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1 Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom ist eine bosartige Erkrankung der Bauchspeicheldrise und ist
mit einem geschlechtsabhangigen mittleren Erkrankungsalter von 72 und 76 Jahren
eine Erkrankung des alternden Menschen (Krebs in Deutschland fur 2017/2018).
Aufgrund der fehlenden Mdglichkeiten zur Friherkennung, wird die Krankheit oft erst in
einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert (S3-Leitlinie zum exokrinen
Pankreaskarzinom, 2021). Folglich ist die Prognose mit einer relativen 5-Jahres
Uberlebensrate von ungefahr zehn Prozent duRerst ungiinstig (Krebs in Deutschland
fir 2017/2018, S3-Leitlinie zum exokrinen Pankreaskarzinom, 2021). Fur das Jahr
2030 wird prognostiziert, dass das Pankreaskarzinom nach dem Lungenkarzinom die

zweithaufigste Krebstodesursache in Deutschland darstellen wird (Quante et al. 2016).

Die derzeit einzige potenziell kurative Therapieoption fiir Pankreaskarzinompatienten
ist die vollstandige chirurgische Resektion des Tumors (S3-Leitlinie zum exokrinen
Pankreaskarzinom, 2021). Der kurativ intendierten Resektion folgt in der Regel eine
adjuvante oder additive Chemotherapie, um das Langzeitiberleben der Patienten zu
verbessern (S3-Leitlinie zum exokrinen Pankreaskarzinom, 2021). Die chirurgische
Resektion des Tumors verbietet sich allerdings beim Vorliegen von Fernmetastasen
und stellt damit fir viele Patienten keine Option dar (S3-Leitlinie zum exokrinen
Pankreaskarzinom, 2021). Beim irresektablen oder fernmetastasierten
Pankreaskarzinom kommen deswegen je nach Allgemeinzustand, Komorbiditat und
Praferenz des Patienten verschiedene Chemotherapie-Schemata in palliativer Intention

zum Einsatz (S3-Leitlinie zum exokrinen Pankreaskarzinom, 2021).

Obwohl es im Hinblick auf die fir das Pankreaskarzinom etablierten
Chemotherapie-Regime beachtliche Fortschritte gegeben hat (Conroy et al. 2011, von
Hoff et al. 2013), sind die Aussichten auf eine dauerhafte Heilung der Erkrankung
selbst bei kurativ intendierter Behandlung weiterhin gering (Conroy et al. 2018).
Aulerdem sind die besser wirksamen Chemotherapie-Regime vergleichsweise toxisch
und nur fur Patienten mit gutem Allgemeinzustand und geringer Komorbiditat geeignet
(Conroy et al. 2011, Conroy et al. 2018, von Hoff et al. 2013). Deshalb ist es dringend



notwendig, neue und erfolgreiche Therapiestrategien fir Pankreaskarzinompatienten

zu entwickeln.

1.2 Immuntherapie von Tumoren

Eine vielversprechende Strategie zur Bekdmpfung verschiedener Krebserkrankungen
ist die therapeutische Nutzung des korpereigenen Immunsystems (Waldman et al.
2020). Beispielsweise hat die Enthemmung der antitumoralen Immunantwort durch
Checkpoint-Inhibitoren herausragende Wirkung in der Therapie des malignen
Melanoms gezeigt (Robert et al. 2020). Derzeit fehlen jedoch ahnlich effektive
immuntherapeutische Ansatze fir das Pankreaskarzinom. Checkpoint-Inhibitoren
kommen hierbei nur in Ausnahmefallen zum Einsatz (S3-Leitlinie zum exokrinen

Pankreaskarzinom, 2021).

Eine besondere Form der immunologischen Krebsbekampfung stellt die Therapie mit
Tumor-spezifischen T-Zellen dar (Waldman et al. 2020). Diese Therapieform macht
sich zunutze, dass T-Zellen grundsatzlich in der Lage sind, Tumorzellen zu erkennen
und zu zerstoéren (Waldman et al. 2020). Dafur ist es allerdings notwendig, dass die
T-Zellen den passenden T-Zellrezeptor besitzen, um major histocompatibility complex
(MHC)-prasentierte Antigene der Tumorzellen zu erkennen (Waldman et al. 2020).
Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TIL) erfillen diese Voraussetzung vergleichsweise
haufig und kénnen daher im Rahmen der TIL-Therapie genutzt werden (Rosenberg et
al. 1988). Dabei werden Tumor-spezifische T-Zellen aus Tumorproben isoliert, in vitro
expandiert und dem Patienten im Anschluss an eine lymphodepletierende

Chemotherapie zurtckinfundiert (Rosenberg et al. 2015).

Alternativ kdbnnen T-Zellen aus peripherem Blut gewonnen und mit einem
Tumor-gerichteten T-Zellrezeptor ausgestattet werden (Morgan et al. 2006). Dadurch
erubrigt sich die aufwandige Isolation der T-Zellen aus Tumorproben (Dudley et al.
2003). Allerdings ist diese Strategie weiterhin durch die MHC-Restriktion der T-Zellen
limitiert (Waldman et al. 2020). Ein eleganter und vergleichsweise einfacher Ansatz zur
Generierung Tumor-spezifischer T-Zellen ist die Modifikation der T-Zellen mit einem
chimaren Antigenrezeptor (CAR) (Eshhar et al. 1993). Dabei kdnnen T-Zellen mit
beliebiger T-Zellrezeptorspezifitat fir die MHC-unabhangige Tumorzellerkennung

gewappnet werden (Eshhar et al. 1993).



1.3 Grundlagen der CAR T-Zelltherapie

Chimare Antigenrezeptoren sind artifiziell hergestellte und aus verschiedenen
funktionellen Domanen zusammengesetzte Rezeptormolekile (June et al. 2018). Sie
beinhalten als Tumor-gerichtete Antigen-Erkennungsdomane in der Regel ein
single-chain variable fragment (scFv) (June et al. 2018). Dieses scFv besteht aus den
variablen Doméanen der leichten (VL) und der schweren Kette (VH) eines monoklonalen
Antikérpers, welche durch eine kurze Peptidkette (Linker) fusioniert wurden (Bird et al.
1988, Huston et al. 1988). In der Regel zeigt das scFv die gleiche Spezifitat wie der
Antikorper, von dem es abgeleitet wurde (Bird et al. 1988, Huston et al. 1988). Das
scFv wird Uber eine Spacer- und Transmembran-Domane an intrazellulare
T-Zell-stimulatorische Molekiile gekoppelt (June et al. 2018). Die Erkennung des
Zielantigens durch den CAR I6st folglich verschiedene antitumorale Effektorfunktionen
der T-Zellen aus (Benmebarek et al. 2019). Die T-Zell-stimulatorische Doméne des
chimaren Rezeptors wird derzeit meist von der cluster of differentiation (CD) 3(-Kette
abgeleitet (Eshhar et al. 1993). Zur Verbesserung der Aktivierung (Maher et al. 2002)
sowie der Expansion und Persistenz (Savoldo et al. 2011) von CAR T-Zellen wird
zusatzlich eine kostimulatorische Doméane in den Rezeptor integriert, man spricht dann
von Rezeptoren der zweiten Generation (June et al. 2018). Die stabile Expression des
Rezeptors in den T-Zellen wird derzeit Gberwiegend durch den Einsatz von retroviralen

Vektoren realisiert.

1.4 Mesothelin als Zielantigen fur CAR T-Zellen

Far die CAR T-Zelltherapie ist die Auswahl des geeigneten Zielantigens von
herausragender Bedeutung (Morello et al. 2016). Ein prominentes Zielantigen in der
CAR T-Zelltherapie des Pankreaskarzinoms und anderer Tumorentitaten ist Mesothelin
(MSLN) (Morello et al. 2016). Basierend auf den Daten verschiedener Studien wurde
geschatzt, dass 80 bis 85 % der Pankreaskarzinome Mesothelin exprimieren (Morello
et al. 2016). Wahrend Mesothelin in einer frihen Studie in ausnahmslos allen
untersuchten Pankreaskarzinomproben nachgewiesen wurde, variierte der prozentuale
Anteil der immunhistochemisch Mesothelin-positiven Tumorzellen in den einzelnen
Proben erheblich (Argani et al. 2001). Umliegendes gesundes Pankreasgewebe zeigte
sich dagegen kaum Mesothelin-positiv (Argani et al. 2001). Mesothelin wird

physiologischerweise auch im Mesothel der Pleura, des Perikards und des



Peritoneums exprimiert (Chang et al. 1992a, Chang et al. 1992b). Dennoch erwies sich
die klinische Anwendung Mesothelin-gerichteter CAR T-Zellen bisher als
vergleichsweise sicher (Adusumilli et al. 2021, Beatty et al. 2014, Beatty et al. 2018,
Haas et al. 2019). Mesothelin stellt daher ein attraktives Zielantigen fur die CAR

T-Zelltherapie verschiedener Tumore dar.

1.5 Limitationen der CAR T-Zelltherapie in soliden Tumoren

Wahrend CAR T-Zellen in der Behandlung hamatologischer Krebserkrankungen
herausragende Wirkung gezeigt haben, war ihre klinische Wirksamkeit in soliden
Tumoren bisher groRtenteils enttduschend (Wagner et al. 2020). Auch in der Therapie
des Pankreaskarzinoms war die Anwendung von CAR T-Zellen unterschiedlicher
Spezifitat bisher nur wenig erfolgreich (Beatty et al. 2014, Beatty et al. 2018, Feng et
al. 2018, Haas et al. 2019, Liu et al. 2020b). Im Folgenden sollen daher die derzeit als
wesentlich geltenden Limitationen der CAR T-Zelltherapie in soliden Tumoren naher

erlautert werden.

1.5.1 Wahl des Zielantigens

Zurzeit sind CAR T-Zellen mehrheitlich gegen ein einziges Tumorantigen gerichtet.
Tumore kdnnen jedoch Antigene unter dem Selektionsdruck des Immunsystems
verlieren (Sharma et al. 2017). Die Selektion praexistenter CD19-negativer
Tumorzellen als Folge der CD19-gerichteten CAR T-Zelltherapie wurde erst kiirzlich
experimentell nachgewiesen (Rabilloud et al. 2021). Wahrscheinlich wird das
Hervortreten Antigen-negativer Tumorzellen als Folge einer zielgerichteten Therapie in
soliden Tumoren durch die vergleichsweise heterogene Antigenexpression zusatzlich
begunstigt (Wagner et al. 2020). Auferdem kann die fehlgeleitete CAR
T-Zellaktivierung durch die Expression des Zielantigens in gesundem Gewebe zu
dosislimitierenden (Lamers et al. 2013), seltener auch tédlichen (Morgan et al. 2010)

Nebenwirkungen fuhren.

Die Wahl des geeigneten Zielantigens ist somit ein wesentliches Kriterium fir die
Effektivitat und Sicherheit der CAR T-Zelltherapie (Morello et al. 2016, Wagner et al.
2020). Mutmaflich kann der herausragende Erfolg der CD19-gerichteten CAR
T-Zelltherapie daher zumindest partiell auf das bisher unvergleichlich glinstige

Expressionsprofil von CD19 zurickgefihrt werden (Morello et al. 2016).



Dementsprechend wird die Suche nach ahnlich gut geeigneten Zielantigenen flr die
CAR T-Zelltherapie solider Tumore mit grolem Aufwand betrieben (Martinez et al.
2019).

1.5.2 Tumorinfiltration der CAR T-Zellen

Weiterhin missen CAR T-Zellen zur effektiven Therapie solider Tumore erst aus dem
Gefalsystem in die Tumorlasion einwandern (Slaney et al. 2014). Einige Studien legen
jedoch nahe, dass transferierte Tumor-spezifische T-Zellen dazu haufig nicht in der
Lage sind (Bernhard et al. 2008, Kershaw et al. 2006, Srivastava et al. 2021). Folglich
erwies sich die lokale Applikation von CAR T-Zellen im Vergleich zur systemischen
Verabreichung in manchen praklinischen Tumormodellen als wirksamer (Brown et al.
2018, Katz et al. 2016). Die kombinierte intrakavitare und intraventrikulare Applikation
von CAR T-Zellen zeigte zudem in der Therapie eines Glioblastompatienten eine fiir

diese Indikation uncharakteristisch hohe Wirksamkeit (Brown et al. 2016).

MutmaBlich ist die effektive Rekrutierung intravends applizierter CAR T-Zellen in solide
Tumore sowohl durch die potenziell inadaquate Chemokinrezeptorausstattung der
CAR T-Zellen als auch durch das pathologisch veranderte GefalRsystem mancher
Tumore limitiert (Joyce et al. 2015, Slaney et al. 2014). Ein wesentliches Merkmal des
Pankreaskarzinoms ist die als Desmoplasie bezeichnete Ablagerung dichter
extrazellularer Matrix in primaren und metastatischen Tumorlasionen (Whatcott et al.
2015). In humanen Lungentumoren wurde gezeigt, dass T-Zellen zwar das umliegende
Tumorstroma infiltrieren, ihr Zugang zu den Tumorzellnestern jedoch durch die
extrazellulare Matrix limitiert wurde (Salmon et al. 2012). Das dichte Stroma mancher
Tumore kénnte demnach ein zusatzliches Hindernis fir die adaquate Tumorinfiltration

von T-Zellen darstellen (Salmon et al. 2012).

1.5.3 Immunsuppressive Tumorumgebung

Um immunvermittelte Schadigungen des Organismus durch langanhaltende
inflammatorische Reaktionen zu verhindern, existieren zahlreiche physiologische
Mechanismen, welche die Effektorfunktionen von T-Zellen dampfen (Speiser et al.
2016). Tumorzellen bedienen sich dieser Mechanismen, um der Elimination durch das
Immunsystem zu entgehen (Speiser et al. 2016). Die immunsuppressive

Tumorumgebung wird sowohl von den Tumorzellen selbst als auch von anderen



Zelltypen im Tumorstroma geschaffen und aufrechterhalten (Joyce et al. 2015, Speiser
et al. 2016). Beispielsweise filhrt die Expression von membranstéandigen und Iéslichen
inhibitorischen Liganden durch unterschiedliche Zellpopulationen im Tumor zur
Unterdrickung der antitumoralen Immunitat (Speiser et al. 2016). Weiterhin missen
T-Zellen im Tumormilieu um essenzielle Nahrstoffe konkurrieren (DePeaux et al. 2021,
Speiser et al. 2016). Der negative Effekt des Nahrstoffmangels auf die T-Zellfunktion
wird durch ein unzureichendes Sauerstoffangebot und die Akkumulation
immunsuppresiver Metabolite im Tumor weiter verscharft (DePeaux et al. 2021,
Speiser et al. 2016). CAR T-Zellen missen in der Lage sein unter diesen widrigen
Umsténden zu persistieren, zu proliferieren und ungeachtet der vielfaltigen

immunsuppressiven Einflisse ihre Effektorfunktion auszulben.

Fir die erfolgreiche Anwendung der CAR T-Zelltherapie in soliden Tumoren ist es
notwendig, samtliche dieser Hindernisse in angemessener Weise zu adressieren. Im
Folgenden soll aber, aufgrund der besonderen Relevanz fir diese Arbeit, vor allem die
Funktion von Chemokinen und deren Rolle in der Rekrutierung von CAR T-Zellen in

solide Tumore thematisiert werden.

