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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Krebserkrankungen des Menschen

Im Jahr 2018 verstarben weltweit 9,6 Millionen Menschen aufgrund eines
Krebsleidens, damit zahlen Neoplasien als zweithaufigste Todesursache (World Health
Organisation 2018). Deutschland stellt dabei keine Ausnahme dar. Nach
Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind bosartige Neubildungen im Jahr 2017 mit 24 % aller
Todesfalle hierzulande zweithaufigste Todesursache (Statistisches Bundesamt
(Destatis) 2019). Mittlerweile erkrankt ungefahr jeder Zweite im Laufe seines Lebens
an einer bosartigen Neubildung. Die steigende Erkrankungszahl steht im
Zusammenhang mit der demografischen Entwicklung der Bevdlkerung, der
intensiveren Diagnostik und Veranderungen des Lebensstils (Barnes et al. 2016;
Heikenwalder et al. 2019).

1.1.1 Das menschliche Immunsystem und die Entstehung von Tumoren

Bereits im letzten Jahrhundert postulierten Lewis Thomas und Frank MacFarlane
Burnet in ihrer Hypothese der Immune surveillance, das Immunsystem wirde
Tumorzellen detektierten und zerstdoren konnen. Diese Hypothese wurde
weiterentwickelt und die Tumorentstehung in drei Phasen geteilt. In der ersten Phase
werden potenzielle Tumorzellen von dem Immunsystem erkannt und zerstort, sie wird
als Eliminierungsphase bezeichnet. Werden wahrend der ersten Phase nicht alle
Tumorzellen beseitigt, folgt die Equilibrium-Phase. In dieser zweiten Phase eliminiert
das Immunsystem weiterhin Tumorzellen, zeitgleich entkommen jedoch entartete
Zellen dem Immunsystem, dazu tragen von ihnen durchlaufene Veranderungen und
Mutationen bei. Die letzte Phase entspricht der Escape-Phase, in der geniigende
Tumorzellen in der Lage sind, dem Immunsystem zu entgehen und ungehindert bis zu
klinisch nachweisbaren Tumoren zu proliferieren (Murphy 2012; Wang et al. 2016).
Untersuchungen zeigten einen starken Anstieg an malignen Erkrankungen in
immungeschwachten Menschen und Mausen und lassen das enorme

Leistungsvermdgen unseres Immunsystems erahnen (Heikenwalder et al. 2019).

Cluster of differentiation (CD) 8" zytotoxische T-Zellen nehmen, als Teil des adaptiven
Immunsystems, bei der Erkennung von entarteten Zellen einen besonderen Stellenwert
ein. Der Major histocompatibility complex-I (MHC-1) prasentiert CD8" Effektor-T-Zellen
Peptide, die direkt aus der proteasomalen Prozessierung und damit aus dem Zytosol

stammen. Nahezu jede kernhaltige Kérperzelle exprimiert MHC-I1 Komplexe.
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Effektor-T-Zellen erkennen fremdartige Peptide in den MHC-I Gber ihren
T-Zell-Rezeptor (TZR), worunter auch veranderte Proteine im Rahmen von Mutationen
bei der Entstehung von Tumoren zahlen. Ist der TZR einer T-Zelle fir ein prasentiertes
Peptid spezifisch, kann die T-Zelle Giber Apoptose oder zytotoxischen Granulen die
Lyse der Zielzellen bewirken (Murphy 2012). Die Abkirzung fir TZR wird im Folgenden
stellvertretend fir den gesamten TZR-Komplex samt CD3-Untereinheiten verwendet.
Naive CD8* T-Zellen differenzieren sich nach ihrer Aktivierung zu zytotoxischen
T-Zellen. Naive CD8" T-Zellen bendétigen im Gegensatz zu den Effektorzellen
zusatzlich zu der TZR-MHC-Interaktion eine Bindung mit kostimulatorischen Liganden
derselben Zelle, um aktiviert zu werden. Der am besten erforschte kostimulatorische
Rezeptor ist CD28 (Murphy 2012).

Trotz der vielfaltigen Abwehrmechanismen unseres Immunsystem entstehen Tumoren.
Menschliche Immunzellen kdnnen sich beispielsweise gegenseitig hemmen, T-Zellen
kdnnen eine aktiv herabgesetzte Signaltransduktion ihres TZR aufweisen oder nach
ihrer Aktivierung Uber bestimmte Rezeptoren in Apoptose oder Inaktivitat Ubergehen.
Tumorzellen wiederum kénnen durch Selektionsdruck des Immunsystems die
Expression tumorassoziierter Antigene oder die Dichte ihrer exprimierten MHC-|
Moleklle herabsetzen. Zudem kénnen entartete Zellen ein immunsuppressives Milieu
schaffen. (Murphy 2012; Rosenberg 2001). Die Eigenschaften der Tumorzellen, dem
Immunsystem aktiv zu entrinnen, werden als Escape-Strategien zusammengefasst und

sind eines der Kennzeichen fir maligne Neoplasien (Hanahan et al. 2011).

1.1.1.1 Immunsuppressives Tumormilieu

Maligne Tumoren sind mehr als sich einfach vermehrende Zellhaufen. Gerade solide
Tumoren bilden komplexe Gebilde mit unterschiedlichen Subpopulationen an
Tumorzellen, aber auch nicht entarteten Zellen, die alle miteinander interagieren
(Hanahan et al. 2011; Tabassum et al. 2015). Diese komplexen Strukturen werden als
Tumormikroumgebung bezeichnet. Sie spielt eine entscheidende Rolle bei der
Tumorentstehung, -entwicklung und Metastasierung und beeinflusst die Wirksamkeit
von Therapien (Wu et al. 2017). Sie besteht, neben den Tumorzellen selbst, aus
BlutgefalRen, Stromazellen wie Fibroblasten, Extrazellularmatrix, Immunzellen und
verschiedensten Signalmolekulen (Hui et al. 2015; Wu et al. 2017). Diese
krebsassoziierten Zellen ibernehmen andere Funktionen als im gesunden Gewebe,
die zugunsten der Tumorzellen vertbt werden. Es kann zwischen einem kalten oder

heiRen Tumormilieu unterschieden werden. Sind zahlreiche tumorinfiltrierende
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Lymphozyten (TIL) und Entziindungsmediatoren vorhanden, handelt es um einen
heillen Tumor (inflammatorischer Tumor). Ist dies nicht der Fall und
immunsupprimierende Zellen und Zytokine sind vorrangig nachweisbar, wird dies als
kalter Tumor bezeichnet (Wu et al. 2019).

Ein immunsuppressives Tumormilieu wird durch folgende Faktoren begunstigt:
Krebszellen kdnnen immunsuppressive Zytokine wie Transforming growth factor-f3
(TGF-B) oder auch Enzyme wie die Indolamin-2,3-Dioxygenase sezernieren (Murphy
2012; Rosenberg 2001). Zudem locken sie Entzindungszellen des Immunsystems wie
regulatorische T-Zellen oder Myeloid-derived suppresssor cells (MDSC) an, welche
zytotoxische T-Zellen hemmen (Hanahan et al. 2011; Rosenberg 2001). Tumoren
kénnen weiterhin physikalische Barrieren aus Kollagen erschaffen und somit schlechter
fur Immunzellen zuganglich sein. Eine weitere Escape-Strategie von Tumorzellen stellt
die Expression von Proteinen an ihrer Zelloberflache dar, die direkt inhibierend auf

Immunzellen wirken kénnen (Murphy 2012).

1.1.1.2 PD-1-PD-L1-Achse

Ein Vertreter dieser immunsuppressiven Oberflachenproteine auf Tumorzellen ist der
Programmed death-ligand 1 (PD-L1). Dieser Ligand wird von fast allen Geweben im
menschlichen Korper konstitutiv exprimiert und durch Entzindungssignale induziert
(Murphy 2012; Sharpe et al. 2018). Unter anderem kommt der Ligand auf aktivierten
Immunzellen wie T-Zellen, B-Zellen, dendritischen Zellen, nattrlichen Killerzellen,
Makrophagen und Monozyten vor (Zou et al. 2008). PD-L1 teilt sich mit Programmed
death-ligand 2 (PD-L2) den gemeinsamen Rezeptor Programmed death-1 (PD-1),
wobei beide ein koinhibitorisches intrazellulares Signal auslésen. Die Expression von
PD-L2 ist jedoch kaum konstitutiv, sondern erfolgt induziert bei
Entziindungsreaktionen. Der Rezeptor PD-1 wird vor allem von aktivierten T-Zellen,
B-Zellen und myeloiden Zellen exprimiert. Die PD-1-PD-L1-Interaktion spielt
physiologisch eine wesentliche Rolle bei der Limitation einer Immunantwort und
ermdglicht in gesundem Gewebe periphere Immuntoleranz (Murphy 2012; Wu et al.
2019). Konkret unterdrickt die Interaktion von PD-1 mit einem seiner beiden Liganden
das aktivierende Signal des TZR und damit die Aktivierung von T-Zellen (Kobold et al.
2015). Zusatzlich fuhrt die Aktivierung des PD-1-Rezeptors direkt Uber Hemmung
weiterer Signalwege zu einer verringerten Proliferation und Uberlebenszeit der T-Zellen
und damit zu einer verminderten Ausschittung proinflammatorischer Zytokine
(Dermani et al. 2019).



Einleitung

Tumorzellen bedienen sich der PD-1-PD-L1-Achse als Escape-Strategie. Da die
meisten Gewebe in der Lage sind PD-L1 zu exprimieren, sind theoretisch auch die
daraus entarteten Zellen dazu fahig. Fur zahlreiche menschliche Tumoren, wie
beispielsweise Mamma-, Pankreas-, Kolon- und Lungenkarzinom, wurde bereits die
Expression von PD-L1 nachgewiesen. Interessanterweise findet sich das PD-L1 in
soliden Tumoren nicht nur auf den Tumorzellen, sondern auf verschiedenen Zellen im
gesamten Tumormilieu. Dazu zahlen unter anderem tumorassoziierte Fibroblasten,
MDSC und regulatorische T-Zellen (Zou et al. 2008). Tumoren, die die
PD-1-PD-L1-Achse fir sich nutzen, zeigen nachweislich ein invasiveres und
schnelleres Wachstum (Wu et al. 2019). Die Wirkung von PD-L1* Tumoren auf
T-Zellen ist vielfaltig und fuhrt zu Apoptose, Anergie und Erschdpfung. Zudem
verursacht es die Entwicklung von regulatorischen T-Zellen, die wiederum Effektor
T-Zellen hemmen (Zou et al. 2008) (Abbildung 1). Tumorzellen erhdéhen ihre
PD-L1-Expression, sobald aktivierte T-Zellen immunstimulatorische Substanzen wie
Interferon-y (IFN-y) freisetzen (Grosser et al. 2019). Letztendlich fuhrt PD-L1 im
Tumormilieu zu einer Unterdrickung der Immunantwort, die die entarteten Zellen
beseitigen kdnnte (Zou et al. 2008).

Erschopfte T-Zelle Apoptotische T-Zelle
’_ - PD-1
o b *‘

a o PD-L1

y !
i
Anergische ;. \ ‘ >
T-Zelle { 1 § \ Naturliche
' ~ ﬂ_ | Killer-T-Zelle
PD-L1*
Tumorzellen
= ) mx oder APC - A o
3 sy
Regulatorische N & O Dendritische
T-Zelle CD4- T-Zelle ™ el
' 4 VvV

A

Monozyt

Makrophage
B-Zelle

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Wirkung von PD-L1 auf Lymphozyten
modifiziert nach Ostrand-Rosenberg et al. 2014. Binden PD-1-Rezeptoren von T-Zellen an
PD-L1 von Tumorzellen oder Antigen-prasentierenden Zellen (APC) werden zytotoxische

T-Zellen anergisch, erschopft oder apoptotisch, CD4* T-Zellen kénnen zu regulatorischen
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T-Zellen differenzieren. Aktivierte Monozyten, B-Zellen, Makrophagen, Dendritische Zellen und

Naturliche Killer-T-Zellen werden durch PD-L1 gehemmt (eigene Abbildung).

1.2 Immuntherapie zur Behandlung von Tumorerkrankungen

Bei der Behandlung von Krebserkrankungen werden lokale von systemischen
Therapieansatzen unterschieden. Operationen, Strahlentherapie und ablative
Verfahren sind lokale Therapien. Die konventionelle und zielgerichtete Chemotherapie
sowie biologische Behandlungen zahlen zu den systemischen Ansatzen (Pelzer et al.
2016). Die meisten dieser Therapieansatze wirken direkt auf die Krebszellen, um diese
zu zerstoren. Im Gegensatz dazu versucht die Immuntherapie, tber die Aktivierung des
korpereigenen Abwehrsystems, eine selektive Immunantwort auszulésen und damit die
entarteten Zellen gezielt zu beseitigen (Murphy 2012). Ihre Etablierung als Teil der
systemischen Krebstherapie stellte einen Paradigmenwechsel in der Behandlung von

Tumorerkrankungen dar.

Bereits in den 1980er Jahren begann sich die Wissenschaft intensiv mit der
Tumorimmunologie und den dazugehdrigen zell- und molekularbiologischen
Zusammenhangen auseinanderzusetzen (Buchtele et al. 2019). Mit Gewinnung neuer
Erkenntnisse entstand das Gebiet der onkologischen Immuntherapie. Nach einigen
Ruckschlagen wurde 1997, der gegen CD20 gerichtete monoklonale Antikérper,
Rituximab als erste Immuntherapie zur Behandlung von B-Zelllymphomen zugelassen.
Es folgten weitere monoklonale, Tumor-gerichtete Antikdrper, die das Immunsystem
indirekt aktivierten (Kobold et al. 2015). 2011 wurde das erste Therapeutikum
zugelassen, das direkt Uber die Aktivierung des Immunsystems seine anti-tumorale
Wirkung entfaltete. Es handelte sich um Ipilimumab, ein gegen

Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA-4) gerichteter Antikorper.
Ipilimumab ist mittlerweile fir die Behandlung von malignen Melanomen, kolorektalen

Karzinomen und Nierenzellkarzinomen zugelassen.

1.2.1 Checkpoint-Inhibitoren

Checkpoints des Immunsystems sind wichtige Kontrollpunkte, die das Immunsystem
aktivieren oder hemmen kénnen und somit fir die immunologische Homdostase
entscheidend sind. Tumoren bedienen sich dieser inhibierenden Checkpoints als
Escape-Strategie. Zu den inhibitorischen Kontrollpunkten des Immunsystems gehdren
unter anderem das CTLA-4 und die oben besprochene PD-1-PD-L1-Achse. Ersteres
kommt auf CD8* und CD4" T-Lymphozyten vor und teilt sich kompetitiv seine Liganden
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mit dem kostimulatorischen Rezeptor CD28, worauf hier aber nicht naher eingegangen

werden soll (Hargadon et al. 2018).

1.2.1.1 Funktionsweise und Anwendung der Checkpoint-Inhibitoren

Als Immun-Checkpoint-Blocker (ICB) werden monoklonale Antikoérper bezeichnet, die
inhibitorischen Kontrollpunkte des Immunsystems blockieren. Durch die Blockade an
den Liganden oder Rezeptoren dieser Checkpoints, kann ein normalerweise
hemmendes Signal auf die Immunzellen unterbunden werden (Murphy 2012). Durch
den Einsatz von ICB kénnen tumorspezifische T-Lymphozyten, die durch das
immunsuppressive Tumormilieu inaktiv wurden, reaktiviert werden und bereits
stimulierte T-Lymphozyten funktional bleiben (Hargadon et al. 2018). ICB gelten derzeit
als die erfolgreichste Form der Immuntherapie bei malignen Erkrankungen (Grosser et
al. 2019). Die bisherigen zugelassen Checkpoint-Inhibitoren beschranken sich auf die
Blockade von CTLA-4, PD-1 oder PD-L1. Weitere Ansatze werden in laufenden
klinischen Studien erprobt (Pitt et al. 2016).

Nach der Zulassung von Ipilimumab erhielten auch die PD-1- und die PD-L1-Blocker
Einzug in die Standardtherapien von verschiedenen Krebserkrankungen. Die U.S.
Food and Drug Administration (FDA) lie3 2014 und die European Medicines Agency
(EMA) 2015 die ersten PD-1-Inhibitoren Pembrolizumab und Nivolumab zu. Bis 2018
sind die PD-L1-Inhibitoren Atezolizumab, Durvalumab und Avelumab hinzugekommen.
Diese Antikorper sind unter anderem fur die Therapie von nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen, Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs,
Hodgkin-Lymphomen, Urothelkarzinomen und kolorektalen Karzinomen zugelassen
(Buchtele et al. 2019; Gong et al. 2018). PD-1- und PD-L1-Inhibitoren zeigen ein
besseres Ansprechen bei gleichzeitig geringerem Auftreten von Nebenwirkungen im
Vergleich zu CTLA-4-Inhibitoren (Hargadon et al. 2018; Pitt et al. 2016).

1.2.1.2 Problematiken der Checkpoint-Inhibitoren

Der anfangliche Enthusiasmus fir den Einsatz von Checkpoint-Blockern war grof3, da
selbst bei einigen Patienten, die als austherapiert galten, sehr gute Ergebnisse und
lange Regressionsphasen erzielt wurden. Allerdings profitierten nur 40 % der Patienten
von dieser Therapie (Grosser et al. 2019). Womdglich tréagt das Immunsystem der
Patienten entscheidend zum Ansprechverhalten bei. Haben bereits Vorbehandlungen

wie Bestrahlungen oder Chemotherapien stattgefunden, ist das eigene Immunsystem
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geschwacht. Einige Patienten weisen aber auch ohne Vorbehandlungen ein kaltes
Tumormilieu mit einer geringen Anzahl an TIL auf. In diesen Fallen sind vermutlich
nicht ausreichend Immunzellen vorhanden, die mithilfe einer ICB-Therapie aktiviert

werden und anti-tumoral wirken kénnen (Hargadon et al. 2018; Wu et al. 2019).

