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1  Einleitung

1.1 Prognose und Therapie von Tumorerkrankungen

In Deutschland stellten Krebserkrankungen im Jahr 2017 die zweithaufigste Todesursache (24,4 %
aller Todesfalle) nach den Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems (37,0 % aller Todesfélle) dar
(Statistisches Bundesamt 2017). In den nachsten zwei Jahrzehnten wird vor allem in Landern mit
niedrigem bis mittlerem Lohnniveau ein Anstieg der Krebsinzidenz um das 1,5-fache erwartet (Bray et
al. 2012, Stewart & Wild 2014). Obwohl sich die diagnostischen und therapeutischen Mdglichkeiten
in den letzten Jahren erheblich verbessert haben, werden die meisten Krebstodesfalle durch
therapierefraktére Metastasen verursacht (Langley & Fidler 2007). Die drei S&ulen der Krebstherapie
— die chirurgische Intervention, die Radiotherapie und die zytostatische Chemotherapie — stol3en

weiterhin an ihre Grenzen.

Die zytostatische Chemotherapie bildet das Riickgrat der Krebstherapie. Die therapeutische Breite ist
jedoch schmal, das Nebenwirkungsprofil belastend fiir den Patienten und die Resistenzmechanismen
von Tumorzellen reichlich. Zudem steigt nach einer Chemotherapie das Risiko an einem
Zweitmalignom zu erkranken. Tumore weisen unterschiedliche Zellpopulationen auf, die genetisch
instabil sind und sich hinsichtlich ihrer Wachstumsgeschwindigkeit, Antigenitat,
Chemotherapeutikaresistenzen und ihres Metastasierungsverhaltens unterscheiden (Fidler 1990).
Wenige in Seneszenz verweilende Tumorzellen kdnnen noch nach Jahren zu Rezidiven flihren. Diese
Eigenschaften und die Limitierungen der bisherigen Therapien haben unter anderem zur Entwicklung
neuer Krebstherapien gefiihrt. Die personalisierte Krebsimmuntherapie hat sich als vierte Saule der
Krebstherapie etabliert. Sie adressiert bestimmte Merkmale und Eigenschaften von Tumorzellen.
Diese werden nicht direkt zerstort, sondern das Immunsystem wird gezielt gegen Tumorzellen
rekrutiert und eine spezifische Immunantwort induziert (Vanneman & Dranoff 2012). In der
Fachzeitschrift Science wurde die Krebsimmuntherapie im Jahr 2013 als Durchbruch des Jahres
gefeiert (Couzin-Frankel 2013). In der Regel ist jedoch keine der genannten Séulen fiir sich allein
ausreichend, um eine vollstdndige Heilung zu erreichen, sodass Kombinationstherapien Gegenstand

intensiver Forschungen sind.

1.2 Immunsystem-Tumor-Interaktionen

Bei der Zellteilung kommt es haufig, ausgeldst durch kanzerogene Substanzen, Strahlung, chronische
Entzindung, Virusbefall oder auch spontan zu Schaden der Desoxyribonukleinséure (DNA).
Mutationen treten millionenfach im Kérper auf, bleiben aber in den allermeisten Féllen dank
verschiedener intrinsischer und extrinsischer zellularer Kontrollmechanismen klinisch inapparent. Bei

aberranter Zellteilung greifen intrinsische Mechanismen, die eine DNA-Reparatur einleiten oder bei



nicht reparablen Schaden die Seneszenz oder Apoptose der betroffenen Zellen induzieren (Lowe et al.
2004). Versagen die intrinsischen Kontrollmechanismen, stehen den entarteten Zellen diverse

extrinsische Kontrollmechanismen gegeniber.

Eine wichtige extrinsische Kontrolle findet durch das Immunsystem statt. Mutierte Zellen werden
durch bestimmte Effektorzellen erkannt und abgebaut. Das Immunsystem verhindert dadurch ein
Fortschreiten zu einer Krebserkrankung. Diese These wurde 1957 durch F. Macfarlane Burnet und
1959 durch Lewis Thomas unter dem Begriff immunosurveillance postuliert (Burnet 1957, Thomas &
Lawrence 1959).

Die immunosurveillance ist nur ein Teil der hochkomplexen Immunsystem-Tumor-Interaktion und
wird im Modell des tumor immunoediting als erste von drei Phasen als Eliminierung bezeichnet (Dunn
et al. 2002). Die drei Phasen bestehen aus Eliminierung, Equilibrium und escape. Das Immunsystem
erkennt mutierte Zellen und baut diese ab (Eliminierung). Die Immunsystem-Tumor-Interaktion
befindet sich im Gleichgewicht, wenn Tumorzellen zwar nicht vollstandig eliminiert, deren Wachstum
aber kontrolliert werden kann (Equilibrium). Unter diesem hohen Selektionsdruck gelingt es einzelnen
Tumorzellen durch diverse Mechanismen dem Immunsystem zu entgehen, was zur Progression bis hin

zur Manifestation der Krebserkrankung fiihrt (escape) (Dunn et al. 2004a, Dunn et al. 2004b).

1.2.1  Immunsuppression im Tumormilieu

Tumoren weisen zahlreiche zellulare, zellgebundene oder tber l6sliche Faktoren vermittelte
Mechanismen auf, um sich dem Immunsystem zu entziehen. Sie exprimieren tUberwiegend
Differenzierungsantigene, die ebenfalls im gesunden Gewebe vorkommen und nur selten
tumorspezifische Neoantigene. Auf diese Weise prasentiert sich die Tumorzelle als kérpereigen und
wird vom Immunsystem toleriert (Sotomayor et al. 1996). Zudem unterliegen Tumorzellen einer
enormen genetischen Instabilitat (Lengauer et al. 1998). Dies flhrt zum Verlust der Humanen
Leukozytenantigene (HLA) und einer fehlregulierten Antigenprozessierung bzw. -présentation und

folglich zum Entzug vor dem Immunsystem (Algarra et al. 2000, Marincola et al. 2000).

Daruber hinaus interagieren Tumorzellen direkt tiber zellgebundene Oberflachenmolekiile mit
Immunzellen und hemmen diese. Sie Uberexprimieren Molekile wie CD80, CD86, programmed cell
death ligand 1 (PD-L1) und Fas ligand (FasL). Diese wirken nach Bindung an die entsprechenden
Rezeptoren auf Immuneffektorzellen wie cytotoxic T lymphocyte antigen 4 (CTLA 4), programmed
cell death protein 1 (PD-1) oder Fas inhibitorisch oder proapoptotisch (Hahne et al. 1996, Perez et al.
1997, Keir et al. 2006).



Neben den genannten zellularen und zellgebundenen Mechanismen bedienen sich Tumorzellen
diverser loslicher Faktoren wie TGF-B, IL-10 und CCL22 zur Generierung eins immunsuppressiven
Tumormilieus. Diese Faktoren werden direkt vom Tumor oder von Zellen im Tumorstroma sezerniert
(Joyce & Fearon 2015). TGF-B hemmt die T-Zellaktivierung, -differenzierung und -proliferation (Li et
al. 2006). Dar(ber hinaus wird die Expression zytolytischer Substanzen wie Perforin, IFN-y und
Granzyme A und B unterdriickt (Thomas & Massague 2005). IL-10 findet sich reichlich im
Tumormilieu und fuhrt zur gestorten Antigenprasentation durch dendritische Zellen (Gerlini et al.
2004). CCL22 fuhrt zur gesteigerten Migration regulatorischer T-Zellen ins Tumormilieu, die
wiederum ein immunsuppressives Milieu erzeugen (Curiel et al. 2004, Sugiyama et al. 2013).

Zusammengefasst ist die Immunsystem-Tumor-Interaktion hochkomplex. Versagen die intrinsischen
und extrinsischen Kontrollmechanismen des Korpers kommt es zur Entstehung von
Krebserkrankungen. Fir die Weiterentwicklung effektiverer Therapien ist das Verstandnis dieser
Interaktionen und der Entzugsmechanismen unabdingbar und Gegenstand aktueller Forschungen.

1.3  Krebsimmuntherapie

Das Modell des immunoediting zeigt, dass dem Immunsystem eine entscheidende Rolle in der
Vermeidung von Krebserkrankungen zukommt. VVor diesem Aspekt ist das Ziel der
Krebsimmuntherapie das Immunsystem (ber verschiedene Mechanismen zu (re-) mobilisieren und
Tumorzellen wieder dafiir adressierbar zu machen. Zu den erfolgreichsten Vertretern der
Krebsimmuntherapie zahlen die Therapie mit Antikérpern und der adoptive T-Zelltransfer (AZT)
(Kruger et al. 2019).

1.3.1 Antikorperbasierte Immuntherapie

Antikdrper haben als humorale Komponente des adaptiven Immunsystems eine wichtige Funktion bei
der Abwehr pathogener Organismen. Sie dienen zur Neutralisierung und Opsonisierung von
Pathogenen, zur Komplementaktivierung (CDC) sowie zur antikdrperabhéngigen zellvermittelten
Zytotoxizitat (ADCC) (Lu et al. 2017).

Antikorper sind Y-formige Konstrukte. Die Schwanzregion, das kristallisierbare Fragment
(Fc-Region), fungiert als Effektorregion. Sie bindet an verschiedene Rezeptoren wie den Fcy-Rezeptor
(FcyR) auf diversen Immunzellen und aktivieren diese (Nimmerjahn & Ravetch 2008). Die Armregion

besteht aus zwei identischen, antigenbindenden Fragmenten (Fa.-Region).



1.3.1.1 Monospezifische Antikdrper

Monoklonale monospezifische Antikoérper (mAK) sind die bislang am erfolgreichsten eingesetzten
Elemente der Immuntherapie. Sie richten sich gegen tumorassoziierte Antigene (TAA), die sich
spezifisch oder deutlich vermehrt auf Tumorzellen finden. Sie binden diese mit hoher Spezifitat und
flhren sie dem Abbau durch das Immunsystem zu. mAKk blockieren essenzielle Sighalwege von

Tumorzellen und der umliegenden Stromazellen (Shuptrine et al. 2012).

Erstmalig wurde 1998 mit Rituximab ein entsprechender mAk zugelassen. Er bindet an das
Oberflachenprotein CD20, welches auf mutierten B-Zellen uberexprimiert wird. Auf diese Weise wird
die ADCC, CDC und durch eine Signalwegblockade die Apoptose induziert (Reff et al. 1994, Golay et
al. 2000, Alas & Bonavida 2001). Durch Erganzung der Therapie mit Rituximab konnte bei Patienten
mit B-non-Hodgkin-Lymphom das Gesamtuberleben deutlich gesteigert werden (Marcus et al. 2008,
Lee et al. 2018).

Ein weiterer Durchbruch gelang mit dem gegen epidermal growth factor receptor (EGFR) gerichteten
mAk Cetuximab (Bonner et al. 2006, Van Cutsem et al. 2015). EGFR wird auf kolorektalen
Karzinomen sowie Karzinomen des Kopf-Halsbereiches Uiberexprimiert und fordert deren
Proliferation und Uberleben (Grandis & Tweardy 1993, Wee & Wang 2017). Durch eine Blockade der
Ligandenbindung und Dimerisierung des Rezeptors verhindert Cetuximab eine Zellaktivierung, die
dann zur Apoptose flhrt (Li et al. 2005, de La Motte Rouge et al. 2007).

Das zunehmende Verstandnis der Immunsystem-Tumor-Interaktion und der damit einhergehenden
Immunsuppression hat zur Fokussierung auf immunmodulatorische Therapien gefuhrt. Die Blockade
immuninhibierender Signale entfesselt die Immunantwort gegentiber Tumorzellen. Zu den
zugelassenen check-point Inhibitoren mit guter Wirkung gehdren der gegen cytotoxic T lymphocyte
antigen 4 (CTLA 4) gerichtete Antikorper Ipilimumab und der gegen programmed cell death protein 1
(PD-1) gerichtete Antikorper Nivolumab (Hodi et al. 2010, Ansell et al. 2015). Allerdings traten in
Zusammenhang mit diesen mAk vermehrt Autoimmunreaktionen wie Diabetes mellitus auf (Godwin
et al. 2017).

1.3.1.2 Bispezifische Antikorper

Bispezifische Antikdrper (BiAk) sind Hybride zweier monoklonaler Antikérper mit dualer
Antigenspezifitat, die in Struktur, Grofle und Funktionalitat variieren. Die bekanntesten Vertreter sind
trifunktionale BiAk (TrAK) und bispecific T-cell engager (BIiTE). TrAk sind 1gG-ahnliche Antikorper,

die eine intakte Fc-Region aufweisen und somit die Charakteristik klassischer mAk mit bispezifischen



Molekulen vereinen. BIiTE sind nicht 1gG-ahnliche Antikdrper ohne Fc-Region (Kontermann 2012).
Verschiedene Wirkmechanismen wie die Blockade zweier Oberflachenrezeptoren (Chen et al. 2014),
das cross-linking zweier Rezeptoren oder die Rekrutierung und Aktivierung von Immunzellen an die

Tumorzelle wurden hierbei verfolgt.

Bei der Rekrutierung von Immunzellen an die Tumorzelle wirkt der BiAk als immunologisches
Adaptermolekiil. Das ubiquitar auf Immuneffektorzellen exprimierte aktivierende Molekil CD3 wird
von einem Arm des BiAk gebunden, ein TAA auf Tumorzellen von dem anderen Arm des BiAk. Bei
dualer Bindung soll die Immunzelle aktiviert werden (Schmitt et al. 2004). Bei 1gG-ahnlichen BiAk
kann zusatzlich uber die Fc-Region eine weitere FcyR-exprimierende Immunzelle wie naturliche

Killerzellen und Makrophagen aktiviert werden (Zeidler et al. 2000).

BiTE sind kleine Fusionsproteine ohne Fc-Region, die aus zwei Einzelkettenfragmenten (scFv) der
jeweils variablen schweren und leichten Doméne zweier Antikorper bestehen (Huehls et al. 2015). Ein
Zielantigen des BIiTE ist ebenfalls CD3, das zweite ein TAA auf Tumorzellen. BiTE sind kleine
Proteine, sodass T- und Tumorzelle raumlich eng aneinandergebunden werden. Nach dualer Bindung
wird die T-Zelle MHC-unabhéngig aktiviert (Wolf et al. 2005).

In der klinischen Anwendung bei der Behandlung der therapierefraktaren B-ALL befindet sich
Blinatumomab. Dieser BiTE hat eine hohe Spezifitat gegen das B-Zellprotein CD19, welches auf
mutierten B-Zellen Gberexprimiert wird (Loffler et al. 2000). In klinischen Studien erwies sich
Blinatumomab einer Behandlung mit konventioneller Chemotherapie als deutlich tiberlegen und fuhrte

zu einem gebesserten Gesamtiberleben (Kantarjian et al. 2017, Martinelli et al. 2017).

1.3.1.3 Limitierungen und Vorteile mono- und bispezifischer Antikorper

Antikorper konnten sich aufgrund ihrer vielfaltigen Wirkmechanismen und den bislang
vielversprechenden klinischen Ergebnissen als vierte Sdule der Krebstherapie etablieren. Dieser

Therapieansatz zeigt jedoch mehrere Limitierungen auf.

Viele der bekannten therapeutischen Antikdérper stammen von Tieren und sind daher im menschlichen
Organismus immunogen. Dies kann eine tberschielende Immunantwort des Empfangers hervorrufen.
Héufig bildet der Organismus humane antidrug-Antikorper, was zum Abbau der Antikérper und

Therapieversagen fiihren kann (Heiss et al. 2010). Interessanterweise profitierten die Patienten jedoch

von diesen antidrug-Antikorper und zeigten ein besseres Therapieansprechen (Ott et al. 2012).



Tumorzellen sind mutierte Zellen, deren Repertoire an Oberflachenmolekilen haufig qualitativ den
gesunden Ursprungszellen ahnlich ist und sich lediglich quantitativ unterscheidet. Dies hat zur Folge,
dass Antikdrper ebenfalls Strukturen im gesunden Gewebe binden und zerstdren kénnen (Kebenko et
al. 2018). Durch hohe genetische Mutationsraten und Selektionsdruck kann es zum Verlust der TAA
und Wirkverlust der Antikdrper kommen (Davis et al. 1999). Die limitierte Anzahl an

tumorspezifischen Antigenen erschwert zudem die zielgerichtete Immuntherapie.

In soliden Tumoren sind weitere entscheidende Faktoren die Gewebepenetranz der Antikdrper sowie
die Uberwindung des immunsuppressiven Tumormilieus. Die Gewebepenetranz ist abhangig von
GrolRe, Gewicht, Struktur und Affinitat der Antikorper (Schmidt & Wittrup 2009). Antikorper mit
hoher Affinitat binden vor allem in der Tumorperipherie und dringen vermindert ins Zentrum solider
Tumore ein (Adams et al. 2001). Insbesondere BIiTE sind kleine Molekule mit einer besseren
Bioverfugbarkeit und Gewebepenetranz. Sie weisen jedoch eine geringe Halbwertszeit auf, sodass
eine kontinuierliche Applikation zur Aufrechterhaltung einer Immunantwort erforderlich ist (Zhu et al.
2016). Zudem héngt die Effektivitat der BiAk Therapie von einer zeitgleichen Tumorinfiltration durch

Immuneffektorzellen ab (Marcucci et al. 2013).