1.6 Chemokine und Chemokinrezeptoren

Chemokine sind eine Familie kleiner, gréflitenteils sezernierter Proteine, welche
vorrangig fur ihre Fahigkeit bekannt sind, die gerichtete Migration von Zellen entlang
eines Konzentrationsgradienten zu vermitteln (Zlotnik et al. 2000). Dies geschieht
durch die spezifische Interaktion mit ihren jeweiligen Chemokinrezeptoren (Zlotnik et al.
2000). Sie spielen in der Organdistribution von Immunzellen sowohl im
homoostatischen als auch im inflammatorischen Kontext (Zlotnik et al. 2012), sowie in
der Immunzellinfiltration von Tumoren (Chow et al. 2014, Nagarsheth et al. 2017) eine

entscheidende Rolle.

Chemokine werden anhand der Anordnung konservierter Cystein-Reste an ihrem
aminoterminalen Ende in C-, CC-, CXC- und CX3C-Subfamilien unterteilt (Zlotnik et al.
2012). Analog dazu sind die G-Protein-gekoppelten Chemokinrezeptoren anhand der
Subfamilienzugehdrigkeit ihrer Liganden benannt (Zlotnik et al. 2012). Wahrend viele
Chemokine an mehrere Rezeptoren binden kénnen, gibt es auch Rezeptoren, die

mehrere Chemokine binden (Mantovani et al. 1999). Es wurde postuliert, dass diese



Promiskuitat der Ligand-Rezeptor-Interaktion dem Chemokinsystem funktionelle
Robustheit verleiht (Mantovani et al. 1999). Dennoch bedeutet das Vorhandensein
mehrerer mit einem Rezeptor interagierender Chemokine nicht notwendigerweise
deren funktionelle Redundanz (Zlotnik et al. 2012). Auf3erdem gibt es auch exklusive
Ligand-Rezeptor-Paare, beispielsweise C-X-C-Motiv-Chemokinligand 16 (CXCL16)
und C-X-C-Motiv-Chemokinrezeptor 6 (CXCRG).

Aufgrund ihrer Relevanz fur die Immunzellmigration sind Chemokine und deren
Rezeptoren zunehmend in den Fokus der Tumorimmunologie gertickt (Chow et al.
2014, Nagarsheth et al. 2017). Zudem modulieren viele Chemokine in komplexer
Weise das Verhalten der Tumorzellen und des Tumorstromas und kdnnen dabei
sowohl protumorale als auch antitumorale Wirkung zeigen (Chow et al. 2014,
Nagarsheth et al. 2017).

1.7 Chemokinrezeptoren in der CAR T-Zelltherapie solider Tumore

Die prognostische Relevanz der Immunzellinfiltration von Tumoren ist seit Iangerem
bekannt (Clemente et al. 1996, Galon et al. 2006, Naito et al. 1998, Zhang et al. 2003).
Damit CAR T-Zellen ihre Funktion ausiben kénnen, missen sie grotenteils in
direktem Kontakt zu den Antigen-tragenden Tumorzellen stehen (Benmebarek et al.
2019). Daher scheint ein wesentliches Erfolgskriterium der CAR T-Zelltherapie in
soliden Tumoren die ausreichende Infiltration der Tumore durch die CAR T-Zellen zu
sein. Diese exprimieren aber haufig nicht die geeigneten Chemokinrezeptoren, um die
Migration zu den im Tumormilieu vorhandenen Chemokinen zu vermitteln (Craddock et
al. 2010, Di Stasi et al. 2009, Moon et al. 2011). Vor diesem Hintergrund wurden CAR
T-Zellen in praklinischen Studien mit unterschiedlichen Chemokinrezeptoren (CCR2b,
CCR4, CCR6, CCR8, CXCR1, CXCR2 und CXCRS) ausgestattet, um deren
Tumorinfiltration und antitumorale Wirkung zu verbessern (Cadilha et al. 2021,
Craddock et al. 2010, Di Stasi et al. 2009, Jin et al. 2021, Jin et al. 2019, Li et al. 2021,
Liu et al. 2020a, Moon et al. 2011, Wang et al. 2021, Whilding et al. 2019).

Diese Arbeiten zeigen eindrucksvoll, welche herausragende Relevanz der
Tumor-gerichteten Migrationsfahigkeit der CAR T-Zellen fur die erfolgreiche Therapie
solider Tumore zukommt. Allerdings wurde die Effektivitdt Chemokinrezeptor-tragender

CAR T-Zellen bisher noch nicht in klinischen Studien untersucht. Die gezielte



Modifikation von CAR T-Zellen mit dem geeigneten Chemokinrezeptor setzt die
genaue Kenntnis der im Tumormilieu vorhandenen Chemokine sowie deren jeweilige
Bedeutung fur die Immunzellinfiltration voraus und konnte zuklnftig den Therapieerfolg

von CAR T-Zellen in soliden Tumoren mafgeblich mitbestimmen.

1.8 Die CXCL16-CXCRG6-Achse

CXCRG6 wurde erstmals 1997 als Korezeptor fur das Humane Immundefizienz-Virus
beschrieben (Deng et al. 1997, Liao et al. 1997, Loetscher et al. 1997) und ist derzeit
der einzige bekannte Chemokinrezeptor fir CXCL16. CXCL16 ist neben dem
strukturell ahnlichen CX3CL1 das einzige Chemokin, welches sowohl in I6slicher als
auch in membrangebundener Form vorkommt (Matloubian et al. 2000, Wilbanks et al.
2001). Membrangebundenes CXCL16 wird an der Zelloberflache durch a disintegrin
and metalloproteinase domain-containing protein 10 (ADAM10) gespalten und somit in
I8sliches CXCL16 Uberfuhrt (Abel et al. 2004, Gough et al. 2004). Wahrend I6sliches
CXCL16 durch die Interaktion mit CXCR6 zur G-Protein-vermittelten Chemotaxis der
Rezeptor-tragenden Zellen fuhrt (Matloubian et al. 2000), vermittelt transmembranes
CXLC16 unabhangig von intrazellularen Signalwegen die Adhasion CXCR6-tragender
Zellen (Shimaoka et al. 2004).

CXCL16 und CXCRG6 koénnen unter verschiedenen Bedingungen sowohl von
Immunzellen als auch von anderen Zelltypen exprimiert werden. CXCR6 wurde
beispielsweise in ex vivo aktivierten T-Zellen (Liao et al. 1997, Loetscher et al. 1997,
Matloubian et al. 2000) und in Tumor-infiltrierenden T-Zellen nachgewiesen (Di Pilato
et al. 2021, Liao et al. 1997). CXCL16 wurde unter physiologischen Bedingungen in
verschiedenen Organen (vor allem in Milz, Lymphknoten, Dinndarm, Niere, und
Lunge) nachgewiesen (Matloubian et al. 2000). Es wurde postuliert, dass dieses
Expressionsmuster vorrangig die Gewebsverteilung von CXCL16-positiven
dendritischen Zellen, Monozyten und Makrophagen reflektiert (van der Voort et al.
2010). Tatsachlich bestatigte die Analyse von Einzelzell-Ribonukleinsaure
(RNA)-Sequenzierdaten durch die Arbeitsgruppe die starke CXCL16-Expression dieser
Zelltypen in humanen Geweben wie Lunge, Niere und Lymphknoten (Lesch et al.
2021).



Weiterhin konnte CXCL16 in einer Reihe verschiedener Tumorentitdten nachgewiesen
werden (Darash-Yahana et al. 2009, Gooden et al. 2014, Hojo et al. 2007, Hu et al.
2014, Wente et al. 2008). Dabei exprimieren Tumorzellen neben CXCL16 haufig auch
CXCRG6 (Darash-Yahana et al. 2009, Hu et al. 2014, Wente et al. 2008). Demnach
scheint die CXCL16-CXCR6-Achse in der Pathophysiologie vieler Krebserkrankungen
eine Rolle zu spielen. Insgesamt ist die Funktion der CXCL16-CXCRG6-Achse in der
Tumorbiologie jedoch komplex und nicht zuletzt aufgrund unterschiedlicher

Beobachtungen in verschiedenen Tumorentitaten nicht endgultig verstanden.

In humanen Pankreaskarzinomproben wurde sowohl CXCL16 als auch CXCR6 im
Vergleich zu gesundem Pankreasgewebe verstarkt nachgewiesen (Wente et al. 2008).
Dabei zeigten sich sowohl die Tumorzellen als auch das peritumorale, inflammatorisch
veranderte Stroma immunhistochemisch positiv fur CXCL16 und CXCRG6 (Wente et al.
2008). In vitro fuhrte die Stimulation von Pankreaskarzinomzelllinien mit CXCL16 zur
gesteigerten Invasivitat der Tumorzellen (Wente et al. 2008). Vor diesem Hintergrund
scheint es mdglich die CXCL16-CXCR6-Achse im Rahmen der CAR T-Zelltherapie des

Pankreaskarzinoms therapeutisch zu nutzen.

1.9 Vorarbeiten der Arbeitsgruppe

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe unter anderem durch Stefanie Lesch und Viktoria
Blumenberg wurde die messenger RNA (MRNA)-Expression der C-X-C Chemokine in
zwei murinen Pankreaskarzinommodellen analysiert. Dabei wurde CXCL16 als
vergleichsweise stark exprimiertes Chemokin in beiden Tumormodellen identifiziert.
Weiterhin wurde die CXCL16-Expression auf Proteinebenen in verschiedenen
Geweben von tumortragenden M&usen bestimmt. Dabei zeigte das Tumorgewebe im
Vergleich zu gesundem Gewebe die starkste CXCL16-Expression. Basierend auf
diesen Ergebnissen wurden murine Tumor-spezifische T-Zellen mit dem Rezeptor
CXCR®6 ausgestattet und deren antitumorale Funktion untersucht. Die
CXCR6-Uberexpression in Tumor-spezifischen T-Zellen des OT-1 Mausmodells fiihrte
in vitro zur verbesserten Aktivierung und Zytotoxizitat der T-Zellen gegenuber
Antigen-tragenden Tumorzellen. AuRerdem war die CXCL16-gerichtete
Migrationsfahigkeit der CXCR6-Uberexprimierenden T-Zellen gesteigert. Im murinen

Pankreaskarzinommodell fiihrte die Uberexpression von CXCRG6 in Tumor-spezifischen



T-Zellen zu deren Akkumulation im Tumorgewebe und folglich zur verbesserten

Tumorkontrolle.

1.10 Zielsetzung der Arbeit

Basierend auf dem proof-of-concept im syngenen Mausmodell, sollte nun die
funktionelle Relevanz der CXCR6-Uberexpression in humanen T-Zellen evaluiert
werden. Um die Tumorspezifitdt der T-Zellen zu gewahrleisten, sollte zudem ein CAR
gegen das bekannte Zielantigen Mesothelin etabliert werden. Dementsprechend
wurden im Rahmen dieser Arbeit insbesondere folgende Aufgabenstellungen

bearbeitet:

1. Etablierung eines humanen anti-Mesothelin CAR und funktionelle
Charakterisierung der CAR T-Zellen in vitro

2. Einfluss der CXCR6-Uberexpression auf die in vitro Funktionalitat der CAR
T-Zellen

3. Einfluss der CXCR6-Uberexpression auf die in vivo Funktionalitat der CAR

T-Zellen im xenogenen Pankreaskarzinommodell
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Reagenzien

Tabelle 1: Technische Gerate

Gerétetyp

Geriatename

Hersteller

Hauptsitz

Desoxyribonukleinsaure (DNA)

Gel Imager

Durchflusszytometer

Durchflusszytometer

Echtzeit-Zellanalyse

Elektrophorese Stromquelle

Gel Transilluminator

Gelelektrophorese Kammer

Gradientenkuiihlbehalter

Lichtmikroskop
Mikroplatten-Reader
Mikrozentrifuge

Pipetboy

Pipette 1-Kanal (0,1-2,5 pl,
0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl)
Pipette 8-Kanal (0,5-10 pl,

10-100 pl)
Prazisionswaage
Schiittler

Spektralphotometer

Thermoshaker

Thermoshaker

Thermozykler
Thermozykler
Tischzentrifuge
Vakuum Pumpe
Vortex Mixer

Zahlkammer

Zellkultur Inkubator
Zellkultur Inkubator
Zellkultur Werkbank
Zellkultur Werkbank

Alpha Imager HP
FACS Canto Il

FACS LSRFortessa
RTCA iCelligence

EC 300 XL

LKB 2011 Macrovue
Transilluminator

Owl EasyCast B1

Mr. Frosty
Axiovert 40C

Mithras LB 940
Fresco 17 Zentrifuge

Pipetus
Research plus
Research plus

Kern EMB 2000-2
Shaker DOS 10L

Nanodrop 2000c

Digitales Trockenbad
zum Kuhlen und
Erwarmen

Innova 44

Gene Pro

Gene Touch

Sprout

Welch Vacuum Pump
Vortex Genie 2

Neubauer

BBD 6220
HERAcell 240i
HERAsafe
HERAsafe KS

Alpha Innotech
BD Biosciences

BD Biosciences

ACEA Biosciences
Thermo Fisher
Scientific

LKB Instruments

Thermo Fisher
Scientific
Nalgene

Zeiss

Berthold
Technologies

Heraeus

Hirschmann
Laborgerate

Eppendorf
Eppendorf

KERN & SOHN

Neolab Migge

Thermo Fisher
Scientific

Thermo Fisher
Scientific

New Brunswick
Scientific

Bioer Technology
Bioer Technology
Heathrow Scientific
Garden Denver
Scientific Industries

Paul Marienfeld

Heraeus
Heraeus
Heraeus
Heraeus

Kasendorf, DE

Franklin Lakes,
us
Franklin Lakes,
us

San Diego, US
Waltham, US

Mount Waverly,
AU

Waltham, US

Rochester, US
Jena, DE

Bad Wildbad, DE

Hanau, DE
Eberstadt, DE

Hamburg, DE

Hamburg, DE

Balingen-
Frommern, DE
Heidelberg, DE

Waltham, US

Waltham, US

Edison, US

Hangzhou, CN
Hangzhou, CN
Vernon Hills, US
Monroe, US

Bohemia, US
Lauda-

Kénigshofen, DE

Hanau, DE
Hanau, DE
Hanau, DE
Hanau, DE
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Zellseperator

QuadroMACS

Miltenyi Biotec

Bergisch

Gladbach, DE
Zentrifuge Multifuge 3 L-R Heraeus Hanau, DE
Zentrifuge Multifuge 4 KR Heraeus Hanau, DE
Zentrifuge Multifuge X3R Heraeus Hanau, DE
Zentrifuge Rotina 420R Hettich Tuttlingen, DE