ICB greifen in die physiologische Homdostase des Immunsystems ein, wodurch
dessen Balance aus dem Gleichgewicht geraten kann. Wahrend der systemischen
Anwendung des CTLA-4-Inhibitors Ipilimumab wurden in bis zu 90 % und bei

PD-1- oder PD-L1-Blockern in bis zu 70 % der Patienten autoimmune Nebenwirkungen
beobachtet, die als Immune-related adverse events (irAE) bezeichnet werden
(Buchtele et al. 2019; Michot et al. 2016). Solche Nebenwirkungen kdnnen in zwei bis
drei Prozent der Falle zu lebensbedrohlichen Verlaufen fuhren (Buchtele et al. 2019).
Insgesamt werden schwere bis lebensbedrohliche irAE bei 20 bis 30 % bei
Ipilimumbab, bei 10 bis 15 % bei PD-1-Blockern und am haufigsten wahrend einer
Kombinationstherapie beider Medikamente in 55 % der behandelten Patienten
beschrieben (Darnell et al. 2020). IrAE kénnen sich in nahezu allen Organen
manifestieren und verlaufen in der Regel mild, wobei Giberwiegend Hautveranderungen
auftreten (Buchtele et al. 2019; Darnell et al. 2020). Schwere Verlaufe kdnnen gut
mittels Glukokortikoiden kontrolliert werden. Wird diese Therapie jedoch nicht friihzeitig
eingesetzt, kann es in seltenen Fallen zu lebensbedrohlichen Zustanden kommen
(Michot et al. 2016). Insgesamt ist die Therapie mit PD-L1- und PD-1-Inhibitoren jedoch

vertraglicher als eine vergleichbare Chemotherapie (Wu et al. 2019).

Die vielversprechende Wirkung von Checkpoint-Inhibitoren ist auf eine unspezifische
Aktivierung von T-Zellen zurtckzufuhren. Daher kann auch die Verabreichung von

Immunzellen selbst eine Therapiestrategie darstellen (Kobold et al. 2015).

1.2.2 Adoptiver Zelltransfer

Bei dem adoptiven Zelltransfer (AZT) werden Tumorpatienten eigene Immunzellen
entnommen, ex vivo manipuliert und expandiert, um diese anschlieend in denselben
Patienten zurlckzuinfundieren (Rosenberg et al. 2015) (Abbildung 2). Fur die AZT
kénnen verschiedene Immunzellen, beispielsweise T-Zellen oder Natirliche
Killerzellen, verwendet werden (Gorabi et al. 2019). Aufgrund ihrer physiologischen
Eigenschaften sind T-Zellen besonders fur die AZT geeignet. Sie gelten als potenteste
anti-tumorale Effektorzellen des Immunsystems. lhre hohe Teilungsrate erleichtert die

Virusintegration fir genetische Manipulationen. Auferdem besitzen sie die Fahigkeit
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eines immunologischen Gedachtnisses (Grosser et al. 2019). Klinisch getestet wurden

bislang natirliche und gentechnisch-veranderte T-Zellen (Gorabi et al. 2019).

1.2.2.1 Adoptive Zelltherapie mit natlrlichen T-Zellen

Seit vielen Jahren wird die AZT als Behandlungsmaglichkeit flir Tumorerkrankungen
erprobt. Die ersten Versuche erfolgten mit unspezifischen, ex vivo vermehrten
peripheren Immunzellen, die nach Reinfusion in den Patienten nur eine sehr geringe
anti-tumorale Aktivitat aufwiesen (Li et al. 2019). Durch Verwendung von
tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL), die direkt aus den Metastasen oder Primarien
der Patienten gewonnen wurden, wurden die Therapieversuche spezifischer. In einer
Phase Il Studie konnten bei Melanom-Patienten mit vorangegangener
Lymphodepletion und in Kombination mit Interleukin-2 (IL-2) objektive Ansprechraten
von 56 % erzielt werden, davon 40 % mit kompletter Remission (Rosenberg et al.
2011). TIL enthalten heterogene Populationen an Lymphozyten, hauptsachlich sind
dies T-Zellen und Naturliche Killerzellen (Met et al. 2019). Die anti-tumoralen Effekte

von TIL werden vor allem den T-Zellen zugeschrieben (June et al. 2015).

1.2.2.2 Adoptive Zelltherapie mit genetisch veranderten T-Zellen

Die Erfolge bei Melanom-Patienten in klinischen Studien enthillten das Potenzial der
AZT und ebneten den Weg zur Ausweitung ihrer Forschung auf andere epitheliale
Neoplasien. Dazu war es notwendig die TIL besser zu selektieren oder genetisch zu
verandern (Rosenberg 2001). Dies fuhrte zur Entwicklung von T-Zellen mit
tumorspezifischen Rezeptoren, die aus einfachen peripheren Lymphozyten generiert
werden konnten und auf weitere Tumorentitaten anwendbar sein sollten (Rosenberg et
al. 2015). Die gentechnische Expression dieser Rezeptoren wird in der Regel durch

viralen Gentransfer ermdglicht.

Die ersten genetisch veranderten T-Zellen exprimierten TZR, die spezifisch fur
bestimmte Tumorantigene konfiguriert waren. In der ersten Pilotstudie hierzu wurden
autologe periphere Blutlymphozyten verwendet, die mit einem anti-MART-1
spezifischen TZR transduziert und bei Melanom-Patienten angewandt wurden. Die
Ansprechrate war jedoch mit 13 % erheblich geringer als bei der Infusion von
autologen TIL (Morgan et al. 2006). In weiteren klinischen Studien waren T-Zellen mit

transferierten TZR gegen Keimbahnantigene am erfolgversprechendsten. Bei
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Patienten mit multiplen Myelomen oder Melanomen wurden hohe Ansprechraten von
23 % bis 80 % erzielt (Wolf et al. 2019).

Daraufhin entwickelten Wissenschaftler die ersten chimaren Antigenrezeptoren (CAR).
Diese bestehen aus einem antigenbindenden Teil eines Antikorpers, aus dem
T-Zell-stimulierenden Teil des TZR und enthalten zusatzlich gegebenenfalls
kostimulatorische Motive, wodurch sie unabhangig von MHC-Peptiden die T-Zelle
aktivieren (Grosser et al. 2019; Sadelain 2015). Die CAR T-Zelltherapie konnte in den
letzten Jahren bei B-Zellmalignomen beeindruckende Ergebnisse erzielen. Vor allem
der Anti-CD19-CAR erzielte, bei Patienten mit akuter lymphatischer Leukamie der
B-Zellreihe (B-ALL), in verschiedenen Studien komplette Remissionsraten von 70 %
bis 94 % (Wang et al. 2017). Im Jahr 2018 erhielten Anti-CD19-CAR T-Zellen von der
EMA die Zulassung zur Behandlung von B-ALL und groRzelligen B-Zelllymphomen
(Buchtele et al. 2019). Damit etablierten sich die Anti-CD19-CAR T-Zelltherapie als

erste und bisher einzige zugelassene AZT.

Lymphodepletion

__ T-Zell-Selektion Reinfusion
aus

Tumorproben

T-Zell-Selektion Gentechnische Reinfusion

aus Modifikation
peripheren Blut und Expansion

Abbildung 2: Gegeniiberstellung der verschiedenen Moéglichkeiten des adoptiven
T-Zelltransfers modifiziert nach Wolf et al. 2019, Minutolo et al. 2019, Hartmann et al.
2017. Die Isolation von T-Zellen erfolgt aus Tumor- oder Blutproben. Naturliche TIL werden ex
vivo selektiert und expandiert. T-Zellen, die gentechnisch verandert werden, kdnnen direkt aus

peripherem Blut gewonnen werden. Bislang sind nur die gentechnischen CAR T-Zellen zur
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klinischen Anwendung zugelassen. Nach Entnahme der Proben werden die Patienten
lymphodepiletiert, anschliefend werden die expandierten und gegebenenfalls veranderten

T-Zellen zusammen mit hohen Dosen an IL-2 riickinfundiert.

1.2.2.3 Problematiken in der T-Zelltherapie

Aufgrund der ungenugenden Wirksamkeit der TIL-Therapie in randomisierten
kontrollierten Studien gegenuber Standardtherapien, wurde diese bislang weder von
der FDA noch von der EMA zugelassen (Rohaan et al. 2018). In einer klinischen Studie
konnten beispielsweise nur 45 % der metastasierten Melanom-Patienten eine Therapie
mit TIL erhalten, weil entweder keine resektablen Tumoren vorhanden waren oder
nicht gentigend TIL gewonnen werden konnten. (Rosenberg et al. 2011). Zudem
konnten die Ergebnisse der TIL bei anderen Tumorentitaten bisher nicht reproduziert
werden, da nur aus malignen Melanomen gentigend dieser Zellen gewonnen werden
konnten (Rosenberg et al. 2015). Zur Verbesserung des Therapieansatzes mit TIL
werden weitere klinische Studien durchgefiihrt, wobei Kombinationstherapien ebenfalls
betrachtet werden (Nguyen et al. 2019; Rohaan et al. 2018).

Ein Problem bei der Applikation von zugelassenen nicht-modularen CAR T-Zellen ist
das Auftreten von akuten Nebenwirkungen aufgrund ihrer massiven Aktivierung. Dazu
zahlen das Zytokin-Freisetzungssyndrom, das Tumorlyse-Syndrom und die CAR
T-Zell-assoziierte Enzephalopathie, die bei nicht rechtzeitiger adaquater Therapie letal
enden kénnen (D'lppolito et al. 2019; Feldmann et al. 2019). Ein weiterer Nachteil ist,
dass die Therapieerfolge der TIL, dem Anti-CD19-CAR und weiterer AZT nur mit
vorangegangener Lymphodepletion erreicht werden kénnen (Rosenberg et al. 2011;
Sadelain 2015).

Obwohl die AZT aulRerordentliche Resultate in der Hamatoonkologie hervorbrachte,

konnten bislang nur mafige Erfolge bei soliden Tumoren erzielt werden (Li et al. 2019).

1.2.2.4 Hirden der T-Zelltherapie bei soliden Tumoren

Die geringe Wirksamkeit der AZT in soliden Tumoren scheint multifaktoriell begriindet
zu sein. Anders als bei den Neoplasien des Blutes oder der Lymphbahnen bestehen
solide Tumoren aus einer kompakten Masse an verschiedensten Zellen mit
extrazellularer Matrix und Gefalien, die tberall im Gewebe des menschlichen Korpers
entstehen kénnen. T-Zellen, die in die Blutbahn des Patienten appliziert werden,

mussen zuerst die Blutgefalle verlassen und in den Tumor einwandern, um zu ihren
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Zielzellen zu gelangen. Daraus resultiert haufig eine ungentigende Infiltration von
Effektorzellen in den Tumor und eine zu kurze Persistenz der therapeutischen T-Zellen
(Chen et al. 2019; Li et al. 2019). Eine weitere Herausforderung besteht in der
enormen Heterogenitat der soliden Tumoren innerhalb eines einzigen Tumors. Die
Heterogenitat erschwert die Entwicklung optimaler Zielstrukturen und fihrt bei
eindimensionalen Therapien zu Antigenverlust und Rezidiven der Erkrankung (Chen et
al. 2019; Yamamoto et al. 2019).

Erschwerend kommen Tumor-Escape-Strategien hinzu, insbesondere das
immunsuppressive Tumormilieu begrenzt die anti-tumorale Wirkung der adoptiven
T-Zelltherapie (D'lppolito et al. 2019). Die PD-1-PD-L1-Achse scheint dabei eine
Schlusselrolle zu spielen und ein gutes Ziel zur Verbesserung der AZT zu sein (Li et al.
2019). Die injizierten T-Zellen erkennen die Tumorzellen und werden durch diese
aktiviert. Allerdings regulieren die T-Zellen anschlieend inhibitorische Rezeptoren wie
PD-1 und die Tumorzellen PD-L1 hoch, was zu hypofunktionalen T-Zellen fihrt und
damit zur Limitation der Lange und Starke der therapeutischen Immunantwort (John et
al. 2013; Moon et al. 2016).

Die Eigenschaften von soliden Tumoren mindern zwar noch den Erfolg der
gegenwartigen Immuntherapien, zeigen aber ebenso die Notwendigkeit einer
individualisierten Therapie. Ungefahr 90 % aller Todesfélle durch Tumoren sind auf
haufige epitheliale Tumoren zurlckzufiihren, was die Bedeutung fur die Entwicklung

neuer Therapieformen hervorhebt (Rosenberg et al. 2015).

1.3 Rationale und Zielsetzung der Promotionsarbeit

Zur Optimierung der Immuntherapie kann ein vielversprechender Ansatz die
Kombination von adoptiver Zelltherapie (AZT) und Immun-Checkpoint-Blockade (ICB)
sein (Li et al. 2019). Hierdurch wurden zwei entscheidende Faktoren flur eine
induzierte, starke Immunantwort miteinander verbunden werden: Eine ausreichende
Anzahl an tumorspezifischen Immunzellen und die Aufrechterhaltung ihrer Funktion
(Grosser et al. 2019). Unsere Arbeitsgruppe etablierte erfolgreich einen murinen
PD-1-CD28-Fusionsrezeptor (PTM), der die Therapieansatze der AZT und ICB
miteinander kombiniert (Abbildung 3). Da PD-1 der B7-CD28-Familie angehdrt, sind die
beiden fusionierten Rezeptoranteile miteinander funktionell kompatibel und das
normalerweise koinhibitorische Signal der PD-1-PD-L1-Interaktion, 16st ein

kostimulatorisches Signal aus. In friheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe wurden



Einleitung 12

durch Transduktion des Rezeptors PTM in murinen CD8* T-Zellen eine bessere
zytotoxische Wirksamkeit in vitro und in vivo an dem murinen Pankreaskarzinommodell
Panc02-OVA erreicht (Kobold et al. 2015).

Die Arbeiten von Kobold et al. stellen die Grundlage fiir die vorliegende
Promotionsarbeit dar. In der vorliegenden Arbeit wurde das Modell-Antigen Ovalbumin
(OVA) verwendet. Hierfur wurden murine Tumormodelle durch retrovirale Transduktion
zur Expression des OVA-Antigens befahigt. Ovalbumin ist ein Hilhnereiweil3protein,
das an der Position 257-264 die Aminosauresequenz SIINFEKL enthalt, welches ein
immunogenes Epitop darstellt und durch MHC-I Molekilen prasentiert wird (Rotzschke
et al. 1991). Aus transgenen OT-l Mausen kénnen primare CD8" OT-| T-Zellen isoliert
werden, die TZR spezifisch fur das SIINFEKL-Epitop des Ovalbumins besitzen
(Abbildung 3). Binden die OT-I T-Zellen daran, werden sie aktiviert (Hogquist et al.
1994).