Nicht zuletzt weisen Antikdrper dosisabhangige Nebenwirkungen wie allergische Reaktionen,
Schittelfrost, Fieber, Lymphopenie, Hypertension, Ubelkeit, Erbrechen und Diarrhoe auf, die eine
Dosissteigerung unmdglich machen kénnen. Daneben kann es durch eine massive Immunstimulation
zur UberschieBenden Zytokinausschittung bis zum lebensbedrohlichen Zytokinfreisetzungssyndrom
(CRS) kommen (Mau-Sorensen et al. 2015).

Die Nebenwirkungen der Antikorpertherapie kénnen durch Terminierung der Applikation oder
Dosisanpassung meist zugig kontrolliert werden. In Abhéngigkeit der Halbwertszeit lasst die
immunmodulatorische Aktivitat nach. Ein weiterer Vorteil der Antikdrpertherapie ist die einfache

Verfligbarkeit und patientennahe Anwendbarkeit.

1.3.2 Zellbasierte Immuntherapie

Die Behandlung mit Antikdrpern basiert auf vielfaltigen Mechanismen, von denen einige das
Immunsystem aktiveren. Eine erfolgreiche Therapie setzt somit ein Mindestmal? an funktionalem
Immunsystem voraus, was bei Krebspatienten haufig Chemotherapie bedingt nicht gegeben ist. Die
zellbasierte Immuntherapie kommt dieser Limitierung entgegen, indem einzelne tumorspezifische oder
genmodifizierte Immunzellen in vitro expandiert und Krebspatienten infundiert werden kdnnen
(Dudley & Rosenberg 2003). In der Literatur werden diverse Ansdtze des adoptiven Zelltransfers zur
Krebstherapie beschrieben (Xue et al. 2005, Till et al. 2008, Karlsson et al. 2010).



1.3.2.1 Adoptiver T-Zelltransfer

Rosenberg et al. beschrieben einen AZT mit TAA spezifischen T-Zellen, die aus Tumorgewebe
gewonnen wurden (Rosenberg et al. 1994). Die Therapie mit diesen Tumor-infiltrierenden
Lymphozyten (TIL) zeigte bei 30 % der Patienten ein gutes Ansprechen. Jedoch sind TIL nicht in
jedem Tumor zu finden, die Gewinnung und Expansion kompliziert und die T-Zellaktivitat durch das

immunsuppressive Tumormilieu limitiert (Spiess et al. 1987, Dudley et al. 2002).

Ein weiterer Ansatz ist der AZT mit T-Zellrezeptor (TZR)-modifizierten T-Zellen. Die T-Zellen
werden genetisch modifiziert und mit hochaffinen tumorspezifischen TZR ausgestattet, die z. B. aus
TIL kloniert werden kdnnen (Morgan et al. 2006). In einigen Studien zeigte sich dieser Ansatz als
effektiv (Duval et al. 2006, Robbins et al. 2015). Jedoch kann es bei der TZR-Expression zu
Fehlpaarungen der o, und  Ketten des TZR mit konsekutiver Autoreaktivitat und schweren
On-target-off-tumor-Reaktionen kommen (Bendle et al. 2010).

TIL sowie die TZR-modifizierten T-Zellen werden MHC-abhangig Uber die klassische
T-Zellaktivierungskaskade aktiviert. Wie im Konzept des immunoediting beschrieben, besitzen
Tumore die Fahigkeit das MHC herunter zu regulieren und sich somit den TIL und TZR-modifizierten
T-Zellen zu entziehen (Algarra et al. 2000, Marincola et al. 2000).

1.3.2.2 Chimarer-Antigen-Rezeptor-modifizierte T-Zellen

In Anlehnung an den TZR wurden Chimare-Antigen-Rezeptoren (CAR) entwickelt. Diese
Hybrid-Rezeptoren weisen als extrazelluldre Antigenbindungsdomane einen antigenspezifischen
Antikorper in Form eines scFv auf. Als Aktivierungsdoméane wird wie beim TZR zumeist CD3(
verwendet (Eshhar et al. 1993). Durch Bindung an ihre Zielantigene wie Proteine, Kohlenhydrate oder
Fette werden die CAR-T-Zellen aktiviert (Gross et al. 1989, Davila et al. 2014). Fir eine vollstandige
T-Zellaktivierung naiver T-Zellen ist jedoch ein zweites, ko-stimulierendes, Signal erforderlich. Aus
diesem Grund wurden CAR der zweiten und dritten Generation um ein bzw. zwei ko-stimulierende
Doménen wie CD28, OX40 oder 4-1BB erganzt. Diese bewirken eine vollstandige und langer
anhaltende Aktivierung mit gesteigerter Proliferationskapazitat und Vitalitat der CAR-T-Zellen
(Mabher et al. 2002, Imai et al. 2004, Pule et al. 2005). Im Gegensatz zu TIL und TZR-modifizierten
T-Zellen ist keine MHC-Antigenprésentation erforderlich (Chmielewski et al. 2013). Durch Bindung
des CAR an die Zielstrukturen werden die CAR-T-Zellen ohne zusétzliche Signale aktiviert, solange
diese auf der Oberflache exprimiert werden. Vor allem bei hdmatologischen Malignomen wie der
B-Zell Leukamie zeigte die Therapie mit einem CD19 spezifischen CAR sehr vielversprechende
Erfolge (Lee et al. 2015).



Wie bei den BiAk beschrieben, kénnen die CAR-T-Zellen zu einer tberschieRenden T-Zellaktivierung
und CRS mit letalem Ausgang flihren (Morgan et al. 2010). Weiterhin sind gravierende neurotoxische
Nebenwirkungen sowie schwere On-target-off-tumor-Reaktionen beschrieben (Ramos et al. 2018).
CD19-CAR-T-Zellen lysieren auch gesunde B-Zellen, was zu einer langanhaltenden B-Zelldepletion
mit sekundarem Antikorpermangel fiihren kann (Grupp et al. 2013). Der Verlust entsprechender TAA
ist ein weiterer limitierender Faktor der CAR-T-Zellen (Ruella & Maus 2016).

Sowohl der AZT als auch die Antikorpertherapie haben das Spektrum der Tumortherapie deutlich
erweitert. Bislang ist jedoch keine vollstandige Tumoreradikation mit einer Mono-Immuntherapie
gelungen. Die Kombination einzelner Ansétze kdnnte durch Schaffung synergistischer Effekte die
Maglichkeiten der Immuntherapie erweitern.

1.4 Kombinationstherapie aus adoptivem T-Zelltransfer mit synthetischen agonistischen Rezeptor
modifizierten T-Zellen und bispezifischem Antikorper

Wie eingangs beschrieben, weisen Therapien mit Antikérpern und der AZT Limitierungen auf. Das
immunsuppressive Tumormilieu, der Verlust von TAA, die Gewebepenetranz von Antikdrpern, die
Rekrutierung von Immunzellen, schwere Nebenwirkungen wie On-target-off-tumor-Reaktionen oder

das lebensbedrohliche CRS schmélern das Potenzial dieser Therapien.

In dieser Arbeit wird, basierend auf praklinischen Studien unserer Arbeitsgruppe, ein neues
Therapiekonzept vorgestellt. Es vereint die Vorziige der bispezifischen Antikorper und des adoptiven
Transfers modifizierter T-Zellen. TZR und Markerantigen-modifizierte T-Zellen konnten durch einen
nicht aktivierenden BiAk an Tumorzellen rekrutiert werden. Dies fihrte zur Tumorlyse. Die
Aktivierung setzte die Expression des tumorspezifischen TZR und des TAA voraus und konnte nicht
allein durch duale BiAk Bindung ausgeldst werden. Dadurch sollte eine Aktivierung auf3erhalb des
Tumors verhindert werden (Kobold et al. 2015). Dieses Konzept weist jedoch Limitierungen auf. Zum
einen muss die Sequenz eines tumorspezifischen TZR bekannt sein, was nicht flr jede Tumorentitat
maoglich ist (Rosenberg et al. 1986). Dieser muss dann zusammen mit dem Markerantigen stabil auf
den T-Zellen exprimiert werden. Zum anderen ist die Aktivierung abhangig von einer
MHC-Antigenprasentation. Die T-Zellrekrutierung korrelierte mit der BiAk-Konzentration — bei
MHC- oder TAA-Verlust bleibt jedoch eine T-Zellaktivierung aus.

Das Konzept der Kombination aus AZT und Antikorpertherapie mittels bispezifischen Antikérpern
wird in dem hier vorgestellten Therapiemodell aufgegriffen und erweitert. Fir den AZT werden
T-Zellen genetisch modifiziert und mit einem von uns neu entwickelten synthetischen agonistischen

Rezeptor (SAR) genannten Fusionsprotein ausgestattet. Der SAR besteht aus einem Markerantigen,



welches mit dem ko-stimulierenden Protein CD28 und der aktivierenden CD3(-Doméne fusioniert ist.
Der BiAk, mit Spezifitat gegen den SAR und ein TAA, soll die SAR-modifizierten T-Zellen an die
TAA* Tumorzelle binden und MHC-unabhéngig zur Tumorlyse aktivieren. Der SAR fungiert hierbei
als Marker- und Aktivierungsprotein. In der vorliegenden Arbeit werden zwei verschiedene
SAR-Konstrukte untersucht. Der erste SAR weist als Zielantigen epidermal growth factor receptor
variant Il (EGFRvIII) auf, der zweite das embryonale Antigen Cripto 1. Als TAA dient das auf vielen
Tumoren uberexprimierte epithelial cell adhesion molecule (EpCAM).

CD3 | cD28  hEGFRvIll %’ sPCAL

T-Zelle

CD3 | CD28 | CD8  hCripto

Abbildung 1: Therapiemodell SAR-T-Zellen mit BiAk, das in dieser Arbeit verfolgt wird.

SAR-T-Zellen werden durch den bispezifischen Antikdrper im 2:2 Format rdumlich an EpCAM™* Tumorzellen gebunden und
aktiviert. Dargestellt sind der C3-SAR mit hCripto und der E3-SAR mit hEGFRvIII als Markerantigen. hCripto: humanes
embryonales Antigen Critpo 1, hEGFRVIII: humanes epidermal growth factor receptor variant 111, EpCAM: murines
ephithelial cell adhesion molecule, CD3, CD8 und CD28 sind murinen Ursprungs (eigene Abbildung).

1.5 Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit war die Generierung eines synthetischen agonistischen Rezeptors, der nach
retroviraler Transduktion auf T-Zellen exprimiert wird. Durch Bindung des bispezifischen Antikorpers
anti-Cripto 1 x anti-EpCAM bzw. anti-EGFRvIII x anti-EpCAM sollen die SAR-T-Zellen aktiviert
werden und Tumorzellen lysieren. Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

1) Generierung von SAR-Konstrukten

2) Wird der SAR auf T-Zellen exprimiert?

3) Konnen SAR-T-Zellen durch Bindung von Antikdrpern aktiviert werden?

4) Kobnnen SAR-T-Zellen EpCAM* 4T1 Brustkrebszellen lysieren?






2  Material und Methoden
2.1 Geréte

Tabelle 1: Geréateliste

CO; Brutschrank, BD6220
FACSCanto Il

Gefrierschrank, -80 °C
Konfokalmikroskop TCS SP5 I,
Objektiv: HCX PL APO CS 40.0x1.25 OIL UV
Kihl- und Gefrierschrénke, 4 °C, -20 °C
Lamin Air

Mikroskop Axiovert 25

Mithras LB940 ELISA Reader
Multifuge 3L-R

Multifuge 4KR

Nanopdrop 2000c Spektrophotometer
Neubauer Zahlkammer

pH-Meter

RTCA iCELLigence, E Plate L8 PET
Thermocycler T3

Thermomixer

Vortex VF2

Waage CPA 1003S

Zentrifuge 5424

Zentrifuge Rotina 420R

2.2 Reagenzien und Chemikalien

Tabelle 2: Reagenzien

MEM Non-Essential Amino Acids, NEAA
beta-Mercaptoethanol

Blasticidin

Bovines Serum Albumin, BSA
Calciumchlorid

Dimethylsulfoxid, DMSO

Dulbecco’s Modified Eagles Medium, DMEM
Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline, PBS
EcoRlI, Restriktionsenzym

Ethanol 100 %

FACS Flow, FACS Safe

Fetales Kalberserum, FKS

Glycerol
Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonséure, HEPES 1M
Isofluran

Isopropanol, 70 %, 100 %

Kaliumchlorid

L-Glutamin 200 mM

Lipofectamine 2000

Natriumchlorid 0,9 %

Heraeus, Hanau, Deutschland

BD Biosciences, New Jersey, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA

Leica Microsystems, Wetzla, Deutschland

Bosch, Gerlingen-Schillerhohe, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Berthold, Bad Wildbad, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Implen GmbH, Miinchen, Deutschland

Optik Labor Frischknecht, Balgach, Deutschland

WTW, Weilheim, Deutschland
ACEA Biosciences, USA

Biometra, Gottingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Janke & Kunkel, Staufen, Deutschland
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Gibco Products, Grand Island, NY, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim. Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
PAA, Pasching, Osterreich

PAA, Pasching, Osterreich

Thermo Scientific, Waltham, USA
Apotheke, LMU Miinchen, Deutschland
BD Biosciences, New Jersey, USA
Gibco Products, Grand Island, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Lonza, Basel, Schweiz

Abbott, Zug, Schweiz

Apotheke LMU, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
PAA, Pasching, Osterreich

Invitrogen, Carlsbad, USA

Apotheke LMU, Miinchen, Deutschland
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Natriumpyruvat

Notl, Restriktionsenzym
Penicillin/Streptomycin

Puromycin

Retronectin

Q5® High-Fidelity DNA Polymerase
Roswell Park Memory Institute, RPMI
Trypan-Blau

Trypsin, 10x

Tween 20

Rekombinantes EpCAM

VLE DMEM

2.3  Kommerzielle Kits

Tabelle 3: Kommerzielle Materialkits

Enzyme linked immunoabsorbent assay (ELISA),
Mouse Interferon y

PKH67 Green Fluorescent Cell Linker Kit
PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kits
Zombie NIR Fixable Viability Kit

Foxp3 / Transcription Factor Staining Buffer Set
GeneJET Plasmid Miniprep Kit

Pure Yield Plasmid Maxiprep System

InviTrap Spin Cell RNA Mini Kits

2.4 Zellkulturmaterial

PAA, Pasching, Osterreich

Thermo Scientific, Waltham, USA
PAA, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Takara, Kusatsu, Japan

New England Biolabs, Ipswich, USA
PAA, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Lonza, Basel, Schweiz

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
R&D Systems, Minneapolis, USA
Biochrom, Berlin

BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA
eBioscience, San Diego, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Promega, Madison, USA

Stratec Molecular GmbH, Berlin, Deutschland

Fur die Zellkultur verwendete Einmalmaterialien wurden von den Firmen BD Falcon (Franklin Lakes,
USA), Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland), Corning (Corning, USA), Greiner-Bio One
(Kremsmuinster, Deutschland), Millipore (Billerica, USA) und Sartorius (Goéttingen, Deutschland)

erworben.

2.4.1 Zelllinien

Tabelle 4: Zelllinien
4T1 Murine Brustkrebszellen (Balb/c)

Platinum E Humane embryonale
Nierenzelllinie (HEK 293T)

12

RPMI Dr. med. M. Wartenberg, Friedrich-Schiller-
Vollmedium Universitat, Jena, Deutschland

Plat E Dr. rer. nat. M. Leisegang, Charité Berlin,
Medium Deutschland



2.4.2  Zellkulturmedium

Tabelle 5: Zellkulturmedien

Name Medium Vol. Zuséatze
FKS L-Glu P/S NaPy NEAA Sonstiges

DMEM VM DMEM 500ml  10% 1% 1% 1%

Konservierung FKS 500 pl 400 pl 100 pl DMSO

Plat E DMEM 500ml  10% 1% 1% 0,1 % Puromycin
(final 1pg/ml),
0,1 % Blasticidin
(final 10 pg/ml)

Transfektion DMEM 500ml  10% 1% 1%

Plat E Hunger DMEM 500ml 3% 1% 1%

RPMIVM RPMIVLE 500ml 10% 1% 1% 1mM

T-Zell Medium RPMI VLE 500 ml 10 % 1% 1% 1% 1% 1 mM HEPES,
50 UM beta
Mercaptopurin

FACS Medium PBS 2%

Cytotox Medium  RPMIlohne  500ml 1% 1% 1% 1mM 1 mM HEPES

Phenolrot

FKS — Fetales Kalbserum, L-Glu — L-Glutamin, P/S — Penicillin/Streptomycin, NEAA — Non Essential Amino Acids, NaPy —

Natriumpyruvat, VM — Vollmedium

2.4.3  Wachstumsfaktoren und Zytokine

Tabelle 6: Wachstumsfaktoren und Zytokine

Wachstumsfaktoren und Zytokine Hersteller

Anti-Maus CD3¢ (Klon 145-2C1)

eBioscience, Santa Clara, USA

Anti-Maus CD28 (Klon 37.51)

eBioscience, Santa Clara, USA

Rekombinantes Human IL-2

Pepro Tech, Rocky Hill, USA

Rekombinantes Human IL-15

Pepro Tech, Rocky Hill, USA

Dynabeads Mouse T-Activator anti-CD3-anti-CD28

Life Technologies, Minchen, Deutschland

2.5 Puffer und Lésungen

Tabelle 7: Pufferldsungen

Puffer Zusammensetzung

Erythrozyten-Lyse

PharmaLyse (10 x) 10 % in PBS

Trypsin-Ldsung

Trypsin 0,05 %, EDTA 0,02 %

Transfektionspuffer

Natriumchlorid 1.6 g, Kaliumchlorid 74 mg
Na,HPO, 50 mg, HEPES 1 g
ad 100 ml H;O, pH Wert 6,76

FACS Blocking Puffer

BSA 2 % in PBS




2.6 Antikorper
2.6.1 Durchflusszytometrie

Tabelle 8: Unkonjugierte Primarantikorper

Anti-EGFR, Cetuximab IgG1 10 pg/ml Mensch Merck, Darmstadt, Deutschland
Anti-CD20, Rituximab IgG1 10 pg/ml Mensch Roche, Basel, Schweiz
Anti-Cripto (LC7035 020 060427) 10 pg/ml Mensch Roche, Penzberg, Deutschland

Tabelle 9: Konjugierte Sekundarantikérper

Alexa Fluor 488 Goat anti-Human 1gG [s[€ 20 pg/ml - Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
(H+L) Secondary Antibody
FITC AffiniPure F(ab)2 Fragment Goat [s[€ 30 pg/ml Jackson Immuno Research, West Grove,

anti-Human IgG, Fcy Fragment Specific USA
FITC AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG 20 pg/ml - Jackson Immuno Research, West Grove,
(H+L) USA

2.6.2 Bispezifische Antikorper

Die Generierung der BiAk wurde in Karches et al. beschrieben (Karches et al. 2019). Die verwendeten

Antikdrperkonzentrationen sind bei den einzelnen Versuchen angegeben.