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller Hauptsitz
Costar Assay Platte (96-Well) Corning New York, US
Durchflusszytometrie Réhrchen (5 ml) Falcon, Corning New York, US
Eppendorf Reaktionsgefald (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Sarstedt Numbrecht, DE
iCELLigence L8 E-Platten (8-Well) ACEA Biosciences San Diego, US
Kryoréhrchen (2 ml) Ratiolab Dreieich, DE
LS Saule Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, DE
Millex-HA Filter (0,45 um) Merck Darmstadt, DE
Minisart NML Plus Filter (0,2 um) Sartorius Gottingen, DE
Parafilm Bemis Neenah, US
Polymerase Kettenreaktion (PCR) Tube (0,2 ml) Sarstedt Numbrecht, DE

Petrischalen Cellstar
Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Transwell Migrations Platte (96-Well, 3 um Poren)

Zellkulturflaschen (50 ml, 250 ml, 550 ml)
Zellkulturplatten (6- bis 96-Well)
Zentrifugenrohrchen (15 ml, 50 ml)

Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien

Greiner Bio-One
Corning
Corning
Corning
Corning
Greiner Bio-One

Kremsmunster, AT
New York, US
New York, US
New York, US
New York, US
Kremsmunster, AT

Reagenz Hersteller Hauptsitz
Albumin Fraktion V Carl Roth Karlsruhe, DE
Ampicillin Sigma Aldrich St. Louis, US

BD FACS Clean BD Biosciences Franklin Lake, US
BD FACS Flow BD Biosciences Franklin Lake, US

Biocoll Trennlésung (1,077 g/ml)
Calciumchlorid

CD3 Microbeads Human

Count Bright Absolute Counting Beads
CutSmart Puffer

Dimethylsulfoxid (DMSQ)

Dithiothreitol 1M

DNA Loading Dye (6 x)
Desoxynukleosidtriphosphat (ANTP) Losung

Biochrom

Carl Roth

Miltenyi Biotec

Life Technologies

New England Biolabs
Carl Roth

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
New England Biolabs

Berlin, DE

Karlsruhe, DE
Bergisch Gladbach, DE
Carlsbad, US

Ipswich, US

Karlsruhe, DE
Waltham, US
Waltham, US

Ipswich, US



Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28
Ethanol Absolut
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Gel Loading Dye Purple (6 x)
Heparin-Natrium (25000 IE/5 ml)
Intrazellulérer Fixierungspuffer
Isofluran

Isopropanol

Isotone Kochsalzlésung
Kaliumchlorid

Luria/Miller (LB) Medium
Lipofectamin 2000

Low electroendosmosis (LE) Agarose
LB Agar

Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
Polybren

Q5 High-fidelity (HF) DNA-Polymerase
Q5 Reaktionspuffer (5 x)
Rekombinantes humanes CXCL16
Restriktionsenzym EcoRI-HF
Restriktionsenzym Notl-HF

RetroNectin
Rotiphorese Tris-Acetat EDTA (TAE) Puffer

Thermo Fisher Scientific
VWR International
Sigma-Aldrich

New England Biolabs
Ratiopharm
eBioscience

CP Pharma

Carl Roth

Baxter

Sigma-Aldrich

Carl Roth

Invitrogen

Biozym Scientific
Carl Roth
Sigma-Aldrich

Sigma Aldrich

New England Biolabs
New England Biolabs
Peprotech

New England Biolabs
New England Biolabs
TaKaRa

Waltham, US
Radnor, US
St. Louis, US
Ipswich, US
Uim, DE
Hatfield, UK
Burgdorf, DE
Karlsruhe, DE
Deerfield, US
St. Louis, US
Karlsruhe, DE
Carlsbad, US
Hessisch-Oldendorf, DE
Karlsruhe, DE
St. Louis, US
St. Louis, US
Ipswich, US
Ipswich, US
Hamburg, DE
Ipswich, US
Ipswich, US
Kyoto, JP

(50 ) Carl Roth Karlsruhe, DE
Schwefelsaure (1 M) Carl Roth Karlsruhe, DE
Serva DNA Stain Clear G SERVA Electrophoresis Heidelberg, DE
T4 DNA-Ligase Puffer (10 x) Thermo Fisher Scientific ~ Waltham, US
T4 Ligase Enzym Thermo Fisher Scientific ~ Waltham, US
TriDye 2-Log DNA Ladder New England Biolabs Ipswich, US
Trypanblau Lésung Sigma-Aldrich St. Louis, US
Tween 20 Carl Roth Karlsruhe, DE
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich St. Louis, US
Tabelle 4: Medien und Zuséatze fur die Zellkultur
Reagenz Hersteller Hauptsitz
Blasticidin InvivoGen San Diego, US
Dulbecco's modified eagle's medium (DMEM) Lonza Basel, CH
Phosphate-buffered saline (PBS) Lonza Basel, CH
Nicht-esentielle Aminosaurenlésung (NEAA) Sigma-Aldrich St. Louis, US
Fetales Kalberserum (FBS) Gibco Life Technologies Carlsbad, US
HEPES-L6sung (1 M) Sigma-Aldrich St. Louis, US
Humanes Serum Sigma-Aldrich St. Louis, US
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L-Glutamin (200 mM) Sigma-Aldrich St. Louis, US

Natrium-Pyruvat Losung (100 mM) Sigma-Aldrich St. Louis, US
Opti-Minimal essential medium (MEM) Gibco Life Technologies Carlsbad, US
Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich St. Louis, US
Puromycin InvivoGen San Diego, US
Rekombinantes humanes Interleukin (IL)-15 Peprotech Hamburg, DE
Rekombinantes humanes IL-2 Peprotech Hamburg, DE
Trypsin Lonza Basel, CH

Very low endotoxin (VLE) Roswell Park

Memorial Institute (RPMI) 1640 Biochrom Berlin, DE
Tabelle 5: Kits
Kit Hersteller Hauptsitz
BD OptEIA Human IFN-y ELISA Set BD Bioscience Franklin Lakes, US
Genedet Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific Waltham, US
Human CXCL16 DuoSet ELISA R&D Systems Minneapolis, US
InviTrap Spin Cell RNA Mini Kit Invitec Molecular Berlin, DE
Mix2Seq Kit Eurofins Genomics Ebersberg, DE
MycoAlert Mycoplasma Detection Kit Lonza Basel, CH
PureLink Quick Gel Extraction Kit Thermo Fisher Scientific Waltham, US
PureLink Quick PCR Purification Kit Thermo Fisher Scientific Waltham, US
PureYield Plasmid Maxiprep System Promega Madison, US
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit ~ Thermo Fisher Scientific Waltham, US
ZymoPURE Il Plasmid Maxiprep Kit Zymo Research Irvine, US

Tabelle 6: Antikdrper und Durchflusszytometer Reagenzien

Spezifitat Klon Hersteller Hauptsitz
anti-c-myc (FITC) SH1-26E7.1.3  Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, DE
Anti-Hu CD28 Functional Grade CD28.2 eBioscience San Diego, US
anti-human CD3 (APC) UCHT1 Biolegend San Diego, US
anti-human CD3 (FITC) UCHT1 Biolegend San Diego, US
Anti-Human CD3 Functional Grade HIT3a eBioscience San Diego, US
anti-human CXCR6 (APC) KO041E5 Biolegend San Diego, US
anti-human Mesothelin (PE) 420411 R&D Systems Minneapolis, US
Isotyp-Kontrolle Maus IgG1k (FITC) MOPC-21 Biolegend San Diego, US
Isotyp-Kontrolle Maus IgG2ak (APC) MOPC-173 Biolegend San Diego, US
Isotyp-Kontrolle Ratte IgG2a (PE) 54447 R&D Systems Minneapolis, US
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Tabelle 7: Puffer

Puffer Zusammensetzung
ELISA Waschpuffer 191 g PBS

10 ml Tween

20 | doppelt-destilliertes Wasser (ddH20)
Transfektionspuffer 1,6 g NaCl

1 g HEPES

74 mg KClI

50 mg Na,PO4

100 ml ddH.O

Tabelle 8: Software

Software Hersteller Hauptsitz
BD FACSDiva BD Biosciences Franklin Lakes, US
EndNote Clarivate Philadelphia, US
FlowJo FlowJo Ashland, US
GraphPad Prism GraphPad Software San Diego, US
Microsoft 365 (Word, Excel, PowerPoint) Microsoft Redmond, US
Mikrowin Mikrotek Laborsysteme Overath, DE
Nanodrop 2000c Thermo Fisher Scientiifc Waltham, US
NEB Tm Calculator New England Biolabs Ipswich, US
NEBcloner New England Biolabs Ipswich, US
RTCA Software ACEA Biosciences San Diego, US
Snapgene GSL Biotech San Diego, US

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Retrovirale Vektoren

Zur Expression der Rezeptor-Konstrukte in primaren humanen T-Zellen wurde der

freundlicherweise von Christopher Baum (Hannover, DE) zur Verfliigung gestellte

retrovirale Vektor pMP71 verwendet (Engels et al. 2003). Zur Expression von

humanem Mesothelin und humanem CXCL16 in SUIT-2 Tumorzellen wurde der

retrovirale Vektor pMXs verwendet (Kitamura et al. 2003). Beide Vektor-Plasmide

tragen ein Ampicillin-Resistenzgen um die Selektion transformierter Bakterien zu

ermaoglichen.
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2.2.2 Overlap extension PCR und Primer Design

Die einzelnen Sequenzabschnitte des humanen anti-Mesothelin-CAR-Konstrukts
wurden per overlap extension PCR (Heckman et al. 2007) zum vollstandigen Rezeptor
zusammengefugt. Dabei existierten die Sequenzabschnitte fur die VL-Domane, den
aus den Aminosauren Glycin und Serin bestehenden (G4S)s-Linker (Krebber et al.
1997) und die VH-Domane dank Vorarbeiten durch die Arbeitsgruppe bereits in Form
von Plasmid-DNA. Fir die Generierung der Sequenzabschnitte des Signalpeptids
(UniProtkKB — P01732), der Spacer-Domane (UniProtKB — P01732), der
Transmembran-Domane (UniProtKB —P10747), der kostimulatorischen Domane
(UniProtkKB — P10747) und der CD3-Kette (UniProtKB — P20963) wurde zuerst aus
primaren humanen T-Zellen RNA isoliert. Diese RNA wurde anschlief3end in
komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben, welche wiederum als Template fur die
nachfolgenden Schritte diente. Fir die Generation des CAR-CXCRG6-Konstrukts
existierten ebenfalls aufgrund von Vorarbeiten durch die Arbeitsgruppe bereits
Plasmide mit der F2A-Sequenz (Szymczak et al. 2004) und mit der humanen
CXCR6-Sequenz (UniProtKB — O00574).

Die fur die overlap extension PCR verwendeten Primer wurden bei Metabion (Planegg,
DE) bestellt und mithilfe von Snapgene und des NEB Tm Calculators anhand der
folgenden Kriterien entworfen:

Die Primerlange sollte 15 bis 35 Nukleotide betragen
Primer dirfen nur an einer Stelle komplementar zum Template sein

Primer durfen nicht komplementar zu gleichzeitig verwendeten Primern sein

0N~

Die Annealing-Temperatur der Primer sollte zwischen 65 und 72 °C liegen

Als DNA-Polymerase diente dabei die Q5 HF DNA-Polymerase. Bei deren
Verwendung wurden die Angaben des Herstellers befolgt. Die entstehenden
DNA-Amplicons wurden anschlieend per Agarose-Gel-Elektrophorese aufgetrennt.
Das korrekte Amplicon wurde anhand der Lange identifiziert und mittels PureLink
Quick Gel Extraction Kit extrahiert und entweder erneut als Template flur die overlap
extension PCR verwendet oder in den folgenden Schritten in den jeweiligen Zielvektor

eingefiigt.
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2.2.3 Restriktion und Ligation

Als Restriktionsenzyme wurden in dieser Arbeit Notl-HF und EcoRI-HF gemeinsam mit
CutSmart Puffer in einem double-digest-Ansatz gemal Herstellerangaben verwendet.

Anschliefend wurden die Restriktionsenzyme fur 20 Minuten bei 65 °C hitzeinaktiviert.

Das korrekte, durch Restriktionsenzyme zerschnittene DNA-Fragment, wurde fur die
Ligation per Agarose-Gel-Elektrophorese oder mittels PureLink Quick PCR Purification
Kit isoliert. Mittels sticky-end-Ligation durch T4 Ligase wurde das gewunschte
DNA-Fragment nach Herstellerangaben in einen ebenfalls durch Notl-HF und

EcoRI-HF zerschnittenen retroviralen Vektor eingefugt.

2.2.4 Plasmid-Amplifikation

Zur Amplifikation von Plasmiden wurden kompetente Escherichia coli Bakterien
(Stamm Mach1 oder DH5a) per Hitzeschock (42 °C fir 42 Sekunden) transformiert.
Die transformierten Bakterien wurden darauffolgend entweder auf LB-Agar-Platten zu
Einzelkolonien ausgestrichen (bei erstmaliger Generation neuer Konstrukte) oder direkt
in flissigem LB-Medium kultiviert (bei Retransformation bereits sequenzierter
Plasmide) und anhand der Plasmid-vermittelten Ampicillin Resistenz selektioniert
(Ampicillin Zielkonzentration: 100 ug/ml). Zufallig ausgewahlte Einzelkolonien wurden

nachfolgend ebenfalls in flissiges LB-Medium Gberfihrt und kultiviert.

Zur Aufreinigung der Plasmide aus flissiger Bakterienkultur wurde in dieser Arbeit
entweder das Genedet Plasmid Miniprep Kit (bei erstmaliger Generation neuer
Konstrukte) oder (zur Gewinnung gréRerer Mengen an Plasmid) das PureYield Plasmid
Maxiprep System beziehungsweise das ZymoPURE Il Plasmid Maxiprep Kit
verwendet. Es wurden die Anweisungen der Hersteller befolgt. Die DNA-Konzentration
wurde im Anschluss mittels Nanodrop2000c bestimmt und die Plasmide bis zur

weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.5 DNA-Sequenzierung

Bei erstmaliger Generation neuer Plasmide wurde in der Regel eine Miniprep oder die
erste Maxiprep sequenziert, um sicherzustellen, dass sich keine Mutationen in der
DNA-Sequenz befinden. Dazu wurde das Mix2seq Kit von Eurofins Genomics gemaf

Herstellerangaben verwendet.
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2.2.6 Agarose-Gel-Elektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde die Agarose-Gel-Elektrophorese
verwendet. Dazu wurde LE-Agarose in TAE-Puffer aufgeldst (0,5 bis 1 %), in der
Mikrowelle erhitzt und mit der vom Hersteller empfohlenen Menge an Serva DNA Stain
Clear G vermischt. Das abgekuhlte, noch flissige Gel wurde dann zum Aushéarten in
eine entsprechende Form gegossen. DNA wurde mit DNA Loading Dye auf das Gel
aufgetragen und eine Spannung von 100 mV fir 30 bis 60 Minuten angelegt. Als
Indikator fir die Grof3e der DNA-Fragmente diente TriDye 2-Log DNA Ladder. Die
DNA-Banden wurden anschlieend mittels eines Gel Transilluminators

beziehungsweise eines DNA-Gel Imagers visualisiert.

2.2.7 RNA-Extraktion aus primaren humanen T-Zellen

Fir die RNA-Extraktion aus primaren humanen T-Zellen wurde das InviTrap Spin Cell
RNA Mini Kit nach Herstellerangaben verwendet. Die isolierte RNA wurde
anschlielend entweder in cDNA umgeschrieben oder bis zur weiteren Verwendung bei
-80 °C aufbewahrt.