A B
oT- OT-
Apoptose, |\ T.Zelle L
Hemmung,
Anergie Aktivierung
|| -
I I PD-1 PTM I
TZR ) TZR
OVAI

PD-L1 HERH

=§)

Tumorzelle

Abbildung 3: Prinzip des OVA-Modells und Wirkweise des Rezeptors PTM, modifiziert
nach Kobold et al. 2015, Chen et al. 2017, Sanchez-Trincado et al. 2017. Transduzierte
Tumorzellen prasentieren auf MHC-I OVA-Epitope, die von TZR der OT-I T-Zellen erkannt
werden. Binden T-Zellen mit PD-1 an PD-L1 der Tumorzellen, kann das Signal des TZR
inhibiert werden und zu Anergie, Apoptose und Hemmung fuhren (A). Die extrazellulare und
transmembranare Domanen von PTM entstammen dem koinhibitorischen Rezeptor PD-1, der
intrazelluldre Anteil (dunkelgriin) dem kostimulatorischen Rezeptor CD28. Mit PTM
transduzierte OT-l T-Zellen, kénnen durch die Interaktion mit PD-L1, in Abhangigkeit vom
TZR-Signal, aktiviert werden (B).
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Nachdem ein therapeutischer Effekt des Fusionsrezeptors modellhaft belegt wurde,
entstand die Intention den Wirkmechanismus genauer zu untersuchen. Dafiir war es
jedoch notwendig vorerst weiteren Fragen nachzugehen. Ziel dieser Promotionsarbeit
war es, folgende Fragestellungen (a bis d sowie a und b) zu beantworten:
1. Beruht die Wirksamkeit von PTM-transduzierten CD8" T-Zellen auf der
PD-L1-Expression der Panc02-OVA Tumorzellen?
a.) Ist mithilfe der CRISPR-Cas9-Methode ein knock-out des PD-L1-kodierenden
Gens in Panc02-OVA maglich?
b.) Werden OT-I| T-Zellen nach Anwendung von CRISPR-Cas9 von Panc02-OVA
Klonen aktiviert?
c.) Zeigen der Panc02-OVA PD-L1-knock-out Klon und seine mock Kontrolle das
gleiche Wachstumsverhalten in vivo?
d.) Kann PTM auf OT-I T-Zellen einen therapeutischen Effekt bei Panc02-OVA
PD-L1-knock-out Tumorzellen erzielen?
2. Kann das Therapiekonzept auf das murine Kolonkarzinommodell MC38-OVA als
eine weitere Tumorentitat ausgeweitet werden?
a.) Kann Ovalbumin von MC38 exprimiert werden und wirken OT-l T-Zellen
dadurch zytotoxisch auf diese?

b.) Kénnen die generierten MC38-OVA Tumorzellen PD-L1 exprimieren?
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2. Materialien und Methoden

2.1 Gerate, Reagenzien und Zellkultur

2.1.1 Technische Gerate

Tabelle 1: Gerate

Technische Gerate

Hersteller

Abzugschrank 2-453-JAND

Koéttermann Systemlabor (Hanigsen,
Deutschland)

Alpha Imager HP gel imager

Alpha Innotech (Kasendorf, Deutschland)

Assay Platte, stark bindend

Corning (Corning, USA)

COx-Inkubator (BD6220)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Dampfsterilisator Varioklav

HP Medizintechnik GmbH
(Oberschlei3heim, Deutschland)

FACSCanto Il

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)

FACSAria lll

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)

Fujifilm LAS400

Fujifilm (Tokyo, Japan)

Gefrierschrank (-80 °C)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Inkubationsschuttler Innova44

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

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

Bosch (Gerlingen, Deutschland)

Lamin Air HeraSAFE KS

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Lichtmikroskop Axiovert 40C

Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

LSRFortessa

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)

Magnetruhrer RH BASIC 2

IKA (Staufen, Deutschland)

Mikrowelle

Siemens (Munchen, Deutschland)

Minizentrifuge Sprout

Biozym (Hessisch Oldendorf, Deutschland)

Mithras LB940 Mikroplattenleser

Berthold Technologies (Bad Wildbad,
Deutschland)

Multifugen 3L-R, X3 and 4KR

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Nanodrop 2000c

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Neubauer Zahlkammer

MTG (Sulzbach, Deutschland)

pH-Meter

WTW (Weilheim, Deutschland)

Pipettenset Research plus

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Pipetus

Hirschmann (Eberstadt, Deutschland)

PowerPac™ Universal

Spannungsgerat

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)
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Schittelwasserbad 1083

GFL (Burgwedel, Deutschland)

Thermocycler T3

Biometra (Géttingen, Deutschland)

Thermomixer comfort

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Tisch-Schuttler DOS-10L

ELMI (Calabasas, USA)

Transilluminator Macrovue

LKB Bromma (Stockholm, Schweden)

Vakuum-Pumpe

Promega (Fitchburg, USA)

Vortexer RS VA 10

Phoenix Instrument (Garbsen, Deutschland)

Waage ENTRIS224-1S

Sartorius (Goéttingen, Deutschland)

Zentrifuge 5418r

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Zentrifuge Rotina 420R

Hettich (Tuttlingen, Deutschland)

2.1.2 Chemikalien, Reagenzien und Puffer

Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien

Hersteller

Viapack Natriumchlorid 0,9 %

Baxter (UnterschleiRheim, Deutschland)

Albumin Fraktion V (BSA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

BD Pharm Lyse Lysing Buffer (10 x)

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)

Cut Smart Buffer

NEB (Ipswich, USA)

Deoxynucleotide Solution Mix

NEB (Ipswich, USA)

Dinatriumhydrogenphosphat
(NazHPO4)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

DNS Ligase Puffer T4

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

DNS Ligase T4

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

DNS-Farbung Clear G

SERVA Electrophoresis
(Heidelberg, Deutschland)

DNS-Polymerase Q5

NEB (Ipswich, USA)

DNS-Polymerase Taq

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline (PBS)

PAA (Pasching, Osterreich)

EcoRI High-Fidelity

NEB (Ipswich, USA)

Ethanol 100 %

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

FACSFlow, FACSSafe

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)

Isofluran

Abbott (Zug, Schweiz)
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Isopropanol (70 %, 100 %)

Apotheke Innenstadt LMU (Minchen,
Deutschland)

Kaliumchlorid (KCI)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Kanamycin A

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Kalziumchlorid

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

LB Agar Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
LB Medium Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
LE Agarose Biozym (Hessisch Oldendorf, Deutschland)

Loading Dye (6 x)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Notl High-Fidelity

NEB (Ipswich, USA)

O’GeneRuler DNS Standard Mix

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Opti-MEM | Reduced Serum Medium

Gibco, Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

QuickExtract™ DNA Extraction

Solution

Epicentre, Lucigen (Middleton, USA)

Q5 GC Enhancer

NEB (Ipswich, USA)

Q5 Reaction Buffer

NEB (Ipswich, USA)

Rekombinantes murines IFN-y

Peprotech (Rocky Hill, USA)

RetroNectin

Takara Bio (Kusatsu, Japan)

TAE Puffer Rotiphorese (50 x)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

TransitX2 Dynamic Delivery System

Mirus (Madison, USA)

Trypanblau

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

2.1.3 Kommerzielle Kits

Tabelle 3: Kommerzielle Kits

Kits

Hersteller

CytoTox 96 Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay

Promega (Fitchburg, USA)

DNA Purification Kit, JetQuick

GenoMed (Stuttgart, Deutschland)

Maxiprep System, PureYield Plasmid

Promega (Fitchburg, USA)

Miniprep Kit, GenedJet Plasmid

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

MycoAlert Kit

Lonza (Basel, Schweiz)

TOPO TA-Cloning Kit for Sequencing

Invitrogen (Carlsbad, USA)
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Tabelle 4: Puffer

Puffer Zusammensetzung
Erylyse-Puffer 10 ml BD PharmLyse (10 x)
90 ml PBS
Flourescence-activated-cell- PBS
sorting-Puffer (FACS) 2% FBS
RetroNectin Blocking-Puffer PBS
2% BSA
RetroNectin Wasch-Puffer PBS
1™ HEPES
Sorting-Puffer PBS
2 mM EDTA
2% FBS
TAE-Puffer ddH20
2% TAE Puffer Rotiphorese (50 x)
Transfektions-Puffer 100 ml ddH:0
1649 NaCl
74 mg KCI
50 mg Na;HPO4
109 HEPES
pH 6,76
2.1.4 Materialien fur die Zellkultur
Tabelle 5: Materialien fiir die Zellkultur
Materialien Hersteller
Blasticidin InvivoGen (San Diego, USA)

Dimethylsulfoxid (DMSQ)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)

PAA (Pasching, Osterreich)

Fetal bovine serum (FBS)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

HEPES-Puffer 1 M

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

L-Glutamin 200 mM

PAA (Pasching, Osterreich)

MEM Non-Essential Amino Acids
(NEAA, 100 x)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
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Natrium-Pyruvat PAA (Pasching, Osterreich)
Penicillin, Streptomycin (100 x) PAA (Pasching, Osterreich)
Puromycin InvivoGen (San Diego, USA)
Roswell Park Memorial Institute PAA (Pasching, Osterreich)
(RPMI)-1640
RPMI ohne Phenolrot PAA (Pasching, Osterrreich)
R-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Trypsin (10 x) PAA (Pasching, Osterreich)
Well-Platten (__Breiner bio-one (Kremsmiuinster,
Osterreich)
Zellkulturflaschen Corning (Corning, USA)

Die verwendeten Einmalmaterialien fur die Zellkultur wurden von den Firmen Sartorius
(Géttingen, Deutschland), Sarstedt (NUrnbrecht, Deutschland), BD Falcon (Franklin
Lakes, USA), Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland), Eppendorf (Hamburg,
Deutschland), Millipore (Billerica, USA) erworben.

Tabelle 6: Medien fiir die Zellkultur

Medien fiir die Zellkultur Zusammensetzung

DMEM-Medium fir Platinum-E DMEM-Vollmedium

10 pg/ml Puromycin

1 pg/mi Blasticidin
DMEM-Vollmedium DMEM

10 % FBS

2mM L-Glutamin

100 U/ml Penicillin
100 U/ml Streptomycin

RPMI T-Zellmedium RPMI
10 % FBS
2 mM L-Glutamin

100 U/ml Penicillin
100 U/ml Streptomycin

1mM Natrium-Pyruvat
1 uM MEM NEAA
50 uM 3-Mercaptoethanol

1 mM HEPES
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RPMI ohne Phenolrot
1% FBS
2mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin
100 U/ml Streptomycin
1mM Natrium-Pyruvat
1 uM MEM NEAA
50 uM 3-Mercaptoethanol
1mM HEPES

Tabelle 7: Zytokine und Wachstumsfaktoren

Zytokine und

Eingesetzte

Hersteller

Wachstumsfaktoren Konzentration
Anti-Mouse-CD3e (Klon: 145- 1 pug/ml eBiosciences Thermo Fisher
2C11), Functional Grade Scientific (Waltham, USA)
Anti-Mouse anti-CD28 (Klon: 0,1 pug/ml eBiosciences Thermo Fisher
37.51), Functional Grade Scientific (Waltham, USA)
Dynabeads Mouse T-Activator 4 x 105/ml Invitrogen, Thermo Fisher
anti-CD3-anti-CD28 Scientific (Waltham, USA)
Rekombinantes humanes IL-2 10 IU/ml Chiron, Novartis (Basel,
Schweiz)
Rekombinantes humanes IL-15 50 ng/ml Peprotech (Rocky Hill, USA)
2.1.4.1 Zelllinien
Tabelle 8: Zelllinien
Zelllinie Zellart Medium Herkunft
5-alpha Competent E. coli LB Medium New England Biolabs,
(Ipswich, USA)
MC38-GFP Murines DMEM-Volimedium | Prof. Dr. med. Mathias
Kolonkarzinommodel Heikenwalder (Deutsches
Krebsforschungszentrum,
Heidelberg, Deutschland)
Panc02-OVA | Murines DMEM-Vollmedium | Prof. Dr. med. C. Bruns
Pankreaskarzinommodel (LMU Minchen,
Deutschland)
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Platinum-E Retrovirale DMEM-Medium fiir | Cell Biolabs, Inc. (San
Verpackungszelllinie Platinum-E Diego, USA)

2.1.5 FACS-Antikérper
Tabelle 9: FACS-Antikorper

Konjugierte Klon Eingesetzte Hersteller

Primarantikorper Konzentration

APC anti-mouse CD274 | 10F.9G2 20 pg/ml BioLegend

(PD-L1, B7-H1) (San Diego, USA)

APC Rat IgG2b, « RTK4530 | 20 pg/ml BioLegend

Isotype Cirl (San Diego, USA)

PE-Cy7 anti-mouse 10F.9G2 20 pg/ml BioLegend

CD274 (PD-L1, B7-H1) (San Diego, USA)

PE-Cy7 Rat IgG2b, « RTK4530 | 20 pg/ml BioLegend

Isotype Cirl (San Diego, USA)
2.1.6 Primer

Tabelle 10: Primer

Adressiertes | Sequenz Eingesetzte | Verwendungs-
Gen oder Konzentra- zweck
Vektor tion
Murines F: 5-AGG TGC AAT CCC AAC 1 UM Sequenzierung,
PD-L1 ACC AG-3 PCR
R: 5-CGT CTG TGA TCT GAA
GGG CA-3
OVA F: 5-ATT AGC GGC CGC GCC 0,5 uM OE-PCR
ACC ATG GGC TCC ATC G-3
P2A F: 5-GTG AAACAG ACT TTG 0,5 uM OE-PCR
AAT T-3’
R: 5-CCT CAG GTT GGG TCC
GGG C-3
OVA-P2A R: 5-GTC TAC ACA AAG GGG 0,5 uM OE-PCR
ACACTT TGT CTG A-3
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P2A-iRFP F: 5-CAA CCC AGG CCCG GCG | 0,5 uM OE-PCR
CGT AAG GTC GAT CTC A-3
iRFP R: 5-GTG GTG GTT GCG ATT 0,5 uM OE-PCR
CTT AAG TAAT-3
pMP71- F:5-TTGCTTTCG GTT TTA 0,5 uM Sequenzierung
Vektor CGC CG-&
R: 5-CGT AGA ATG GCG GTA
AAT AAG GG-3’
F: forward Primer R: reverse Primer

Die Primer wurden mithilfe der Softwares Primer-BLAST und SnapGene erstellt und

von Metabion International AG (Miinchen, Deutschland) synthetisiert.

2.1.7 Software
Tabelle 11: Software

Software Hersteller

Emboss Needle (Pairwise EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk) (Hinxton, UK)
Sequence Alignment)

Endnote Thompson Reuter (Carlsbad, USA)

FACS Diva BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)

FlowJo BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)

GraphPad Prism GraphPad Software (La Jolla, USA)

Microsoft Office Microsoft (Redmond, USA)

Primer-BLAST NCBI NIH NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) (Rockville Pike, USA)
SnapGene GSL Biotech LLC (Chicago, USA)

2.2 Tierversuche
2.2.1 Mause

Transgene OT-l Mause wurden vom Jackson Laboratory (Bar Harbor, USA) gekauft
und in unserem Tierstall unter SPF-Bedingungen gezlichtet. Fir die Tierversuche
wurden weibliche C57BL/6 Mause vom Wildtyp der Firma Janvier (St. Berthevin,

Frankreich) bezogen. Mit Beginn der Experimente waren die Tiere 6 bis 8 Wochen alt.

Die zustandige Behdrde (Regierung von Oberbayern, Minchen, Deutschland)
genehmigte die Tierversuche. Die Mause wurden mit Genickbruch unter

Isofluran-Narkose oder mit CO2-Begasung getotet.
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2.2.2 Isolation von primaren, murinen T-Zellen

Zur Gewinnung von murinen, primaren OT-| T-Zellen wurde die Milz aus getoteten
transgenen Mausen entfernt. Das Organ wurde unter sterilen Bedingungen durch ein
40 um Zellsieb gedrtickt, 30 ml T-Zellmedium gespdlt und in einem 50 ml Falcon
aufgefangen. Danach wurden die Splenozyten fur 5 min bei 400 x g zentrifugiert und
die Erythrozyten im Zellpellet osmolytisch mit 2 ml Erylyse-Puffer fur 2 bis 2,5 min
lysiert. Nach Abstoppen der Reaktion, erneuter Zentrifugation und Lésung des
Zellpellets in frischen T-Zellmedium, wurden die Zellen auf 2 x 10® pro ml eingestellt.
Die Splenozyten kultivierten in einer 6-Well-Platte fur 24 h bei 37 °C im CO.-Inkubator.
Die CD8*-Lymphozyten wurden mit 10 [U/ml Interleukin-2, 1 ug/ml anti-CD3 und

0,1 ug/ml anti-CD28 im T-Zellmedium selektiert.

2.2.3 In-vivo-Versuche

In den Tierexperimenten wurden C57BL/6 Mausen 2 x 10% Panc02-OVA Tumorzellen,
geldst in 100 pl PBS, subkutan in die Flanke injiziert. Die Tumorzellen wurden zuvor
dreimal mit PBS gewaschen und durch ein 30 um Zellsieb gefiltert. Die Tiere wurden
bezlglich ihrer TumorgréfRe in gleichmafigen Gruppen (n= 2 - 5) randomisiert. Bei
Therapieversuchen wurden nach 6 Tagen 10° untransduzierte oder mit
PTM-transduzierte OT-| T-Zellen intravends appliziert. Wahrend der Versuche
sichteten wir alle zwei Tage die Tiere und dokumentierten verblindet die Tumorgréfe.
Mause deren Tumoren eine GroRe von 225 mm? erreichten oder ulzerierten wurden

getotet.

2.3 Zellulare Methoden
2.3.1 Aligemeine Zellkulturbedingungen

Alle Arbeiten mit Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in einer Laminar Air Flow
durchgeflihrt. Die Zellen kultivierten in CO.-Inkubatoren bei 37 °C, 5 % CO,-Gehalt und
95 % Luftfeuchtigkeit.

2.3.2 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat

Die Zellzahl und Zellviabilitat wurde mit dem Trypanblau-Ausschlusstest ermittelt.

Lebende Zellen mit intakter Zellmembran nehmen den Farbstoff nicht auf, Zellen mit
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perforierter Zellmembran werden blau gefarbt. Die Erfassung der Zellmenge erfolgte

durch eine Neubauer-Zahlkammer und wurde folgendermalien berechnet:

Zellmenge pro ml = Zellzahl in einer Kammer x Verdiinnungsfaktor x 10*

2.3.3 Kultivierung von immortalisierten Zelllinien

Die verwendeten immortalisierten Zelllinien wurden in addquaten Zellkulturflaschen
oder Well-Platten in DMEM-Vollmedium oder DMEM-Medium kultiviert und regelmaRig
mikroskopisch auf mikrobielle Kontamination und Anzeichen von Zelltod kontrolliert.
Regelmalig fand eine Testung auf Infektion mit Mykoplasmen statt. Abhangig von der
Konfluenz wurde mehrfach wdchentlich passagiert, wobei adharente Tumorzellen mit

Trypsin gel6st und ein Teil der Zellen in frischem Medium weiterkultiviert wurde.

2.3.4 Kultivierung von T-Zellen

Nach erfolgreicher Transduktion und alle 48 h wurden die isolierten T-Zellen kultiviert.
Die Zellen wurden aus der entsprechenden Well-Platte entnommen und bei 400 x g flr
5 min zentrifugiert, der Flissigkeitstiberstand verworfen und das Pellet in T-Zellmedium
gelost. Die T-Zellen wurden in einer Konzentration von 10° Zellen pro ml Medium mit
50 ng/ml Interleukin-15 (IL-15) eingestellt. Nach sieben Tagen wurden die T-Zellen

verworfen.

2.3.5 Retrovirale Transduktion

2.3.5.1 Transduktion von Tumorzellen

Zur Expression von Ovalbumin wurde das murine Kolonkarzinommodel MC38 mit
einem retroviralen pMP71-Vektor transduziert, der die Desoxyribonukleinsaure-
Sequenz (DNS) fur OVA-Near-infrared-fluorescence-protein (iRFP) enthielt. Die
Sequenz fir das OVA-IRFP generierten wir durch Overlap extension polymerase
chain reaction (OE-PCR). Das verwendete Protokoll wurde folgendermalfien
durchgefuhrt (modifiziert nach Leisegang et al. 2008, Kobold et al. 2015).