Tabelle 10: Bispezifische Antikorper

Anti-EGFRvIII x anti-EpCAM Human, Murin Roche, Penzberg, Deutschland
Anti-Cripto x anti-EpCAM Human, Murin Roche, Penzberg, Deutschland

2.7  Synthetische agonistische Rezeptoren

Tabelle 11: Domanen der synthetischen agonistischen Rezeptoren

EGFRvIII (human, Uniprot CD28 (murin, Uniprot P31041 AA CD28 (murin, Uniprot
P00533 AA 1-29, 298-645) 151-177) P31041 AA 178-218)
E3
CD3{ (murin, Uniprot
P24161 AA 52-164)
E3ce EGFRvIII (human, Uniprot EGFRvIII (human, Uniprot P00533 i
P00533 AA 1-29, 298-645) AA 646-677)
Cripto-1 growth factor (human, CD8a (murin, Uniprot Eintrag CD28 (murin, Uniprot
Uniprot P13385 AA 31-150) P01731 AA 197- 217) P31041 AA 178-218)
C3
CD8a (murin, Uniprot Eintrag CD3{ (murin, Uniprot
P01731 AA 153- 196) P24161 AA 52-164)
el Cripto-1 growth factor (human, CD8a (murin, Uniprot Eintrag i
Uniprot P13385 AA 31-150) P01731 AA 197- 217)

C3 Igk Leader (5 2 39)
ATG GAA ACA GATACACTGCTGCTG TGG GTGCTG CTG CTG TGG GTG CCA GGA TCT ACA
GGG GAT GGC GCC CAG CCT GCT AGA AGC
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2.8  Primer

Tabelle 12: Overlap-PCR Primer

C3-SAR

lg» Leader
Cripto
CD8extm
CD28 iz

CD3(
C3%-SAR

E3-SAR

EGFRvlllex
CD28tmiiz

CD3(
E3%-SAR

Leader Not1 fwd
LeaderCripto rev
LeaderCripto fwd
Cripto CD8aex rev
CriptoCD8aex fwd
CD8tm-CD28iz rev
CD8tm-CD28iz fwd
CD28iz-CD3( rev
CD28-CD3¢ fwd
CD3( EcoR1 rev

Leader Not1 fwd
CD8tm EcoR1 rev

EGFRvIlINot1fwd

EGFRvIIIexCD28tm rev
EGFRvIllexCD28tm fwd

CD28iz-CD3( rev
CD28-CD3¢ fwd
CD3( EcoR1 rev

EGFRuvlII Notl fwd

EGFRVIII del EcoR1 rev

ATT AGC GGC CGC GCC ACC ATG GAA ACA GAT ACAC
AAATTC CTG ATG GCC CAG GCT TCT AGC AGG CTG GGC
GCC CAG CCT GCT AGA AGC CTG GGC CAT CAG GAATTT
CAG CACTGG CTT GGT AGT ATC ACA GCC GGG TAG AAA
TTT CTA CCC GGC TGT GAT ACT ACC AAG CCAGTG CTG
TCT GTT CCT TCT ACT ATT GAT GAG AGT GAT GAT CAA
TTG ATC ATC ACT CTC ATC AAT AGT AGA AGG AAC AGA
CTGCTGAAT TTT GCT CTG GGG CGG TAC GCT GCA A
TTG CAG CGT ACC GCC CCA GAG CAAAATTCAGCAG
TAATGA ATT CTT AGC GAG GGG CCA GGG TC

ATT AGC GGC CGC GCC ACC ATG GAAACAGATACAC
TAATGA ATT CTT ATC TAC TAT TGA TGA GAG TG

AGC TTG CTC GCG GCC GCG CCA CCA TGC GAC CCT CCG
CAC GAC CAG TGC CCA AAA GGA CGG GAT CTT AGG CCC
GGG CCT AAGATCCCGTCCTTT TGG GCACTG GTC GTG
CTGCTGAATTTT GCT CTG GGG CGG TAC GCT GCA A
TTG CAG CGT ACC GCC CCA GAG CAAAATTCAGCAG
TAATGA ATT CTT AGC GAG GGG CCA GGG TC

AGC TTG CTC GCG GCC GCG CCA CCA TGC GAC CCT CCG
GGA CGA ATT CTC AGC GCT TCC GAA CGA TGT GGC

fwd — forward, rev — reverse, ex — extrazellular, tm — transmembran, iz — intrazellular

2.9 Software

Tabelle 13: Software

FlowJo 8.7

GraphPad Prism 5
Microsoft Office
Adobe Creative Suite
Lasergene Suite

Twm Rechner
Endnote X9

Treestar, Ashland, USA

GraphPad Software, La Jolla, USA

Microsoft, Redmond, USA

Adobe Systems, San Jose, USA

DNASTAR, Madison, USA
http://www6.appliedbiosystems.com/support/techtools/calc/
Thompson Reuter, Carlsbad, USA

2.10 Molekularbiologische Methoden
2.10.1 RNA Isolation und Reverse Transkription

Aus murinen Splenozyten wurde mit Hilfe des InviTrap Spin Cell RNA Mini Kits nach

Herstellerprotokoll RNA isoliert und im néchsten Schritt complementary DNA (cDNA) generiert. Die

Arbeitsschritte erfolgten mit RNase freien Utensilien und unter stdndiger Kiihlung. Der Mastermix

sowie das Thermocycler-Programm sind in folgenden Tabellen aufgefihrt.
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Tabelle 14: RT-PCR Ansatz

RNA 1-2
H.0 11-x
Oligo (dT)1s-Primer 1
RT-Puffer (5 x) 4
dNTP 2
RNAsin/Ribolock [40 U/ul] 1
Revert Acid H-minus M-MuLV (200 U/ul) 1
Gesamtvolumen 20

Tabelle 15: Thermocycler Programm RT-PCR

Transkription 30 50
Termination 5 85
Abkiihlung Hold 4

2.10.2 Overlap Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die cDNA diente als Vorlage zur Klonierung der einzelnen SAR-Domanen. Diese wurden mittels

overlap PCR zu den finalen SAR kloniert. Alle PCR erfolgten mit Polymerasen mit

Korrekturlesefunktion. Die Anlagerungstemperatur und die Elongationszeit wurden den Primern und

der L&nge der DNA-Fragmente entsprechend angepasst. Die Primer wurden mit der Software

Lasergene (DNASTAR) entworfen. Fir die Fusion sind zwei Schritte notwendig:

1. Konventionelle PCR mit in 1.8 beschriebenen Verlangerungsprimern. Hierbei wird jeweils am

5¢-Ende zweier zu fusionierender DNA-Fragmente die komplementére Nukleotidsequenz des

3°-Endes des anderen DNA-Fragments angefligt.

2. Overlap-PCR. Die mit komplementéren Basen verldngerten DNA-Fragmente werden in einem

zweiten Reaktionsansatz gemischt. Die Verlangerungen dienen als Primer zur Elongation mit den

komplementdaren DNA-Fragmenten. Durch Zugabe der jeweiligen endstandigen Primer werden die

fusionierten DNA-Fragmente amplifiziert.

Fur die PCR-Reaktionen wurden folgende Anséatze und Thermocyclerprogramme verwendet:

Tabelle 16: Reaktionsansatz konventionelle PCR

cDNA 50 -500 ng
Enhancer 10

5 x Q5 Puffer 10

dNTP [10 mM] 1

forward Primer, 10 uM 1

reverse Primer, 10 pM 1

Q5 high fidelity Polymerase, 2 U/ml 0,5

ddH,O ad 50
Gesamtvolumen 50

16



Tabelle 17: Thermocycler Programm konventionelle PCR

Initiale Denaturierung 30 sek 98 1
Denaturierung 10 sek 98

Anlagerung 30 sek 55 34
Elongation 13 sek 72

Finale Elongation 2 min 72 1

Tabelle 18: Reaktionsansatz overlap-PCR

DNA 1 50 — 500 ng
DNA 2 50 - 500 ng
Enhancer 10

5 x Q5 Puffer 10

dNTPs [10 mM] 1

forward Primer, 10 uM 1

reverse Primer, 10 pM 1

Q5 high fidelity Polymerase, 2 u/ ml 0,5

ddH-0 ad 50
Gesamtvolumen 50

Tabelle 19: Thermocycler Programm overlap-PCR

Initiale Denaturierung 30 sek 98 1
Denaturierung 10 sek 98

Anlagerung 30 sek 60 34
Elongation 17 sek 72

Finale Elongation 2 min 72 1

Nach der DNA-Amplifikation wurden die PCR-Produkte durch Gelelektrophorese nach ihrer Grolie
aufgetrennt und mit dem JetQuick® Gel Extraction Spin Kit aufgereinigt.

2.10.3 Agarose-Gelelektrophorese

1,5 - 3 g Agarosepulver wurden in 150 ml TAE-L6sung gegeben, vermischt und bis zur vollstandigen
Ldsung des Pulvers aufgekocht. Die Suspension wurde mit 7 pl Ethidiumbromid auf die Gelkammer
gegeben und abgekihlt. Nach der Polymerisation des Gels wurde die Gelkammer mit 1 x TAE-L&sung
aufgefiillt und die mit Puffer verdiinnten PCR-Produkte aufgetragen. Die Produkte wurden bei

90 — 110 V flr 20 — 45 min aufgetrennt. Die Aufreinigung erfolgte mit dem JetQuick® Gel Extraction
Spin Kit nach Herstellerprotokoll. Die Quantitat und Qualitat der gewonnen PCR-Produkte wurden im

Nanophotometer bestimmt
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2.10.4 Herstellung kompetenter DH5a E. coli Bakterien

Die Bakterien wurden in 100 ml LB Medium bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte von 0,4 — 0,55
expandiert. AnschlieRend wurden die Bakterien bei 4 °C tber 10 min bei 4000 rpm pelletiert und die
Bakterienpellets in 30 ml Transformationspuffer | resuspendiert. Nach 5 min Inkubation auf Eis und
Zentrifugation wurden die Bakterien in 4 ml Transformationspuffer Il resuspendiert. Alliquots mit 50

und 100 pl wurden in flissigen Stickstoff schockgefroren und dann bei -80 °C gelagert.

2.10.5 Plasmidgewinnung
2.10.5.1 Digestion

Den klonierten DNA-Fragmenten und dem pMP71 Vektor wurden endstandige mittels
Restriktionsendonukleasen komplementére Schnittstellen eingefiigt. Der folgende Ansatz wurde daftr

flr zwei Stunden bei 37 °C und 300 rpm inkubiert:

Tabelle 20: Digestionsansatz

DNA oder Vektor 500 — 1500 ng
Puffer 10 x 2 ul
Restriktionsenzym | 10U
Restriktionsenzym 11 10U

ddH.0 ad 20 pl
Gesamtvolumen 20 ul

Der entsprechende Puffer wurde nach Empfehlung des Herstellers verwendet. Der geschnittene Vektor
wurde per Gelelektrophorese separiert und anschliefend mit dem JetQuick® Gel Extraction Spin Kit
aufgereinigt. Das geschnittene DNA-Fragment wurde direkt mit dem JetQuick® DNA CleanUp
Buffer aufgereinigt.

2.10.5.2 Ligation

Uber die ,,sticky end* Ligation wurden das einzufiigende DNA-Fragment und der pMP71 Vektor

verbunden. Fir die Ligation wurde folgender Ansatz verwendet und fur 30 min bei RT inkubiert:

Tabelle 21: Ligationsansatz

DNA, geschnitten 500 — 1500 ng
Vektor, geschnitten 50 — 150 ng
T4 DNA Ligase Puffer, 10 x 2 ul

Ligase 1l

ddH-0 ad 20 pl
Gesamtvolumen 20 pl
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10 ul des Ansatzes wurde flr die Hitzeschock Transformation von 100 pl kompetenter DH5a E. coli
Bakterien verwendet. Nach Selektion und Expansion der transformierten Bakterien wurden die
Plasmide mit dem PureYield™ Plasmid Maxiprep System nach Herstellerprotokoll gewonnen.

2.10.6 Retrovirale Transduktion primarer muriner T-Zellen

Die retrovirale Transduktion muriner T-Zellen mit den SAR-Konstrukten erfolgte nach einer
modifizierten Version bereits vertffentlichter Methoden (Leisegang et al. 2008).

2.10.6.1 Herstellung des Retrovirus
Fur die Herstellung der rekombinanten Retroviren wurde neben dem pMP71 Vektor die
Verpackungszelllinie Platinum E verwendet. Die Platinum E Zellen wurden bis zu einer Konfluenz

von 70 % expandiert. Die Transfektion erfolgte mittels Kalzium Prézipitation.

Tabelle 22: Transfektionsansatz

CaCl, 15 2M 100 mM
Chloroquin 0,38 ul 100 mM 126,7 uM
Plasmid DNA 18 ug X ng/ul 18 ug
ddH.0 ad 150l

Die Platinum E Zellen wurden mit dem Transfektionsansatz fiir 6 Stunden bei 37 °C inkubiert und
anschlieBend das Medium gewechselt. Nach 42 Stunden wurde der virushaltige Uberstand
entnommen, Uber einen 0,45 um Filter von Zellresten gereinigt und neues Medium zugegeben. Nach

weiteren 24 Stunden wurde der zweite virushaltige Uberstand entnommen und gefiltert.

2.10.6.2 T-Zell-Transduktion

24-Well Platten wurden tUber Nacht mit Retronectin beladen. Nach Zugabe von 1 — 2 ml virushaltigem
Uberstand wurden die Platten fiir 2 Stunden bei 4 °C mit 3000 g zentrifugiert. Vor Zugabe von

10° T-Zellen in 1 ml T-Zellmedium (TCM) mit 10 1U/ml IL-2 und anti-CD3-anti-CD28 Dynabeads
(10 pl/10° T-Zellen) wurde der Virustiberstand verworfen. Die T-Zellen wurden fiir 30 min bei 32 °C
und 800 g auf die virusbeladenen Platten zentrifugiert. Nach 24 Stunden wurde die Zentrifugation mit
dem zweiten virushaltigen Medium wiederholt. Nach sechs Stunden wurde das Medium gegen
frisches TCM mit 15 ng/ml IL-15 und 50 uM B-Mercaptoethanol ersetzt und alle 48 Stunden
gewechselt. Die Zellen wurden auf eine Konzentration von 10%/ml eingestellt. Die Bestimmung der

Transduktionseffizienz erfolgte am achten Tag mittels Durchflusszytometrie.
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2.11 Immunologische Methoden

2.11.1 Durchflusszytometrie

Zur Bestimmung der Transduktionseffizienz wurden 6 x 10° T-Zellen in 100 pg PBS mit 2 % FBS
geldst und 5 — 10 pg/ml eines unkonjugierten oder konjugierten Antikorpers hinzugegeben. Der
Ansatz wurde fir 30 min bei 4 °C unter Lichtschutz inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen, zentrifugiert und in 50 pl FACS Medium resuspendiert. Bei
unkonjugiertem PrimarantikOrper wurde 20 — 30 pg/ml fluoreszenzmarkierter Sekundéarantikorper
hinzugegeben und wie zuvor beschrieben verfahren. Fir die Durchflusszytometrie mit dem FACS
Canto 11 von BD Biosciences wurden die gefarbten T-Zellen in 1 ml PBS mit 2 % FBS resuspendiert.
Die Auswertung erfolgte mit der Software FlowJo 8.7.

2.11.2 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Die Bestimmung der Zytokine erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die photometrische Analyse
wurde mit dem Mithras Platten-Leser bei 450 nm durchgefiihrt. Die Berechnung der Absolutwerte

erfolgte mit Microsoft Excel.