2.2.8 Reverse Transkription

Um die aus T-Zellen isolierte RNA in cDNA umzuschreiben, wurde das RevertAid First
Strand cDNA Synsthesis Kit nach Herstellerangaben verwendet. Die cDNA diente
anschliel3end als Template flr die overlap extension PCR oder wurde bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C aufbewabhrt.

2.3 Zellkulturmethoden

2.3.1 Allgemeine Zellkulturmethoden

Alle Zellen wurden im Zellkulturinkubator bei 37 °C, 5 % CO» und 95 % Luftfeuchtigkeit
kultiviert und regelmaRig per PCR oder mit dem MycoAlert Mycoplasma Detection Kit
auf Mykoplasmen-Infektion getestet. Zellen wurden regelmafig bei 80 % Konfluenz
passagiert und bei allen Experimenten wurde auf eine mdglichst niedrige
Passagenzahl der Zellen geachtet. Die Zellzahl wurde nach Verdinnung in

Trypan-Blau mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
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Die Pankreaskarzinomzelllinie SUIT-2 (lwamura et al. 1987) wurde der Arbeitsgruppe
freundlicherweise von Kirsten Lauber (Minchen, DE) zur Verfugung gestellt und in
DMEM?** (DMEM supplementiert mit 10 % FBS, 2 mmol/l L-Glutamin, 100 IU/ml
Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin) kultiviert. Die Verpackungszelllinien
293Vec-RD114 und 293Vec-Galv (Ghani et al. 2009) wurden der Arbeitsgruppe
freundlicherweise von Manuel Caruso (Québec, CA) zur Verfugung gestellt und in
DMEM** (DMEM supplementiert mit 10 % FBS, 4 mmol/l L-Glutamin, 100 IU/ml
Penicillin und 100 pug/ml Streptomycin) kultiviert. Die von Cell Biolabs (San Diego, US)
erworbene Verpackungszelllinie Platinum A (Kitamura et al. 2003) wurde in DMEM®**
(DMEM supplementiert mit 10 % FBS, 2 mmol/l L-Glutamin, 100 IU/ml Penicillin,

100 pg/ml Streptomycin, 1 pg/ml Puromycin und 10 pg/ml Blasticidin) kultiviert. Primare
humane T-Zellen wurden in humanem T-Zellmedium (VLE RPMI 1640 supplementiert
mit 100 [U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 2 mmol/l L-Glutamin, 2,5 % humanem
Serum, 1 mmol/l Natrium-Pyruvat und 1 x nicht-essentielle Aminosaurenlésung)

expandiert.

Zum Einfrieren von Zellen wurden diese in 10 % DMSO und 90 % hitzeinaktiviertem
FBS resuspendiert und die Kryo-Réhrchen mittels Mr. Frosty langsam auf -80 °C
geklhlt. Gegebenenfalls wurden diese anschlieend in flissigem Stickstoff
langzeitgelagert. Frisch aufgetaute Zellen wurden resuspendiert, einmalig gewaschen

und in frischem Medium in Zellkulturflaschen kultiviert.

2.3.2 Generation neuer Zelllinien
2.3.2.1 SUIT-2-MSLN und SUIT-2-MSLN-CXCL16

Die Zelllinie SUIT-2 wurde mittels der retroviralen Verpackungszelllinie Platinum A mit
humanem Mesothelin (UniProtkKB - Q13421) transduziert, um die Zelllinie
SUIT-2-MSLN zu generieren. Dabei wurden 2 x 10° SUIT-2 in einem 50 ml
Zentrifugenrohrchen in 1,5 ml gefiltertem (Millex-HA Filter 0,45 pym) Virusuberstand der
Platinum A Zelllinie resuspendiert und anschliefiend mit Polybren (Zielkonzentration:

8 pg/ml) bei 800 G und 4 °C fur 33 Minuten zentrifugiert. Anschliellend wurden die
Zellen Giber Nacht in DMEM?** kultiviert. Die Zentrifugation mit Virusiiberstand wurde
einmal innerhalb von 24 Stunden wiederholt und die transduzierten SUIT-2-MSLN

anschliefRend in Kultur genommen.
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Um die Zelllinie SUIT-2-MSLN-CXCL16 zu generieren, wurde die Zelllinie
SUIT-2-MSLN zusatzlich mit humanem CXCL16 (UniProtKB - Q9H2A7) transduziert.
Im Anschluss daran wurden durch serielle Verdinnung in 96-Well Platten
Einzelzellklone generiert und diese per Durchflusszytometrie auf ihre Mesothelin- und
per enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) auf inre CXCL16-Expression
getestet. Die verwendeten Vektor-Plasmide mit humanem Mesothelin und humanem
CXCL16 wurden bereits in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe generiert und unverandert

ubernommen.

2.3.2.2 293Vec-RD114-basierte Virus-produzierende Zelllinie

Fir diese Arbeit wurden stabile Retrovirus-produzierende Zellen basierend auf der
Zelllinie 293Vec-RD114 generiert (Ghani et al. 2009). Dazu wurden 0,8 x 10°
293Vec-Galv Zellen in 3 ml DMEM** in 6-Well Platten ausgesat und (iber Nacht
kultiviert. Am nachsten Tag wurden 3 ug der gewiinschten Plasmid-DNA (mit dem
jeweiligen Rezeptorkonstrukt) in einem 2 ml Eppendorf Reaktionsgefal® mit 750 pl
OptiMEM vermischt. In einem zweiten Reaktionsgefald wurden 12 ul Lipofectamin 2000
in 750 yl OptiMEM gelést. Nach griindlichem Vortexen beider Reaktionsgefalle wurde
das Plasmid-OptiMEM-Gemisch tropfenweise in das Lipofectamin-OptiMEM-Gemisch
uberfuhrt und fur 20 Minuten bei Raumtemperatur ruhen gelassen. Nach Austausch
des Mediums der am Vortag ausgesaten 293Vec-Galv Zellen durch 1,5 ml OptiMEM
wurden 1,5 ml des Plasmid-Lipofectamin-OptiMEM-Gemischs vorsichtig auf die Zellen
getropft und diese fur 4 Stunden im Inkubator kultiviert. Danach wurde das Medium
durch 3 ml frisches DMEM** ersetzt und die Zellen fiir 48 Stunden kultiviert. Am
darauffolgenden Tag wurden 0,8 x 10° 293Vec-RD114 Zellen in 6-Well Platten in
DMEM*" ausgesat und diese tiber Nacht kultiviert. Nach 48 Stunden wurde der
Virus-Uberstand der 293Vec-Galv vorsichtig abgenommen, durch einen 0,45 uym Filter
gepresst, mit Polybren vermischt (8 pg/ml Zielkonzentration) und vorsichtig auf die am
Vortag plattierten 293Vec-RD114 getropft. Nach 24 Stunden im Inkubator wurden
Einzelzellklone der nun transduzierten 293Vec-RD114 Zellen generiert. Diese wurden
anschlielRend indirekt anhand der jeweils erreichbaren Transduktionseffizienz von
primaren humanen T-Zellen auf ihre Fahigkeit zur Virusproduktion untersucht.
Aufgrund von Vorarbeiten der Arbeitsgruppe existierten zudem bereits Green

fluorescent protein (GFP) Retrovirus-produzierende 293Vec-RD114 Zellen.
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2.3.3 Virusproduktion mittels Platinum A oder 293Vec-RD114

Fir die Produktion der gewlnschten Retroviren mittels Platinum A Verpackungszellen
(Kitamura et al. 2003) wurden diese in unterschiedlicher Zelldichte (0,6, 0,8 und 1 x 10°
Zellen pro Well) in 6-Well Platten in 3 ml DMEM?** ausgesét und tiber Nacht kultiviert.
Am nachsten Tag wurden Wells mit 80 % Konfluenz zur Transfektion mit den
gewunschten Plasmiden ausgewahlt. Dazu wurden in einem 15 ml
Zentrifugenréhrchen 18 ug Plasmid-DNA mit 15 pl CaCl (2,5 M) mit
doppelt-destilliertem Wasser in 150 ul absolutem Volumen vermischt. Danach wurde
dieses Gemisch tropfenweise, unter kontinuierlichem Vortexen zu 150 pl
Transfektionspuffer (siehe Tabelle 7) in ein zweites 15 ml Zentrifugenréhrchen
pipettiert und flr 30 Minuten bei Raumtemperatur aufbewahrt. 300 pl dieses
Transfektionsgemischs wurden danach auf die Platinum A Zellen getraufelt und diese
fur 6 Stunden im Inkubator kultiviert. Danach wurde vorsichtig das Medium gegen 3 ml
frisches DMEM?®* ausgetauscht und die transfizierten Platinum A Zellen fiir 48 Stunden

zur Virusproduktion kultiviert.

Fir die Produktion der gewlnschten Retroviren mittels 293Vec-RD114
Verpackungszellen (Ghani et al. 2009), wurden, nach erfolgter Generation der
Verpackungszellen mit dem jeweiligen Konstrukt, 0,8 x 10° Zellen in 6-Well Platten in

3 ml DMEM** pro Well ausgesét und fiir 24 Stunden zur Virusproduktion kultiviert.

2.3.4 Transduktion primarer humaner T-Zellen

Fir die T-Zelltransduktion wurden 6-Well Platten mit anti-human CD3 und anti-human
CD28 Antikérpern in 1,2 ml PBS pro Well (Zielkonzentration 2 ug/ml) beschichtet und
uber Nacht bei 4 °C in Parafilm eingewickelt aufbewahrt. Am nachsten Tag wurden 50
bis 100 ml vendses Blut von freiwilligen Spendern in einer heparinisierten Spritze
(2500 IE pro 50 ml Spritze) gewonnen. Dieses Blut wurde anschliel3iend mit isotoner
Kochsalzlésung verdinnt (25 ml Blut mit 20 ml Kochsalz). In 50 ml Zentrifugierrohrchen
wurden 15 ml Biocoll Seperating Solution (1,077 g/ml) gegeben und 30 ml verdinntes
Blut vorsichtig mittels serologischer Pipetten Uber der Biocoll Ldsung aufgeschichtet.
Diese Rohrchen wurden 20 Minuten bei 1000 G und Raumtemperatur ohne Bremse
zentrifugiert. Danach wurden die peripheral blood mononuclear cells (PBMC) Uiber der
Biocoll Seperating Solution mittels serologischer Pipetten abgenommen und zweimalig
mit isotoner Kochsalzlésung gewaschen. Danach wurden CD3" T-Zellen mithilfe von
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CD3 Microbeads nach Herstellerangaben aus den PBMC isoliert und mit PBS
gewaschen. Die am Vortag vorbereiteten anti-human CD3- und anti-human
CD28-beschichteten 6-Well Platten wurde ebenfalls mit PBS gewaschen. Humanes
T-Zellmedium wurde mit rekombinantem humanem IL-2 (20 ng/ml Zielkonzentration),
IL-15 (5 ng/ml Zielkonzentration) und B-Mercaptoethanol (50 uM Zielkonzentration)
supplementiert. AnschlieRend wurden pro 6-Well 4 x 10° T-Zellen in 4 ml
supplementiertem T-Zellmedium ausgesat und nach Zugabe von 33 ul Dynabeads
Human T-Activator CD3/CD28 pro Well fir 48 Stunden im Inkubator kultiviert.

24 Stunden nach Isolation der T-Zellen wurden 24-Well Platten mit 400 ul RetroNectin
in PBS (Zielkonzentration 12,5 ng/ul) beschichtet und die Platten Uber Nacht bei 4 °C,
in Parafilm eingewickelt aufbewahrt. Am nachsten Tag wurden die 24-Well Platten
nach Entfernung des RetroNectins fur 30 Minuten mit 500 pl steril-filtriertem Blocking
Puffer (2 % BSA in PBS) bei Raumtemperatur geblockt und anschlieend einmalig mit
1 ml Washing Puffer (25 mM HEPES in PBS) gewaschen. Zwischenzeitlich wurde
Virus-Uberstand von 24 Stunden zuvor ausgeséaten 293Vec-RD114 Zellen gewonnen
und durch einen 0,45 ym Filter gepresst. Um erneut Virus produzieren zu kdnnen
wurden die 293Vec-RD114 Zellen in 3 ml frischem DMEM** fiir weitere 24 Stunden in
der 6-Well Platte kultiviert, und erst danach verworfen. Anschliellend wurde pro Well

1 ml des filtrierten, zellfreien Viruslberstands bei 3000 G fur 90 Minuten und 32 °C auf
der RetroNectin-beschichteten 24-Well Platte konzentriert. Anschlielend wurde das
iberschiissige Medium entfernt und je 10° humane T-Zellen pro Well in 1 ml
supplementiertem T-Zellmedium flir 24 Stunden in der Virus-beschichteten 24-Well
Platte kultiviert. Um untransduzierte (UT) Kontroll-T-Zellen zu erhalten, wurden die
T-Zellen in RetroNectin- und Virus-freien Wells kultiviert. Am darauffolgenden Tag
wurden die T-Zellen auf eine neue, ebenso mit Virus beschichtete 24-Well Platte
(Vorgehen wie oben beschrieben) transferiert und erneut fir 24 Stunden inkubiert.
Gegebenenfalls wurde auf diese zweite Transduktionrunde verzichtet. Am nachsten
Tag wurden die nun transduzierten T-Zellen per Durchflusszytometrie auf die
Expression des jeweiligen Rezeptors untersucht und anschlief3end in
supplementiertem T-Zellmedium in 6-Well Platten in einer Konzentration von 10°

T-Zellen pro ml kultiviert, wahrend das T-Zellmedium alle 48 Stunden erneuert wurde.
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2.3.5 Durchflusszytometrie

Fir die durchflusszytometrischen Methoden dieser Arbeit wurden die Antikérper und
Reagenzien aus Tabelle 6 nach Herstellerangaben verwendet. Die Gerate FACS
Canto Il und FACSLSR Fortessa wurden flr alle Durchflusszytometrie-basierten
Experimente verwendet und die Daten wurden mittels der Software Flowjo
ausgewertet. Als Gatingstrategie wurde bei allen durchflusszytometrischen
Experimenten immer zuerst ein Morphologiegate und Einzelzellgate gesetzt, erst
danach erfolgte die Analyse der Zellen anhand der jeweilig gefarbten

Oberflachenmarker.