In einer 6-Well-Platte wurden pro Well 108 bis 1,2 x 10® Platinum-E Zellen in 3 ml
DMEM-Vollmedium gleichmaRig ausplattiert und im COz-Inkubator kultiviert.
Platinum-E Zellen wurden als immortalisierte Verpackungszelllinie verwendet, die bei

Hinzukommen eines Verpackungssignals dkotrope Virionen mit retroviralen
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Strukturproteinen erzeugt (Morita et al. 2000). Nach 20 bis 24 h und Erreichen einer
60- bis 70-prozentigen Konfluenz, wurden die Platinum-E Zellen transfiziert. Pro Well
wurden 150 pl an 2,5 M Kalziumchlorid, 18 ug der zu transfizierenden DNS und ddH>O
mit 150 ul Transfektions-Puffer trépfchenweise vermischt und fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde die nun prazipitierte
Transfektions-Lésung auf die Platinum-E Zellen getropft. Die transfizierten
Verpackungszellen wurden fir 48 h in einem CO2-Inkubator gegeben, wobei das

Medium nach den ersten 6 h erneuert wurde.

Das Virionen-haltige Medium der Platinum-E Zellen wurde abgenommen und durch
einen, fur Viren durchlassigen, 0,45 um Filter gegeben. Die Verpackungszellen wurden
mit 3 ml DMEM-Vollmedium versorgt. Auf eine RetroNektin-beschichtete 24-Well-Platte
wurde je Well 1 ml des Virusuiberstandes gegeben und mit 3000 x g bei 4 °C fir 2 h
zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Virusuberstand aus der 24-Well-Platte entfernt,
je Well 10° MC38-Green-fluorescent-protein (GFP) Tumorzellen tGberfiihrt und fiir

30 min mit 800 x g bei 32 °C zentrifugiert. Uber Nacht lagerte die 24-Well-Platte bei

37 °C. Nach 24 h erfolgte eine zweite Transduktion, wobei fiir 90 min mit 800 x g bei
32 °C zentrifugiert wurde. Nach weiterer Inkubation bei 37 °C fir mindestens 6 h

konnte die Transduktionseffizienz mittels Durchflusszytometrie Gberprift werden.

2.3.5.2 Transduktion von primaren, murinen T-Zellen

Fur die Transduktion von murinen T-Zellen wurde ein PD-1-CD28-Fusionsrezeptor,
kloniert in einem retroviralen pMP71-Vektor, verwendet. Den Virusuberstand
generierten wir wie oben beschrieben. Die Platinum-E Zellen wurden mit 3 ml
T-Zellmedium versorgt. Die kultivierten Splenozyten wurden auf 108 Zellen pro ml und
pro 24-Well, unter Hinzugabe von 10 IU/ml IL-2 und 4 x 10° Anti-CD3-
anti-CD28-Dynabeads pro ml, eingestellt. Im Anschluss wurde, wie bei der

Transduktion von Tumorzellen verfahren.

2.3.6 Zytotoxizitatsversuche

Die Zytotoxizitatsversuche wurden fur die MC38-GFP-OVA-iRFP und Panc02-OVA
identisch durchgefiihrt. Fir die Kokultur wurden in einer 96-Well-Platte je Well 2 x 10*
Tumorzellen pro 100 ul Zytotox-Medium plattiert und entsprechend OT-I T-Zellen
hinzugeflgt. Als Effektor- zu Zielzellverhaltnis wahlten wir 10:1 oder 5:1, alle

Konditionen wurden in Quadruplikaten durchgefiihrt. Die Versuche wurden bei 37 °C
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im CO2-Inkubator nach 6 bis 10 h nach mikroskopischer Sichtung beendet. Die
Auswertung der Versuche wurde nach dem Protokoll der Firma Promega flir das
CytoTox 96° Non-Radioactive Cytotoxicity Assay Kit durchgefiihrt. Lysierte Zellen
setzen unter anderem das zytosolische Enzym Laktatdehydrogenase (LDH) frei,
welches mithilfe eines enzymatischen Farbumschlags quantifiziert wurde. Dessen
Intensitat war proportional zur LDH-Konzentration und somit zur Menge der lysierten
Zellen. Das Absorptionssignal wurde bei einer Wellenlange von 490 nm mit einen
Plattenleser von Mithras bestimmt. In dieser Arbeit wurde die Zytotoxizitat entweder in

Prozent (siehe Formel) oder als Absorptionssignal (Zahler der Formel) ermittelt.

(Kokultur — Effektorzellen spontan — Zielzellen spontan — Medium)

(Zielzellen maximal — Zielzellen spontan — Medium) x 100

Zytotoxizitat [%] =

2.3.7 Induktion der PD-L1-Expression in Tumorzellen

Viele Tumorentitdten erhdhen als Escape-Strategie nach Kontakt mit Zytokinen, wie
beispielsweise IFN-y, ihre PD-L1-Expression (Duan et al. 2018; Pitt et al. 2016; Sharpe
et al. 2018). In vitro kann dieses Phanomen durch Inkubation der Tumorzellen mit
IFN-y modellhaft nachgestellt werden. In einer 96-Well-Platte wurden pro Well 2 x 10*
Tumorzellen in 100 yl DMEM-Vollmedium mit 2 ng, 20 ng oder 100 ng murinem IFN-y
fur 48 h im COx-Inkubator kultiviert. AnschlieRend wurde die PD-L1-Expression

durchflusszytometrisch ermittelt.

2.4 Immunologische Methoden

2.4.1 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wurde verwendet, um Transduktionseffizienzen oder die
Expression von Oberflachenproteinen zu untersuchen und um Tumorzellen zu
sortieren. Fir die Transduktionsraten wurden 5 x 10° Zellen in 50 pl
Flourescence-activated cell sorting (FACS)-Puffer gewaschen und folgend am
FACSCanto Il von BD Biosciences untersucht. Oberflachenproteine wurden mit 1 ug
fluoreszierenden Primarantikérper markiert und bei Dunkelheit fur 30 min bei 4 °C
inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen gewaschen, in 1 ml FACS-Puffer
resuspendiert und die Expression der Proteine mit den Graten FACSCanto Il oder

LSRFortessa von BD Biosciences quantifiziert.

Das Sortieren der OVA-iIRFP* MC38-GFP und transfizierten GFP* Panc02-OVA

Tumorzellen erfolgte mit den FACSAria Ill. Dies konnte mit freundlicher Hilfe von der
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Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Klein, Direktor der Kinderklinik und Kinderpoliklinik im Dr.
von Haunerschen Kinderspital, und der Arbeitsgruppe von PD Dr. Hristov vom Institut
fur Prophylaxe und Epidemiologie der Kreislaufkrankheiten der

Ludwig-Maximilians-Universitat durchgefiihrt werden. Die Tumorzellen wurden zuvor

filtriert, in Sorting-Puffer gewaschen und geldst.

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Generierung eines PD-L1-Gen-knock-outs

Zur Erzeugung eines PD-L1-Gen-knock-outs wurde das Clustered regularly
interspaced short palindromic repeats (CRISPR) und das CRISPR-associated system
(Cas) angewandt. Dieses System stammt urspringlich aus Bakterien zur Abwehr von
eindringenden Viren und Plasmiden (Ishino et al. 2018). In dieser Arbeit wurde das
synthetisierte CRISPR-Cas9-System der Firma Sigma Aldrich verwendet. Dieses
System stammt aus dem Bakterium Streptococcus pyogenes und wurde angepasst,
um in Eukaryonten zur Anwendung kommen zu kénnen. Das System funktioniert mit
zwei entscheidenden Komponenten: der Cas9-Endonuklease und einer Guide

ribonucleic acid (gQRNA).

Die Endonuklease erzeugt als Enzym einen Doppelstrangbruch in der DNS der
Zielzelle. Die Cas9-Endonuklease kann mithilfe der gRNA gezielt an einen bestimmten
DNS-Abschnitt gefiihrt werden. Die Zelle versucht daraufhin den Doppelstrangbruch in
ihrer DNS entweder durch homologe Rekombination oder nicht-homologe
Endverknupfung zu reparieren. Mithilfe homologer Rekombination kann ein Defekt
anhand eines komplementaren DNS-Strangs fehlerfrei repariert werden. Oft ist jedoch
kein komplementarer DNS-Strang vorhanden, wobei die Enden der
Doppelstrangbriiche als nicht-homologe Endverknlpfung enzymatisch miteinander
verbunden werden, was eine hohe Fehleranfalligkeit aufweist. Haufig entsteht dadurch
eine Deletion oder Insertion von Basenpaaren, die einen frameshift oder frihzeitige
Stoppcodons im Leseraster erzeugen kdnnen, welche den offenen Leserahmen des
betroffenen Gens unterbrechen und die richtige Aminosauresequenz fur das Protein

nicht mehr abgelesen werden kann (Ran et al. 2013).

In dieser Arbeit sollte ein PD-L1-Gen-knock-out in Panc02-OVA Zellen erzeugt werden.
Die hierfur synthetisierte gRNA wurde fir das Exon 3 des PD-L1-Gens gewahit. Die
Cas9-Endonuklease des Streptococcus pyogenes erzeugt einen Doppelstrangbruch,

der sich drei Basenpaare in Richtung 5-Ende vor dem Protospacer adjacent motif
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(PAM) am komplementaren DNS-Strang befindet (Jinek et al. 2012). Das
CRISPR-Cas9-System der Firma Sigma Aldrich bestand aus einem Plasmid, das unter
anderem das GFP, zwei Antibiotikaresistenzen, die Endonuklease Cas9 kodierte und

die adaquate gRNA enthielt.

Zuerst wurden 0,6 bis 0,8 x 10° Panc02-OVA pro Well in DMEM-Vollmedium in einer
6-Well-Platte ausgebracht und bei 37 °C kultiviert. Ziel war eine Konfluenz von 70 bis
80 % nach 18 h. 30 min vor der Transfektion wurden die Zellen mit frischem 37 °C
warmen Medium versorgt. Die Transfektion wurde mittels Lipofektion durchgeflhrt,
daflr wurden 20 pl TransIT-X2%, 5 ug Plasmid und 250 ul Opti-MEM™ bei
Raumtemperatur fur 30 min miteinander inkubiert. Danach wurde der
TransIT-X2®-DNS-Komplex tropfenweise auf die plattierten Panc02-OVA Zellen

gegeben und diese flr weitere 24 bis 48 h kultiviert.

Die Tumorzellen wurden den Wells entnommen, mit PBS gewaschen, durch einen

30 um Filter gegeben und in Sorting-Puffer aufgenommen. Zellen mit einem mittleren
Level an GFP-Expression wurden mit der FACSAria lll entweder als Einzelzellklone in
eine 96-Well-Platte oder in einem 15 ml Falcon sortiert. Die Panc02-OVA Zellen aus
dem 15 ml Flacon wurden fir 2 Tage in einer 24-Well-Platte kultiviert, anschlieRend auf
0,2 bis 0,8 Zellen pro Well verdinnt und ebenfalls in eine 96-Well-Platte pipettiert. Die
96-Well-Platten wurden mit 200 pl konditioniertem Medium versorgt, welches den
Wildtyp Panc02-OVA Zellen nach 48 h Inkubationszeit entnommen und steril durch ein
0,2 um Sieb filtriert wurde. Nach 4 bis 5 Tagen wurden die 96-Well-Platten
mikroskopisch auf einzelne Kolonien inspiziert. Befanden sich mehrere Kolonien in
einem Well, wurde dieses verworfen. Sobald genligend Zellen vorhanden waren,
wurden die Klone in einem ersten Screening mittels Durchflusszytometrie auf die
Expression von PD-L1 geprift. Potenzielle Zellklone wurden mit murinem IFN-y
inkubiert und erneut auf den Liganden PD-L1 untersucht. Zur Bestatigung eines

Gen-knock-outs wurde die DNS-Sequenz des entsprechenden Gens untersucht.

2.5.2 Extraktion von DNS aus Tumorzelllinien

Die DNS von Tumorzellen wurde nach Herstellerprotokoll mit dem QuickExtract™ DNA
Extraction Solution von Epicentre®, Lucigen® isoliert. Die DNS-Konzentration wurde
mittels NanoDrop® bei einer Wellenlange von 260 nm quantifiziert. Zur Sequenzierung
bestimmter Gene wurde der bendtigte DNS-Abschnitt mittels PCR amplifiziert und

isoliert.
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2.5.3 Sequenzierung von PCR-Produkten und Plasmiden

Die Sequenzierung von PCR-Produkten und Plasmiden fiihrte das Unternehmen
Eurofins Genomics durch. Primer fir Sequenzierungen und PCR wurden mit den
Softwares SnapGene und Primer-BLAST designt und von der Firma Metabion
synthetisiert. Die Ergebnisse der Sequenzierungen wurden mit den DNS-Sequenzen

der Wildtypen uber ein Tool von EMBL-EBI im Internet verglichen.

2.5.4 TOPO-TA-Klonierung zur Sequenzierung einzelner Allele

Die TOPO-TA-Klonierung ermdglichte es, die Allele eines Zellklons einzeln zu
sequenzieren. Die DNS wurde aus Panc02-OVA Einzelzellklonen extrahiert und ein
Teil des PD-L1-Gens durch PCR amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde nach dem
Herstellerprotokoll mit der DNS-Polymerase Taq inkubiert, um an dem 3'-Ende des
PCR-Produkts ein einzelnes Desoxyadenosin zu hangen. Anschliefend wurde der
Ansatz mit dem JetQuick™ DNA Purification Kit aufgereinigt. Daraufhin konnte mit
einem TOPO® TA Cloning Kit der linearisierte TOPO®-Vektor mit dem PCR-Produkt
ligiert werden. Die entstandenen Plasmide wurden in E.coli Bakterien des Stammes
5-alpha transformiert, diese wurden auf Kanamycin-haltigen Agarplatten ausgestrichen.
Nach 24 bis 48 h wurden einzelne Bakterienkolonien gepickt. Aus den Kolonien wurde

die ringférmige DNS mittels GenJET Plasmid Miniprep Kit isoliert und sequenziert.

2.6 Statistische Auswertungen

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden als arithmetisches Mittel von Replikaten
angegeben, ihre Fehlerbalken stellen die Standardfehler dieser Mittelwerte dar
(Standard error of the mean, SEM). Die statistische Signifikanz von ungepaarten
Stichproben wurde mit dem zweiseitigen Student t-Test und fir multiples Testen mit
dem zweifaktoriellen ANOVA mit Bonferroni-Korrektur berechnet. Dies wurde mit der
Software GraphPad Prism Version 5.0 bewerkstelligt. Unter einen p-Wert von 0,05

wurden die Ergebnisse als statistisch signifikant angenommen.
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3. Ergebnisse zur Generierung eines PD-L1-Gen-knock-outs
3.1 Transfektion mit dem pCMV-Cas9-GFP-Plasmid

Zur Erzeugung eines PD-L1-Gen-knock-outs im Panc02-OVA Tumormodell musste ein
Plasmid in die Zellen eingeschleust werden, welches die spezifische gRNA fiir den
ausgewahlten Genabschnitt und die Komponenten fir das CRISPR-Cas9-System enthielt.
Die Tumorzellen wurden mithilfe von Lipofektion mit dem passenden
pCMV-Cas9-GFP-Plasmid transfiziert, wodurch erfolgreich transfizierte Zellen
durchflusszytometrisch Gber die Expression von GFP detektiert wurden (Abbildung 4). Nicht
transfizierte Panc02-OVA Zellen exprimierten kein GFP (Abbildung 4 A), bei etwa 6 % aller
transfizierten Zellen konnte eine mittlere Expression an GFP gemessen werden. (Abbildung
4 B). Jene transfizierten Zellen wurden sortiert und als Einzelzellklone kultiviert und

expandiert.

0% 6 %

Y
h 4

GFP GFP

Abbildung 4: Durchflusszytometrische Messung nach Lipofektion von Panc02-OVA
Tumorzellen mit dem synthetisierten pCMV-Cas9-GFP-Plasmid. Nachweis von GFP bei
untransfizierten (A) und transfizierten Tumorzellen (B) und Einstellungen eines mittleren Levels der

GFP-Expression fir das anschlieliende Sortieren der Zellen.

3.2 Identifikation moéglicher PD-L1-knock-out Klone

3.2.1 Untersuchung einer konstitutiven Expression von PD-L1

Da wir bereits aus vorangegangenen Experimenten von einer konstitutiven
PD-L1-Expression durch die Panc02-OVA Tumorzellen Kenntnis hatten, untersuchten wir die
herangewachsenen Einzelzellklone in einem ersten Screening durchflusszytometrisch
darauf. Die Ergebnisse dieses Screenings sind beispielhaft flr die beiden Klone 10 und 51 in

Abbildung 5 dargestellt. Der Ligand wurde mit einem fluoreszierenden anti-PD-L1 Antikdrper
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(Abbildung 5, schwarze Linie) auf den Tumorzellen markiert und mit dem entsprechenden
Isotyp-Kontrollantikdrper (Abbildung 5, graue Linie) verglichen. Den Panc02-OVA
Wildtypzellen konnte in dieser Analyse eine konstitutive Expression an PD-L1 von 74 %
nachgewiesen werden (Abbildung 5 A). Unter den Einzelzellklonen wurde der Klon 10 mit
einer PD-L1-Dichte ahnlich den Ausgangszellen identifiziert (Abbildung 5 B). Auf der
Zelloberflache des Klons 51 konnte kein PD-L1 gemessen werden (Abbildung 5 C).