2.12  Zellkultur
2.12.1 Zellkulturarbeiten

Alle Arbeiten mit Zellen wurden unter sterilen Bedingungen unter laminarem Luftfluss durchgefiihrt.
Die Zellkultur erfolgte in sterilen Zellkulturflaschen bzw. -platten. Die Zellen wurden in einem
Inkubator bei 37 °C, 5 % CO.und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das Medium wurde alle

48 — 72 Stunden gewechselt. Bei einer Konfluenz von 80 — 90 % wurden die Zellen mit
Trypsin/EDTA gel6st und passagiert. Fur die Versuche wurden nur Zellen verwendet, die maximal
acht Wochen in Kultur waren. Die Zellen wurden mit 400 g fur 5 min bei RT zentrifugiert, auBer

anders angegeben.

2.12.2 Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitat

Zur Bestimmung der Zellzahl einer Suspension wurden 10 ul der Suspension mit 90 ul Trypanblau
verdunnt und mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Blau geféarbte Zellen wurden als tote

Zellen nicht mitgezahlt. Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel:

Zellzahl/ml = gezéhlte Zellen/Sektor x Verdiinnungsfaktor x 104,
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2.12.3 Isolation muriner Splenozyten

Die Mause wurden mit Isofluran narkotisiert und durch zervikale Dislokation getotet. Die Milz wurde
von dorsal entnommen und anschlieend Uber ein 40 um Zellsieb zerrieben. Das Sieb wurde mehrmals
mit TCM gesplilt. Die Zellsuspension wurde mit 400 g fur 5 min zentrifugiert, das Zellpellet mit 1 ml
Erythrozytenlysepuffer resuspendiert und nach 90 sek mit 35 ml TCM zur Terminierung der
Lysereaktion verdunnt. Daraufhin wurden die Zellen erneut durch ein 40 um Sieb filtriert,
zentrifugiert und mit einer Konzentration von 2 x 108/ml in TCM resuspendiert. Das TCM war mit

50 pM B-Mercaptoethanol, 10 1U/ml IL-2, 1 pg/ml anti-Maus-CD3 und 1 pg/ml
anti-Maus-CD28-Antikorper angereichert. Die Zellen wurden bei 37 °C kultiviert.

2.13 Experimente
2.13.1 SAR-T-Zellstimulation und Bestimmung der IFN-y-Konzentration

2,5 -5 x 10° SAR-T-Zellen wurden mit Cetuximab (anti-EGFR), anti-Cripto-mAKk, anti-Cripto x anti-
EpCAM- oder anti-EGFRVIII x anti-EpCAM-BiAKk fiir 24 bzw. 48 Stunden stimuliert. Hierfiir wurden
unterschiedliche Antikorperkonzentrationen (103, 102, 102, 1, 10 pg/ml) verwendet. Die folgenden
Konditionen wurden analysiert: Stimulation der SAR-T-Zellen durch (I) Antikorper alleine, (11) in
Kokultur mit rekombinantem EpCAM (rEpCAM), (I11) in Kokultur mit EpCAM*4T1
Brustkrebszellen. Die SAR-T-Zellen wurden fur 30 min bei 37 °C mit dem Antikorper inkubiert und
anschlielfend den Versuchskonditionen hinzugegeben. Alternativ wurde der Antikdrper fir 30 — 90
min in TCM auf die Platte oder auf rEpCAM beladenen Platten gecoatet und anschlielend die naiven
SAR-T-Zellen hinzugegeben. Fur die Konditionen mit rEpCAM wurden die Platten bei 4 °C (iber
Nacht mit 0,1 pg rEpCAM in 100 pl PBS gecoatet und anschliefend mit reinem PBS gewaschen. Fir
die Konditionen mit 4T1 Brustkrebszellen wurden 3 x 10* 4T1 Brustkrebszellenzellen in 100 pl
DMEM bis zur vollstdndigen Adharenz tuber Nacht inkubiert. Das Medium wurde verworfen und mit
BiAk stimulierte SAR-T-Zellen in 200 pl reinem TCM hinzugegeben. Die Bestimmung der
IFN-y-Konzentration erfolgte im zellfreien Uberstand. Hierfiir wurde das IFN-y-ELISA Kit der Firma

BD Biosciences Pharmingen verwendet.

2.13.2 Konfokalmikroskopie zur Bestimmung von Zellclustern

5 x 10% 4T1 Brustkrebszellen wurden in 100 pl TCM auf 96-Flachbodenplatten aufgebracht und fir
zwei Stunden bei Zellkulturbedingungen inkubiert. Fir den Versuch wurden E3-T-Zellen und
untransduzierte T-Zellen verwendet. Diese wurden mit den fluoreszierenden Zellmembranfarbstoffen
PKH 26 (rot, E3) und PKH 67 (griin, untransduzierte T-Zellen) der Firma Sigma-Aldrich gefarbt. Die

Farbung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die Zellen wurden auf eine Konzentration von 10%/ml
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in TCM eingestellt und anschlieRend im Verhéltnis 1:1 gemischt. Dies wurde durchflusszytometrisch
verifiziert. Die Hélfte der gemischten Zellsuspension wurde mit dem BiAk

anti-EGFRVIII x anti-EpCAM (1 pg/ml) fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die BiAk
stimulierten und die naiven Zellen zu den Tumorzellen gegeben. Untersucht wurden dementsprechend
zwei Konditionen in je 200 pl TCM:

1) 5 x 10% 4T1 Brustkrebszellen + 5 x 10* E3-T-Zellen + 5 x 10* untransduzierte T-Zellen + BiAk.

[1) 5 x 10° 4T1 Brustkrebszellen + 5 x 10* E3-T-Zellen + 5 x 10* untransduzierte T-Zellen.

Nach einer Inkubationszeit von sieben bis neun Stunden wurden die Konditionen unter dem
Konfokalmikroskop TCS SP5 |1 der Firma Leica auf Zellcluster untersucht. Ein Zellcluster wurde

definiert als eine Ansammlung von > neun T-Zellen um eine Tumorzelle.

2.13.3 Tumorlyse in Echtzeit mittels Impedanzmessung

Das RTCA iCELLigence™ von ACEA Bioscience ist ein Instrument zur nichtinvasiven Bestimmung
von Zellproliferation und Zellvitalitat in Echtzeit. Der Boden der Kulturplatten ist mit Sensoren
tiberzogen. Dartber kann die elektrische Impedanz der Platte gemessen werden. Zellen, die auf der
Platte wachsen, beeinflussen die Impedanz, sodass anhand von Impedanzveranderung Rickschlisse
auf Zellwachstum oder Zelluntergang einer Zellpopulation gezogen werden kann. Die Impedanz wird
als Zellindex ausgedrtickt, welcher zum Zeitpunkt x als ZI1(X) = (Rn— Rp)/Ry, definiert ist. Hierbei ist R,
die Impedanz des mit Zellen bewachsenen Wells und Ry, die Impedanz des Wells mit reinem Medium
(ACEA Biosciences 2013, ACEA Biosciences 2016). Die Zytotoxizitat berechnet sich aus dem ZI
nach folgender Formel:

% ZytOIyse = (Zlkein Effektor — ZlEffektor)/ZlkeinEffektor x 100.

Zur Bestimmung der zytotoxischen Aktivitat wurden E3-T-Zellen mit EpCAM* 4T1 Brustkrebszellen
kokultiviert und mit dem iCELLigence die Zytolyse in Echtzeit detektiert. Hierflr wurden pro well
einer 8-well E-Platte 4 x 10* 4T1 Zellen in 100 pl Cytotoxmedium aufgetragen und fiir 8 — 20 Stunden
bis zur fast vollstandigen Konfluenz inkubiert. AnschlieBend wurden mit BiAk (1 pg/ml) stimulierte
und unstimulierte E3-T-Zellen in einer Effektor:Target-Ratio 10:1 hinzugegeben. Die

Impedanzmessung erfolgte kontinuierlich Gber 65 Stunden.

2.14 Tierhaltung

Weibliche Mduse der Linie Balb/c wurden von der Firma Javier Labs (Le Genest-Saint-Isle,
Frankreich) im Alter von sechs bis acht Wochen gekauft. Die Tiere wurden nach Anlieferung erst nach

mindestens sieben Tagen flr die Organentnahme herangezogen. Die Haltung erfolgte in der Zentralen

Versuchstierhaltung der Medizinischen Klinik IV der Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen. Alle
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gangigen Hygienevorschriften wurden eingehalten und die Tiere von examinierten Tierpflegern
versorgt. Die Versuche wurden durch die entsprechende Behdrde der Regierung von Oberbayern

genehmigt.

2.15 Statistik

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden als Mittelwerte und die Fehlerbalken als Standardfehler des
Mittelwerts (stand error of the mean, SEM) dargestellt. Fur die statistische Auswertung wurde die
Software GraphPad Prism Version 5.0 verwendet. Die statistische Signifikanz wurde durch den
zweiseitigen Student‘s t-Test flr ungepaarte Stichproben berechnet. Die Ergebnisse wurden ab einem
Signifikanzniveau fir p < 0,05 als statistisch signifikant angenommen.
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3 Ergebnisse
3.1 SAR-Konstruktion
3.1.1 Klonierung

Fur die Klonierung des EGFRVIII-SAR (E3) wurde humanes EGFRvIII als Extrazellulardomane
sowie murines CD28 und CD3( als Transmembran- bzw. Intrazellulardomane verwendet. Fir den
Cripto-SAR (C3) wurde humanes Cripto Antigen 1 als Extrazellulardoméane, murines CD8 als
Non-signaling-hinge-Region und Transmembrandoméne sowie ebenfalls murines CD28 und CD3( als
Intrazelluldardoméne verwendet. Der C3-SAR wurde zusétzlich mit einer Igk-Leader-Sequenz fur eine
bessere Translation und Expression versehen. Die einzelnen Doménen wurden mittels overlap-PCR
fusioniert, gelelektrophoretisch aufgereinigt und die entsprechenden Banden sequenziert

(Abbildung 2).

1Z ™ EZ

3
E3-SAR ‘ CD3¢ H CD28 }7 | hEGFvaI?

C3-SAR ‘ x| s b8 — hCripwo Tgw

Abbildung 2: SAR-Konstrukte. (A) Gelelektrophorese des C3-SAR. (B) Schematische Darstellung der E3 und C3
synthetischen agonistischen Rezeptoren (SAR). 1Z — Intrazellulardoméne, TM — Transmembrandoméne,

EZ — Extrazelluldrdomane. hCripto: humanes embryonales Antigen Critpo 1, hEGFRvIII: humanes epidermal growth factor
receptor variant 111, CD3, CD8 und CD28 sind murinen Ursprungs (eigene Abbildung).

3.1.2 Expression des SAR auf T-Zellen

Nach Klonierung des SAR sollte untersucht werden, ob dieser von T-Zellen exprimiert wird. Hierfur
wurden primare T-Zellen aus Balb/c-Mausen isoliert und retroviral mit dem SAR transduziert. In der
Durchflusszytometrie konnte eine Bindung der epitopspezifischen Antikorper anti-EGFRvIII bzw.
anti-Cripto und somit die SAR-Expression nachgewiesen werden. In der untransduzierten Kontrolle
zeigte sich keine unspezifische Antikérperbindung. Die Transduktionseffizienz des C3- bzw. E3-SAR
lag bei 30 — 55 % bzw. 40 — 60 % (Abbildung 3).
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D anti-Cripto 1gG D anti-EGFRVIII IgG
D Isotyp Kontrolle D Isotyp Kontrolle

C3-SAR E3-SAR

Abbildung 3: Expression des SAR auf T-Zellen

Durchflusszytometrie. (A) C3-SAR-Expression auf primédren murinen T-Zellen. Primarantikdrper anti-Cripto mAK.
Sekundarantikorper Alexa Fluor 488 goat anti human 1gG. Isotyp Kontrolle Bcl 2-Antikdrper (N19) polyclonal rabbit 1gG.
(B) E3-SAR-Expression auf priméaren murinen T-Zellen. Primarantikdrper Cetuximab (anti-EGFR). Sekundéarantikorper
Alexa Fluor 488 goat anti human 1gG. Isotyp Kontrolle Rituximab. Dargestellt ist eine représentative Durchflusszytometrie
SAR-transduzierter primérer T-Zellen fiir n > 3 unabhéngige Transduktionen.

3.2  SAR-T-Zellstimulation

Im vorherigen Versuch konnte gezeigt werden, dass der SAR auf T-Zellen exprimiert wird. Im
folgenden Versuch sollte die Funktionalitat bzw. die Fahigkeit zur Aktivierung der SAR-T-Zellen
untersucht werden. Hierfir wurden SAR-T-Zellen in verschiedenen Kombinationen mit
monospezifischem Antikorper, bispezifischem Antikorper, rekombinantem EpCAM und EpCAM*
4T1 Brustkrebszellen kokultiviert. IFN-y wird von aktivierten T-Zellen sezerniert (Ghanekar et al.
2001) und diente als MaR der T-Zellaktivierung. Die IFN-y-Quantifizierung erfolgte mittels

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

Fur die C3- bzw. E3-SAR-T-Zellen wurde der monospezifische anti-Cripto- und der bispezifische
anti-Cripto x anti-EpCAM-Antikdrper bzw. der monospezifische anti-EGFR-Antikorper Cetuximab
und der bispezifische anti-EGFRVIII x anti-EpCAM-Antikdrper verwendet. Als Negativkontrolle
dienten untransduzierte, griin fluoreszierendes Protein (GFP) oder E3%!- bzw. C3%-transduzierte

T-Zellen. E3%! hzw. C3%! sind Deletionsmutanten des SAR ohne aktivierende intrazellulare Doméne.

3.2.1  Stimulation mit monospezifischem Antikdrper

In der Durchflusszytometrie konnte gezeigt werden, dass Cetuximab und der anti-Cripto-Antikorper
an die SAR-T-Zellen binden. Um zu untersuchen, ob die T-Zellen durch die mAk aktiviert werden
konnen, wurden die Kulturplatten fur 90 min mit verschiedenen Konzentrationen des jeweiligen mAk
inkubiert und anschlieRend die SAR-T-Zellen hinzugegeben. Die IFN-y-Konzentration wurde nach 24

und 48 Stunden im zellfreien Uberstiande ermittelt.
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Abbildung 4: Zeitabhangige IFN-y-Sekretion der SAR-T-Zellen nach Stimulation mit monospezifischem
Antikdrper.

96-well Platten wurden fiir 90 min bei 37 °C mit unterschiedlichen Konzentrationen Cetuximab oder anti-Cripto mAK in
100 pl PBS beladen und danach einmalig mit reinem PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die SAR-T-Zellen in 100 pl
TCM hinzugegeben. Nach 24 bzw. 48 Stunden Inkubation bei 37 °C wurde die IFN-y-Sekretion im zellfreien Uberstand
mittels ELISA bestimmt. (A,B) 3,5 x 105 C3- bzw. GFP-T-Zellen (C,D) 5 x 10° E3-T-Zellen. Die Werte zeigen Mittelwerte
von Triplikaten £ SEM und sind représentativ fur n = 3 unabhéngige Versuche. * zeigen das Signifikanzniveau zwischen
SAR- und SAR®!- bzw. GFP-T-Zellen. Die statistische Signifikanz wurde mit dem zweiseitigen Student’s t-Test berechnet.

*p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001.

Ab einer Stimulation mit 0,1 pg/ml mAKk war bei C3-T-Zellen nach 24 Stunden IFN-y nachweisbar,
jedoch zeigten auch die unstimulierten C3-T-Zellen eine IFN-y-Sekretion. Ab einer Stimulation mit
10 pg/ml mAk war eine erhohte IFN-y-Sekretion messbar (Abbildung 4, A). Nach 48 Stunden
Kokultur konnte bereits ab einer Stimulation mit 1 pg/ml eine erhdhte IFN-y-Sekretion im Vergleich
zu den unstimulierten SAR-T-Zellen gemessen werden (Abbildung 4, B). Die Menge an sezerniertem

IFN-y korrelierte mit der eingesetzten Antikdrperkonzentration. In den Negativkontrollen war zu

keinem der beiden Zeitpunkte IFN-y nachweisbar.

Die E3-T-Zellen sezernierten ab einer Stimulation mit 1 pg/ml mAk sowohl nach 24 als auch nach 48
Stunden IFN-y. Nach 24 Stunden konnte die IFN-y-Sekretion nicht durch eine héhere
mAk-Konzentration gesteigert werden. Nach 48 Stunden korrelierte die IFN-y-Sekretion mit der
mAk-Konzentration. Eine unspezifische IFN-y-Sekretion der unstimulierten E3-T-Zellen fand nicht

statt. Die E3%!-T-Zellen sezernierten kein IFN-y (Abbildung 4, C+D).
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Es konnte gezeigt werden, dass die SAR-T-Zellen iber eine Antikérperbindung aktiviert werden. Flr
die Wirksamkeit der SAR-T-Zellen im Tumor sollte jedoch die Aktivierung durch den BiAk erfolgen.

Dies wurde in den weiteren Versuchen untersucht.