2.4 Zellbasierte Assays

2.4.1 Migrations-Assay

Die Migration von T-Zellen wurde in Anlehnung an eine frihere Publikation der
Arbeitsgruppe (Rapp et al. 2016) in einem Transwell-Migrations-Assay untersucht.
Dazu wurden 0,5 bis 1 x 108 transduzierte oder untransduzierte T-Zellen in 70 pl
Medium in die oberen Wells der Transwell-Migrations-Platte pipettiert. Die unteren
Wells enthielten entweder rekombinantes humanes CXCL16 (Zielkonzentration

50 ng/ml) oder 5 x 10* SUIT-2-MSLN-CXCL16 Zellen in 225 ul Medium. Die
Tumorzellen wurden dazu 12 bis 24 Stunden vor Zugabe der T-Zellen ausplattiert. Als
Negativkontrolle wurde Medium ohne CXCL16 und ohne Tumorzellen verwendet. Nach
4 Stunden im Inkubator wurde die Anzahl der migrierten T-Zellen im unteren Well
durchflusszytometrisch mithilfe von Count Bright Absolute Counting Beads bestimmt.
Bei Migrationsversuchen zu Tumorzellen wurden transduzierte T-Zellen mit anti-c-myc
(FITC) gefarbt, wahrend untransduzierte T-Zellen mit anti-CD3 (FITC) gefarbt wurden.
Bei Migrationsversuchen zu rekombinantem humanen CXCL16 wurde auf die
CD3-Farbung der untransduzierten T-Zellen verzichtet. Im Falle von transduzierten
T-Zellen wurde jeweils die absolute Anzahl der transduzierten Einzelzellen im unteren
Well bestimmt, bei untransduzierten T-Zellen wurde die absolute Anzahl der

Einzelzellen bestimmt.

2.4.2 Zytotoxizitats-Assay

Mithilfe des iCelligence Systems kann die Fahigkeit von T-Zellen zur Abtétung von

adharenten Tumorzellen untersucht werden (Peper et al. 2014, Tlrker Sener et al.
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2017). Dabei steigt der Zellindex in Abhangigkeit von der Anzahl adharenter
Tumorzellen (Peper et al. 2014, Tarker Sener et al. 2017). Fir die
Zytotoxizitatsversuche dieser Arbeit wurden 5 x 10* Tumorzellen (SUIT-2-MSLN oder
SUIT-2-MSLN-CXCL16) in 300 ul Medium in iCelligence L8 E-Platten ausgeséat und
abgewartet bis ein Zellindex zwischen 1 und 2 erreicht wurde. Danach wurden T-Zellen
in unterschiedlicher Effector-to-target ratio (3:1 bis 5:1) in 100 yl Medium hinzugegeben

und der Zellindex im Verlauf der Zeit durch das System aufgezeichnet.

2.4.3 T-Zell-Stimulations-Assay

Als Surrogatparamter fur die Aktivierung der T-Zellen wurde deren Interferon
(IFN)-y-Produktion bestimmt. Dazu wurden T-Zellen in einer 3:1 Effector-to-target ratio
mit Tumorzellen (SUIT-2-MSLN, SUIT-2-MSLN-CXCL16) fur 24 Stunden in 200 pl
Medium in einer flachen 96-Well-Platte kultiviert. Danach wurde das Medium nach
Zentrifugation der Platte bei 400 G fur 5 Minuten vorsichtig abgenommen und

bei -20 °C bis zur Analyse aufbewahrt. Zur Bestimmung der IFN-y Konzentration wurde
das humane IFN-y-ELISA Set von BD Bioscience nach Herstellerangaben verwendet.
Die Absorption wurde innerhalb von 10 Minuten bei 450 nm mithilfe des Mithras LB 940
gemessen. Die IFN-y-Konzentration der Proben wurde mittels Nicht-linearer
Regression (log(agonist) vs. response — variable slope) in GraphPad Prism anhand der
Standardkurve extrapoliert und mit dem jeweiligen Verdinnungsfaktor multipliziert.
Unverdinnte bis maximal 1:5 verdunnte Proben, deren Messwerte unterhalb der
Standardkurve lagen (entsprechend einer IFN-y-Konzentration im Bereich von 0 pg/ml
bis 25 pg/ml), wurden, aufgrund der vernachlassigbar geringen Menge an IFN-y in den

Proben, als nicht detektierbar gewertet.

2.4.4 CXCL16-Assay

Die CXCL16-Sekretion durch Tumorzellen wurde mittels ELISA quantifiziert. Dazu
wurden 5 x 10* SUIT-2-MSLN oder SUIT-2-MSLN-CXCL16 Zellen in 225 pl Medium in
flachen 96-Well Platten ausgesat und fur 24 Stunden kultiviert. Die CXCL16
Konzentration im Tumoriberstand wurde mittels Human CXCL16 DuoSet ELISA Kit
nach Herstellerangaben bestimmt und anschlieend mithilfe von GraphPad Prism

ausgewertet.
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2.5 Tierversuche

2.5.1 Voraussetzungen zur Durchfuhrung der Tierversuche

Weibliche NOD scid gamma (NSG)-M&use (NOD.Cg-Prkdc®?112rg"™"/SzJ) wurden
entweder von Charles River Laboratories (Sulzfeld, DE) bezogen oder in der Zentralen
Versuchstierhaltung (ZVH) Innenstadt (NuBbaumstralde 20, Minchen) gezichtet. Die
Haltung und Betreuung der Tiere erfolgte durch fachkundiges Personal der ZVH. Alle
Tierversuche wurden mit Genehmigung der Regierung von Oberbayern durchgefihrt.
Fir die Durchfihrung der Tierversuche als medizinischer Doktorand bestand eine
Ausnahmegenehmigung nach der Tierschutz-Versuchstierverordnung, ausgestellt von

der Regierung von Oberbayern.

2.5.2 Subkutanes Xenograft Pankreaskarzinommodell

Zu Versuchsbeginn wurden sechs bis acht Wochen alten NSG Mausen

10° SUIT-2-MSLN-CXCL 16 Zellen subkutan in die linke Flanke injiziert. Sobald die
Tumore palpabel waren (neun Tage nach Tumorinjektion) wurden 10” humane T-Zellen
intraven®s in die Schwanzvene injiziert. Das Tumorwachstum wurde regelmafdig mit

einem Messschieber bestimmt und anhand folgender Formel berechnet:

Lange (mm) x Breite (mm) = Tumorflache (mm?)

Bei Erreichen von pradefinierten Abbruchskriterien (beispielsweise bei einer
Tumorflache (iber 225 mm? oder Tumorulzeration) oder zu Versuchsende wurden die

Mause schmerzlos getdtet.

2.6 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde die Software Graphpad Prism
verwendet. Statistische Signifikanz wurde angenommen bei p < 0,05 (*), p < 0,01 (**),
p < 0,001 (***) beziehungsweise abgelehnt bei p > 0,05 (ns). Der jeweils angewandte

statistische Test wird in der entsprechenden Abbildungslegende spezifiziert.
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3 Ergebnisse

3.1 Modifikation der Pankreaskarzinomzelllinie SUIT-2

Als Tumormodell dieser Arbeit diente die humane Pankreaskarzinomzelllinie SUIT-2,
welche von einer metastatischen Leberlasion abgeleitet wurde (lwamura et al. 1987).
Aufgrund der durchflusszytometrisch geringen Nachweisbarkeit des Ziel-Antigens
Mesothelin auf SUIT-2 Zellen (Abbildung 1a), wurden diese mit humanem Mesothelin
transduziert um die Zelllinie SUIT-2-MSLN zu generieren. In einem weiteren Schritt
wurden SUIT-2-MSLN zusatzlich mit humanem CXCL16 transduziert. Nach der
Generierung von Einzelzellklonen wurde ein Mesothelin- und CXCL16-positiver Klon
ausgewahlt und fortan als SUIT-2-MSLN-CXCL16 bezeichnet.

Die Mesothelin-Expression von SUIT-2-MSLN und SUIT-2-MSLN-CXCL16 wurde
durchflusszytometrisch nachgewiesen (Abbildung 1a). Die CXCL16-Produktion von
SUIT-2-MSLN und SUIT-2-MSLN-CXCL16 wurde mittels ELISA quantifiziert.
SUIT-2-MSLN-CXCL16 produzierten erwartungsgemal deutlich mehr CXCL16 als
SUIT-2-MSLN (Abbildung 1b). Die Zelllinie SUIT-2-MSLN-CXCL16 stellt somit den
Idealfall fir die Anwendung einer Mesothelin- und CXCL16-gerichteten

Kombinationstherapie dar.

3.2 Generation und Struktur der Rezeptoren flr die T-Zellmodifikation

Der in dieser Arbeit verwendete CAR ist gegen humanes Mesothelin gerichtet. Die
einzelnen Domanen wurden per overlap extension PCR zum vollstdndigen Rezeptor
zusammengefugt. Die Antigenerkennungsdomane basiert auf dem SS1-scFv
(Chowdhury et al. 1999). Dabei ist die VL-Domane Uber den Glycin-Serin-Linker (G4S)4
mit der VH-Domane verbunden, um das vollstdndige scFv zu bilden. Zur
durchflusszytometrischen Detektion des CAR wurde C-terminal der
Antigenerkennungsdomane ein c-myc tag eingefugt. Als CAR der zweiten Generation
enthalt der anti-Mesothelin-CAR neben der CD3 Kette noch die kostimulatorische
Domane CD28. Die vollstandige Rezeptorstruktur des CAR ist schematisch in

Abbildung 2 gezeigt.

26



A Tsuimz SUIT-2-MSLN
< <
Q )
% D
L L
MSLN (PE) MSLN (PE)
SUIT-2-MSLN-CXCL16 B N
> 157
T
€ 10-
< 2
O ©
P -
L
R 5
5
0.
B SUIT-2-MSLN
MSLN (PE) BN SUIT-2-MSLN-CXCL16

Abbildung 1: Mesothelin- und CXCL16-Expression von SUIT-2 Tumorzellen.

A) SUIT-2, SUIT-2-MSLN und SUIT-2-MSLN-CXCL16 Tumorzellen wurden mit
Phycoeretrin (PE)-konjugierten anti-human Mesothelin Antikdrpern (rot) oder mit der
geeigneten Isotyp-Kontrolle (schwarz) angefarbt und durchflusszytometrisch auf ihre
Mesothelin-Expression untersucht. Die gezeigten Daten sind reprasentativ fir ein
(SUIT-2), fur drei (SUIT-2-MSLN) oder fur funf (SUIT-2-MSLN-CXCL16) unabhangige
Experimente. B) SUIT-2-MSLN und SUIT-2-MSLN-CXCL16 Tumorzellen wurden fir 24
Stunden kultiviert und der Uberstand mittels ELISA auf CXCL16 untersucht. Daten
zeigen den Mittelwert und den standard error of the mean (SEM) von drei
unabhangigen Experimenten mit jeweils drei Replikaten. Die Ergebnisse wurden

mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test auf Signifikanz Gberpruft.

Weiterhin wurde der CAR Uber eine self-cleaving F2A-Sequenz (Szymczak et al. 2004)
mit humanem CXCRG6 zu einem polycistronischen Rezeptorkonstrukt (CAR-CXCRG6)
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fusioniert. Aufgrund eines ribosomalen skip-Mechanismus wahrend der Translation
ermdglicht die 2A-Sequenz die Produktion von zwei getrennten Peptidketten
ausgehend von einer einzelnen DNA-Sequenz (Donnelly et al. 2001). Damit wird die
gleichzeitige Expression von zwei verschiedenen Rezeptoren in einer T-Zelle mithilfe
eines einzelnen Konstrukts ermdglicht. Auflerdem kann unter bestimmten
Voraussetzungen vom Vorhandensein eines Rezeptors in den modifizierten Zellen auf
das Vorhandensein des jeweils anderen geschlossen werden. CXCR6 wird durch
Bindung von CXCL16 vorubergehend internalisiert (Koenen et al. 2017, Lesch et al.
2021) und ist somit nicht uneingeschrankt zur Identifikation der transduzierten Zellen
geeignet. Die CAR-Expression der CAR-CXCR6 T-Zellen sollte dagegen von CXCL16
unbeeinflusst bleiben und diente deshalb situativ als Surrogatparameter fir die

simultane CXCR6-Uberexpression der jeweiligen T-Zellen.

SP | anti-Mesothelin scFv Ic-myclSpacer ™

Abbildung 2: Schematischer Aufbau des anti-Mesothelin CAR-Konstrukts.

Von N-terminal nach C-terminal besteht der anti-Mesothelin CAR aus einem CD8a

Signalpeptid (SP), dem anti-Mesothelin scFv, einem c-myc tag, einem CD8a Spacer,
einer CD28 Transmembrandomane (TM) sowie der Intrazellulardomane von CD28 und
CD3c¢.

3.3 Expression der Rezeptorkonstrukte in primaren humanen T-Zellen

Die verschiedenen Rezeptorkonstrukte wurden mittels retroviraler Transduktion in
primaren humanen T-Zellen Gberexprimiert. Die erfolgreiche Expression des CAR- und
des CAR-CXCRG6-Konstrukts wurde durchflusszytometrisch bestatigt (Abbildung 3).
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Abbildung 3: CAR- und CXCR6-Expression primarer humaner T-Zellen.
Untransduzierte (UT), CAR-transduzierte und CAR-CXCRG6-transduzierte T-Zellen
wurden mit anti-c-myc (FITC) und anti-CXCR6 (APC) Antikdrpern angefarbt und
durchflusszytometrisch auf die Expression des jeweiligen Rezeptors untersucht. Die
Daten sind reprasentativ fir mindestens sieben verschiedene T-Zell Spender. Daten

dieser Abbildung wurden bereits publiziert (Lesch et al. 2021).

3.4 Endogene CXCRG6-Expression primarer humaner T-Zellen

Sollten humane CAR T-Zellen endogen bereits hohe Level an CXCR6 exprimieren,
ware der zusatzliche Nutzen der CXCR6-Uberexpression zur Verbesserung der CAR
T-Zelltherapie fraglich. Deshalb wurde die endogene CXCRG6-Expression primarer
humaner T-Zellen durchflusszytometrisch zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht.
Sowohl unmittelbar nach der Isolation als auch nach der Transduktion und im Verlauf
der weiteren in vitro Kultivierung zeigte sich nur ein geringer Anteil der untersuchten
T-Zellen endogen CXCR6-positiv (Abbildung 4a). Dementsprechend liel sich die
CXCRG6-Expression der T-Zellen durch Transduktion mit dem CAR-CXCRG6 Konstrukt
deutlich steigern (Abbildung 4a und 4b). In den ersten zehn Tagen nach T-Zellisolation
blieb die endogene Expression ebenso wie die retrovirale Uberexpression von CXCR6
weitestgehend stabil (Abbildung 4a). Aulerdem scheint die Expression des
CAR-Konstrukts in T-Zellen keinen wesentlichen Einfluss auf deren endogene
CXCRG6-Expression zu haben (Abbildung 4b).
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Abbildung 4: CXCR6-Expression primarer humaner T-Zellen.