I Anti-PD-L1 Antikorper
mm Isotypkontrolle

Zellzahl
[ ==

74 % 65 % ; 0%

v

PD-L1

Abbildung 5: Untersuchung einer konstitutiven PD-L1-Expression mittels
Durchflusszytometrie. Analyse von Wildtyp Panc02-OVA Tumorzellen (A) und der beiden
Einzelzellklone Klon 10 (B) und Klon 51 (C), nach Anwendung des CRISPR-Cas9-Systems. Zur
Detektion von PD-L1 diente ein, an APC gekoppelter, 10F.9G2 anti-Maus CD274 Antikdrper. Die
Isotypkontrolle erfolgte durch einen RTK4530 1gG2b Rattenantikérper. Es ist ein reprasentatives
Ergebnis von zwei unabhangigen Versuchen fiir den Klon 51 und dem Wildtypen gezeigt, fir Klon 10
wurde ein Versuch durchgeflhrt.

3.2.2 Uberprifung einer induzierbaren PD-L1-Expression

Einzelzellklone, die wahrend des ersten Screenings konstitutiv keine nachweislichen
PD-L1-Liganden zeigten, wurden auf eine induzierbare Expression dieses Proteins
untersucht. Hierdurch sollte eine bisher nicht detektierbare, basale Proteinbiosynthese des
Liganden aufgedeckt werden. Unsere Arbeitsgruppe konnte in vorherigen Arbeiten eine
Induktion von PD-L1 auf Panc02-OVA Zellen durch Inkubation mit murinem IFN-y erzeugen
(Kobold et al. 2015). Somit wurden die Panc02-OVA Wildtyp Tumorzellen und
Einzelzellklone murinem IFN-y ausgesetzt und mithilfe der Durchflusszytometrie erneut
analysiert (Abbildung 6). In der Wildtyp Tumorzellline konnte mit dieser Methode eine
Erhdhung der PD-L1-Expression auf bis zu 98 % erreicht werden (Abbildung 6 A). Der Klon
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51, der bereits in Abbildung 5 C konstitutiv kein PD-L1 aufwies, erreichte auch nach dieser

Stimulation keine messbare Dichte des Liganden auf der Zelloberflache (Abbildung 6 B).

I Isotypkontrolle
I Anti-PD-L1 Antikérper

Zellzahl

98 % 0%

v

PD-L1

Abbildung 6: Durchflusszytometrische Analyse einer induzierbaren PD-L1-Expression.
Inkubation von 2 x 104 Panc02-OVA Tumorzellen (iber 48 h mit einer Konzentration von 100 ng pro
100 pl murinem IFN-y. Darstellung von Wildtyp Panc02-OVA Tumorzellen (A) und des Klons 51 (B),
zur Detektion von PD-L1 wurde ein, an APC gekoppelter, 10F.9G2 anti-Maus CD274 Antikorper
verwendet. Die Isotypkontrolle entsprach einem RTK4530 IgG2b Rattenantikérper. Dieser Versuch
wurde einmal durchgefihrt.

3.3 Darstellung des PD-L1-Gens auf DNS-Ebene in einem potenziellen knock-out Klon

Zur endguiltigen ldentifizierung eines PD-L1-knock-outs wurden Einzelzellklone, denen in
beiden durchflusszytometrischen Analysen auf der Zelloberflache keine PD-L1-Liganden
nachgewiesen werden konnten, auf ihre DNS-Sequenz im PD-L1-Gen untersucht. Hierfur
wurden Primer verwendet, die spezifisch 200 bis 400 Basenpaare entfernt von der
Schnittstelle der Endonuklease banden. Der benétigte Genabschnitt wurde mittels PCR
amplifiziert und mit denselben Primern sequenziert. Zusatzlich zu den potenziellen knock-out
Klonen wurden nach dem gleichen Verfahren die DNS-Sequenz der Wildtypzellen und des
Klons 10 als mock Kontrolle entschlisselt.

Die Sequenzierung der Einzelzellklone erfolgte durch reverse Primer, diese erzielten im
Chromatogramm hohere Signalstarken als unsere forward Primer. Bei der Entschlisselung
der DNS-Sequenz aus dem PCR-Produkt des Klons 51 ergaben sich an einigen Positionen
mehrere Uberlappenden Basensignale (Abbildung 7 A ,Allel 1 und 2“). Ursachlich fur die sich
Uberschneidenden Signale in Klon 51 waren zwei unterschiedliche Deletionen in beiden
Allelen, die mithilfe einer TOPO-TA Klonierung identifiziert wurden (Abbildung 7 A in ,Allel 1*

beziehungsweise ,Allel 2). In einem Allel fehlte genau an der Schnittstelle der Endonuklease
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ein Basenpaar (Abbildung 7 B ,Allel 1%). In dem anderen Allel wurden 68 Basenpaare
komplett entfernt (Abbildung 7 B ,Allel 2%). Die DNS-Sequenz des Einzelzellklons 10
entsprach der Basenabfolge der Wildtyp Panc02-OVA Tumorzellen und wurde folgend als

mock Kontrolle eingesetzt (hier nicht gezeigt).

WT 5CGTTTACTATCACGGCTCCAAAGGACTTGTACGTGGTGGAGT3 = Deletion eines Basenpaares
3-GCAAATGATAGTGCCGAGGTTTCCTGAACATGCACCACCTCA-S £=3 Deletion von 68 Basenpaaren
‘X} Schnittstelle Endonuklease Cas9

Allel 1 Allel 1
WT5-ACTATCACGGCTCCAARGGACTTGTACGTGGTGGAGTATGGCAGCAACGT-

I
#515-ACTATCACGGCT =CAAAGGACTTGTACGTGGTGGAGTATGGCAGCARCGT3

3-GCAAATGATAGTGCCGAGT TTCCTGAACATGCACCACCTCA-Y

Allel 1

und 2 Allel 2

S GCAAATGATAGTGCCOMRTTTCOTARCATOCATRACCT oA YT GAENGTTTTC T TCTTCTGAGEC TR T TP CCT T TCAGGYTES
|GGLCCA A C TACC AAA CCT AAiGA HH]HHIH ......................................

#51 5-GAGGAGTTTICT -3

W 5-ACTATCACGGCTCCRARGGACTTGTACGTGGTGEAGTATGGCAGCAACGT-3
------------------------------ T
#6515 GTGGAGTATGGCAGCAACGT-3

Allel 2

3-GGGTCCAAAAGTCTACACAAACCT CCTCAAAAGACACCT CAS
A B

Abbildung 7: Sequenzierung des PD-L1-Gens in Klon 51 nach Anwendung der
CRISPR-Cas9-Methode. Schematische Basenabfolge eines Ausschnitts des PD-L1-Gens der Wildtyp
(WT) Panc02-OVA Tumorzellen (A, oben) zusammen mit Bindung der gRNA und Schnittstelle der
Endonuklease. A Chromatogramm der sich Uberlappenden Signale beider Allele von Einzelzellklon 51
(A, ,Allel 1 und 2%) und Aufschlisselung dieser Signale nach TOPO-TA Klonierung in zwei heterogen
veranderten Allelen (A, ,Allel 1“ und ,Allel 2¢). Die Qualitat der Signale wird durch einen Balken unter
den Basen verbildlicht. Griin spricht flir ein gutes, gelb und rot flr ein nicht eindeutig zu einer Base
zuordenbarem Signal (A, ,Allele 1 und 2“). B stellt direkt die Wildtyp-Sequenz (B, WT) gegen beide
Allele von Klon 51 (B, #51) nach TOPO-TA-Klonierung gegenuber. In ,Allel 1“ fehlt ein Basenpaar, in
JAllel 2“ sind 68 Basenpaare im Vergleich zum Wildtyp deletiert (farbliche Markierungen).

3.4 Nachweis einer funktionellen Ovalbumin (OVA)-Expression

Zur In-vitro-Charakterisierung des generierten Panc02-OVA PD-L1-knock-out Klons und
seiner mock Kontrolle war eine weiterhin funktionelle Expression von OVA, nach Anwendung
der CRISPR-Cas9-Methode, essenziell. Die beiden Einzelzellklone wurden mit OT-l T-Zellen

Uber mehrere Stunden in Zytotoxizitatsversuchen kokultiviert (Abbildung 8). Die Menge der
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lysierten Tumorzellen korrelierte hierbei mit der Freisetzung von LDH, sie stellt einen Marker
fur Zytotoxizitat dar. In den folgenden Experimenten ermdglichte die Messung der Absorption
die Quantifizierung der LDH-Konzentration.

Die OT-I T-Zellen konnten in allen durchlaufenen Experimenten tber OVA-Erkennung beide
Einzelzellklone erfolgreich lysieren (Abbildung 8). In drei unabhangigen Versuchen wurde
der Klon 51 starker im Effektor- zu Zielverhaltnis 10:1 lysiert als seine mock Kontrolle. In
zwei von drei unabhangigen Versuchen wurden im Effektor- zu Zielzellenverhaltnis 5:1 die
beiden Panc02-OVA Klone gleichermalien von den OT-| T-Zellen lysiert. In einem Versuch
wurde der Kon 51 auch in der 5:1 Kondition starker lysiert als seine mock Kontrolle (hier
nicht dargestellt). Um eine endgultige Aussage zu einem maoglichen Unterschied zwischen
dem Lyse-Vermdgen von OT-I T-Zellen auf PD-L1* und PD-L1- Panc02-OVA Tumorzellen
treffen zu kdnnen, sollten weitere Versuche erfolgen.

80— P =0,038 ns
T — Mock Kontrolle
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Abbildung 8: Aktivierung von OT-l T-Zellen durch PD-L1- Panc02-OVA Tumorzellen und deren
mock Kontrolle in vitro. Kokultur von Effektor- zu Zielzellen in einem Verhaltnis von 10:1 und 5:1 fur
9 bis 13 h. Klon 51 enthielt den PD-L1-knock-out. Die Tumorzell-Lyse wurde durch die Intensitat eines
Farbumschlags, ausgel6st durch freigesetztes LDH, in den Wells gemessen. Die Daten entstammen
einem reprasentativen Versuch von drei unabhangigen Versuchen fir die Kondition 10:1 und sind
reprasentativ fir zwei unabhangige Versuche in der Kondition 5:1. Jede Kondition wurde in
Quadruplikaten durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind als arithmetisches Mittel mit ihren Fehlerbalken als

+/- SEM gezeigt. Die statistische Signifikanz der ungepaarten Stichproben wurde mit dem zweiseitigen
Student t-Test berechnet.
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3.5 Untersuchung des Wachstumsverhaltens der Einzelzellklone in vivo

Die Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe sollten in vivo mit PD-L1-knock-out Panc02-OVA
Tumorzellen reevaluiert werden, um eventuelle Riickschlisse auf den therapeutischen

Wirkmechanismus des PD-1-CD28-Fusionsrezeptors ziehen zu kénnen (Kobold et al. 2015).

3.5.1 Vergleich von mock Kontrolle und knock-out Klon

Zunachst wurde Uberprift, ob nach Einsatz der molekularbiologischen
CRISPR-Cas9-Methode in den Panc02-OVA Einzelzellklonen ein Wachstum nicht nur in
vitro, sondern auch in C57BL/6 Mausen weiterhin moglich war. Zu diesem Zweck wurden der
PD-L1" Klon 51 und der PD-L1" mock Klon 10 subkutan in drei beziehungsweise zwei
Mausen injiziert (Abbildung 9).

Beide Einzelzellklone waren in der Lage subkutane Tumoren in den Mausen zu bilden. Sie
prasentierten eine fur weitere Experimente geeignete Anwachsrate und
Wachstumsgeschwindigkeit. Der Klon 51 (Abbildung 9, schwarze Kurve) zeigte ein etwas
verlangsamtes Wachstumsverhalten gegentber der mock Kontrolle (Abbildung 9, graue
Kurve), dies war jedoch nicht signifikant. Die genaue Betrachtung der TumorgréfRen der
einzelnen Mause ergab, dass bei zwei von drei Tieren, die den Klon 51 erhielten, die
Wachstumsgeschwindigkeiten der Tumoren denen des mock Klons ahnlich waren. Ein Tier
aus der Gruppe des Klons 51 verlor nach 21 Tagen seinen Tumor. Aufgrund der geringen
Anzahl verwendeter Tiere bei nur einem einzigen Experiment, sollten weitere Versuche

durchgefiihrt werden, da eine Reproduktion der Daten berprift werden muss.
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Abbildung 9: Vergleich des Wachstumsverhaltens der PD-L1-knock-out und mock Klone in
vivo. Je Maus wurden 2 x 108 Panc02-OVA Einzelzellklone nach Anwendung des
CRISPR-Cas9-Systems subkutan injiziert. Die graue Wachstumskurve entspricht der mock Kontrolle
(n = 2), die schwarze Kurve dem PD-L1-Klon 51 (n = 3). Dargestellt sind die Mittelwerte der Flachen
der TumorgréRen mit ihren Fehlerbalken als +/- SEM, bei einem durchgefiihrten Versuch. Die
statistische Analyse erfolgte mit dem two-way ANOVA Test mit Bonferroni-Korrektur fir multiples

Testen.

3.5.2 Betrachtung des therapeutischen Effekts von PTM-transduzierten T-Zellen

In einem ersten Versuch wurde untersucht, ob die Wirkung des PTM-Rezeptors auf OT-I
T-Zellen auf der Expression von PD-L1 der Tumorzellen beruht (Kobold et al. 2015). Hierfur
wurden PD-L1- Panc02-OVA Zellen C57BL/6 Mausen subkutan injiziert und nach sechs
Tagen die T-Zellen intravends appliziert. Es wurden PTM-transduzierte und als
Kontrollgruppe untransduzierte OT-I T-Zellen verabreicht. Die Tumorzellen, die mit PTM-
transduzierten OT-I T-Zellen therapiert wurden, wuchsen tendenziell langsamer als die
untransduzierten OT-| T-Zellen, jedoch war dies zu keinem Zeitpunkt statistisch
unterschiedlich (Abbildung 10). In der PTM-Gruppe war an Tag 17 und in der Kontrollgruppe
an Tag 26 bei jeweils einem Versuchstier kein Tumor mehr palpabel. Ob diese Resultate
reproduzierbar sind, muss in weiterfihrenden Versuchen, dann auch mit PBS und mock

Versuchsgruppen als zusatzliche Kontrollen, geklart werden.
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Abbildung 10: Einfluss von untransduzierten und mit PTM-transduzierten OT-l T-Zellen auf
PD-L1- Panc02-OVA Tumorzellen in vivo. Insgesamt erhielten zehn Tiere je 2 x 106 Tumorzellen
des PD-L1-knock-out Klons 51 subkutan. Sechs Tage spater wurden jeweils fiinf Mause mit je 10°
untransduzierten beziehungsweise mit PTM-transduzierten OT-| T-Zellen intravends versorgt. Das
arithmetische Mittel aus den TumorgréRen fur den jeweiligen Messtag der finf Mause ist pro Gruppe
mit seinen +/- SEM fur einen Versuch dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte mit dem two-way

ANOVA Test mit Bonferroni-Korrektur fur multiples Testen.

4. Ergebnisse zur Erstellung eines OVA-exprimierenden MC38 Tumormodells

4.1 Nachweis der Expression von OVA

In der vorliegenden Arbeit sollte das murine Kolonkarzinommodell MC38 als eine weitere
solide Tumorzelllinie fur mdgliche T-Zelltherapien etabliert werden. Hierflr sollten die
Tumorzellen ebenfalls OVA als Antigen durch den MHC-I Komplex prasentieren und dadurch

zur Aktivierung von OT-l T-Zellen fUhren.
4.1.1 Durchflusszytometrische Analyse

Die mittels OE-PCR synthetisierte OVA-P2A-iRFP DNS-Sequenz wurde in einem
pMP71-Vektor kloniert und retroviral in MC38-GFP Tumorzellen transduziert. Die
verwendeten Tumorzellen waren bereits zuvor mit GFP markiert worden, was jedoch
unabhangig von dieser Arbeit zu betrachten ist. Die Proteinbiosynthese von OVA wurde Uber
einem 2A-Peptid an iRFP gekoppelt. Mit einem 2A-Peptid kann wahrend der Translation von

rekombinanten Proteinen eine nicht-enzymatische Spaltung zwischen zwei Peptiden
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eingeleitet werden (Lewis et al. 2015). Somit wurde in dieser Promotionsarbeit die
Expression von OVA und iRFP in einem gleichen Verhaltnis zueinander gewahrleistet,
wodurch die Menge an OVA indirekt tber die Messung von iRFP quantifiziert werden konnte
(Abbildung 11).

Durch retrovirale Transduktion konnten bei 14 % der Zellen eine Expression von OVA-iRFP
erzeugt werden (Abbildung 11 A). Aufgrund der niedrigen Effizienz, die im Verlauf weiterhin
abfiel, wurden iRFP* Tumorzellen mit dem Gerat FACSAria Il sortiert und anschlie3end
expandiert (Abbildung 11 B). Die selektierten MC38-GFP-OVA-IiRFP verloren nach weiterer
Kultivierung erneut an Transduktionseffizienz, weshalb diese wiederholt sortiert werden
mussten (beispielhaft in Abbildung 11 C und D). Durch das Sortieren der Tumorzellen mittels
Durchflusszytometer konnten Transduktionseffizienzen zwischen 60 % und 95 % erreicht
werden. Bei der Ermittlung der Effizienzen fungierten zur Referenz die Ausgangszellen
MC38-GFP.