3.2.2  Stimulation mit bispezifischem Antikorper

Im folgenden Versuch wurde untersucht, ob der bispezifische tetravalente anti-Cripto x anti-EpCAM-
bzw. anti-EGFRVIII x anti-EpCAM-Antikorper ebenfalls zur Aktivierung der SAR-T-Zellen fiihrt und
diese mit der eingesetzten Antikdrpermenge korreliert. Fir den Versuch wurden C3- bzw. E3-T-Zellen
mit unterschiedlichen BiAk-Konzentrationen fiir 48 Stunden inkubiert und anschlieBend die zellfreien
Uberstande auf IFN-y analysiert.
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Abbildung 5: IFN-y-Sekretion nach Stimulation mit bispezifischem Antikdrper

2,5 x 10° T-Zellen wurden in 100 pl TCM mit aufsteigenden BiAk-Konzentrationen fiir 30 min bei 37 °C inkubiert und
anschlielend zu weiteren 100 pl TCM auf 96-well Platten gegeben. Nach 48 Stunden Inkubation wurden die zellfreien
Uberstande mittels ELISA auf IFN-y analysiert. (A) C3-T-Zellen (B) E3-T-Zellen. Die Daten zeigen Mittelwerte von
Triplikaten £ SEM und sind représentativ fur n = 2 (A) bzw. n = 3 (B) unabhéngige Versuche. * ohne Klammern zeigen das
Signifikanzniveau zwischen SAR- und SAR%!-T-Zellen. Die statistische Signifikanz wurde mit dem zweiseitigen

Student’s t-Test berechnet. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Sowohl bei den C3- als auch bei den E3-T-Zellen konnte bereits ab einer BiAk-Konzentration von
102 ug/ml eine IFN-y-Sekretion und somit eine Aktivierung der SAR-T-Zellen durch den BiAk
nachgewiesen werden. Eine Steigerung der IFN-y-Konzentration war bei C3-T-Zellen begrenzt
nachweisbar. Bei E3-T-Zellen stellte sich ab einer BiAk-Konzentration von 10 ug/ml ein Niveau ein,

ab dem die IFN-y-Sekretion nicht weiter gesteigert werden konnte (Abbildung 5).

3.2.3  Simulation mit bispezifischem Antikérper und EpCAM

Im vorangegangenen Versuch wurden die SAR-T-Zellen durch eine einseitige Bindung des BiAk an
den C3- bzw. E3-SAR aktiviert. In dem vorgestellten Therapiekonzept sollen die SAR-T-Zellen vor
allem durch eine duale Bindung des BiAk im Sinne der SAR-BiAk-EpCAM-Interaktion direkt an die
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Tumorzelle gebunden und Uber diese Bindung aktiviert werden. Im néchsten Schritt wurde deshalb
untersucht, inwiefern sich eine duale Bindung des BiAk sowohl an den SAR als auch an das TAA

EpCAM auf die Aktivitat der SAR-T-Zellen auswirkt.

Es wurden zwei verschiedene Stimulationsverfahren mit rekombinantem EpCAM (rEpCAM)
untersucht. Zunachst wurde rEpCAM auf einer Zellkulturplatte fixiert. Im ersten
Stimulationsverfahren wurden die SAR-T-Zellen fur 30 min mit BiAk beladen und dann der Platte mit
rEpCAM zugegeben. In einem zweiten Stimulationsverfahren wurde der BiAk direkt auf die Platte mit
dem fixierten rEpCAM gegeben und fir 30 min inkubiert und anschliefend die unstimulierten
SAR-T-Zellen hinzugegeben. Beide Konditionen wurden fur 48 Stunden kokultiviert und die
Uberstande auf IFN-y analysiert.
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Abbildung 6: IFN-y-Sekretion nach dualer BiAk-Bindung an SAR-T-Zellen und rEpCAM

96-well Platten wurden tiber Nacht mit 100 pl (1 pug/ml) rEpCAM beladen. Es wurden je 2,5 x 10° T-Zellen verwendet. Die
T-Zellen wurden mit verschiedenen Mengen BiAk in 200 pl TCM stimuliert. Balken ohne Muster zeigen Daten fir
Konditionen, in denen SAR-T-Zellen fiir 30 min mit BiAk stimuliert und dann den Platten mit rEpCAM zugegeben wurden.
Balken mit Muster zeigen Daten fur Konditionen, in denen BiAk auf den Platten mit rEpCAM fixiert und erst im Anschluss
die unstimulierten SAR-T-Zellen zugegeben wurden. Alle Konditionen wurden fur 48 Stunden kokultiviert. Die zellfreien
Uberstande wurden mittels ELISA auf IFN-y analysiert. (A) C3-T-Zellen, (B, C) E3-T-Zellen. Die Daten zeigen Mittelwerte
von Triplikaten + SEM und sind reprasentativ fir n = 2 (A, C) bzw. n = 3 (B) unabhéngige Versuche. * ohne Klammern
zeigen das Signifikanzniveau zwischen SAR- und SAR®!-T-Zellen. BiAk pc — BiAk precoated. Die statistische Signifikanz
wurde mit dem zweiseitigen Student’s t-Test berechnet. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

In beiden Stimulationsverfahren war sowohl bei C3- also auch bei E3-T-Zellen bereits bei geringer
BiAk-Konzentration IFN-y nachweisbar. Mit steigender BiAk-Konzentration konnte die
IFN-y-Sekretion gesteigert werden. Im Vergleich beider Stimulationsverfahren profitierten die
SAR-T-Zellen davon, wenn der BiAk zuerst an die T-Zellen band und dann an rEpCAM

(Abbildung 6). Bei E3-T-Zellen war dieser Effekt bei einer BiAk-Konzentration von 10 ug/ml am
stérksten ausgeprégt. Bei hoheren BiAk-Konzentrationen war dieser Effekt nicht mehr so ausgepragt
zu sehen (Vergleich graphisch nicht dargestellt). Im Vergleich zu SAR-T-Zellen, die nur durch den
BiAk alleine stimuliert wurden, war bei dualer Bindung des BiAk an den SAR sowie rEpCAM die
IFN-y-Sekretion deutlich hoher.
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3.2.4  Stimulation mit bispezifischem Antikorper in Kokultur mit EpCAM* Brustkrebszellen

Die Aktivierung der SAR-T-Zellen durch mAk und BiAk konnte gezeigt werden. Als Né&chstes wurde
untersucht, ob die SAR-T-Zellen in Kokultur mit EpCAM® 4T1 Brustkrebszellen aktiviert werden

kénnen.

4T1 Brustkrebszellen auf Balb/c-Maus Hintergrund dienten als geeignetes Tumormodell. Diese Zellen
stellen ein relativ physiologisches Tumormodell dar. Sie exprimieren murines EpCAM auf ihrer
Oberflache (Shi et al. 2013). Fur den Versuch wurden 4T1 Brustkrebszellen fir 12 Stunden auf
96-well Platten bis zur Adhérenz inkubiert. AnschlieRend wurden mit BiAk stimulierte SAR-T-Zellen

zugegeben und fur 48 Stunden kokultiviert.
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Abbildung 7: IFN-y-Sekretion nach Kokultur von SAR-T-Zellen und EpCAM™* 4T1 Brustkrebszellen

3 x 10% 4T1 Brustkrebszellen wurden fiir 12 Stunden bis zur Adhérenz inkubiert. 2,5 x 10° SAR-T-Zellen wurden in 200 pl
TCM mit verschiedenen BiAk-Konzentrationen fir 30 min stimuliert und anschliefend den Tumorzellen zugegeben und fur
48 Stunden kokultiviert. Die zellfreien Uberstande wurden mittels ELISA auf IFN-y analysiert. (A) C3-T-Zellen.

(B) E3-T-Zellen. Die Daten zeigen Mittelwerte von Triplikaten + SEM und sie repréasentativ fir einen Einzelversuch (A)
bzw. n = 3 (B) unabhangige Versuche. * ohne Klammern zeigen das Signifikanzniveau zwischen SAR- und SAR%!-T-Zellen.
Die statistische Signifikanz wurde mit dem zweiseitigen Student’s t-Test berechnet. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Die SAR-T-Zellen konnten in Kokultur mit 4T1 Brustkrebszellen durch den BiAk aktiviert werden.
Geringe BiAk-Konzentrationen waren fur eine Aktivierung ausreichend. Bei C3-T-Zellen zeigte sich
die maximale IFN-y-Sekretion bei einer Stimulation mit 0,1 pug/ml BiAKk. Bei hoherer
BiAk-Konzentration war die IFN-y-Sekretion riicklaufig (Abbildung 7, A). Bei E3-T-Zellen
korrelierte die IFN-y-Sekretion mit der BiAk-Konzentration bis 10 pg/ml, danach stellte sich ein
Sekretionsplateau ein (Abbildung 7, B). Die E3-T-Zellen sezernierten in Kokultur mit 4T1
Brustkrebszellen ca. 15-fach mehr IFN-y als C3-T-Zellen.
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3.3 Clusterbildung aktivierter SAR-T-Zellen

Im Auflichtmikroskop wurde beobachtet, dass SAR-T-Zellen, anders als SAR®!-T-Zellen, unter
Antikdrperstimulation grof3e Zellcluster bilden. Die Bildung von Zellclustern ist ein charakteristisches
Kennzeichen aktivierter T-Zellen (Zumwalde et al. 2013). Die Bildung von Zellclustern wére eine

weitere Bestatigung, dass SAR-T-Zellen durch den BiAk aktiviert werden.

Zur Analyse und Quantifizierung der Zellcluster wurden diese anhand einer Kokultur aus
E3-transduzierten und untransduzierten T-Zellen mittels Konfokalmikroskopie untersucht. Hierftr
wurden E3-transduzierte und untransduzierte T-Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen gefarbt, im
Verhéltnis 1:1 gemischt und mit BiAk stimuliert (+ BiAK). Die stimulierten E3- bzw. untransduzierten
T-Zellen wurden mit 4T1 Brustkrebszellen im Verhéltnis 20:1 kokultiviert. Als Kontrolle dienten
unstimulierte E3- bzw. untransduzierte T-Zellen (- BiAk). Die Konditionen wurden anschliefend unter
dem Konfokalmikroskop hinsichtlich der Anzahl von Zellclustern, deren GréRe und
Zusammensetzung aus E3-transduzierten und untransduzierten T-Zellen untersucht. Als Zellcluster

wurde eine Ansammlung > neun T-Zellen an einer Tumorzelle gewertet.
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Abbildung 8: Clusterbildung aktivierter SAR-T-Zellen

E3-T-Zellen (rot) wurden mit untransduzierten T-Zellen (griin, UT) im Verhéltnis 1:1 gemischt. Nach 30 min Stimulation mit
1 pg/ml BiAk (+ BiAk) bzw. ohne Stimulation (- BiAK) wurden diese mit 4T1 Brustkrebszellen im Verhéltnis 20:1 fur sieben
bis neun Stunden kokultiviert. Die Kokulturen wurden mittels Konfokalmikroskopie auf Zellcluster analysiert. Ein Cluster
wurde definiert als Ansammlung von > neun T-Zellen an einer Tumorzelle. Die Cluster wurden unter einem
Konfokalmikroskop (Leica tcs sp5 confocal system) in 40 x VergréfRerung untersucht. Die Transduktionseffizienz fir die
E3-T-Zellen war 50 %. (A) Représentative Zellcluster. (B) Gesamtzellzahl pro Cluster. Anteil von E3-transduzierten und
untransduzierten T-Zellen in Zellclustern + und - BiAk. (C) Verhéltnis E3-transduzierte zu untransduzierten T-Zellen pro
Cluster. Legende wie in (B). Angegeben ist der Median mit Interquartilsabstand. Gezeigt sind gepoolte Daten aus n =3
unabhéngigen Versuchen mit Unikaten. Die statistische Signifikanz wurde mit dem zweiseitigen Student’s t-Test berechnet.
Signifikanzniveau *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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Sowohl in stimulierten als auch in unstimulierten Konditionen waren Zellcluster zu finden. In den

+ BiAk Konditionen waren diese deutlich zahlreicher und gréer (Abbildung 8, B). Die Zellcluster in
den + BiAk Konditionen bestanden im Median aus zwei Dritteln E3-transduzierten und einem Drittel
untransduzierten T-Zellen, wohingegen in den - BiAk Konditionen die Zellcluster im Median zu
gleichen Teilen aus E3-transduzierten und untransduzierten T-Zellen bestanden (Abbildung 8, C).

Diese Werte sind statistisch nicht signifikant, beschreiben aber einen Trend.

3.4  Tumorlyse

Im né&chsten Versuch wurden die SAR-T-Zellen auf ihre Fahigkeit zur Tumorlyse untersucht. Diese
konnte mittels Impedanzmessung in Echtzeit verfolgt werden. 4T1 Brustkrebszellen wurden fiir

8 — 20 Stunden bis zum Erreichen einer ca. 95 %igen Konfluenz inkubiert. Zu diesem Zeitpunkt
wurden mit BiAk stimulierte E3-T-Zellen im E3-T-Zell/Tumorzell-Verhaltnis 10:1 hinzugegeben.
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Abbildung 9: SAR-T-Zell-BiAk vermittelte Tumorlyse in Echtzeit.

4 x 10% 4T1 Brustkrebszellen wurden fiir 20 Stunden auf 8-Well E-Platten inkubiert. Zu den Tumorzellen wurden mit

1 pg/ml anti-EGFRvIII x anti-EpCAM-BiAk stimulierte E3-T-Zellen im Verhéltnis 10:1 zugegeben. Zeitpunkt ,,0% entspricht
dem Beginn der Kokultur. Das Tumorwachstum im zeitlichen Verlauf wurde mittels Impedanzmessung gemessen. Der Graph
zeigt Mittelwerte von Duplikaten und ist reprasentativ fiir n = 2 unabhéngige Versuche.

Der Versuch zeigt, dass der Zellindex der 4T1 Brustkrebszellen nach Beginn der Kokultur mit
E3-T-Zellen und BiAk abfiel und die Tumorzellen vollstandig lysiert wurden (Abbildung 9, rote
Linie). Die Tumorzellen alleine zeigten einen Anstieg des Zellindexes und somit ein konstantes
Wachstum. Die 4T1 Burstkrebszellen in Kokultur mit E3-T-Zellen ohne BiAk zeigten ebenfalls ein

konstantes Wachstum, welches vergleichbar mit dem der 4T1 Brustkrebszellen war.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersucht Grundlagen fiir die Tumorimmuntherapie durch Kombination von
synthetischem agonistischen Rezeptor (SAR)-modifizierter T-Zelle mit einem tetravalenten
bispezifischen Antikérper. Die Klonierung und Oberflachenexpression der SAR Cripto 1 (C3) und
EGFRvIII (E3) auf primaren murinen T-Zellen konnte gezeigt und deren Funktionalitét in vitro
nachgewiesen werden. Die Aktivierung der SAR-T-Zellen war MHC-unabhéngig und sowohl durch
entsprechende mono- als auch bispezifische Antikdrper maglich. Es zeigte sich eine Korrelation
zwischen eingesetzter Antikorperkonzentration und AusmaR der SAR-T-Zellaktivierung. Diese
unterschied sich hinsichtlich der Bindungsart des Antikdrpers und war zwischen mono- und
bispezifischen Antikdrpern verschieden stark ausgepréagt. Durch BiAKk aktivierte SAR-T-Zellen
bildeten Zellcluster an EpCAM™ Tumorzellen und lysierten diese schnell und vollstandig.

4.1 EpCAM als Zielantigen in der Immuntherapie

Der sichere und effiziente Einsatz einer Immuntherapie setzt geeignete Zielstrukturen auf Tumoren
voraus. Fur das vorgestellte Konzept sollte diese Zielstruktur spezifisch auf Tumorzellen exprimiert
werden und fur den BiAk zuganglich sein. Bislang konnten nur vereinzelt Strukturen identifiziert

werden, die diesen Anforderungen gerecht werden.

Das epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) kommt zwar nicht exklusiv auf Tumorzellen vor,
wird jedoch in vielen Tumoren Uberexprimiert (Went et al. 2006). Interessanterweise weist das
urspriinglich gesunde Gewebe in Tumoren kein EpCAM auf, sondern exprimiert es erst im Laufe der
Karzinogenese (Zorzos et al. 1995, Litvinov et al. 1996). Im gesunden Gewebe kommt EpCAM vor

allem im Pankreas, Darm, Gallengéngen und dem Brustgewebe vor (Lordick et al. 2008).

EpCAM ist ein transmembranes Glykoprotein, das als wichtiges interzellulares Adhdsionsmolekil vor
allem an der basolateralen Zellwand in Proteinkomplexen vorkommt (Ladwein et al. 2005). In dieser
Form kann es nur begrenzt von Antikorpern erreicht werden (Balzar et al. 1999), weswegen
Therapienebenwirkungen gering ausfallen sollten. In Tumoren liegt EpCAM als uniformes,
membrangebundenes Protein und selten in Proteinkomplexen vor. In dieser Form ist es fir
therapeutische Antikdrper zuganglich (Went et al. 2006, Amann et al. 2008). Allerdings zeigt EpCAM
eine rasche Internalisierung nach Ligandenbindung von Aptameren (Shigdar et al. 2011). Inwiefern
das bei gebundenen Antikorpern auftritt und deren Wirkmechanismen beeinflusst, muss weiter
exploriert werden. Hinzu kommt, dass antigenprasentierende Zellen durch EpCAM blockiert werden,

was einer Erkennung durch das Immunsystem entgegenwirkt (Gutzmer et al. 2004).
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In vielen Studien wurde EpCAM als Zielantigen fur die Immuntherapie erprobt. Der hochaffine
humanisierte anti-EpCAM-mAK ING-1 zeigte ein gutes klinisches Ansprechen bei Patienten mit
fortgeschrittenen EpCAM-positiven Adenokarzinomen. Jedoch trat bei mehreren Patienten eine
schwere akute Pankreatitis als dosislimitierende Nebenwirkung auf (de Bono et al. 2004). Es wird
vermutet, dass der mAk aufgrund der hohen Affinitat ebenfalls EpCAM im Pankreas bindet und dort
zu Immunreaktionen und Gewebeschaden fiihrt. Der humane mAk Adecatumumab, mit moderater
EpCAM-Affinitét, zeigte eine gute Vertraglichkeit ohne dosislimitierende Nebenwirkung. Bei
Patienten mit metastasiertem Brustkrebs zeigten sich riicklaufige Metastasen und ein verzégertes
Tumorwachstum. Allerdings profitierten lediglich die Patienten von Adecatumumab, deren Tumore
eine hohe EpCAM-Expression aufwiesen, nicht jedoch die mit geringer EpCAM-Expression (Schmidt
et al. 2010). In préklinischen Studien zeigte der anti-EpCAM-anti-CD3 BiTE Solitomab (MT110)
bzw. dessen muriner Surrogat muS110 ein gutes Ansprechen ohne Nebenwirkungen (Amann et al.
2008). In einer Phase 1 Studie mit Solitomab kam es jedoch bei vielen Patienten zu ausgeprégter
Diarrhoe und erhodhten Leberparametern. Aufgrund der starken Nebenwirkungen konnten im Serum
keine therapeutische Antikorperlevel erreicht werden, weswegen eine antitumorale Wirkung ausblieb
(Kebenko et al. 2018).

