelllinien moglich ist. Die verwendeten SAR-T-Zellen
exprimierten dabei in den Versuchen einen Fusionsrezeptor gleichen Aufbaus, der in
Kombination mit BiAk eine MHC-unabhangige Anti-Tumor-Aktivitat ermdglicht.

In In-vitro-Versuchen konnte gezeigt werden, dass murine und humane E3-T-Zellen in
Kokultur mit tyrosinase related protein 1 (TYRP1)- beziehungsweise melanoma-
associated chondroitin sulfate (MCSP)-exprimierenden Melanomzellen durch die
Vermittlung der BiAk aktiviert werden. Diese Aktivierung flhrte zur Lyse verschiedener
Antigen-exprimierender Zelllinien. Aktivierung und Lyse waren dabei sowohl abhangig
von der Anzahl der SAR-T-Zellen als auch von der Konzentration des BiAk. Antigen-
negative Tumorzelllinien fihrten weder zur T-Zell-Aktivierung noch zur Tumorlyse. Die
Expression eines tumorspezifischen Antigens auf zuvor Antigen-negativen
Melanomzellen ermdglichte dagegen die Stimulation und Zytotoxizitat der SAR-T-
Zellen. Die BiAk vermittelten im murinen Modell die Proliferation der T-Zellen und eine
Expression von CD69- und PD-1-Markern im Sinne einer T-Zell-Aktivierung.

Die Effektivitat und damit einhergehende Nebenwirkungen kdnnen somit durch die
Anzahl der eingesetzten SAR-T-Zellen und die Dosis des BiAk beeinflusst werden.
Ohne BiAk verlieren SAR-T-Zellen ihre Funktion, da sie durch kein im Organismus
vorhandenes Antigen stimuliert werden. Dadurch wird das Risiko unkalkulierbarer
Nebenwirkungen gesenkt. SAR-T-Zellen kénnen in der Folge als Universalzellen durch
Kombination mit verschiedenen Antikdrpern gegen eine Vielzahl tumorspezifischer
Antigene gerichtet werden. Dies erhoht die Bindungswahrscheinlichkeit der T-Zellen,
minimiert die Gefahr eines tumor escape durch Herunterregulation des Antigens und
erlaubt eine unkomplizierte Anpassung der Therapie an eine veranderte
Antigenexpression des Tumors. Weitere Versuche sind insbesondere in In-vivo-
Modellen nétig, um die Tumorpenetranz und den Einfluss des immunsuppressiven
Tumormilieus auf die Leistungsfahigkeit der SAR-T-Zellen zu untersuchen.

Zusammenfassend konnte durch diese Arbeit die grundlegende Funktionalitat von
SAR-T-Zellen in Kombination mit bispezifischen Antikdrpern zur Behandlung von
Melanomzellen in vitro gezeigt werden. Dies stellt einen Grundstein im Sinne einer
proof-of-concept-Studie zur modifizierbaren Zelltherapie solider Tumore am Beispiel
des malignen Melanoms dar.
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7 Abkirzungsverzeichnis

ADCC
BiAk
BITE
CAR
CRS
CSPG4
CTLA-4
ddH.O
DMEM
DMSO
E3
E3del
EGFR
EGFRuvIII
ELISA
Fab
FACS
FBS

Fc
FcyR I
FcRn
FITC
HER2
IFN-y
1gG

IL
MACS
MAPK
MCSP
MDSC
MFI
MHC
PBMC
PBS
PCR
PD-1
PD-L1
Plat-E
Plat-A
RPMI
SAR
scFv
SEM
TCR
TGF B
TIL
TNFR
TYRP1
uT

Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
Bispezifischer Antikorper

Bispecific T-cell engager
Chimeric-antigen-receptor
Cytokine-release-syndrom

Chondroitin sulfate proteoglycan-4
Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
Destilliertes Wasser

Dulbecco’s modified Eagles medium
Dimethylsulfoxid

Vollstandiger E3-Fusionsrezeptor
Verkurzter E3-Fusionsrezeptor

Epidermal growth factor receptor
Epithelial growth factor receptor variant 11
Enzyme-linked immunosorbent assay
Fragment antigen binding
Fluorescence-activated cell sorter

Fetal bovine serum

Fragment crystallizable

Fc-y-Rezeptor llI

Neonataler Fc-Rezeptor
Fluoresceinisothiocyanat

Human epidermal growth factor receptor 2
Interferon-gamma

Immunglobulin G

Interleukin

Magnetic-activated cell sorting
Mitogen-activated protein kinases
Melanoma-associated chondroitin sulfate proteoglycan
Myeloid-derived suppressor-cells

Mittlere Fluoreszenzintensitéat

Major histocompatibility complex
Peripheral blood mononuclear cells
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