1 MC38-GFP
El MC38-GFP-OVA-IRFP

Zellzahl

6% 73% i 95 %

v

OVA-RFP

Abbildung 11: Durchflusszytometrische Betrachtung der Transduktionseffizienz von OVA-iRFP
in MC38-GFP. Transduktionseffizienz von 14 % OVA-iRFP der MC38-GFP-OVA-iRFP Tumorzellen
direkt nach retroviralem Gentransfer (A). B quantifiziert die Menge an OVA-iRFP 15 Tage nach dem
ersten Sortieren und anschlieender Expansion der Zellen. Steigerung der Transduktionseffizienz auf
73 % acht Tage nach der zweiten Zell-Sortierung (C). Nach erneutem Abfall der Effizienz von
OVA-iRFP konnte vier Tage nach dem vierten Sortieren der Zellen eine Transduktionseffizienz von

95 % erreicht werden (D). Das an OVA gekoppelte iRFP wurde in diesen Diagrammen Uber den
APC-Kanal des Gerates FACSCanto |l detektiert, iRFP* Zellen wurden mit dem FACSAria Il sortiert.

Als Kontrolle dienten die eingangs verwendeten MC38-GFP.
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4.1.2 Funktionelle Uberpriifung

Nachdem die MC38-GFP-OVA-IRFP Tumorzellen erfolgreich generiert worden waren,
musste weiterfiihrend festgestellt werden, ob OVA auf den MHC-I Komplexen prasentiert
und dieses von OT-I| T-Zellen erkannt wird. Somit wurden in folgenden Experimenten
T-Zellen und Tumorzellen miteinander kultiviert und die OVA-Prasentation funktionell
Uberprift (Abbildung 12).

Die OVA-spezifischen T-Zellen konnten eine Tumorzell-Lyse von 78 % der
MC38-GFP-OVA-IRFP und 2 % der MC38-GFP erzielen (P < 0,001). Innerhalb der
MC38-GFP-OVA-iRFP Konditionen lysierten die Wildtyp T-Zellen 3 % der Tumorzellen, im
Gegensatz dazu erreichten die OT-l Lymphozyten eine Zytotoxizitat von 78 % (P < 0,001).
Zusammenfassend bewirkten die Wildtyp T-Zellen, ohne spezifischen TZR fir das Modell-
Antigen OVA, bei keiner der Tumorgruppen eine bedeutsame Zell-Lyse. Die OT-I T-Zellen
hingegen erkannten OVA auf dem etablierten Panc02-OVA Modell und den neu erstellten
MC38-GFP-OVA-IRFP Tumorzellen und lysierten diese erfolgreich. Die
Transduktionseffizienzen der MC38-GFP-OVA-iRFP vor den Kokulturen betrugen zwischen
50 % und 95 %. Vor diesem Hintergrund ergab sich jedoch keine gesteigerte Anzahl der
lysierten Tumorzellen bei hoherer Transduktionseffizienz an OVA-iRFP (hier nicht

dargestellt).

In diesen Versuchen konnte die Tumorzell-Lyse durch OT-I CD8* Lymphozyten des bereits
etablierten Panc02-OVA Tumormodells und der MC38-GFP-OVA-iRFP miteinander
verglichen werden. Das neue Tumormodell wurde in allen Experimenten starker lysiert
(reprasentativ Abbildung 12, 37,0 % £ 0,5 % gegenlber 77,8 % £ 2,4 %, P < 0,001).
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Abbildung 12: Uberpriifung der Aktivierung von OT-I T-Zellen durch MC38-GFP-OVA-iRFP
Tumorzellen. Kokultur von Effektor- und Zielzellen in einem Verhaltnis von 10:1 fir 6 bis 9 h. Die
Tumorzellen wurden entweder mit OT-I T-Zellen (OT-I, drei unabhangige Versuche) oder als
Negativkontrolle mit Wildtyp T-Zellen (WT, zwei unabhangige Versuche) kultiviert. Die Tumorzellen
MC38-GFP und Panc02-OVA fungierten fiir die MC38-GFP-OVA-iRFP als weitere Vergleichsgruppen.
Es ist ein reprasentatives Experiment von zwei bis drei unabhangigen Versuchen dargestellt. Die Lyse
der Tumorzellen wurde Uber einen, durch freigewordenes LDH, induzierten Farbumschlag ermittelt. Es
ist der prozentuale Anteil der erreichten Lyse einer maximalen mdglichen Lyse der Tumorzellen
gegenibergestellt. Jede Kondition wurde in Quadruplikaten durchgefliihrt und ist als arithmetisches
Mittel mit seinen Fehlerbalken als +/- SEM veranschaulicht. Die statistische Signifikanz wurde mit dem
zweiseitigen Student t-Test flr ungepaarte Stichproben ermittelt.

4.2 Betrachtung der konstitutiven und induzierbaren PD-L1-Expression

Zur weiteren Charakterisierung des verwendeten MC38 Tumormodells untersuchten wir

auch diese Tumorzellen durchflusszytometrisch auf die Expression von PD-L1 (Abbildung
13).

Eine konstitutive Expression von PD-L1 konnte nicht nachgewiesen werden (Abbildung 13,
0 ng mIFN-y). Die MC38-GFP-OVA-iRFP Zellen wurden aulRerdem mit verschiedenen
Konzentrationen an murinem IFN-y fur 48 h inkubiert, um eine moégliche PD-L1-Expression
zu induzieren (Abbildung 13). Ab einer murinen IFN-y-Konzentration von 2 ng pro 100 pl
wurde bereits eine so hohe Induktion an PD-L1 auf der Zelloberflache (96 % der Zellen)
bewirkt, dass diese auch mit grofderen Mengen an murinem IFN-y nicht mehr gesteigert
werden konnte.



Ergebnisse 40

mmm ungefarbt

1 Isotypkontrolle

=3 Anti-PD-L1 0 ng mIFN-y
=3 Anti-PD-L1 2 ng mIFN-y
B Anti-PD-L1 20 ng mIFN-y
mm Anti-PD-L1 100 ng mIFN-y

Zellzahl

96 %

PD-L1

Abbildung 13: Untersuchung der PD-L1-Expression in dem MC38-GFP-OVA-iRFP Tumormodell.
Inkubation von 2 x 104 Tumorzellen mit 0 ng, 2 ng, 20 ng oder 100 ng pro 100 pl murinen IFN-y fir

48 h und anschlieRender durchflusszytometrischer Analyse. Es ist eines von drei reprasentativen
Experimenten abgebildet. Das PD-L1 auf der Zelloberflache der MC38-GFP-OVA-iRFP wurde mit

einem PE-Cy7-fluoreszierenden 10F.9G2 anti-Maus CD274 Antikorper markiert, als Isotypkontrolle
diente ein RTK4530 IgG2b Rattenantikorper.
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5. Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Promotionsarbeit wurde eine PD-L1-knock-out Panc02-OVA Tumorzelllinie
erzeugt. Das Modell-Antigen Ovalbumin war nach der gentechnischen Veranderung im
knock-out Klon und der mock Kontrolle weiterhin funktionell. /n vivo ergab sich in
Abhangigkeit von der PD-L1-Expression ein ahnliches Wachstumsverhalten der
subkutan injizierten Tumorzellklone. Jedoch verloren im Tiermodell mit dem
PD-1-CD28-Fusionsrezeptor transduzierte gegeniber untransduzierten OT-I T-Zellen

ihren Vorteil gegen PD-L1-knock-out Tumoren.

Des Weiteren wurde Ovalbumin als Antigen in die murine Kolonkarzinomzelllinie MC38
transduziert. OT-I T-Zellen erkannten und lysierten erfolgreich die neue
MC38-GFP-OVA-IRFP Zelllinie. Eine konstitutive Expression von PD-L1 konnte
durchflusszytometrisch nicht nachgewiesen werden, jedoch war dessen Expression mit

dem Zytokin murines IFN-y induzierbar.

5.2 Eruierung des PD-L1-knock-outs in Panc02-OVA Tumorzellen
5.2.1 Anwendung des CRISPR-Cas9-Systems und Nachweis des Gen-knock-outs

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit konnte ein PD-L1-knock-out in Panc02-OVA
Tumorzellen mithilfe der CRISPR-Cas9-Methode generiert werden. Dieses
gentechnische Verfahren etablierte sich in den letzten Jahren erfolgreich sowohl in der
Grundlagenforschung als auch in der praklinischen Forschung (Campenhout et al.
2019). Dabei spielt die Erstellung von Tumorzelllinien mit speziellen Knock-outs oder
Knock-ins eine wichtige Rolle um die Einflisse einzelner Gene, Molekule und Proteine
in der Tumorgenese zu ergrinden (Jacinto et al. 2020; Liu et al. 2017). Dieses
Verfahren wurde in dieser Arbeit aufgrund seiner Vielseitigkeit in der Zielstruktur und

dem schnellen und einfachen Einsatz gewahlt (Jacinto et al. 2020).

Bei der Methode bestand jedoch das Risiko auch an unerwiinschten Stellen des
Genoms der Panc02-OVA Zellen Mutationen zu erzeugen. Dies kann zu einer
gestdrten Genfunkton, Genominstabilitdt und epigenetischen Mutationen der Zelllinie
fihren (Liu et al. 2017). Der Hersteller unseres CRISPR-Cas9-Systems wahlte die
gRNA fir das murine PD-L1-Gen mithilfe von internen genomischen Datenbanken und
bioinformatischen Programmen aus. Derartige Datenbanken kénnen zu einer

erheblichen Reduktion unspezifischer Bindungen beitragen (Ran et al. 2013). Dennoch
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koénnen allein damit unerwlinschte Mutationen nicht vollstandig ausgeschlossen
werden. Um Off-target-Effekte des CRISPR-Cas9-Systems aufzudecken ware die
kombinierte Anwendung von neuen, aufwandigen und kostenintensiven Methoden
notwendig gewesen, die wir nicht durchgefiihrt haben (Campenhout et al. 2019). Daher
kénnen in unserer generierten PD-L1-knock-out Panc02-OVA Zelllinie solche
Mutationen nicht ausgeschlossen und deren Einfluss auf durchgefiihrte Experimente
nicht beurteilt werden, was bei der Validitat der Ergebnisse berlcksichtigt werden

muss.

Nach der Gewinnung von Einzelzellklonen untersuchten wir diese auf die Expression
des Zielproteins PD-L1. Da es sich bei PD-L1 um ein Oberflachenprotein handelt,
pruften wir aus Griinden der Praktikabilitdt die Einzelzellklone mittels
Durchflusszytometrie. Fir den Nachweis der Expression von Proteinen, auch nach
Anwendung des CRISPR-Cas9-Systems, stellt der Western Blot die gangigere
Methode dar (Lentsch et al. 2019). Allerdings wandten Dang et al. ebenfalls erfolgreich
diese einfache Methode der Durchflusszytometrie zum Screening von Einzelzellklonen
an (Dang et al. 2015). Die Durchflusszytometrie kann jedoch nur die gegenwartigen
Oberflachenproteine analysieren, weshalb dieses Verfahren nur eine
Momentaufnahme der jeweiligen Zellen zeigt. Die in der Literatur beschriebene
variable Expression von PD-L1 auf Tumorzellen stellte daher ein Problem bei unserer
Nachweismethode dar (Duan et al. 2018). Das Zytokin Interferon-y gilt als potentester
Induktor des Liganden PD-L1 (Sharpe et al. 2018; Zou et al. 2008). Unter diesen
Aspekten inkubierten wir Einzelzellklone, denen zuvor durchflusszytometrisch kein
konstitutives PD-L1 nachgewiesen werden konnte, mit murinem IFN-y und
untersuchten sie anschlieRend erneut auf PD-L1. Somit konnten Einzelzellklone mit
zuvor herabregulierter PD-L1-Expression identifiziert und aussortiert werden. Andere
Arbeitsgruppen gingen gleichermaflRen zum Nachweis eines PD-L1-knock-outs vor
(Juneja et al. 2017; Tang et al. 2018; Umezu et al. 2019).

Zur Bestatigung des PD-L1-Gen-knock-outs wurde, wie in zahlreichen anderen
Arbeiten, die daflir anerkannte Sequenzierung nach Sanger verwendet, wodurch zwei
unterschiedliche Deletionen in beiden Allelen entschlisselt werden konnten (Dang et
al. 2015; Lentsch et al. 2019; Shalem et al. 2014). Die Sanger-Sequenzierung gilt als
Goldstandard zur Detektion von Insertionen und Deletionen und sollte damit eine
verlassliche Aussagekraft Gber die Basenabfolge unserer Einzelzellklone liefern
(Campenhout et al. 2019). Bei der Sequenzierung unseres erzeugten knock-out Klons

fehlte in einem Allel an der Schnittstelle der Endonuklease ein einzelnes Basenpaar. In
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dem zweiten Allel wurden 68 Basenpaare vollstandig entfernt. In beiden Allelen
entspricht die deletierte Anzahl der Basenpaare keinem Vielfachen von drei und
verursacht einen frameshift mit Verschiebung des Leserasters. Das Ribosom
translatiert dadurch eine Aminosauresequenz, die keinen Sinn ergibt oder es entstehen
friihzeitige Stoppcodons (Schmidt 2017). Ein Knock-out des PD-L1-Gens konnten wir
sowohl durch ein Fehlen des selbigen Proteins als auch durch eine

Leserasterverschiebung in der DNS bestatigen.

5.2.2 Funktionalitat des Antigen-Modells Ovalbumin nach Anwendung des
CRISPR-Cas9-Systems in vitro

Nach Verwendung des CRISPR-Cas9-Systems bei Panc02-OVA Tumorzellen,
analysierten wir nicht das gesamte Genom der Einzelzellklone auf mdgliche
Off-target-Effekte und konnten diese daher nicht ausschliefien (Campenhout et al.
2019; Liu et al. 2017). Das Modell-Antigen Ovalbumin des PD-L1-knock-out Klons und
seiner mock Kontrolle aktivierte in In-vitro-Experimenten weiterhin OT-I T-Zellen. Somit
stellten wir funktionell sicher, dass keine Mutation die Prasentation von Ovalbumin auf
MHC-I Komplexen beeintrachtigte. Daher konnte das Antigen-Modell fir weitere
Versuche verwendet werden. Auf DNS-Ebene konnte eine Mutation im Ovalbumin-Gen

dennoch nicht vollstadndig ausgeschlossen werden.

In Zytotoxizitatsversuchen wurde in der Effektor- zu Zielzellkondition 10:1 der
PD-L1-knock-out Klon starker lysiert. Allerdings bleibt fraglich, warum diese Ergebnisse
nur in einem von drei Experimenten in der 5:1 Kondition zu sehen waren. Juneja et al.
beschrieben ebenfalls eine héhere Zytotoxizitat tumorspezifischer T-Zellen gegentber
PD-L1- MC38-Tumorzellen in vitro. Sie verwendeten eine Effektor- zu Zielzellkondition
von 1:1, bei der sie jedoch, anders als in unserem Versuchsaufbau, die Tumorzellen im
Vorfeld mit IFN-y inkubierten (Juneja et al. 2017). Aufgrund dessen ist die
Notwendigkeit einer hdheren Konzentration an OT-I T-Zellen bei der Durchfuhrung
unserer Experimente durchaus denkbar, um eine ausreichende Konzentration von
IFN-vy, freigesetzt durch aktivierte T-Zellen, zu erreichen. Das IFN-y fihrte dann auf
dem mock Klon, im Gegensatz zu dem knock-out Klon, zu einer héheren Dichte an
PD-L1 (Duan et al. 2018). PD-L1* Tumorzellen kdbnnen zu Apoptose, geringerer
Zytotoxizitat und verminderter Zytokinfreisetzung von CD8" T-Zellen fuhren, weswegen
der PD-L1" mock Klon die T-Zellen in unserem Experiment vermutlich inhibierte und

schwacher lysiert wurde (Dong et al. 2002; Juneja et al. 2017).
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Eine derartige Anpassung der Tumorzellen, als Reaktion auf freigesetzte Zytokine von
T-Zellen, gehdrt zu den Escape-Strategien von Tumorzellen und wird in der Literatur
als adaptive Resistenz bezeichnet (Pardoll 2012; Sharpe et al. 2018). Nicht alle
Tumorentitaten verfigen Uber die Fahigkeit der adaptiven Resistenz, jedoch zeigten
sowohl diese Promotionsarbeit als auch Kobold et al. die Induktion von PD-L1 auf
Panc02 Tumorzellen wahrend IFN-y-Exposition (Kobold et al. 2015). Unsere
Beobachtungen decken sich zwar mit denen in der Literatur Gber MC38 Tumorzellen,
dennoch sollte fir ein endgiltiges Fazit bei den Panc02-OVA Tumorzellen, begriindet
in den abweichenden Ergebnissen einzelner Versuche, weitere Experimente

durchgefuhrt werden.

5.2.3 Subkutane Injektion von PD-L1- Panc02-OVA Tumorzellen in vivo

Der PD-L1"- Tumorzellklon und seine PD-L1* mock Kontrolle bildeten in vivo subkutane
Tumoren. Die Wachstumsgeschwindigkeiten waren zu keinem Zeitpunkt statistisch
unterschiedlich. Einer der PD-L1- Tumoren bildete sich nach 21 Tagen in einem Tier
vollstandig zurtick, was vermutlich auf eine immunologische Eliminierung

zurickzufihren ist.