Die Studien zeigen, dass EpCAM aufgrund der starken Expression auf Tumorzellen einen
vielversprechenden Biomarker fur die Immuntherapie darstellt. Viele Antikdrper binden jedoch
EpCAM im gesunden Gewebe, was zu schweren Nebenwirkungen fuhrt und den klinischen Einsatz
aktueller anti-EpCAM-Therapieansatze stark limitiert. In der vorliegenden Arbeit dient EpCAM
lediglich als Modellantigen und sollte in weiteren BiAk-Konstruktionen gegen geeignetere

Zielantigene ersetzt werden.

4.2  SAR-Design
4.2.1 EGFRvIII und Cripto 1 als geeignete SAR-Markerantigene

Die Herausforderung unseres Konzeptes lag unter anderem in der Wabhl eines geeigneten
Markerproteins fiir den SAR. Dieses sollte physiologisch nicht im gesunden Gewebe exprimiert
werden, um Fehlbindungen des BiAk zu verhindern. Zudem sollte es eine geringe Immunogenitat
aufweisen, um eine vorzeitige Eliminierung der SAR-T-Zellen durch das Immunsystem zu vermeiden.
Mit dem humanen epidermal growth factor receptor variant 111 (EGFRvIII) und dem embryonalen

Antigen Cripto 1 standen zwei geeignete Proteine zur Verfligung.
EGFRuvlIII ist eine Mutation von EGFR und konnte bislang nur auf Glioblastomzellen nachgewiesen

werden. Bei dieser Mutation handelt es sich um eine in-frame-Deletion der terminalen Exone 2 — 7

und umfasst die Aminoséuren von Position 6 — 273 nach dem Signalpeptid (Gan et al. 2013).

34



EGFRuvIII weist keine Bindungsstelle fiir nattrlich vorkommende Liganden auf, da sich diese in der
deletierten Region befinden (Yamazaki et al. 1990). Jedoch fiihrt die Mutation zu einer
ligandenunabhéngigen transienten Homodimerisierung des EGFRvIII und so zu einer konstitutiven
Aktivierung der Tumorzellen (Luwor et al. 2004). Die Homodimere werden durch eine
Disulfidbindung stabilisiert, welche auBerhalb der BiAk-Bindungsstelle liegt (Ymer et al. 2011). Bei
unseren Versuchen war keine E3-T-Zellaktivitat ohne BiAk messbar. Sollte diese infolge einer
spontanen SAR-Dimerisierung auftreten, konnte die Disulfidbindungsstelle zur Vermeidung einer
Dimerisierung modifiziert werden. Des Weiteren zeigt EGFRvIII eine verminderte physiologische
Internalisierung. Die Tumorzelle erhélt so konstant Aktivierungs- und Proliferationssignale (Huang et
al. 1997). Die verminderte Internalisierung wird durch eine Hypophosphorylierung eines Tyrosins an
Position 1045 vermittelt (Han et al. 2006), welche bei dem E3-SAR nicht vorhanden ist. Die

Internalisierungsdynamik des SAR sollte dennoch in weiteren Experimenten untersucht werden.

Cripto 1 ist ein onkofetales GPI-verankertes Membranprotein, das zur Familie der EGF-CFC Proteine
gehort und dem eine wichtige Rolle in der embryonalen Zelldifferenzierung und -migration zukommt
(de Castro et al. 2010). Nach der Embryonalentwicklung wird Cripto 1 nicht oder nur noch in sehr
geringem MaRe im gesunden Gewebe exprimiert. Dagegen zeigen sich in vielen Tumoren hohe
Expressionsraten (Bianco et al. 2005). Eine Bindung des anti-Cripto x anti-EpCAM-BiAk an von
Tumoren exprimiertes Cripto kdnnte bei Patienten die BiAk-Serumkonzentration verringern. Dem

kdnnte mit einer hoheren BiAk-Dosierung begegnet werden.

Cripto fungiert als Koligand und als Korezeptor fiir Peptide wie Nodal aus der transforming growth
factor g (TGF B) Superfamilie (Watanabe et al. 2007). Nodal kommt wie Cripto nur wahrend der
Embryogenese vor, kann aber im Rahmen der Karzinogenese wieder exprimiert werden (Lawrence et
al. 2011). Eine vollstandige Aktivierung der Cripto-Nodal-Signalkaskade setzt voraus, dass Cripto als
am Serin161 GPI-verankertes Protein vorliegt. Bei dem C3-SAR ist Cripto an eine
Transmembrandomane (TM) gebunden und das Serin161 ist nicht vorhanden. Eine
C3-SAR-Nodal-Interaktion mit SAR-T-Zellaktivierung als unerwiinschte Nebenwirkung ware zwar
maoglich, sollte aber gering ausfallen. Weiterhin kann Cripto TGF- binden und dessen Signalwege
hemmen (Gray et al. 2006). Die C3-T-Zellen zeigten ohne Antikdrperstimulation eine geringe
IFN-y-Sekretion. Ob diese durch Nodal, TGF-f oder einen anderen Liganden vermittelt wurde, muss
in weiteren Experimenten untersucht werden. Naheliegender ware jedoch, dass diese durch eine
Dimerisierung der CD8 Hinge-Region vermittelt wird, wie es bei CAR beschrieben ist (Rodgers et al.
2016).
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4.2.2  Ko-Stimulatoren im SAR-Design

Naive T-Zellen benétigen neben dem TZR-Signal ein zusatzliches ko-stimulierendes Signal fur eine
vollstdndige Aktivierung. Ohne dieses Signal kdnnen T-Zellen nicht ausreichend IL-2 produzieren,
was folglich zur einer verminderten Proliferation, Anergie und Apoptose fuhrt (Harding et al. 1992).
Um dieser Anforderung gerecht zu werden, wurden unsere SAR, analog einem CAR der zweiten
Generation, neben der aktivierenden CD3({-Doméne mit einer ko-stimulierenden CD28-Domane
ausgestattet.

CD28 vermittelt das wichtigste ko-stimulierende Signal der frilhen T-Zellaktivierung. Uber einen
Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-Akt-Grb-2-Signalweg wird die 1L-2-Sekretion induziert, die fur
die T-Zellproliferation und -differenzierung zu T-Effektorzellen erforderlich ist (Esensten et al. 2016).
Zudem vermittelt CD28 die Expression antiapoptotischer Proteine, die die T-Zellen vor dem
activation-induced T cell death (AICD) schiitzen (Mueller et al. 1996). Dementsprechend zeigen
CD28-CAR eine friihe und schnelle T-Zellaktivierung mit Bildung von Effektor-Gedéchtniszellen
(Salter et al. 2018). CD28-CD3(-CAR-T-Zellen zeigten im Vergleich zu CD3(-CAR-T-Zellen eine
vergleichbare Tumorlyse, jedoch eine deutlich gesteigerte IFN-y- und IL-2-Sekretion (Hombach et al.
2001) sowie eine langere Persistenz und gute anti-tumorale Wirkung (Kowolik et al. 2006). Im
Vergleich zu einem 4-1BB-CAR zeigte ein CD28-CAR eine schnellere Aktivierung und Tumorlyse
bei weit niedrigerer Effektor: Target-Ratio (E:T)(Zhao et al. 2015). In klinischen Studien befinden sich
mehrere CD28-CAR, von denen einer bereits fur die Behandlung von B-Zell-Lymphomen zugelassen

ist und eine gute Wirkung zeigt (Locke et al. 2019).

Alternative Proteine wie inducible T cell costimulator (ICOS), 4-1BB oder OX40 werden ebenfalls als
potenzielle und effiziente Ko-Stimulatoren in CAR erforscht, unterscheiden sich aber hinsichtlich der
vermittelten Effektorfunktionen von CD28.

ICOS ist ein Protein der CD28-Familie und induziert ebenfalls einen PI3K/Akt-Signalweg. Die ICOS
vermittelte PI3K-Signalwegaktivierung féllt starker aus als bei CD28. Jedoch kann aufgrund einer
fehlenden Grb-2 Bindung keine IL-2-Sekretion induziert werden, sodass ICOS bei der Aktivierung
naiver T-Zellen CD28 nicht ersetzen kann (Harada et al. 2003). ICOS-CAR zeigten zwar in diversen
T-Zellsubpopulationen eine effiziente Tumorlyse, sind jedoch aufgrund der fehlenden IL-2-Sekretion
CD28-CAR unterlegen (Guedan et al. 2014).

4-1BB gehdrt zur Tumornekrosefaktor-Rezeptor (TNFR)-Superfamilie und wird auf ruhenden CD8*

und aktivierten CD8" und CD4* T-Zellen exprimiert. Nach 4-1BB-Ko-Stimulation wird Uberwiegend
die Expansion CD8* zytotoxischer T-Zellen vermittelt (Zhang et al. 2007). 4-1BB induziert nur
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geringfigig die IL-2-Sekretion, potenziert aber die CD28 vermittelte 1L-2-Sekretion (Wen et al. 2002).
Somit ist 4-1BB wichtig fur die Aufrechterhaltung der T-Zellaktivitat und -expansion, nicht aber fiir
die initiale T-Zellaktivierung. Zudem triggert 4-1BB die Expression antiapoptotischer Proteine und
prolongiert das Uberleben der T-Zellen (Lee et al. 2002). 4-1BB-CAR fiihren iiber ein umfangreiches
proinflammatorisches Zytokinprofil zu einer guten anti-tumoralen Wirkung (Song et al. 2011). Im
Vergleich zu CD28-CAR-T-Zellen zeigten die 4-1BB-CAR-T-Zellen eine langere Persistenz in vivo
und eine vermehrte Bildung von CD8" zentralen Gedachtniszellen (Kawalekar et al. 2016). Mehrere
4-1BB-CAR befinden sich in klinischen Studien mit bislang vielversprechenden Ergebnissen bei
Patienten mit refraktérer B-ALL (Maude et al. 2014).

OX40 ist ein weiteres Mitglied der TNFR-Superfamilie und wird ebenfalls erst auf aktivierten
T-Zellen exprimiert. Es ist fur die Aufrechterhaltung der T-Zellaktivitét, die klonale Expansion von
Gedachtnis- und Effektorzellen und deren Uberleben wichtig, nicht aber fiir die initiale
T-Zellaktivierung (Croft et al. 2009). OX40 wirkt im Gegensatz zu 4-1BB (iberwiegend in CD4*
T-Zellen. Ein OX40-CAR konnte keine 1L-2-Sekretion induzieren, aber in Kombination mit CD28 die
Sekretion deutlich steigern (Hombach et al. 2001). Dar{ber hinaus reduzierte OX40 in einem
CD28-CD3(-0X40-CAR die CD28 vermittelte Sekretion des immuninhibierenden IL-10 (Hombach et
al. 2012). Allerdings zeigte OX40 in Kombination mit CD28 ein deutlich reduziertes Zytokinprofil
und eine schlechtere anti-tumorale Wirkung im Vergleich zu einem CD28-4-1BB-CD3(-CAR
(Quintarelli et al. 2018).

Die Ko-Stimulatoren ergéanzen die CAR mit bestimmten, aber diversen Effektoreigenschaften, fiihren
jedoch auch zu Komplikationen. In der Literatur wird beschrieben, dass CAR-T-Zellen mit
Ko-Stimulatoren zu starker Neurotoxizitat oder auch antigenunabhéangig zu dem lebensbedrohlichen
CRS fuhren konnen (Neelapu et al. 2017, Park et al. 2018). Daruber hinaus besteht die Gefahr, dass
sich CAR-T-Zellen aufgrund einer anhaltenden Aktivierung erschépfen und wirkungslos werden
(Long et al. 2015). Dennoch scheinen sich die CAR mit Ko-Stimulatoren denen ohne Ko-Stimulatoren
als Uberlegen zu erweisen. Die verschiedenen Effektoreigenschaften sind nicht gleichermalen
erforderlich, sondern kdnnen den Tumorentitdten entsprechend eingesetzt werden. Die zuvor
erwahnten klinischen Studien legen nahe, dass Patienten mit aggressivem B-NHL eher von einem
CD28-CAR mit starker friiher T-Zellaktivitat profitieren, wohingegen Patienten mit B-ALL eher von
einer langanhaltenden CAR-T-Zellpersistenz durch einen 4-1BB-CAR profitieren.

Unsere CD28-SAR vermittelten MHC-unabhéngig eine SAR-T-Zellaktivitat mit hoher

IFN-y-Sekretion, Bildung von Zellclustern und rascher Tumorlyse. Inwiefern die SAR von den

verschiedenen ko-stimulierenden Doménen profitieren, sollte eingehender untersucht werden.
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4.2.3 Die Non-signaling-hinge-Region im SAR-Design

Neben den diversen ko-stimulierenden Domanen erlangt das Design der extrazellularen
Non-signaling-hinge-Region zunehmend eine wichtige Rolle hinsichtlich der Funktionalitat der
CAR-T-Zellen (Moritz & Groner 1995). Eine Hinge-Region besteht aus einer kurzen
Aminosduresequenz und verbindet die scFv Region mit der TM eines CAR. Haufig besteht sie aus
Doménen von Immunglobulinen, CD4 oder CD8 (Guest et al. 2005). Guest et al. beschreiben einen
Einfluss der Hinge-Region, der sich sowohl positiv als auch negativ auf die Zytokinsekretion und die
anti-tumorale Zytotoxizitat auswirken kann. Vermutet wird, dass Antigene, deren Zielepitope nah an
der Plasmamembran liegen, fir die scFv-Doméne der CAR eingeschrénkt zugénglich sind. Dadurch
konnen die CAR-T-Zellen nicht optimal an ihr Zielantigen binden und werden nur vermindert
aktiviert. Das Zielantigen soll durch eine héhere Flexibilitat der scFv-Domane durch die
Hinge-Region besser adressierbar sein. CAR, deren Zielepitop fern von der Plasmamembran liegt,
scheinen nicht von einer Hinge-Region zu profitieren (Guest et al. 2005).

Im Gegensatz zu den CAR-T-Zellen findet bei dem in der vorliegenden Arbeit vorgestellten
SAR-Konzept keine direkte Bindung der T-Zellen an die Tumorzellen statt. Die Bindung erfolgt durch
einen BiAk als Adaptermolekil im Sinne einer immunologischen Koppelung. Zur Gewéhrleistung
einer guten Zuganglichkeit des BiAk zur entsprechenden SAR-Bindungsstelle wurde, analog des
zuvor diskutierten Einflusses einer Hinge-Region, die mégliche Antikérperbindungsstelle
beriicksichtigt. Bei dem E3-SAR dient EGFRUVIII als Zielstruktur des BiAk. Im Vergleich zu EGFR
weist EGFRVIII eine in-frame-Deletion der Exone 2 — 7 auf (Gan et al. 2013). Die dadurch
entstandene Verbindung der Exone 1 und 8 beinhaltet die Antikorperbindungsstelle fiir den
anti-EGFRVIII x anti-EpCAM-BIiAK. Diese liegt in der Nahe des N-Terminus, ca. 350 Aminosduren
von der Plasmamembran entfernt (Landry et al. 2001). Der parentale anti-EGFRvIII-Antikdrper des
BiAk, MR1.1, weist eine gute Zuganglichkeit und Affinitat gegeniiber der Bindungsstelle auf (Kuan et
al. 2000). Aus diesem Grund wurde bei dem E3-SAR auf eine Hinge-Region verzichtet.

Im Vergleich dazu weist der C3-SAR Cripto 1 als Zielstruktur des

anti-Cripto x anti-EpCAM-Antikdrpers auf. Die exakte Bindungsstelle des parentalen
anti-Cripto-Antikorpers (LC020 H3L2D1, Fa. Roche, Penzberg) ist bislang unbekannt. Cripto besteht
aus ca. 120 Aminoséuren. Daraus resultiert eine deutlich geringere Distanz der moglichen
Bindungsstelle zur Plasmamembran im Vergleich zu dem E3-SAR. Um diesen Unterschied teilweise
auszugleichen und eine gute rdumliche Voraussetzung fiir die Antikérperbindung zu schaffen, wurde
der C3-SAR zusétzlich mit einer 44 Aminoséduren groen CD8a Hinge-Region versehen. Diese

befindet sich zwischen Cripto und der TM.
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In weiteren Experimenten sollten SAR mit alternativen ko-stimulierenden Doménen, Hinge-Regionen
und Transmembrandomanen untersucht und diese, wie bei CAR der dritten Generation, kombiniert
werden. Dadurch kdnnten synergistische Effekte der jeweiligen ko-stimulierenden Domanen erzeugt

und die anti-tumorale Potenz der SAR-T-Zellen gesteigert werden.