(A) Untransduzierte (UT), CAR und CAR-CXCRG6 T-Zellen wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten durchflusszytometrisch auf ihre CXCR6-Expression untersucht. Der Tag
der T-Zellisolation aus Spenderblut definiert den Zeitpunkt 0, die erstmalige
Untersuchung der transduzierten T-Zellen auf die Expression der jeweiligen
Rezeptoren fand an Tag 4 statt. Von Tag 6 bis 10 wurden die T-Zellen expandiert. Die
Daten zeigen wiederholte Messungen von drei verschiedenen T-Zell-Spendern. Die
Ergebnisse wurden mittels one-way Analysis of variance (ANOVA) mit
Messwiederholung und Bonferroni-Korrektur auf Signifikanz Uberpruft. (B) Kontroll
T-Zellen (untransduzierte oder GFP-transduzierte), CAR und CAR-CXCRG6 T-Zellen
wurden zu einem Zeitpunkt wahrend der Expansion auf inre CXCR6-Expression
untersucht. Daten zeigen den Mittelwert und SEM von acht verschiedenen
T-Zell-Spendern. Die Ergebnisse wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test auf
Signifikanz Uberpruft. Daten dieser Abbildung wurden bereits publiziert (Lesch et al.
2021).
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3.5 Funktionalitat der Rezeptoren in primaren humanen T-Zellen

Um die Funktionalitat des CAR-Konstrukts zu testen, wurden CAR-transduzierte
T-Zellen mit SUIT-2 oder SUIT-2-MSLN kultiviert und anschlief3end deren

Interferon (IFN)-y-Produktion als Surrogatparameter der T-Zellaktivierung bestimmt.
Wahrend die CAR T-Zellen in Kokultur mit SUIT-2-MSLN aktiviert wurden, produzierten
sie kaum IFN-y nach Kontakt mit den nur schwach Mesothelin-positiven SUIT-2
(Abbildung 5). GFP-transduzierte T-Zellen produzierten weder in Kokultur mit SUIT-2
noch in Kokultur mit SUIT-2-MSLN relevante Mengen an IFN-y (Abbildung 5).
Zusammenfassend deuten diese Versuche auf die spezifische Aktivierung der CAR

T-Zellen durch stark Mesothelin-positive Tumorzellen hin.
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Abbildung 5: CAR T-Zellen erkennen spezifisch Mesothelin-positive Tumorzellen.
GFP und CAR T-Zellen wurden im Verhaltnis 3:1 mit SUIT-2 oder SUIT-2-MSLN
Tumorzellen oder ohne Tumorzellen flr 24 Stunden kultiviert und die IFN-y Produktion
der T-Zellen mittels ELISA gemessen. Die Daten zeigen den Mittelwert und SEM von
drei Replikaten und sind reprasentativ fur drei unabhangige Experimente mit
verschiedenen T-Zell-Spendern. Die Ergebnisse wurden mittels zweiseitigem,

ungepaartem t-Test auf Signifikanz Gberpruft.

Als nachstes sollte die Zytotoxizitat der CAR T-Zellen gegenliber Mesothelin-positiven
Tumorzellen untersucht werden. Dafir wurden T-Zellen gemeinsam mit SUIT-2-MSLN
kultiviert und der Zellindex als Surrogatparameter fur die Anzahl lebender Tumorzellen
aufgezeichnet. Wahrend CAR T-Zellen in der Lage waren SUIT-2-MSLN Tumorzellen
zu zerstoren, zeigten die GFP-transduzierten T-Zellen keine relevante Zytotoxizitat
(Abbildung 6).
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Abbildung 6: CAR T-Zellen toten Mesothelin-positive Tumorzellen.

GFP und CAR T-Zellen wurden im Verhaltnis 5:1 mit SUIT-2-MSLN Tumorzellen
kultiviert und der Zellindex als Surrogatparameter fur die Viabilitdt der Tumorzellen
aufgezeichnet. Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der T-Zellzugabe. Daten zeigen den
Mittelwert von zwei Replikaten und sind reprasentativ fur zwei unabhangige
Experimente mit verschiedenen T-Zell-Spendern. Die Ergebnisse wurden mittels
two-way ANOVA mit Messwiederholung und Bonferroni-Korrektur auf Signifikanz

Uberprift.

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass CXCRG6-transduzierte
humane T-Zellen verstarkt zu rekombinantem humanem CXCL16 migrieren (Lesch et
al. 2021). Um sicherzustellen, dass CXCR6 auch im Kontext der Transduktion mit dem
CAR-CXCRG6-Konstrukt weiterhin funktionell ist, wurde das Migrationverhalten von
CAR-CXCRG6-transduzierten T-Zellen zu rekombinantem CXCL16 untersucht. Wahrend
die Kontroll T-Zellen nicht verstarkt zu CXCL16 migrierten, zeigten die CAR-CXCR6
T-Zellen eine deutlich gesteigerte Migration zu CXCL16 im Vergleich zur
Mediumkontrolle (Abbildung 7).

Zusammenfassend vermittelt der CAR die spezifische Tumorzellerkennung und

Aktivierung der T-Zell-Effektorfunktionen wahrend die Uberexpression des
CAR-CXCRG6-Konstrukts die T-Zellen zur CXCL16-gerichteten Chemotaxis befahigt.
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Abbildung 7: CAR-CXCRG6 T-Zellen migrieren zu rekombinantem CXCL16.

Kontroll T-Zellen (UT oder GFP-transduzierte) und CAR-CXCRG6 T-Zellen wurden auf
ihre Fahigkeit zur Migration zu 50 ng/ml rekombinantem humanem CXCL16 (+) im
Vergleich zur Mediumkontrolle (-) untersucht. Dazu wurde nach vier Stunden
durchflusszytometrisch jeweils die absolute Zellzahl der transduzierten (CAR oder
GFP) oder untransduzierten T-Zellen im unteren Well der Transwell-Migrations-Platte
bestimmt. Die Daten zeigen den Mittelwert und SEM von drei Replikaten und sind
reprasentativ flr drei unabhangige Experimente mit verschiedenen T-Zellspendern. Die
Ergebnisse wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test auf Signifikanz Uberpruft.

Daten dieser Abbildung wurden bereits publiziert (Lesch et al. 2021).

3.6 Funktionalitat von CAR und CAR-CXCRG6 T-Zellen im Vergleich

Nun sollte festgestellt werden, ob in vitro funktionelle Unterschiede zwischen CAR- und
CAR-CXCRG6-transduzierten T-Zellen bestehen, wenn Tumorzellen sowohl das
Zielantigen Mesothelin als auch CXCL16 exprimieren. In Kokultur mit
SUIT-2-MSLN-CXCL16 zeigten sich weder in der T-Zellaktivierung (Abbildung 8a) noch
in der Zytotoxizitat (Abbildung 8b) relevante Unterschiede zwischen CAR- und
CAR-CXCRG6-transduzierten T-Zellen.
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Abbildung 8: Vergleichbare Aktivierung (A) und Zytotoxizitat (B) von CAR- und
CAR-CXCRG6 T-Zellen.

(A) Untransduzierte (UT), CAR und CAR-CXCRG6 T-Zellen wurden im Verhaltnis 3:1 mit
Tumorzellen (SUIT-2-MSLN-CXCL16) fur 24 Stunden kultiviert und die IFN-y
Produktion der T-Zellen mittels ELISA gemessen. Daten zeigen den Mittelwert und
SEM von drei Replikaten und sind reprasentativ fir drei Experimente mit
verschiedenen T-Zellspendern. (B) CAR und CAR-CXCRG6 T-Zellen wurden im
Verhaltnis 3:1 mit Tumorzellen (SUIT-2-MSLN-CXCL16) kultiviert und der Zellindex als
Surrogatparameter fur die Viabilitdt der Tumorzellen aufgezeichnet. Der Pfeil markiert
den Zeitpunkt der T-Zellzugabe. Daten zeigen den Mittelwert von zwei Replikaten und
sind reprasentativ flr drei verschiedene T-Zell-Spender. Die Ergebnisse wurden mittels
zweiseitigem, ungepaartem t-Test (A) oder mittels two-way ANOVA mit
Messwiederholung und Bonferroni-Korrektur (B) auf Signifikanz Gberprift. Daten dieser
Abbildung wurden bereits publiziert (Lesch et al. 2021).
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Wahrend demnach die direkten antitumoralen Effektorfunktionen der CAR-CXCR6
T-Zellen im Vergleich zu CAR T-Zellen in vitro nicht gesteigert zu sein scheinen,
zeigten die CAR-CXCRG6 T-Zellen erwartungsgemal eine deutlich verbesserte
Migrationsfahigkeit zu Mesothelin-CXCL16-postiven Tumorzellen (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Verstarkte Migration von CAR-CXCR6 T-Zellen zu Tumorzellen.
Untransduzierte (UT), CAR und CAR-CXCRG6 T-Zellen wurden auf ihre Fahigkeit zur
Migration zu SUIT-2-MSLN-CXCL16 Tumorzellen (+) im Vergleich zur Mediumkontrolle
(-) untersucht. Dazu wurde nach vier Stunden durchflusszytometrisch jeweils die
absolute Zellzahl der transduzierten (CAR und CAR-CXCRG6) oder untransduzierten
T-Zellen im unteren Well der Transwell-Migrations-Platte bestimmt. Daten zeigen den
Mittelwert und SEM von drei Replikaten und sind reprasentativ fur zwei unabhangige
Experimente mit verschiedenen T-Zellspendern. Die Ergebnisse wurden mittels

zweiseitigem, ungepaartem t-Test auf Signifikanz Gberpruft.

3.7 In vivo Funktionalitat der modifizierten T-Zellen

Um die Effektivitat der T-Zellen in vivo zu untersuchen, wurden SUIT-2-MSLN-CXCL16
subkutan in NSG-M&ause implantiert. Nach erfolgreicher Verpflanzung der Tumorzellen
wurden die Mause einmalig mit GFP-, CAR- oder CAR-CXCRG6-transduzierten T-Zellen
behandelt. Wahrend alle Mause der GFP-Gruppe innerhalb weniger Wochen ein
Tumor-bedingtes Abbruchskriterium erreichten, fihrte die Therapie mit CAR T-Zellen
oder mit CAR-CXCRG6 T-Zellen bei den meisten Mausen zur vollstandigen
Tumorfreiheit (Abbildung 10).
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Abbildung 10: CAR-CXCR6 T-Zellen verbessern die Tumorkontrolle und
verlingern das Uberleben in einem subkutanen Pankreaskarzinom Mausmodell.
Nach erfolgreicher subkutaner Verpflanzung von 10° SUIT-2-MSLN-CXCL16 in
NSG-Mé&use wurden diese einmalig mit jeweils 10" GFP T-Zellen, CAR T-Zellen oder
CAR-CXCRG6 T-Zellen behandelt und das subkutane Tumorwachstum (A) und das
Uberleben (B) aufgezeichnet. Abgebildet sind die einzelnen Tumorwachstumskurven
der Mause (A) und die Uberlebenswahrscheinlichkeit der verschiedenen
Therapiegruppen mit jeweils n = 10 Mausen (B). Die Daten wurden aus zwei
unabhangigen Experimenten gepoolt. Der Unterschied der
Uberlebenswahrscheinlichkeit wurde mittels Log-rank (Mantel-Cox) Test auf
Signifikanz Uberpruft. Eine Maus der CAR-CXCRG6-Gruppe musste am Tag 103 des
Experiments aufgrund einer unklaren, aber mutmalflich von der subkutanen
Tumorimplantation unabhangigen, Nackenschwellung getdtet werden und wurde daher
zu diesem Zeitpunkt zensiert. Daten dieser Abbildung wurden bereits publiziert (Lesch
et al. 2021).

In der CAR-CXCRG6-Gruppe blieben im weiteren Verlauf neun von zehn Mause
tumorfrei. Im Gegensatz dazu erlitten acht Mause der CAR-Gruppe einen
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Tumorruckfall und sieben erreichten ein Tumor-bedingtes Abbruchskriterium innerhalb
des experimentellen Beobachtungszeitraums. Folglich war das Uberleben der
CAR-CXCRG6-behandelten Mause im Vergleich zu CAR-behandelten Mausen
signifikant verlangert (Abbildung 10). Die Fahigkeit Mesothelin-spezifischer CAR
T-Zellen zur in vivo Tumorkontrolle konnte folglich durch die Uberexpression von
CXCRG6 in den CAR T-Zellen deutlich verbessert werden.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde ein gegen das Zielantigen Mesothelin gerichteter CAR etabliert.
Dieser konnte erfolgreich allein oder gemeinsam mit CXCRG6 in primaren humanen
T-Zellen Uberexprimiert werden. Erwartungsgemaf vermittelte der CAR die
Mesothelin-abhangige Aktivierung der T-Zellen und fuhrte zur Lyse der
Antigen-tragenden Tumorzellen durch die modifizierten T-Zellen. Die Uberexpression
von CXCRG6 steigerte die Migration der Rezeptor-tragenden T-Zellen entlang eines
CXCL16-Gradienten. Im Hinblick auf die T-Zellaktivierung und Tumorzelllyse fand sich
in vitro kein nennenswerter Unterschied zwischen CAR- und
CAR-CXCRG6-transduzierten T-Zellen. CAR-CXCR6-exprimierende T-Zellen zeigten
allerdings eine deutlich gesteigerte CXCL16-gerichtete Migrationsfahigkeit. In einem
xenogenen Pankreaskarzinommodell verbesserte die Uberexpression von CXCR6 in
CAR T-Zellen die Tumorkontrolle deutlich und verlangerte das Uberleben der

behandelten Mause.

4.2 Struktur der Rezeptorkonstrukte fur die T-Zellmodifikation

4.2.1 Aufbau des CAR-Konstrukts

Der CAR dieser Arbeit wurde in Anlehnung an einen bereits publizierten
Mesothelin-CAR (Carpenito et al. 2009) entworfen. Seit ihrer Konzeption wurde die
Struktur von chimaren Antigenrezeptoren durch das wachsende Verstandnis fir die
funktionelle Relevanz einzelner Domanen kontinuierlich weiterentwickelt. Die
Integration einer kostimulatorischen Domane in den Rezeptor fuhrte zur Verbesserung
der Expansion und Persistenz von CAR T-Zellen in Patienten (Savoldo et al. 2011) und
trug damit maRRgeblich zum Erfolg der CAR T-Zelltherapie bei (Wagner et al. 2020). Die
Mehrheit der bisher klinisch getesteten CAR T-Zellen beinhalten als kostimulatorische
Domane entweder CD28 oder 4-1BB (Cappell et al. 2021). Wahrend diese
kostimulatorischen Domanen durchaus unterschiedliche Effekte auf die in vivo
Persistenz der CAR T-Zellen (Priceman et al. 2018, Zhao et al. 2015) deren
Metabolismus und Differenzierung (Kawalekar et al. 2016) sowie deren Aktivierung
(Salter et al. 2018) haben kénnen, gilt derzeit keine der beiden Domanen als

grundsatzlich tberlegen (Cappell et al. 2021). Demnach zeigten sich die
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verschiedenen CD19-gerichteten CAR T-Zellprodukte in ihrer klinischen Wirksamkeit
und Toxizitat bisher im Wesentlichen ahnlich (Cappell et al. 2021), ein direkter
Vergleich in groRen klinischen Studien ist jedoch noch ausstehend. Gleichfalls zeigte
sich die Effektivitdt von Rezeptoren der dritten Generation mit zwei kostimulatorischen
Domanen bislang nicht eindeutig Uberlegen (Cappell et al. 2021), sodass deren
Stellenwert nicht endgultig geklart ist. Demnach entspricht die Verwendung einer
einzelnen, CD28-basierten kostimulatorischen Domane im CAR dieser Arbeit dem

derzeitigen klinischen Standard.