Mehrere Forschungsarbeiten zeigen ein verlangsamtes Wachstumsverhalten des
murinen MC38 Kolonkarzinommodells in vivo, sobald PD-L1 auf den Tumorzellen
deletiert wurde (Juneja et al. 2017; Kleinovink et al. 2017; Lau et al. 2017). Juneja et al.
interpretierten, PD-L1 auf MC38 Tumorzellen dominiere die Inhibition von
zytotoxischen T-Zellen. Andere Arbeitsgruppen zeigten in weiteren Tumorentitaten
ahnliche Ergebnisse (Noguchi et al. 2017). In einem weiteren murinem
Kolonkarzinommodell CT26 verlangsamte sich zwar die Wachstumsrate PD-L1"
Tumoren, der Unterschied war jedoch im Vergleich zu dem MC38-Tumormodell
weniger stark ausgepragt (Kleinovink et al. 2017). In dem murinen Melanommodell
BRAF.PTEN hatte ein PD-L1-knock-out keinen Einfluss auf das Wachstum der
Tumoren (Juneja et al. 2017). Es scheint somit von dem jeweiligen Tumormodell und
der injizierten Anzahl an Tumorzellen abhangig zu sein, wie sehr sich PD-L1*
Tumorzellen auf die Immunantwort auswirken (Noguchi et al. 2017; Tang et al. 2018).
Das Pankreaskarzinom zahlt zu den Neoplasien mit kaltem und stark
immunsuppressiven Tumormilieu, was moglicherweise dazu fuhrt, dass die Deletion
von PD-L1 auf den Tumorzellen nicht ausreichend ist, um einen immunogenes
Tumormilieu zu erzeugen (Lutz et al. 2014). Letztendlich bedarf es weiterer

Experimente, um eine genaue Aussage zu unserem Modell treffen zu kdnnen.
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5.2.4 Behandlung von PD-L1-Panc02-OVA Tumorzellen mit PTM-transduzierten OT-I

T-Zellen in vivo

Kobold et al. wiesen eine therapeutische Wirkung von PTM-exprimierenden OT-I
T-Zellen bei Panc02-OVA Tumorzellen in vivo nach (Kobold et al. 2015). In dieser
Promotionsarbeit wurde in einem ersten Versuch getestet, ob die Wirkweise von PTM
abhangig von der PD-L1-Expression der Tumorzellen ist. Es zeichneten sich bei der
Behandlung mit PTM-transduzierten und untransduzierten OT-I T-Zellen dhnliche
Wachstumsgeschwindigkeiten der Tumoren ab. In dem murinen Mastozytommodell
P815 konnten TZR-spezifische T-Zellen PD-L1" Tumorzellen besser lysieren als
PD-L1*" Tumorzellen (Dong et al. 2002). Daher ware es denkbar, dass die OT-I
T-Zellen die PD-L1- Tumorzellen besser lysieren als PD-L1* Tumorzellen und die
Wirkung der PTM-transduzierten T-Zellen Uberlagerten. Um dies festzustellen, bedarf
es Experimente mit PD-L1* Tumorzellen und PBS als Kontrollgruppen. Unsere Daten
kénnten aber auch auf einen von PD-L1 abhangigen Wirkmechanismus des
PTM-Fusionsrezeptors hindeuten, der bei den PD-L1- Tumoren nicht mehr zum Tragen

kommt.

In unseren Versuchsbedingungen wurde PD-L1 auf den Tumorzellen deletiert, ebenso
konnte aber auch PD-L1 nicht-tumoraler Zellen des Wirts und der injizierten T-Zellen
die Wirkung des Fusionsrezeptors PTM mitbedingen und die Daten beeinflussen.
Diese Vermutung wird durch mehrere Verdffentlichungen unterstitzt, die bei
verschiedenen PD-L1-deletierten Tumorentitaten ein verlangsamtes Tumorwachstum
nach Applikation von PD-L1-Antikérpern beschrieben (Kleinovink et al. 2017; Lau et al.
2017; Noguchi et al. 2017). Zudem wurde eine immunsuppressive Beteiligung von
nicht-tumoralen Zellen bereits nachgewiesen (Berry et al. 2015; Zou et al. 2008). Die
konstitutive oder dynamische PD-L1-Expression zahlreicher Zellen im Tumormilieu
bestéarkt diese Uberlegungen. Allerdings erschwert dieser Aspekt auch die Identifikation
der mafligebenden immuninhibierenden Zellen, was die Optimierung unserer
Versuchsbedingungen erschwert (Tang et al. 2018). Mehrere Studien wiesen eine
entscheidende Beteiligung von MDSC bei der nicht-tumoralen,
PD-1-PD-L1-vermittelten Immuninhibition nach (Antonios et al. 2017; Grosser et al.
2019; Li et al. 2019; Lin et al. 2018; Tang et al. 2018). Um den Einfluss weiterer PD-L1*
Zellen in unseren In-vivo-Versuchen restlos auszuschlieRen, missten PD-L1-knock-out

Tiere und PD-L1- T-Zellen fur die Behandlung verwendet werden.
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Basierend auf der Grundlage dieses einzigen durchgefiihrten In-vivo-Versuchs, kann
keine valide Aussage zum Wirkmechanismus des PTM-Fusionsrezeptors getroffen und

ein Einfluss anderer PD-L1-tragender Zellen nicht ausgeschlossen werden.

5.3 Evaluation der generierten MC38-OVA-exprimierenden Tumorzellen
5.3.1 Funktionalitat des integrierten Ovalbumin-Antigen-Modells und Expression von
PD-L1 durch die MC38-GFP-OVA-iRFP

OT-I T-Zellen lysierten, nach retroviraler Integration des Ovalbumins, erfolgreich die
MC38-GFP-OVA-iRFP. Zuséatzlich wurden die MC38-GFP-OVA-iRFP in allen
durchgeflhrten Versuchen starker lysiert als die etablierten Panc02-OVA Zellen.
Allerdings konnte die OVA-Expression vor den Experimenten nur fur die
MC38-GFP-OVA-iRFP, jedoch nicht fir die Panc02-OVA, ermittelt werden. Die
starkere zytotoxische Wirkung auf die MC38-GFP-OVA-iRFP kbénnte somit auf eine
hoéhere Dichte von OVA auf diesen Zellen gegenuber der Panc02-OVA Tumorzellen

beruhen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt, der bei der Betrachtung dieser Ergebnisse einbezogen
werden sollte, ist die unterschiedliche Expression von PD-L1 unserer beiden
Tumorzelllinien. Durchflusszytometrisch stellten wir in vitro eine héhere konstitutive
PD-L1-Expression der Panc02-OVA Zelllinie im Vergleich zu den
MC38-GFP-OVA-iRFP fest. Eine haufige Uberexpression von PD-L1 auf
Pankreastumoren wurde bereits in verschiedenen Veroffentlichungen sowohl in
Zelllinien als auch in analysierten Patientenproben identifiziert (Karamitopoulou 2019;
Martinez-Bosch et al. 2018; Song et al. 2014). Eine konstitutive PD-L1-Expression war
bei unseren MC38-GFP-OVA-IRFP in vitro durchflusszytometrisch nicht zu detektieren.
In verschiedenen Quellen ist auf MC38 Zellen der Ligand jedoch als konstitutiv
vorkommend beschrieben (Efremova et al. 2018; Juneja et al. 2017; Lau et al. 2017,
Tang et al. 2018). Womdglich ist eine konstitutive Expression aufgrund der
Transduktion und anschlieRender Selektion der Zellen nicht mehr nachweisbar. Die
OT-I T-Zellen wurden in unseren Experimenten Uber OVA aktiviert und exprimierten
daraufhin vermehrt den Rezeptor PD-1, welcher an das PD-L1 der Tumorzellen und
T-Zellen bindet (Giannini et al. 2019; Sharpe et al. 2018). Die T-Zellen werden durch
die Interaktion mit dem Liganden inhibiert, daher konnte aufgrund der héheren
PD-L1-Dichte auf der Zelloberflache der Panc02-OVA in diesen Konditionen die
Hemmung ausgepragter ausgefallen sein als bei den MC38-GFP-OVA-iRFP (Juneja et
al. 2017; Wu et al. 2019). Jedoch wurde bei dieser Annahme noch nicht die
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induzierbare PD-L1-Expression der beiden Tumorzelllinien, durch ausgeschlittete
Zytokine der aktivierten T-Zellen, berlcksichtigt. In dieser Promotionsarbeit und in der
Literatur konnte insbesondere bei den MC38 eine intensive, induzierbare Expression
des Liganden mittels mIFN-y erreicht werden (Efremova et al. 2018; Juneja et al. 2017;
Lau et al. 2017; Tang et al. 2018). Ob der konstitutiven oder der induzierbaren
PD-L1-Expression in diesem Experiment die bedeutsamere Rolle zukommt ist

abschliefend nicht zu klaren.

Das unterschiedliche Lyse-Vermdgen kénnte auch im Zusammenhang mit den
Tumorzelllinien an sich stehen. In der Literatur findet sich ein Konsens Uber die
immunsuppressiven und wenig immunogenen Eigenschaften von Pankreastumoren
(Karamitopoulou 2019; Martinez-Bosch et al. 2018). So sind sie beispielsweise in der
Lage immunsupprimierende Zytokine wie TGF- zu produzieren (Karamitopoulou
2019). Die MC38 Tumorzelllinie gilt hingegen eher als immunogen (Efremova et al.
2018).

In-vivo-Versuche kénnten fur das Tumormodell MC38-GFP-OVA-iRFP auch ohne einer
konstitutiven PD-L1-Expression interessant sein, denn im Tumormilieu befinden sich
weitere immuninhibierende PD-L1* Zellen (Juneja et al. 2017; Kleinovink et al. 2017;
Lau et al. 2017; Tang et al. 2018; Umezu et al. 2019). Zudem zeigen viele Tumoren
und auch die MC38 in vivo eine starkere Expression von PD-L1 als in vitro (Dong et al.
2002; Efremova et al. 2018; Zou et al. 2008). Solide Tumoren zeigen haufig eine
heterogene Verteilung von PD-L1 und erhdhen dieses nur dort, wo eine Immunantwort
stattfindet (Kleinovink et al. 2017; Pardoll 2012; Rosenbaum et al. 2016). Letztendlich
kann eine therapeutische Anwendung von PTM-transduzierten OT-I T-Zellen in
Erwagung gezogen werden, da PD-L1 durch Zytokine der aktivierten T-Zellen induziert
werden kann und sich in vivo weitere PD-L1* Zellen im Tumormilieu befinden. Fraglich
ist allerdings, ob die Induktion von PD-L1 auf den Tumorzellen ausreichen wird, um

einen Therapieeffekt mit dem PTM-Fusionsrezeptor zu erzielen.

5.4 PD-L1 als Zielstruktur mit Optimierungspotenzial der adoptiven T-Zelltherapie

Der Ligand PD-L1 wird von zahlreichen humanen Tumorentitaten exprimiert (Zou et al.
2008). Fast alle der bislang zugelassenen Checkpoint-Inhibitoren wirken direkt auf die
PD-1-PD-L1-Achse und gelten als entscheidender Durchbruch der Immuntherapie
(Dermani et al. 2019). PD-L1 scheint sich somit flr die Tumortherapie als eine

vielversprechende Zielstruktur zu eignen.
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Wirde PD-L1 als Zielprotein flr zuklinftige Therapiestrategien eingesetzt werden,
koénnte vor allem die richtige Wahl passender Patienten eine bedeutsame Huirde
darstellen. PD-L1 wird bereits bei der Anwendung von immunologischen
Checkpoint-Blockern als Biomarker diskutiert, leider ist die Datenlage hierzu
kontrovers. Einige Studien deuten auf eine Korrelation zwischen dem Vorhandensein
von PD-L1 und dem Ansprechen auf ICB hin, andere wiederum konnten dies nicht
bestatigen (Borghaei et al. 2015; Fehrenbacher et al. 2016; Garon et al. 2015; Robert
et al. 2015; Rosenberg et al. 2016). Zudem zeigen einige Patienten ein objektives
Ansprechen auf diese Therapie, obwohl sie als PD-L1" kategorisiert wurden (Borghaei
et al. 2015; Garon et al. 2015). Ein grol3es Problem bei diesen Studien sind die
uneinheitlichen Messmethoden des Liganden, dazu gehdéren verschiedene Antikorper,
Grenzwerte ab wann ein Tumor als PD-L1* gilt, ob membranstandiges oder
zytoplasmatisches PD-L1 betrachtet wird und ob alle Zellen oder nur Tumorzellen im
Tumormilieu betrachtet werden (Wang et al. 2016). Der Ligand wird zwar von vielen
Tumorentitaten exprimiert, jedoch ist seine Expression innerhalb eines einzigen
Tumors sehr dynamisch und heterogen, weshalb Vorbehandlungen, Zeitpunkt und Ort
der Biopsie entscheidend fir den Immunstatus eines Tumors sind (Duan et al. 2018;
Gong et al. 2018; Tang et al. 2018). Aufgrund dieser Voraussetzungen sind zusatzliche
Biomarker flr eine gute Auswahl der Patienten unabdingbar, um unnétige Therapien

zu vermeiden und die bestmdglichen Ansprechraten zu erzielen.

Bei vielen Tumorentitaten korreliert die Expression von PD-L1 mit einer schlechteren
Prognose der Patienten (Wang et al. 2016). PD-L1 hemmt im Tumormilieu die
Tumorimmunitat, schitzt die Tumorzellen vor Apoptose und begunstigt die
Karzinogenese (Shi et al. 2013; Song et al. 2014). Das, mit der PD-L1-Expression
korrelierende, schlechtere Outcome der Patienten spricht fir die grol3e Relevanz von
PD-L1 bei malignen Erkrankungen und die Verwendung dieses Liganden fur weitere

Therapieansatze.

Die PD-1-PD-L1-Interaktion hemmt insbesondere die anti-tumoral wirksamen T-Zellen
des menschlichen Immunsystems (Dermani et al. 2019; Wang et al. 2016). Aus diesem
Grund werden auch die wahrend einer AZT infundierten T-Zellen nach ihrer Aktivierung
an den Tumorzellen Uber den Liganden PD-L1 gehemmt. Dadurch wird der Erfolg der
AZT deutlich geschmalert (Chen et al. 2019; Cherkassky et al. 2016). Die Hemmung
der infundierten T-Zellen wird noch einmal, durch freigesetzte Zytokine der aktivierten
T-Zellen und einer damit einhergehenden Erhdhung von PD-L1 im Tumormilieu,

verstarkt (Tanoue et al. 2017). Die AZT mit T-Zellen kdnnte daher von der
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Unterbindung oder Veranderung der physiologischen PD-1-PD-L1-Interaktion

malfdgeblich profitieren.

5.5 Kombination von Checkpoint-Inhibitoren und adoptiven T-Zelltransfer

Die Kombination von ICB und einer AZT kdnnte beide Therapien voneinander
profitieren lassen. Die AZT liefert die, fur die ICB unabdingbaren, tumorspezifischen
T-Zellen. Somit kdnnte Patienten mit kaltem Tumormilieu oder bereits vorbehandelten
Patienten mit geschwachtem Immunsystem ein besseres Ansprechen auf die Therapie
ermdglicht werden (Cherkassky et al. 2016; Grosser et al. 2019). Weiterhin kénnten
transferierte T-Zellen der AZT durch ICB ihre anti-tumoralen Funktionen auch im
immunsuppressiven Tumormilieu aufrechterhalten und gleichzeitig 1anger persistieren
(Cherkassky et al. 2016; Moon et al. 2016). Durch diese Effekte kann die Kombination
von AZT und ICB besonders interessant flr solide Tumoren und ihrem ausgepragten
immunsupprimierenden Milieu sein (Chen et al. 2017; Grosser et al. 2019; Suarez et al.
2016; Tanoue et al. 2017). Préklinische Studien stiitzen diese Uberlegungen bereits
(John et al. 2013).

Ein Nachteil von extrinsisch applizierten Checkpoint-Antikorpern ist die Notwendigkeit
von systemischen und repetitiven Gaben, welche durch ihre unspezifische Wirkung auf
alle Immunzellen die Gefahr von Immune-related adverse events birgt (Cherkassky et
al. 2016). Die Kombination von AZT und systemischen Checkpoint-Antikdrpern kénnte
folglich nicht nur die Wirksamkeit, sondern ebenfalls die Nebenwirkungen potenzieren.
Daher sind Forschungsansatze, in denen transferierte T-Zellen selbst und somit
intrinsisch die Immun-Checkpoints kontrollieren, wie es bei dem PTM-Rezeptor der Fall
ist, attraktive Uberlegungen. So kdnnten im Allgemeinen die unerwiinschten
systemischen Wirkungen von ICB verringert und mit den Vorteilen der AZT kombiniert
werden (Chen et al. 2017; Cherkassky et al. 2016; Suarez et al. 2016; Tanoue et al.
2017). Durch die intrinsische ICB der applizierten T-Zellen wirden die Patienten
weniger Infusionen bendtigen und es ware eine konstante Blockade der Checkpoints
direkt am Wirkort der T-Zellen mdglich (Chen et al. 2017).