4.3  Aktivierung der SAR-T-Zellen durch monospezifische Antikorper

Voraussetzung fir die Bindung des BiAk und die Aktivierung der T-Zellen ist die Expression der
SAR. Sowohl der C3- als auch der E3-SAR konnten nach retroviraler Transduktion mit einer
Expressionsrate von 30 — 55 % (C3) bzw. 40 — 60 % (E3) auf murinen T-Zellen nachgewiesen werden.

Diese sind vergleichbar mit Expressionsraten bei CAR-T-Zellen (Sun et al. 2015).

Der fir die Krebstherapie zugelassene monospezifische anti-EGFR-Antikdrper Cetuximab bindet
kompetitiv an die Domaéne |11 des EGFR. Dadurch wird die Dimerisierung, Phosphorylierung und
folglich die Aktivierung der entsprechenden Zelle verhindert (Li et al. 2005). Patel et al. konnten
zeigen, dass Cetuximab ebenfalls das auf Glioblastomzellen exprimierte EGFRvIII in Doméne |11
bindet. Dies fihrte innerhalb kurzer Zeit zu einer Internalisierung des
EGFRvIII-Cetuximab-Komplexes, reduzierter Phosphorylierung bzw. Aktivitat von EGFRvIII und
schliellich zu einer verminderten Proliferation der Tumorzellen (Patel et al. 2007). Demgegeniiber
hatte Cetuximab interessanterweise einen aktivierenden Einfluss auf die E3-T-Zellen. Inwiefern
Cetuximab die Struktur des E3-SAR modifiziert und (iber welchen Signalweg die Aktivierung

eingeleitet wird, ist bislang nicht bekannt.

Jutten et al. zeigten, dass durch Cetuximab EGFRvIII auf Tumorzellen herunter reguliert wird (Jutten
et al. 2009). Gleiche Effekte konnten bei Antikdrperbindung an humanes EGFR beobachtet werden
(Sunada et al. 1986, Perera et al. 2007). Die im zeitlichen Verlauf verminderte IFN-y-Sekretion bei
stimulierten E3-T-Zellen kdnnte ebenfalls durch eine Internalisierung des E3-Cetuximab-Komplexes
verursacht sein. Cetuximab persistiert im Blut tber Tage, sodass nicht mit einer Abdiffundierung
innerhalb von 48 Stunden zu rechnen und die verminderte IFN-y-Sekretion nicht erklarbar ist (Tan et

al. 2006). Fur Cripto ist in der Literatur bislang kein solcher Internalisierungseffekt beschrieben.

Im direkten Vergleich scheinen die E3- den C3-T-Zellen nach Stimulation mit mAk tberlegen zu sein.
Die IFN-y-Sekretion ist um das 50- bis 100-fache erhéht. Mehrere kleine Unterschiede im Design der
SAR konnten diesen Effekt erkldren. Die Expressionsraten des C3-SAR lagen im Mittel unter denen
des E3-SAR. Zur Steigerung der Synthese, und folglich der Expression, wurde der C3-SAR zusatzlich
mit einer Igk Leader-Sequenz versehen (Ramezani et al. 2017). Dadurch konnte die Expressionsrate
jedoch nicht gesteigert werden. Des Weiteren weisen der C3-SAR mit CD8 und der E3-SAR mit
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CD28 unterschiedliche TM auf, die ebenfalls einen Einfluss auf die Expression und
Signalweiterleitung haben. Zhang et al. zeigten, dass CAR sowohl mit CD8 als auch CD28 als TM auf
T-Zellen exprimiert werden, die Expression mit CD28 TM jedoch deutlich héher ausféllt (Zhang et al.
2012). Dem gegenlber steht eine Studie von Zhao et al. die zeigte, dass eine stabile
Oberflachenexpression berwiegend von der Intrazellulardomane und nicht von der TM vermittelt
wird (Zhao et al. 2006). Diese ist bei dem C3- und E3-SAR mit CD28 jedoch identisch. Finney et al.
zeigten, dass CAR am besten auf der Oberflache exprimiert werden, wenn sowohl die Transmembran-
als auch die Intrazellulardoméne von einem Protein stammen (Finney et al. 1998), was bei dem
E3-SAR mit CD28 der Fall ist. Ein weiterer Grund flr die unterschiedliche IFN-y-Sekretion kdnnte
die Bindungsstelle des anti-Cripto-mAk sein. Diese ist bislang unbekannt, weswegen keine Aussage
tiber die Zuganglichkeit des anti-Cripto-mAk getroffen werden kann. In weiteren Versuchen wére
diese zu identifizieren, um die Bindungseigenschaften und die Hinge-Region zu optimieren. In den
Stimulationsversuchen mit dem BiAk néherten sich die durch den C3- und E3-SAR induzierten
IFN-y-Sekretionen an, sodass ebenfalls das Format der mAK fiir die unterschiedliche IFN-y-Sekretion

ursachlich sein kdnnte.

4.4  Aktivierung der SAR-T-Zellen durch bispezifische Antikérper

Die C3- und E3-T-Zellen konnten durch die BiAk MHC-unabhéngig aktiviert werden. Es zeigte sich,
dass die IFN-y-Sekretion hoher ausfiel, wenn der BiAk an den SAR sowie EpCAM band und die
T-Zellen dadurch immobilisiert wurden. Diese Daten decken sich mit einer Studie von Geppert und
Lipsky, die zeigte, dass immobilisierte im Vergleich zu l6slichen Antikdrpern das Liganden
cross-linking und die T-Zellaktivierung verstérken (Geppert & Lipsky 1988).

Des Weiteren zeigten Schmitt et al., dass die Reihenfolge der BiAk Bindung einen Einfluss auf die
T-Zellaktivitat hat. Catumaxomab, ein trifunktionaler BiAk (anti-aCD3 x anti-aEpCAM), konnte
mononukleére Zellen (PBMC) an EpCAM* Tumorzellen rekrutieren und aktivieren. Hierbei war die
initiale Aktivierung gleichwertig, unabhangig ob zuerst die PBMC mit dem BiAk beladen und dann
den Tumorzellen hinzugegeben wurden oder in umgekehrter Reihenfolge. Jedoch waren PBMC
deutlich langer aktiv, wenn sie vor den Tumorzellen mit BiAk beladen wurden (Schmitt et al. 2004).
Die SAR-T-Zellen wurden ebenfalls starker aktiviert, wenn der BiAk zuerst an den SAR und dann an
rEpCAM band. Die durch Catumaxomab aktivierten PBMC sezernierten im Vergleich zu den
SAR-T-Zellen weniger IFN-y. Jedoch fand nur eine Aktivierung der PBMC in Kokultur mit EpCAM?*
Tumorzellen und Catumaxomab statt. PBMC konnten nicht allein durch Catumaxomab aktiviert
werden. In Studien mit den bispecific T-cell engager (BiTE) Solitomab (anti-CD3 x anti-EpCAM) und
Blinatumomab (anti-CD3 x anti-CD19) waren ebenfalls die drei Komponenten BIiTE, Tumorzelle und

T-Zelle fir eine T-Zellaktivierung erforderlich (Brischwein et al. 2007). Die Autoren vermuten, dass
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die T-Zellen nicht primér durch den BIiTE aktiviert, sondern primér in raumliche Nahe zur Tumorzelle
gebracht und dadurch immunologische Synapsen gebildet werden. Diese fuhren zur Aktivierung der
T-Zellen (Brischwein et al. 2006, Offner et al. 2006). Im Gegensatz dazu konnten die SAR-T-Zellen
allein durch den gebunden mAk oder l6slichen BiAk, ohne EpCAM, aktiviert werden. Der BiAk
diente somit nicht nur einer mechanischen Kopplung, sondern war flr die Aktivierung essenziell. In
Kokultur mit Tumorzellen fiel die IFN-y-Sekretion sogar geringer aus als mit rEpCAM. Inwiefern die
immunologischen Synapsen einen Einfluss auf die SAR-T-Zell-Tumor-Interaktion haben, muss weiter

exploriert werden.

Eine unspezifische Aktivierung von T-Zellen ohne Bindung des Tumorantigens trat bei den erwéhnten
BiAk Studien von Schmitt et al. und Brischwein et al. nicht auf. Die EpCAM-unabhéngige BiAk
vermittelte SAR-T-Zellaktivierung ist ein Nachteil des Konzeptes und birgt die Gefahr einer
T-Zellaktivierung auBerhalb des Tumors. Dem liegt das tetravalente 2 + 2 Format des BiAk, mit zweli
Bindungsarmen fir den SAR, zugrunde. Dieses beglnstigt das cross-linking der SAR (Karches et al.
2019). Karches et al. konnten zeigen, dass ein neues 2 + 1 BiAk-Format, mit einem Bindungsarm fiir
den SAR, keine unspezifische SAR-T-Zellaktivierung induzierte. Brischwein et al. beschreiben ein
vergleichbares Phanomen. T-Zellen konnten nicht durch das monomere Solitomab, jedoch durch eine
dimere Variante mit zwei Bindungsarmen fur CD3 aktiviert werden. Diese begiinstigt das

cross-linking und die Signalweiterleitung von CD3 (Brischwein et al. 2007).

Ein Nachteil der BiTE und anderer rekrutierender BiAKk ist die Bindung und Aktivierung aller CD3*
T-Zellsubpopulationen. Die aktuelle Datenlage, inwiefern z. B. regulatorische T-Zellen durch
anti-CD3-BiAk rekrutiert werden und ob deren Einfluss auf die Therapie dann positiv oder negativ
ausfallt, ist sehr kontrar (Choi et al. 2013, Koristka et al. 2014). Ein Vorteil des SAR-Konzeptes ist die
spezifische Aktivierung der SAR-T-Zellen. Hierbei kdnnen verschiedene T-Zellsubpopulationen SAR
modifiziert und tGber den gleichen BiAk aktiviert werden.

45 SAR-T-Zell-Tumor-Interaktion

SAR-T-Zellen in Kokultur mit EpCAM?* 4T1 Brustkrebszellen sezernierten weniger IFN-y als in

Kokultur mit rekombinantem EpCAM. Dennoch zeigten E3-T-Zellen eine effiziente Tumorlyse.

Ein wichtiger Immunescape-Mechanismus von Tumorzellen ist die Suppression des Immunsystems.
Zur physiologischen Regulation des Immunsystems exprimieren T-Zellen nach Aktivierung
inhibitorische Rezeptoren wie PD-1, LAG 3 (lymphozyten-activation gene 3), TIM-3 (T cell
immunoglobulin and mucin-domain containing-3) oder CTLA 4 (Legat et al. 2013, Hahn et al. 2017).

Tumorzellen exprimieren die entsprechenden Rezeptorliganden auf ihrer Oberflache und supprimieren
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auf diesem Weg das Immunsystem. In der Literatur wird eine Uberexpression des PD-1 Liganden auf
Tumorzellen, die IFN-y ausgesetzt sind, beschrieben (Dong et al. 2002). Diese Mechanismen kdnnten
einer verminderten IFN-y-Sekretion der SAR-T-Zellen in Kokultur mit 4T1 Brustkrebszellen zugrunde
liegen. Wie zuvor erwéhnt, sind fir EGFRvIII-Cetuximab-Komplexe Internalisierungsprozesse
beschrieben. Denkbar wére, dass diese ebenfalls bei EGFRvIII-BiAk-Komplexen stattfinden und bei
SAR-T-Zellen in Kokultur mit Tumorzellen starker ausgeprégt sind als in Kokultur mit rEpCAM oder
BiAk allein. Zum Versténdnis dieser Effekte sollte der Phénotyp der Tumor- und T-Zellen
eingehender analysiert werden.

Einen weiteren Einfluss auf die T-Zellaktivitat haben die Antigendichte und Antigenexpression.
Oberst et al. konnten in einer Studie mit dem BiTE MEDI-565 (anti-CEA x anti-CD3) zeigen, dass mit
steigender Antigendichte die Effizienz des BiTE abnahm bzw. eine hohere BiTE-Konzentration fir
eine Tumorlyse erforderlich war. Durch die hohe Antigendichte kdnnen die Antikdrper ihr Ziel nur
bedingt binden und die Ausbildung immunologischer Synapsen zwischen T- und Tumorzelle wird
blockiert (Oberst et al. 2014). Analog zu diesen Daten ist fiir die T-Zellaktivierung Uber den TZR eine
geringe Antigendichte ausreichend. Vermutet wird eine serielle Aktivierung vieler hochsensitiver TZR
durch ein einzelnes Antigen. Ermdglicht wird das durch eine niedrige Affinitat des TZR gegeniiber
dem Antigen und eine damit verbundene schnelle Lésung des TZR. Das Antigen ist dadurch wieder

zuganglich fur eine weitere TZR-Bindung (Valitutti et al. 1995).

Im Gegensatz zu diesen Erkenntnissen scheint bei CAR-T-Zellen die Aktivitat mit der Antigendichte
zu korrelieren. Eine hohere Antigendichte bewirkt eine gesteigerte Aktivitat und effizientere
Tumorlyse der CAR-T-Zellen (Chmielewski et al. 2011). In der Literatur ist die EpCAM-Expression
auf 4T1 Brustkrebszellen als sehr hoch, aber heterogen beschrieben (Shi et al. 2013). Bei unseren
Versuchen wurde sie nicht explizit analysiert, sodass keine Aussage bzgl. einer Korrelation zwischen

Antigendichte und SAR-T-Zellaktivitat getroffen werden kann.

Des Weiteren bedingt eine hohere CAR-Affinitét eine gesteigerte T-Zellaktivitat (Chmielewski et al.
2011). Die von Chmielewski et al. untersuchten CAR-T-Zellen zeigten ab einer Affinitat von

10® - 10** M eine maximale CAR-T-Zellaktivitét bei Bindung an rekombinantes Antigen. Bei
Bindung an Tumorzellen war die maximale CAR-T-Zellaktivitat bei einer Affinitat von 10% M
erreicht. BiTE weisen mit einer Affinitat von 107 — 10° M eine vergleichbare Affinitat gegentiber
CD3 auf (Dreier et al. 2002). Die Affinitat des anti-Cripto x anti-EpCAM- und des

anti-EGFRVIII x anti-EpCAM-BiAk sind bislang unbekannt. Die parentalen Antikérper des BiAk
weisen mit einer Affinitat des MR1.1 (anti-hEGFRVIII) von 1,5 x 10 (Kuan et al. 2000) und des G8.8
(anti-muEpCAM) von 6,1 x 10 (Kobold et al. 2015) vergleichbare Affinitaten wie die BiTE und die

beschriebenen CAR auf. Zur weiteren Optimierung unseres Therapiekonzeptes aus AZT und BiAk
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ware sowohl die Kenntnis der Affinitat des BiAk als auch der Einfluss der Tumorantigendichte auf die

Aktivitat der SAR-T-Zellen hilfreich und soll in weiteren Experimenten untersucht werden.

Neben der Zytokinsekretion ist die Bildung von Zellclustern ein Merkmal der T-Zellaktivierung
(Zumwalde et al. 2013). In Kokultur mit 4T1 Brustkrebszellen und BiAk bildeten E3-T-Zellen
Zellcluster. Ohne BiAk bildeten sich ebenfalls Cluster, die jedoch weniger und deutlich kleiner waren.
Riesenberg et al. zeigten die Bildung von visuell gréReren Zellcluster nach Kokultur von PBMC,
Tumorzellen und BiAk. Essenziell fur die Zellcluster waren die PBMC und der BiAk, jedoch nicht die
Tumorzellen (Riesenberg et al. 2001). Im Unterschied zu unserem Versuch, wurden die PBMC in der
Studie mit einer hoheren E:T-Ratio (25:1) und deutlich langer kokultiviert. Zudem lag die
Transduktionseffizienz des E3-SAR bei ca. 50 %, sodass insgesamt mehr untransduzierte T-Zellen als
E3-T-Zellen vorhanden waren. Dieser technisch bedingte Unterschied fiihrt zu einer Unterschétzung
des Clustereffekts. Zudem scheinen die untransduzierten T-Zellen parakrin durch die stimulierten
E3-T-Zellen mitaktiviert zu werden (Sabatos et al. 2008).

Unabhéngig von der BiAk-Affinitat, der EpCAM-Dichte und mdéglichen immunsuppressiven
Einflussfaktoren konnten die BiAk-aktivierten SAR-T-Zellen Tumorzellen lysieren. In Kokultur mit
4T1 Brustkrebszellen und BiAk beladenen E3-T-Zellen setzte umgehend die Tumorlyse ein, welche
innerhalb weniger Stunden vollstandig war. Karches et al. konnten vergleichbare
Tumorlyseeigenschaften gegeniiber EpCAM-transduzierten Pankreaskarzinom- und Melanomzellen
zeigen (Karches et al. 2019). In der Literatur ist ebenfalls beschrieben, dass durch BiAk in
Kombination mit PBMC oder durch CAR-T-Zellen eine vollstandige Tumorlyse induziert werden
kann (Loffler et al. 2000, Kowolik et al. 2006, Oberst et al. 2014).