Der Beitrag der anderen CAR-Domanen zur Rezeptorfunktionalitat wurde bisher
weniger grindlich untersucht. Es finden sich jedoch vermehrt Hinweise, dass diese
vergleichsweise wenig beachteten Domanen unter Umstanden aulRerst wichtig fiir die
adaquate Funktion der CAR T-Zellen sein konnen (Stoiber et al. 2019).

4.2.2 Struktur von CXCR6

CXCRG6 enthalt in der dritten transmembranen Helix die Aminosaureabfolge
Asparaginsaure-Arginin-Phenylalanin (DRF) im Gegensatz zu der an dieser Stelle
ublichen Amionsaureabfolge Asparaginsaure-Arginin-Tyrosin (DRY) und nimmt damit
aus struktureller Sicht eine Sonderstellung unter den Chemokinrezeptoren ein (Koenen
et al. 2017, Nomiyama et al. 2015). Funktionelle Untersuchungen ergaben, dass dieses
DRF-Motiv das Kalzium-Signal und damit die chemotaktische Antwort von
CXCRG6-tragenden human embryonic kidney (HEK) 293 und monozytischen THP-1
Zellen abschwachte, wahrend die adhasiven Eigenschaften des Rezeptors weitgehend
unbeeinflusst blieben (Koenen et al. 2017). Zudem reduzierte die gezielte Mutation
dieses Motives in CX3CR1 (DRY zu DRF) die CX3CL1-gerichtete Migration der Zellen
(Koenen et al. 2017). Die Autoren postulieren deshalb, dass die DRF-Sequenz generell
die chemotaktische Funktion von Chemokinrezeptoren dampft und CXCR6 damit an
die Rolle eines primar adhasiven Chemokinrezeptors angepasst ist (Koenen et al.
2017). Inwiefern diese Beobachtungen und Schlussfolgerungen auch fur primare
humane T-Zellen gelten, ist allerdings noch unklar. In Ubereinstimmung mit oben
genannter Hypothese konnte jedoch in einem murinen Ovarialkarzinommodell gezeigt
werden, dass CXCR6-positive Tumor-infiltrierende T-Zellen durch CXCL16 im
Tumormilieu zurlckgehalten werden, wodurch wiederum die Tumorkontrolle verbessert

wurde (Muthuswamy et al. 2021). Weiterhin wurde die CXCR6-Expression der T-Zellen
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erst im Tumor hochreguliert und schien demnach nicht primar fiir deren
Tumorinfiltration verantwortlich zu sein (Muthuswamy et al. 2021). Die Mdglichkeit der
selektiven Modulation CXCR6-vermittelter Funktionen kénnte fir die Therapie mit
CXCRG6-modifizierten CAR T-Zellen relevant sein. Die funktionelle Bedeutung der

CXCRG-Struktur in humanen T-Zellen bedarf deshalb weiterer Untersuchungen.

4.2.3 Einfluss der 2A-Sequenz im CAR-CXCRG6-Konstrukt

Es ist erwahnenswert, dass sich von den CAR-CXCRG6-transduzierten T-Zellen nicht
alle durchflusszytometrisch CAR-positiven Zellen auch CXCRG6-positiv zeigten
(Abbildung 4a und 4b). Wahrend diese Beobachtung auch auf eine mdglicherweise
niedrige Sensitivitat des anti-CXCR6 Antikorpers zurlickgeflhrt werden konnte, ist sie
wahrscheinlicher durch die Funktionsweise von 2A-Sequenzen bedingt. Im Optimalfall
fihrt die Fusion zweier Rezeptoren durch eine 2A-Sequenz aufgrund des ribosomalen
skip-Mechanismus zur aquimolaren Produktion von zwei voneinander getrennten
Proteinen (Donnelly et al. 2001, Liu et al. 2017). Das Ribosom kann jedoch die
Translation bei Erreichen der 2A-Sequenz stoppen (ribosomales fall-off)
beziehungsweise ohne Unterbrechung der Peptidkette fortfiihren (ribosomales
read-through) (Donnelly et al. 2001, Liu et al. 2017). Wahrend das ribosomale fall-off
zur verminderten Expression des zweiten Proteins in 2A-verbundenen Konstrukten
beitragt, fuhrt das ribosomale read-through zur unerwiinschten Produktion eines
Fusionsproteins (Donnelly et al. 2001, Liu et al. 2017). Ein derartiges Fusionsprotein
kdénnte gegebenenfalls unvorhersehbare Auswirkungen auf die transduzierten T-Zellen
haben. Der funktionelle Vergleich der CAR- und CAR-CXCRG6-transduzierten T-Zellen
legte jedoch nahe, dass die 2A-Sequenz keine offensichtlich nachteiligen
Konsequenzen fur die modifizierten T-Zellen hat. Méglicherweise kdnnte die Effizienz
des ribosomalen skip-Mechanismus in CAR-CXCRG6-transduzierten T-Zellen durch die
Inklusion eines (Glycin-Serin-Glycin) GSG-Linkers vor der 2A-Sequenz erhéht werden

(Szymczak-Workman et al. 2012).

4.3 Funktionalitat der Rezeptorkontrukte

Die CAR-vermittelte Aktivierung der T-Zellen und die Zerstorung der Tumorzellen
werden allgemein als wesentliche Kriterien der adaquaten Funktionalitat eines neu
konstruierten Rezeptors betrachtet. Es ist jedoch bekannt, dass die in vitro

Funktionalitat von CAR T-Zellen deren in vivo Effektivitat nicht immer verlasslich
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vorhersagt (Kunkele et al. 2015). Der in dieser Arbeit generierte CAR zeigte sich
allerdings auch im murinen Xenograft-Modell wirksam und erfullt demnach die
grundlegenden funktionellen Anforderungen fur eine erfolgreiche Anwendung in der

Mesothelin-gerichteten Tumortherapie.

Der funktionelle Nutzen der CXCR6-Uberexpression in CAR T-Zellen basiert im
Wesentlichen darauf, dass diese endogen kaum CXCRG6 exprimieren. Aus der Literatur
ist bekannt, dass vor allem aktivierte T-Zellen verstarkt CXCR6 exprimieren (Liao et al.
1997, Loetscher et al. 1997, Matloubian et al. 2000). Obwohl die T-Zellen im Rahmen
des Transduktionsprozesses ebenfalls aktiviert wurden, zeigten sie
durchflusszytometrisch keine messbaren Veranderungen der CXCR6-Expression.
Letztlich fehlte fir diese Beobachtung jedoch die adaquate Vergleichspopulation
nicht-stimulierter T-Zellen. Wahrend eine gewisse Steigerung der CXCR6-Expression
im Rahmen der Transduktion daher zwar nicht endgultig ausgeschlossen werden
konnte, ware diese jedoch aus funktioneller Sicht vernachlassigbar gering. Weiterhin ist
bekannt, dass CAR-Konstrukte selbst in Abwesenheit ihres jeweiligen Antigens
aktivierende Signale an die T-Zelle senden kdnnen (Ajina et al. 2018). Daher kdnnte
die Uberexpression des chimaren Rezeptors durch die Antigen-unabhéngige
Aktivierung der T-Zellen ebenfalls zur verstarkten Expression von CXCRG6 flhren. Die
CAR-Expression hatte in dieser Arbeit allerdings nachweislich keinen Einfluss auf die
endogene CXCRG6-Expression der T-Zellen. Eine friihe Arbeit weist darauf hin, dass
hohe CXCRG6-Level nétig sind, um die CXCL16-gerichtete Migration der
Rezeptor-tragenden Zellen zu vermitteln (Matloubian et al. 2000). Dementsprechend
konnte sowohl die CXCR6-Expression der CAR T-Zellen als auch deren
CXCL16-gerichtete Migrationsfahigkeit durch die Transduktion mit dem
CAR-CXCRG6-Konstrukt erheblich gesteigert werden.

Weiterhin wurde gezeigt, dass CXCR6 neben der CXCL16-gerichteten Chemotaxis
auch die Adhasion der Rezeptor-tragenden Zellen an das membrangebundene
Chemokin vermittelt (Shimaoka et al. 2004). Aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe im
murinen System war zudem bekannt, dass CXCR6-transduzierte Tumor-spezifische
T-Zellen eine gesteigerte Aktivierung und Zytotoxizitat gegeniiber CXCL16-positiven
Tumorzellen zeigen (Lesch et al. 2021). Vermutlich ist dies auf eine verbesserte
Adhasion der T-Zellen an die Tumorzellen zurtickzufiihren (Lesch et al. 2021). In der

hier prasentierten Arbeit war die Aktivierung und Zytotoxizitat von humanen
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CAR-CXCRG6-transduzierten T-Zellen in Kokultur mit CXCL16-positiven Tumorzellen
allerdings nicht gesteigert. In Anbetracht der starken T-Zellaktivierung durch chiméare
Antigenrezeptoren schlie3en die durchgeflhrten in vitro Versuche subtile Unterschiede
in der Aktivierung und Zytotoxizitat von CAR- und CAR-CXCRG6-transduzierten T-Zellen
jedoch nicht definitiv aus. Beispielsweise zeigen CAR-CXCRG6-transduzierte T-Zellen
im Vergleich zu CAR-transduzierten T-Zellen einen initial gesteigerten intrazellularen
Kalziumspiegel in Kokultur mit CXCL16-positiven Tumorzellen (Lesch et al. 2021). Dies
suggeriert eine gewisse Modulation der Aktivierung CAR-CXCRG6-transduzierter
T-Zellen, welche sich mdglicherweise auf die Effektorfunktion der T-Zellen auswirken
kénnte (Lesch et al. 2021).

Die Therapie mit CAR-CXCRG6-transduzierten T-Zellen fuhrte im Vergleich zur Therapie
mit CAR-transduzierten T-Zellen zur deutlich gesteigerten Tumorkontrolle in vivo. In
Zusammenschau mit den verdffentlichten Daten der Arbeitsgruppe (Lesch et al. 2021),
scheint die gesteigerte Wirksamkeit der T-Zellen vor allem durch deren verbesserte
CXCL16-abhangige Infiltration ins Tumorgewebe erklarbar zu sein. Ein verlangertes
Uberleben oder die gesteigerte Proliferation der CAR-CXCRG6-transduzierten T-Zellen
im Tumor wurde allerdings experimentell nicht endgiltig ausgeschlossen. Daher ware
ein Beitrag dieser beiden Mechanismen zur Steigerung der antitumoralen Effektivitat

von CXCR6-exprimierenden CAR T-Zellen grundsatzlich weiterhin denkbar.

4.4 Translation des Therapieansatzes in die Klinik

Durch die Modifikation der Zelllinie SUIT-2 zu SUIT-2-MSLN-CXCL16 wurden in dieser
Arbeit optimale Voraussetzungen fur die erfolgreiche Therapie mit
CAR-CXCRG6-transduzierten T-Zellen geschaffen. Aufgrund der homogenen
Uberexpression des Zielantigens Mesothelin in den Tumorzellen und dessen
Abwesenheit in gesundem Mausgewebe, erfilllte Mesothelin in dieser Arbeit nahezu
alle postulierten Kriterien eines idealen Antigens fur die CAR T-Zelltherapie (Morello et
al. 2016). Wahrend diese gunstige Antigenverteilung auch den CXCR6-negativen CAR
T-Zellen zugutekam, fuhrte nur die Therapie mit CXCRG6-tranduzierten CAR T-Zellen
zur dauerhaften Tumorkontrolle in vivo. Der Erfolg der CAR T-Zelltherapie in soliden
Tumoren ware also selbst durch die Identifikation eines idealen Zielantigens nicht

garantiert und erfordert demnach die Uberwindung weiterer Hindernisse.
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Diese Arbeit zeigt konzeptionell, welche wesentliche Rolle der CXCRG6-vermittelten
Migrationsfahigkeit von CAR T-Zellen zukommt, wenn die Tumorzellen ausreichende
Mengen CXCL16 produzieren. Bei der Translation des Therapieansatzes in die Klinik
ist im Vergleich zum Xenograft-Modell dieser Arbeit jedoch mit weniger idealen
Bedingungen zu rechnen. Tumore von Patienten zeigen sich sowohl in Bezug auf die
Mesothelin-Expression (Argani et al. 2001) als auch auf die CXCL16-Expression
(Lesch et al. 2021, Wente et al. 2008) vergleichsweise heterogen. Insofern ist das
Tumormodell dieser Arbeit fur die klinische Translation der Therapiestrategie nur von
eingeschrankter Relevanz. Allerdings konnte in der Publikation der Arbeitsgruppe
gezeigt werden, dass die Uberexpression von CXCR6 in CAR T-Zellen auch die
Tumorkontrolle in einem Patienten-abgeleiteten Xenograft-Modell verbessert (Lesch et
al. 2021). Dieses Modell spiegelt die tatsachlich zu erwartende Mesothelin- und
CXCL16-Expression in Tumorpatienten deutlich besser wider und hat daher fir die

Translation der Therapiestrategie in die Klinik gro3e Bedeutung.

Mutmalflich wirden vor allem Patienten mit starker CXCL16-Expression im

Tumorgewebe von einer Therapie mit CXCR6-transduzierten CAR T-Zellen profitieren.
Aufgrund der beobachteten interindividuellen Heterogenitat der CXCL16-Expression im
humanen Pankreaskarzinom (Lesch et al. 2021, Wente et al. 2008) erscheint daher die

gezielte Selektion der fir die Therapie besonders geeigneten Patienten sinnvoll.

4.5 Adoptive T-Zelltherapie mit CXCR6-modifizierten CAR T-Zellen

Die Uberexpression von CXCR6 in CAR T-Zellen scheint eine vielversprechende
Strategie zur Verbesserung des adoptiven T-Zelltransfers zu sein. Einerseits zeigte
sich die antitumorale Wirksamkeit der CAR-CXCRG6-transduzierten T-Zellen in der
vorliegenden Arbeit deutlich gesteigert. Andererseits haben CXCRG6-transduzierte CAR
T-Zellen aufgrund ihrer praferentiellen Rekrutierung in CXCL16-exprimierendes
Tumorgewebe maoglicherweise auch ein gunstigeres Sicherheitsprofil. Ein wesentlicher
Mechanismus der CAR T-Zell-vermittelten Toxizitat ist die Aktivierung der CAR
T-Zellen durch Antigen-tragendes gesundes Gewebe (Lamers et al. 2013, Morgan et
al. 2010). Durch die Uberexpression von CXCRG sollten die T-Zellen allerdings
vorwiegend in CXCL16-positiven Geweben akkumulieren (Lesch et al. 2021). Damit
wirden Organe, welche wenig CXCL16 exprimieren von den Effektorfunktionen der
CAR T-Zellen weitestgehend verschont bleiben. Die CXCL16-Expression in gesundem
43



Gewebe (Day et al. 2009, Gutwein et al. 2009, Lesch et al. 2021, Matloubian et al.
2000, Schramme et al. 2008) stellt daher offensichtlich ein Risiko fur die fehlgeleitete
Rekrutierung CXCRG6-transduzierter T-Zellen dar. In diesem Fall ist es besonders
wichtig, dass das Zielantigen der CAR T-Zellen in diesen Geweben nicht exprimiert
wird, um die Schadigung gesunder Organe zu vermeiden. Das uneingeschrankte
Effektorpotential der CAR-CXCRG6-transduzierten T-Zellen sollte sich somit
ausschlief3lich in Geweben entfalten, welche sowohl das Zielantigen als auch CXCL16

in relevanter Menge exprimieren.