Posser et al. verdffentlichten im Jahr 2012 als erste Arbeitsgruppe die Idee eines
PD-1-CD28-Fusionsrezeptors, der extrazellular PD-L1 binden und intrazellular ein
ursprungliches negatives in ein positives kostimulatorisches Signal umwandeln konnte
(Prosser et al. 2012). Ein Jahr spater evaluierten Ankri et al. weitere

PD-1-CD28-Fusionsrezeptoren und bestatigten deren Funktionalitat (Ankri et al. 2013).
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Allerdings zeigten beide Veroéffentlichungen insbesondere in vitro nicht die gleiche
Steigerung an Zytokinausschuttung oder Proliferation der T-Zellen, wie Kobold et. al
mit ihrem Chimarrezeptor (Kobold et al. 2015). Konkret erreichten Kobold et al. eine bis
zu 300-fach héhere Sekretion von IFN-y und IL-2, im Vergleich dazu erreichten Posser
et al. eine 2- bis 3-fache und Ankri et al. eine bis zu 6-fache Steigerung, durch die mit
ihrem jeweiligen Rezeptor transduzierten gegeniber untransduzierten T-Zellen. Mit
dem Rezeptor aus der zuletzt genannten Veroffentlichung erreichten Liu et al. ebenfalls
nur eine maximal 30-fache Zunahme an IL-2 in vitro (Liu et al. 2016). Das zytotoxische
Potenzial fiel in vitro bei den anderen Fusionsrezeptoren gering aus oder war gar nicht
messbar (Ankri et al. 2013; Prosser et al. 2012). Allerdings verwendeten Kobold et al.
im Vergleich zu den anderen Arbeitsgruppen murine und nicht humane T-Zellen,
welche sich durchaus unterschiedlich in ihrer Aktivierung und Inhibition verhalten (Liu
et al. 2016). Zudem verwendeten alle Arbeitsgruppen verschiedene Antigenmodelle
oder zusatzlich CAR zur Aktivierung der T-Zellen sowie andere Tumormodelle, was

einen direkten Vergleich erschwert.

Ein weiterer Grund dieser unterschiedlichen Ergebnisse, kénnte ebenso die mogliche
Konsequenz des unterschiedlichen Aufbaus der Rezeptoren sein (Kobold et al. 2015).
Kobold et al. erstellten daher zu dem PTM-Rezeptor zwei weitere
PD-1-CD28-Konstrukte, die denen von Posser et al. und Ankri et al. ahnelten (Ankri et
al. 2013; Prosser et al. 2012). Dies ermoglichte ihnen alle drei Rezeptoren unter den
gleichen Versuchsbedingungen einander gegenuberzustellen. In vitro war die
PTM-Variante den anderen beiden sowohl in der Aktivierung der T-Zellen als auch in
ihrer induzierten Proliferation Gberlegen und erreichte héhere Transduktionseffizienzen.
Aus diesen und weiteren Experimenten schlossen Kobold et al. auf eine starkere
Funktionalitat des PTM-Fusionsrezeptors aufgrund einer starkeren Bindung seines
Liganden PD-L1 gegenuber den anderen Konstrukten (Kobold et al. 2015). Jedoch
wurden diese Resultate bisher nur im murinen Modell erzielt, somit steht die

Translation in humanen Tumormodellen und mit humanen T-Zellen noch aus.

Eine weitere Mdglichkeit der intrinsischen Checkpoint-Blockade wahrend einer AZT ist,
die injizierten T-Zellen durch viralen Gentransfer zur Sekretion von PD-L1-Antikdrpern
zu befahigen. Tanoue et al. und Suarez et al. erprobten hierzu zum Beispiel in
Mausmodellen CAR T-Zellen, die PD-L1-blockierende Antikérper selbst produzierten.
Durch die lokale Wirkung des Antikdrpers waren die CAR T-Zellen besser anti-tumoral
wirksam als bei der kombinierten Gabe mit systemischen ICB beziehungsweise von
CAR T-Zellen allein (Suarez et al. 2016; Tanoue et al. 2017). Der Vorteil einer lokalen



Diskussion 51

Sekretion von PD-L1-Antikdrpern der transferierten Zellen gegeniber des
PTM-Fusionsrezeptors besteht in einer zusatzlichen Aktivierung von CD8* TIL und
anderen, sich im Tumormilieu befindlichen, Immunzellen. Hierdurch kann eine
polyklonale Immunantwort, wie sie ebenfalls durch extrinsische ICB hervorgerufen
wird, ausgeldst werden und woméglich besser anti-tumoral wirken (Grosser et al. 2019;
Suarez et al. 2016). Allerdings werden die PD-L1-Antikérper permanent durch die CAR
T-Zellen produziert, was wiederum irAE begunstigen konnte. Im Gegensatz dazu wirkt
der PD-1-CD28-Fusionsrezeptor nur aktivierend auf die damit transduzierten T-Zellen,
wenn der TZR an das passende Antigen bindet und aktiviert wird (Kobold et al. 2015).

Dies konnte zu einem gunstigeren Nebenwirkungsprofil des Fusionsrezeptors fuhren.

Ein anderes Konzept intrinsischer Manipulation von immunologischen Checkpoints ist
die Entwicklung von CAR T-Zellen, die zusatzlich dominant-negative PD-1-Rezeptoren
exprimieren. Diese weisen keine intrazelluldren Signaldomanen auf, sodass der
Rezeptor bei Bindung des Liganden kein koinhibitorisches Signal an die CAR T-Zellen
weitergeben kann. Die veranderten PD-1-Rezeptoren binden PD-L1 im Tumormilieu
und verringern dadurch kompetitiv die Bindungswahrscheinlichkeit an physiologischen
PD-1-Rezeptoren (Chen et al. 2017; Cherkassky et al. 2016). Die anti-tumorale
Effizienz von CAR T-Zellen kann ebenso durch das Fehlen von PD-1-Rezeptoren
mittels CRISPR-Cas9-Verfahren gesteigert werden (Rupp et al. 2017). Somit kdnnen,
wie bei dem PD-1-CD28-Fusionsrezeptor, die transferierten T-Zellen selbst einer
Inhibition durch PD-L1 entgehen. Jedoch werden bei dem PTM-Fusionsrezeptor
zusatzlich die T-Zellen tber die Signaldomane von CD28 aktiviert, was konsekutiv ihre
Zytotoxizitat gegenlber Tumorzellen steigert (Kobold et al. 2015). Ein vollstandiges
Fehlen von PD-1-Rezeptoren auf den applizierten CAR T-Zellen birgt, im Vergleich
zum PTM-Fusionsrezeptor und den dominant-negativen PD-1-Rezeptoren, durch die
ausbleibende physiologische Hemmung der Zellen, ein erhdhtes Risiko fur

autoimmune Reaktionen (Chen et al. 2017).

Weiterhin ist zu bedenken, dass mit dem PD-1-CD28-Rezeptor nur die Wirkung des
inhibitorischen Liganden PD-L1 abgefangen wird, wobei es jedoch noch viele weitere
hemmende Liganden gibt, die ebenfalls die AZT beeinflussen. Eine Kombination von
verschiedenen ICB kdnnte hierfur eine Losung darstellen (Cherkassky et al. 2016;
Sadelain 2015). Die Anwendung der retroviralen Transduktion birgt ebenfalls Risiken.
Zellen, die mittels retroviraler Transduktion gentechnisch verandert wurden, kbnnen

durch unspezifische Integration der DNS in das Genom der Zielzelle zu unerwiinschten
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Mutationen bis hin zur Entstehung von Onkogenen fihren (Chen et al. 2019; Yi et al.
2005).

Letztendlich sehen mehrere Publikationen die Kombination von AZT und ICB als einen
entscheidenden Schritt an, der die Immuntherapie verbessern kénnte (Duan et al.
2018; Gorabi et al. 2019; Grosser et al. 2019; Li et al. 2019; Tanoue et al. 2017). Die
Kombination kénnte ein proinflammatorisches Tumormilieu schaffen, in denen
tumorspezifische T-Zellen langanhaltend funktionsfahig bleiben, wodurch wichtige
Voraussetzungen fur eine starke Immunantwort geschaffen werden wirden (Grosser et
al. 2019; Tanoue et al. 2017).

5.6 Ausblick

In dieser Promotionsarbeit konnten erfolgreich zwei neue murine Tumorzelllinien
etabliert werden. Fir endgultige Aussagen bezuglich der In-vivo-Versuche der PD-L1-
Panc02-OVA Tumorzelllinie missen weitere Wachstums- und Therapieversuche mit
PTM-transduzierten OT-I T-Zellen durchgefiihrt werden. Eine weitere Mdglichkeit
waren Versuche mit PD-L1-knock-out Mausen, injizierten PD-L1- OT-l T-Zellen und
PD-L1- Panc02-OVA Tumorzellen, um eine Wirkung des Liganden auf
PTM-transduzierte T-Zellen ganzlich auszuschlieRen. Allerdings bestiinde dann ein
erhohtes Risiko fir eine immunologische Beseitigung der Tumoren bereits ohne
Anwendung der AZT. Nach Lau et al. ergab sich eine spontane komplette Regression
bei 80 % der PD-L1- MC38 Tumore in PD-L1-knock-out Mausen ohne zusatzliche
Therapie (Lau et al. 2017).

Die nachsten Versuche der MC38-GFP-OVA-iRFP betreffen den mdglichen
therapeutischen Einsatz von PTM-exprimierenden OT-I T-Zellen in vitro und in vivo.
Erste Anwachsversuche, die hier nicht dargestellt wurden, konnten bereits eine
erfolgreiche subkutane Tumorentwicklung der MC38-GFP-OVA-iRFP nachweisen. Ob
OT-I T-Zellen mit dem Fusionsrezeptor eine bessere Lyse der Tumorzellen gegeniber
untransduzierten OT-| T-Zellen bewirken kénnen bleibt fraglich, da die hier
verwendeten MC38-GFP-OVA-iRFP keine konstitutive, aber eine induzierbare
PD-L1-Expression zeigten. Dies wird unter anderem davon abhangig sein, ob der
Wirkmechanismus des PTM-Rezeptors im Pankreastumormodell auf der

PD-L1-Expression der Tumorzellen beruht.
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Aufgrund seiner immunstimulatorischen Eigenschaften und seiner Abhangigkeit der
TZR-Aktivierung gabe es fir den Fusionsrezeptor PTM viele verschiedene klinische
Anwendungsmadglichkeiten (Kobold et al. 2015). Insbesondere fiir die autologe AZT bei
Tumorerkrankungen kénnte der Fusionsrezeptor PTM transduziert werden, um die
Effektivitat von infundierten TIL, T-Zellen mit gentechnischen TZR oder autologen
T-Zellen, die tumorale Neoantigene erkennen kénnen, zu erhéhen (Berry et al. 2015;
Kobold et al. 2015; Yamamoto et al. 2019). Eine weitere Einsatzmoglichkeit ware die
Transduktion von Spenderlymphozyten mit dem Rezeptor PTM bei therapierefraktaren
hamatoonkologischen Erkrankungen (Kobold et al. 2015). AuRerdem ware ein Einsatz
des PTM-Fusionsrezeptors in der viralen Therapie denkbar, in der immunologische
Checkpoints ebenfalls relevant sind und die AZT bereits vielversprechende klinische
Ergebnisse zeigen konnte (Feuchtinger et al. 2006; Sharpe et al. 2018). Allerdings
mussten diese Anwendungsbereiche in diesen Kombinationen vorerst getestet und

deren klinische Translation Uberpruft werden (Kobold et al. 2015).

Fur die Immuntherapie gilt es weiterhin zahlreiche Herausforderungen zu Gberwinden,
insbesondere in Bezug auf die heterogenen Ansprechraten und potenziellen
Nebenwirkungen, wobei flr letzteres bereits einige Ansatze existieren (Cherkassky et
al. 2016). Vor allem geeignete Biomarker kénnten erfolgreich dazu beitragen. Bei
kolorektalen Karzinomen fiihrte beispielsweise der Nachweis des Biomarkers
Mismatch repair deficiency | hohe Mikrosatelliteninstabilitat (dAMMR / MSI-H) dazu,
dass ICB von der FDA als Zweitlinientherapie bei diesen Tumoren zugelassen wurden
(Lichtenstern et al. 2020). Um die AZT weiterhin zu verbessern, kénnte die
Kombination mit anderen inhibitorische Rezeptoren interessant oder sogar

unabdingbar sein (Cherkassky et al. 2016).
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6. Zusammenfassung

Der adoptive T-Zelltransfer (AZT) und die Gabe von Immun-Checkpoint-Inhibitoren
(ICB) sind jeweils fur sich vielversprechende Therapien in der Onkologie. Der AZT ist
bereits flr bestimmte hamatologische Neoplasien, die ICB mittlerweile als Therapie bei
zahlreichen verschiedenen Tumorentitadten zugelassen. Die Wirksamkeit der AZT ist
bei soliden Tumoren unter anderem durch inhibitorische Liganden im Tumormilieu, die
die transferierten T-Zellen hypofunktional werden lassen, herabgesetzt. Die
ICB-Therapie hingegen aktiviert patienteneigene tumorspezifische Tumorzellen, was
jedoch deren Vorkommen voraussetzt, um ein Ansprechen zu ermdglichen. Unsere
Arbeitsgruppe kombinierte mit der Entwicklung eines PD-1-CD28-Fusionsrezeptors, flr
zu verabreichende T-Zellen, beide Therapiekonzepte. In einem murinen
Pankreaskarzinommodell wurden T-Zellen mit dem Fusionsrezeptor starker aktiviert
und fUhrten zu verzégerten Tumorwachstum, langerem Uberleben bis hin zum Verlust

der Tumoren im Vergleich zu nicht-transduzierten T-Zellen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Etablierung zweier muriner Tumorzelllinien: In
einer Pankreastumorzelllinie wurde mittels CRISPR-Cas9-System erfolgreich ein
PD-L1-knock-out erzeugt. Die Pankreastumorzellen exprimierten trotz gentechnischer
Veranderung weiterhin Ovalbumin und wurden von OT-I T-Zellen in vitro lysiert. Die
neue Tumorzelllinie war in der Lage, subkutane Tumoren in Mausen zu erzeugen.
Dabei zeigte sich kein Unterschied im Wachstumsverhalten gegentiber PD-L1*
Pankreastumorzellen. Ein erster therapeutischer In-vivo-Versuch mit
PD-1-CD28-Fusionsrezeptor-transduzierten OT-I T-Zellen, fiihrte nicht mehr zu einem
verlangerten Uberleben der Versuchstiere bei Verwendung der PD-L1-knock-out
Tumorzellen, im Vergleich zu den Daten unserer Arbeitsgruppe bei PD-L1*
Pankreastumorzellen. Ob der Wirkmechanismus des Fusionsrezeptors auf
tumorseitigem PD-L1 beruht, kann hier aufgrund der begrenzten Anzahl der Versuche

noch nicht geklart werden.

Als zweite Tumorzelllinie wurde eine kolorektale Tumorzelllinie mittels retroviraler
Transduktion generiert, die Ovalbumin auf MHC-I Komplexen prasentiert. OT-I T-Zellen
konnten daraufhin das Ovalbumin-Peptid erkennen und die Tumorzellen gegeniber
nicht-transduzierten Tumorzellen in vitro besser lysieren. Erste In-vivo-Versuche
zeigen die Fahigkeit der neuen kolorektalen Tumorzelllinie, subkutane Tumoren zu
bilden. In weiterfihrenden Versuchen soll eine zusatzliche anti-tumorale Wirkung der

OT-l T-Zellen auf die kolorektale Tumorzelllinie untersucht werden, wenn sie mit dem
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PD-1-CD28-Fusionsrezeptor transduziert sind. Somit kann die Wirksamkeit des
Fusionsrezeptors in anderen soliden Tumorentitaten getestet werden. Allerdings
konnte, im Gegensatz zu den Pankreastumorzellen, nur eine induzierbare
PD-L1-Expression und keine konstitutive PD-L1-Expression in der generierten
kolorektalen Tumorzelllinie nachgewiesen werden. Ob dies einen Einfluss auf die
Wirkweise des PD-1-CD28-Fusionsrezeptors hat, missen weiterfihrende Experimente

zeigen.
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8. Verzeichnis der Abkiirzungen und Akronyme

AZT
BSA
B-ALL
CAR
Cas

CD
CRISPR

CTLA-4
ddH.0
DMEM
DMSO
DNS
EDTA
EMA
FACS
FBS
FDA
GFP
gRNA
ICB
IFN-y
IL-2
IL-15
irAE
iRFP

LDH
MHC-I

MDSC

OE-PCR

OVA
PAM

Adoptiver Zelltransfer

Bovines Serumalbumin

Akute lymphatische B-Zell Leukamie

Chimeric antigen receptor; Chimarer Antigenrezeptor
CRISPR-associated system

Cluster of differentiation

Clustered regularly interspaced short palindromic
repeats

Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4
Doppelt destilliertes Wasser

Dulbecco’s Modified Eagle‘s Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
Ethylendiamintetraacetat

European Medicines Agency
Flourescence-activated cell sorting; Durchflusszytometrie
Fetal bovine serum; Fetales Kalberserum

U.S. Food and Drug Administration

Green fluorescent protein; Griun fluoreszierendes Protein
Guide ribonucleic acid; Leit-Ribonukleinsaure
Immun-Checkpoint-Blocker

Interferon-y

Interleukin-2

Interleukin-15

Immune-related adverse events

Near-infrared fluorescence protein;

Nah-Infrarot fluoreszierendes Protein
Lakatadehydrogenase

Major histocompatibility complex-I;
Haupthistokompatibilitdtskomplex-|
Myeloid-derived suppressor cells;

Myeloide Suppressorzellen

Overlap extension polymerase chain reaction
Ovalbumin

Protospacer adjacent motif
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PBS
PCR
PD-1
PD-L1
PD-L2
PTM
RPMI
SEM
TIL
TZR
TGF-B

WT

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

Polymerase chain reaction; Polymerase-Kettenreaktion
Programmed cell death-1

Programmed death-ligand 1

Programmed death-ligand 2
PD-1-CD28-Fusionsrezeptor

Roswell Park Memorial Institute

Standard error of mean; Standardfehler des Mittelwertes
Tumorinfiltrierende Lymphozyten

T-Zell-Rezeptor

Transforming growth factor-3;

Transformierender Wachstumsfaktor 3

Wildtyp
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