Mit Blinatumomab aktivierte PBMC flhrten innerhalber weniger Stunden zur Tumorlyse. Hierftr
waren geringe E:T-Ratios und niedrige BiTE-Konzentrationen ausreichend. Die Tumorlyse lag nach
vier Stunden bei 30 — 45 % im Vergleich zu 75 % bei den SAR-T-Zellen (Loffler et al. 2000).
Catumaxomab induzierte ebenfalls eine Tumorlyse, die ihr Maximum mit 30 % erst nach 24 Stunden
erreichte (Schmitt et al. 2004). Die SAR-T-Zellen zeigten bei niedriger E: T-Ratio eine gute Tumorlyse
und Uberwindung der Tumorimmunsuppression in vitro, jedoch war eine héhere BiAk-Konzentration

erforderlich.

In Studien mit einem modularen CAR, der als Extrazellulardoméne einen Fcy-Rezeptor 111 anstelle
eines scFv aufweist, konnte eine Differenzierung der CAR-T-Zellen zu Gedéchtniszellen beobachtet
werden (Ochi et al. 2014). Gleiche Eigenschaften werden Catumaxomab zugeschrieben. Die durch
Catumaxomab induzierte Bildung von Gedachtniszellen verhinderte eine Tumorprogression bei

Méusen, die eine zweite Tumorinjektion erhielten (Ruf & Lindhofer 2001). Der in der vorliegenden
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Arbeit verwendete BiAk weist keine Fc-Region auf, weswegen keine Interaktion mit
antigenprasentierenden Zellen erfolgen kann und somit die Bildung von Gedéchtniszellen (ber diesen
Weg ausbleibt. Inwiefern SAR-T-Zellen in vivo persistieren und durch zeitlich versetzte erneute
BiAk-Gaben reaktiviert werden kénnen bzw. welcher Phanotyp ausgebildet wird, sollte weitergehend

untersucht werden.

4.6  Steuerung der zellbasierten Immuntherapie mittels modularen Adaptermoleklen

Neben der antikdrperbasierten erzielt die zellbasierte Immuntherapie vielversprechende préklinische
und Klinische Ergebnisse. Der KTE-C19-CAR (anti-CD19-CD28-CD3() zeigte in praklinischen
Versuchen schon bei geringer E:T-Ratio eine rasche Tumorlyse. Die Tumorlyse ist vergleichbar mit
den E3-T-Zellen, bei geringerer IFN-y-Sekretion (Kochenderfer et al. 2009). In klinischen Studien
zeigte der KTE-C19 ein gutes Ansprechen bei Patienten mit therapierefraktéren aggressiven
B-non-Hodgkin-Lymphomen (Locke et al. 2019).

Bei Patienten mit soliden Tumoren ist die CAR-T-Zelltherapie allerdings bislang limitiert (Ahmed et
al. 2015, Feng et al. 2016). Den Erfolgen stehen zudem gravierende Nebenwirkungen wie das
lebensbedrohliche CRS gegenuber (Locke et al. 2019). Aktivierte CAR-T-Zellen sind nicht mehr
deaktivierbar, wodurch die Kontrolle der Nebenwirkungen erschwert ist. Hinzu kommen
On-target-off-tumor-Toxizitdten mit schweren Schaden im gesunden Gewebe (Morgan et al. 2010).
CAR-T-Zellen mit verschiedenen Switch-off-Modalitaten sind deswegen in Entwicklung (Mestermann
2019). Hierbei werden die CAR-T-Zellen dauerhaft eliminiert, was allerdings nicht immer zur
Kontrolle der Nebenwirkungen fuhrt, aber das Risiko eines Rezidivs erhéht. Dariiber hinaus binden
CAR-T-Zellen lediglich ein Tumorantigen, welches haufig heterogen exprimiert wird. Tumoren mit
Antigenverlust, -mutation oder geringer -expression sind dann nicht mehr fiir die CAR-T-Zellen
adressierbar (Sotillo et al. 2015). Bispezifische CAR mit zwei scFv kommen einigen Limitierungen

entgegen und werden derzeit in Studien getestet (Zah et al. 2016).

Im Gegensatz dazu weist unser SAR-T-Zell-Konzept ein deutlich héheres Sicherheitspotential auf.
Prinzipiell konnen die SAR-T-Zellen als immunologisches Korrelat zu CAR-T-Zellen gleiche
unerwiinschte und potenziell lebensbedrohliche Ereignisse induzieren. Die SAR-T-Zellen werden
jedoch nur unter Zugabe des BiAk als immunologisches Adaptermolekul aktiviert. Der BiAk
unterliegt einer natrlichen Halbwertszeit, sodass die SAR-T-Zellaktivitat im Verlauf abnimmt. Ist
dieser natiirliche Aktivitatsverlust nicht ausreichend fiir eine Kontrolle der Nebenwirkungen, kdnnten
die SAR-T-Zellen gezielt eliminiert werden (Paszkiewicz et al. 2016). Nach erfolgreicher Behandlung
der Nebenwirkungen kénnten die SAR-T-Zellen durch Zugabe des BiAk erneut aktiviert und der

Tumor wieder adressiert werden (Karches et al. 2019). Ein weiterer VVorteil des SAR-Konzeptes
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besteht in der einfachen Verfligbarkeit des BiAk. Zudem kdnnen BiAk mit Spezifitat gegen mehrere

TAA generiert und simultan eingesetzt werden.

Neben unserem SAR-Konzept finden sich in der Literatur weitere Therapieansatze, die
Adaptermolekiile in zahlreichen Formaten wie Nanobody, scFv oder Fab als immunologische Synapse
zwischen Tumor- und modifizierter T-Zelle heranziehen (Darowski et al. 2019). Diese bieten ein
vergleichbares Sicherheitspotential und ermdglichen ebenfalls die Steuerung der T-Zellaktivitét Gber
die Dosierung der Adaptermolekiile. Je nach Format weisen sie vorteilhafte Eigenschaften hinsichtlich
einer raschen Bioverflgbarkeit, Verteilung, Gewebepenetration, Affinitat und Halbwertszeit auf.
Zudem konnen mehrere TAA adressiert und auf deren heterogene Expressionsmuster reagiert werden.
Bei Verwendung mehrere Adaptermolekile kann mit einem CAR eine Vielzahl an TAA gebunden
und die Tumorzellen attackiert werden (Lee et al. 2019).

Zumeist basieren die modularen Konzepte auf modifizierten CAR. Hierbei sind die CAR nicht gegen
ein Tumorantigen gerichtet, sondern adressieren Markerstrukturen wie ESB9 (Koristka et al. 2013),
Biotin (Urbanska et al. 2012), FITC oder ein Peptid (Cao et al. 2016), die an ein gegen Tumorantigene
gerichtetes Adaptermolekill gebunden sind. Daruiber hinaus wurden CAR mit einer alternativen
Extrazelluldardoméne wie CD16 (FcyRIII) oder biotinbindendes Avidin (Urbanska et al. 2012) anstelle
eines scFv entwickelt. CD16-CAR-T-Zellen binden die Fc-Region therapeutischer mAk wie
Rituximab oder Trastuzumab und werden dariiber aktiviert (Ochi et al. 2014). Allerdings kénnen sie
korpereigene Antikorper an der Fc-Region binden und Autoimmunreaktionen hervorrufen. Zudem
sind nicht alle therapeutischen mAk mit den CD16-CAR kompatibel. Des Weiteren weisen heterologe
Substanzen wie Avidin und E5B9 oder kiinstliche Substanzen wie FITC eine hohe Immunogenitat auf

und provozieren ihren vorzeitigen Abbau durch das Immunsystem.

Unser SAR-Konzept sowie die modularen Konzepte bieten die Mdglichkeit, die Immuntherapie besser
zu steuern und die Patientensicherheit deutlich zu erhéhen. Durch Kombination oder Austausch von
Adaptermolekilen mit unterschiedlicher Spezifitat und biologischen Eigenschaften kdnnte die
Immuntherapie rasch fiir Patienten individuell angepasst und auf die jeweiligen Anforderungen

reagiert werden.

4.7 Ausblick

Zellbasierte Immuntherapien haben die Behandlungsmdglichkeiten und Heilungschancen fir
Krebspatienten in den letzten Jahren verbessert (Kruger et al. 2019). Das Nebenwirkungsprofil dieser
Therapien stellt jedoch einen limitierenden Faktor dar (Kroschinsky et al. 2017). Unser SAR-Konzept

bietet die Moglichkeit, die T-Zellaktivitéat tber die BiAk-Dosierung zu steuern und Nebenwirkungen
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zu reduzieren. Hierfir macht man sich die natiirliche Halbwertszeit oder die Mdéglichkeit zur
induzierten BiAk-Eliminierung zu Nutzen (Paszkiewicz et al. 2016). Die einseitige Bindung des BiAk
an den SAR fuhrte zu einer unspezifischen T-Zellaktivierung. Als Weiterentwicklung des Konzeptes
sollte das BiAk-Format optimiert werden. Hierfir kénnte die bivalente zugunsten einer monovalenten
SAR-Bindung des BiAk ersetzt und so eine unspezifische Dimerisierung und Aktivierung der
SAR-T-Zellen vermieden werden. Zudem zeigten diverse Studien, dass BiTE und CAR-T-Zellen
unterschiedlich von Antigenaffinitaten hinsichtlich der T-Zellaktivierung profitierten (Dreier et al.
2002, Chmielewski et al. 2011). Der Einfluss der BiAk-Affinitat auf die SAR-T-Zellaktivierung sollte
deshalb untersucht und bei einem neuen BiAk-Format beruicksichtigt werden.

Vor dem Risiko einer Graft-versus-host-Reaktion kdnnen fur die Herstellung von CAR-T-Zellen
bislang nur empféangereigene T-Zellen verwendet werden. Gleiches gilt fir die SAR-T-Zellen. Die
Herstellung der CAR und SAR-T-Zellen erfolgt somit individuell und erfordert eine patientennahe und
geeignete Infrastruktur, wodurch diese Therapie sehr zeit- und kostenintensiv ist (Graham et al. 2018).
Durch neue molekularbiologische Methoden wie CRISPR-Cas wére es moglich, SAR-T-Zellen ohne
endogenen TZR herzustellen (Ren et al. 2017). Dies héatte den Vorteil, dass SAR-T-Zellen von
T-Zellen eines beliebigen Spenders hergestellt, vermehrt und mehreren Patienten infundiert werden

kénnten, ohne eine Graft-versus-host-Reaktion zu riskieren.

Krebsimmuntherapien zeigen vor allem bei hdmatologischen Malignomen eine gute Wirksamkeit,
wohingegen diese in soliden Tumoren bislang begrenzt ist. Die Aktivierung der SAR-T-Zellen ist
Grundvoraussetzung fur eine effektive anti-tumorale Therapie. In vitro konnten die SAR-T-Zellen an
Tumorzellen gebunden werden und diese lysieren. Daneben ist die Penetration, vor allem solider
Tumore, eine weitere wichtige VVoraussetzung fir eine erfolgreiche Krebstherapie (D’ Aloia et al.
2018). Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass verschiedene Tumorentititen diverse Chemokine
tiberproportional sezernieren und T-Zellen, die mit Chemokinrezeptoren transduziert wurden,
vermehrt in Tumore rekrutiert werden konnten (Rapp et al. 2016). Die Expression zusétzlicher
Chemokinrezeptoren auf SAR-T-Zellen kénnte die Rekrutierung in solide Tumore beglinstigen und
die anti-tumorale Wirksamkeit steigern. Zudem konnte durch die Verwendung mehrerer gegen
verschiedene Tumorantigene gerichteten BiAk die Effizienz des Konzepts trotz Verlust einzelner TAA

aufrechterhalten und gesteigert werden.
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5  Zusammenfassung

Antikdrperbasierte Immuntherapien sind ein fester Bestandteil der Behandlung von Krebspatienten.
Daneben ist der adoptive T-Zelltransfer ein weiterer vielversprechender Therapieansatz. Die Effizienz
der Immuntherapie und die Sicherheit der Patienten kdnnte durch die Kombination aus antikérper- und
zellbasierter Therapie verbessert werden. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Erarbeitung der
Grundlagen fir eine solche Kombinationstherapie. Hierfuir wurde ein Konzept etabliert, bei dem von
uns neu entwickelte synthetische agonistische Rezeptor (SAR)-modifizierte T-Zellen mittels eines
bispezifischen Antikorpers (BiAk) an EpCAM* Tumorzellen rekrutiert werden. Durch Bindung des
BiAk an den synthetischen agonistischen Rezeptor werden die T-Zellen MHC-unabhéngig zur
spezifischen Tumorlyse aktiviert. Die SAR-T-Zellaktivitat I&sst sich in Abhdngigkeit der eingesetzten
Antikorperdosis steuern. Nebenwirkungen konnten so durch selektive Eliminierung des Antikorpers

kontrolliert werden.

Die Generierung von zwei synthetischen agonistischen Rezeptoren und der Nachweis der
Funktionalitat des Therapiekonzeptes war wesentlicher Bestandteil der vorliegenden Arbeit. Die
synthetischen agonistischen Rezeptoren, bestehend aus einer Extrazellular- bzw. Markerdoméane
(EGFRVIII oder Cripto) und einer (ko-) stimulierenden Intrazellulardomane, wurden mittels
overlap-PCR kloniert. Die priméren T-Zellen zeigten nach retroviraler Transduktion eine stabile
Oberflachenexpression des synthetischen agonistischen Rezeptors. Durch Stimulation mit
monospezifischem Antikdrper konnten die transduzierten T-Zellen zur Zytokinsekretion angeregt
werden. Diese war durch Stimulation mit dem bispezifischen Antikorper deutlich gesteigert und zeigte
bei Kokultur der drei immunologisch wichtigen Komponenten SAR-T-Zelle, BiAk und EpCAM ein
Maximum. Die Zytokinsekretion war bei beiden SAR-Konstrukten hoch, beim EGFRVIII-SAR jedoch
hoher als beim Cripto-SAR. Zudem bildeten sich, als weiterer Nachweis einer SAR-T-Zellaktivierung,
Zellcluster. In Kombination mit dem BiAk flihrten die SAR-T-Zellen in vitro zu einer raschen
Tumorlyse von EpCAM™ 4T1 Brustkrebszellen. Die beobachtete SAR-T-Zellaktivierung durch den
BiAk ohne Anwesenheit von EpCAM ist am ehesten dem tetravalenten BiAk-Format geschuldet.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen die prinzipielle Funktionalitat der synthetischen
agonistischen Rezeptoren durch Bindung eines bispezifischen Antikorpers. In weiteren
Forschungsprojekten kénnte durch Optimierung der SAR-Struktur und des Antikoperformats die
Grundlage fiir eine gesteigerte Sicherheit und effektivere Wirksamkeit der Kombination von adoptiv

transferierten T-Zellen und bispezifischen Antikérpern erreicht werden.
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7 Anhang

7.1  Abkirzungsverzeichnis

ADCC
AICD
AZT
BiAk
BIiTE
C3
CAR
CDC
cDNA
CRS
CTLA4
ddH:20
DMSO
DNA
E3

EGF
EGF-CFC
EGFR
EGFRvIII
ELISA
EpCAM
ET

Fab
FBS

Fc

FcyR
FITC
FSC
fwd
GFP
HER2
HLA
IFN-y

Antibody dependent cellular cytotoxicity
Activation-induced cell death

Adoptiver T-Zell-Transfer

Bispezifischer Antikorper

Bispecific T-cell engager

C3-SAR

Chimaérer-Antigen-Rezeptor

Complement dependent cytotoxicity
Complementary DNA

Cyokine release syndrom

Cytotoxic T-lymphocyte-associated-antigen 4
Doppelt destilliertes Wasser
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure

EGFRvIII 3-SAR

Epidermal growth factor

Epidermal growth factor/cripto/FRL-1/cryptic
Epidermal growth factor receptor
Epidermal growth factor receptor variant 11l
Enzyme-linked immunosorbent assay
Epithelial cell adhesion molecule
Effektor:Target

Antigen-binding fragment

Fetal bovine serum

Fragment crystallisable

Fragment crystallisable receptor
Fluoresceinisothiocyanat

Forward scatter

Forward

Grin fluoreszierendes Protein

Human epidermal growth factor receptor 2
Humanes Leukozytenantigen

Interferon-y
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lg

IL-2

LB Medium
mAK
MHC
min
NHL
NK-Zelle
PBMC
PBS
PCR
PD-1
rEpCAM
rev

riL-2
Rpm

RT

SAR
scFv

sek

SEM
SSC
TAA
TCM
tEGFR
TCM
TGFa
TIL
Treg
TZR
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Immunglobulin

Interleukin-2

Luria-Bertani-Medium

Monoklonaler monospezifischer Antikérper
Major histocompatibility complex
Minuten

Non-Hodgkin-Lymphom

Natirliche Killerzelle

Peripheral blood mononuclear cell
Phosphate-buffered saline

Polymerase chain reaction
Programmed cell death protein-1
Rekombinantens epithelial cell adhesion molecule
Reverse

Rekombinantes Interleukin-2

Rounds per minute

Raumtemperatur

Synthetischer agonistischer Rezeptor
Single chain variable fragment
Sekunde

Standard error of the mean

Sideward scatter

Tumor-assoziiertes Antigen
T-Zell-Medium

Trunkiertes EGFR

T-Zellmedium

Transformierender Wachstumsfaktor-o
Tumor-infiltrierender Lymphozyten
Regulatorische T-Zellen

T-Zellrezeptor
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