Tumorzellen steigern unter dem Einfluss proinflammatorischer Zytokine wie IFN-y und
Tumornekrosefaktor (TNF)-a die Expression von CXCL16 (Darash-Yahana et al. 2009,
Lesch et al. 2021). Diese Zytokine werden bekanntermal3en auch von aktivierten CAR
T-Zellen produziert (Carpenito et al. 2009). Die initiale Infiltration der Tumore durch
einige CAR T-Zellen sollte demnach zur Produktion dieser Zytokine im Tumormilieu
fihren. Mutmallich wiirde dadurch die CXCL16-Expression der Tumorzellen verstarkt,
wodurch weitere CXCR6-positive CAR T-Zellen rekrutiert wirden. Ein derartiger
positiver feedback-loop der CAR T-Zellrekrutierung ware fir deren antitumorale

Wirksamkeit von grof3em Vorteil.

Daruber hinaus scheint CXCRG6 in der antitumoralen T-Zellimmunitat unabhangig von
der Vermittlung der CXCL16-abhangigen Tumorinfiltration eine wichtige Rolle zu
spielen. Demnach wurde in M&usen gezeigt, dass CXCRG6 essenziell fiir das Uberleben
von Tumor-infiltrierenden T-Zellen ist (Di Pilato et al. 2021). Die CXCR6-Expression auf
Tumor-reaktiven T-Zellen ermdglichte dabei deren Interaktion mit CXCL16-positiven
dendritischen Zellen, welche den T-Zellen wichtige Uberlebenssignale in Form von
transprasentiertem IL-15 darboten (Di Pilato et al. 2021). Demgegeniber schien die
CXCL16-abhangige Infiltration der Tumore in dieser Arbeit eine untergeordnete Rolle
zu spielen, da die T-Zellen CXCRG6 erst im Tumormilieu hochregulierten (Di Pilato et al.
2021). Die Autoren spekulieren jedoch, dass CXCL16 nach Abspaltung von
dendritischen Zellen chemotaktisch auf CXCR6-positive T-Zellen wirken und damit

deren Positionierung im Tumorgewebe beeinflussen kénnte (Di Pilato et al. 2021).

Mutmallich sollte die Identitat der CXCL16-sezernierenden Zellen im Tumorgewebe
fur die chemotaktische Rekrutierung CXCRG6-positiver T-Zellen keine tragende Rolle

spielen. Abhangig vom zellularen Ursprung scheint CXCL16 jedoch in weitere
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Funktionen involviert zu sein. Es ist allerdings noch unklar, ob CXCR6-transduzierte
CAR T-Zellen im Tumormilieu ebenfalls von der oben beschriebenen Interaktion mit
CXCL16-positiven dendritischen Zellen profitieren kébnnen. Ein Beitrag dieses
Mechanismus zur beobachteten Wirkungssteigerung der humanen
CXCRG6-transduzierten CAR T-Zellen im immundefizienten NSG-Mausmodell der
vorgelegten Arbeit erscheint allerdings, nicht zuletzt aufgrund der Speziesbarriere, eher

unwahrscheinlich.

Interessanterweise war die Wirksamkeit von CXCR6-transduzierten murinen CAR
T-Zellen mit Spezifitat fur das Zielantigen epithelial cell adhesion molecule (EpCAM)
der Wirksamkeit von CXCR3- und CCR4-transduzierten CAR T-Zellen in einem
Panc02-Tumormodell Gberlegen (Lesch et al. 2021). Sowohl die CXCR3-Liganden
CXCL4, CXCL10 und CXCL11 als auch der CCR4-Ligand CCL22 werden in diesem
Tumormodell nachweislich exprimiert (Lesch et al. 2021, Rapp et al. 2016). Dennoch
konnte eine im Vergleich zu CXCL16 unzureichende Expression dieser Chemokine im
Tumormilieu die beobachtete Wirkungsdifferenz erklaren. Alternativ kdnnte die
gesteigerte Effektivitat der CXCR6-transduzierten CAR T-Zellen auch auf die
CXCRG6-vermittelte Adhasion der T-Zellen an die Tumorzellen (Lesch et al. 2021) oder
auf das verlangerte Uberleben der CXCR6-modifizierten T-Zellen im Tumormilieu (Di
Pilato et al. 2021) zurtickzuflhren sein. Ein tatsachlicher Beitrag eines oder mehrerer
dieser Mechanismen zur beobachteten Wirkungssteigerung der CXCR6-transduzierten

CAR T-Zellen wurde in diesem Modell allerdings bisher nicht eindeutig nachgewiesen.

4.6 Translation des Therapieansatzes in anderen Tumorentitaten

CXCL16 ist nicht nur im Pankreaskarzinom exprimiert, sondern spielt in verschiedenen
Tumorentitaten eine Rolle. Fur Patienten mit kolorektalem Karzinom wurde gezeigt,
dass CXCL16 im Vergleich zur gesunden Schleimhaut in tumorésem Gewebe
Uberexprimiert wird (Hojo et al. 2007). Die starke Expression von CXCL16 in den
Tumorzellen korrelierte dabei mit der gesteigerten Infiltration von CD4- und
CD8-positiven T-Zellen (Hojo et al. 2007). Aulierdem zeigten Patienten mit stark
CXCL16-positiven kolorektalen Karzinomen, trotz vergleichbarer Tumorstadien, eine
bessere Prognose als Patienten mit schwach CXCL16-positiven Tumoren (Hojo et al.
2007). Wahrend CXCL16 beispielsweise auch im Nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom
(Hald et al. 2015) und im Ovarialkarzinom (Gooden et al. 2014) nachgewiesen wurde,
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korrelierte die CXCL16-Expression in diesen Studien nicht mit der Immunzellinfiltration
der Tumore. In anderen Arbeiten zum Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (Hu et al.
2014) und zum Ovarialkarzinom (Mir et al. 2019) steigerte CXCL16 allerdings die

Invasivitat der Tumorzellen in vitro.

Aufgrund der weitverbreiteten Expression von CXCL16 in verschiedenen Tumoren,
kénnten CXCR6-modifizierte CAR T-Zellen womdglich in der Therapie verschiedener
Krebsentitaten zur Anwendung kommen. Diese Hypothese wird von Versuchen der
Arbeitsgruppe untermauert, die zeigen, dass die Infiltration von CXCR6-transduzierten

T-Zellen in humane Ovarialkarzinomproben gesteigert ist (Lesch et al. 2021).

4.7 Multimodale Therapie mit CXCR6-transduzierten CAR T-Zellen

Grundsatzlich ware die synergistische Kombination von CXCR6-transduzierten CAR
T-Zellen mit anderen, bereits etablierten Therapiemodalitdten denkbar. Beispielsweise
konnte in einem murinen Brustkrebsmodell gezeigt werden, dass die Bestrahlung des
Tumors zur verstarkten Expression von CXCL16 in Tumorzellen und Tumorgefaien
fuhrt (Matsumura et al. 2008). Zudem schien die Tumorinfiltration von CD8-positiven
T-Zellen in diesem Modell hauptsachlich CXCR6-abhangig zu sein (Matsumura et al.
2008). In einem praklinischen Lungenkrebsmodell steigerte die prakonditionierende
Chemotherapie mit Oxaliplatin und Cyclophosphamid die Tumorinfiltration von CAR
T-Zellen (Srivastava et al. 2021). Dabei war vor allem die initiale Rekrutierung von CAR
T-Zellen partiell CXCR6-abhangig. Als Quelle fir CXLC16 identifizierten die Autoren
Tumor-infiltrierende Makrophagen. Die rekrutierten CAR T-Zellen fiihrten mutmafRlich
zur Aktivierung weiterer Tumor-infiltrierender Makrophagen, welche durch die
Produktion von CXLC9 und CXCL10 zusatzlich CXCR3-positive CAR T-Zellen

anlockten.

Allerdings wurde die gesteigerte Tumorinfiltration der CAR T-Zellen von der
Hochregulation von programmed cell death 1 ligand 1 (PD-L1) auf Tumormakrophagen
begleitet, wodurch die antitumorale Wirksamkeit der CAR T-Zellen unterdriickt wurde.
Die zusatzliche Blockade dieses Immuncheckpoints zeigte demnach synergistische
Wirkung und verbesserte die Tumorkontrolle deutlich (Srivastava et al. 2021).

Demnach kénnten CXCR6-transduzierte CAR T-Zellen moglicherweise einen
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attraktiven Kombinationspartner in der multimodalen Therapie verschiedener

Tumorentitaten darstellen.

4.8 Strategien zur Uberwindung weiterer Limitationen

CXCRG6-transduzierte T-Zellen haben in verschiedenen Tumormodellen erhebliche
Wirksamkeit gezeigt (Lesch et al. 2021). Ungeachtet der verbesserten Akkumulation
von CXCRG6-positiven CAR T-Zellen in CXCL16-positiven Tumoren bleiben in dieser
Arbeit jedoch einige wesentliche Limitationen der CAR T-Zelltherapie weiterhin

unadressiert.

Wenn CXCL16 nicht ausreichend im Tumorgewebe exprimiert wird, ist die Modifikation
der CAR T-Zellen mit CXCRG6 nicht geeignet, um die Tumorinfiltration der T-Zellen zu
verbessern. Fur einige Chemokinrezeptoren wurde bereits gezeigt, dass sie die
Infiltration von CAR T-Zellen in eine Vielzahl verschiedener Tumorentitaten steigern
(Cadilha et al. 2021, Craddock et al. 2010, Di Stasi et al. 2009, Jin et al. 2021, Jin et al.
2019, Li et al. 2021, Liu et al. 2020a, Moon et al. 2011, Wang et al. 2021, Whilding et
al. 2019). Dementsprechend scheint es ratsam, das Chemokinrezeptorprofil der CAR
T-Zellen mdglichst individuell an die jeweils vorhandenen Chemokine im Tumormilieu
anzupassen, um die praferenzielle Akkumulation der CAR T-Zellen im Tumor zu
gewahrleisten. Daruber hinaus kdnnen CAR T-Zellen mit Enzymen ausgestattet
werden, um die Degradation von Bestandteilen der extrazellularen Matrix und damit die
T-Zellinfiltration Stroma-reicher Tumore zu ermdglichen (Caruana et al. 2015).
Beispielsweise verbesserte die retrovirale Expression von Heparanase in CAR T-Zellen

deren Tumorinfiltration in einer praklinischen Studie (Caruana et al. 2015).

Der Verlust des Zielantigens auf den Tumorzellen wirde auch CXCR6-transduzierte
CAR T-Zellen ihrer Wirksamkeit berauben. Dieses Problem kann unter Umstanden
durch die Generation von CAR T-Zellen, welche mehr als ein Tumor-exprimiertes
Antigen erkennen, iberwunden werden (Ruella et al. 2016). Zudem ermdglichte die
Verwendung multispezifischer CAR T-Zellen in einer Arbeit die effektive Behandlung
von Patienten-abgeleiteten Xenograft-Tumoren mit interindividuell heterogener
Antigenexpression (Bielamowicz et al. 2018). Insgesamt scheint die kombinatorische
Ausrichtung der CAR T-Zellspezifitat daher eine vielversprechende Strategie zur
Optimierung der CAR T-Zelltherapie zu sein.
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Fir die Funktion der CAR T-Zellen spielt sowohl die Optimierung der CAR Struktur
(Stoiber et al. 2019) als auch die Auswahl der geeigneten T-Zellpopulation zur
genetischen Modifikation (Wagner et al. 2020) eine wesentliche Rolle. Auch die
Integrationsstelle des CAR-Transgens im Genom kann die Effektivitat von CAR
T-Zellen maRgeblich beeinflussen (Eyquem et al. 2017, Fraietta et al. 2018). Die
gezielte Integration eines CD19-gerichteten Rezeptors in den genetischen Locus der
T-Zellrezeptor a-Kette fuhrte beispielsweise zur Generation wesentlich potenterer CAR
T-Zellen (Eyquem et al. 2017).

Das immunsuppressive Tumormilieu stellt eine beachtliche Herausforderung fir
transferierte CAR T-Zellen dar (Wagner et al. 2020). Die Kombination von CAR
T-Zellen mit Checkpoint-Inhibitoren stellt deshalb eine pathophysiologisch gut
begriindete Strategie zur Verbesserung der CAR T-Zelltherapie dar (Adusumilli et al.
2021). Weiterhin kdnnen CAR T-Zellen mit immunstimulatorischen Zytokinen beladen
werden, um die Tumorumgebung zugunsten einer effektiven antitumoralen
Immunantwort umzuprogrammieren (Hoyos et al. 2010, Koneru et al. 2015, Yeku et al.
2017). Zudem kdnnen CAR T-Zellen mit sogenannten dominant-negativen Rezeptoren
ausgestattet werden, welche die immunsuppressiven Einflisse der Tumorumgebung
abmildern. Diese Rezeptoren binden zwar an ihre jeweiligen Liganden, geben aber
aufgrund der gekirzten intrazellularen Domane das inhibitorische Signal nicht an die
T-Zelle weiter (Cadilha et al. 2021, Cherkassky et al. 2016). AuRerdem kénnen
T-Zell-inhibitorische Signale durch den Einsatz von chimaren Fusionsmolekilen in
T-Zell-aktivierende Signale umgewandelt werden. Beispielsweise kann durch einen
Fusionsrezeptor aus extrazellularem programmed cell death protein 1 (PD-1) und
intrazellularem CD28 ein inhibitorisches programmed cell death 1 ligand 1
(PD-L1)-Signal in ein stimulatorisches CD28-Signal umgewandelt werden (Kobold et al.
2015).

Die potenten Effektorfunktionen der CAR T-Zellen und das damit verbunden Potential
fur schwere Nebenwirkungen, erfordern aufierdem Maflinahmen, um die Sicherheit der
Therapie zu gewahrleisten. Dahingehend kénnen CAR T-Zellen mit Suizid-Genen
ausgestattet werden, welche im Notfall die selektive Ablation der modifizierten Zellen

ermdglichen (Hoyos et al. 2010, Jones et al. 2014, Koneru et al. 2015).
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die Fahigkeit von Tumorzellen sich an veranderte Umweltbedingungen anzupassen,
erschwert wesentlich die Therapie von Krebserkrankungen. Daher scheint es ratsam
diesen Erkrankungen mit einer ebenso anpassungsfahigen Therapiemodalitat zu
begegnen. Die Nutzung des kdrpereigenen Immunsystems zur Tumorzellbekdmpfung
ist in dieser Hinsicht besonders geeignet, um langanhaltende Erfolge zu erzielen
(Robert et al. 2020). Wahrend die CAR T-Zelltherapie die Behandlung bestimmter
hamatologischer Krebserkrankungen revolutioniert hat, konnte dieser Erfolg bislang

nicht in soliden Tumorentitaten reproduziert werden (Wagner et al. 2020).

Dennoch besitzt die CAR T-Zelltherapie aufgrund der vielfaltigen Méglichkeiten zur
gezielten Modifikation der T-Zellen enormes Potenzial. Das wachsende Verstandnis fur
die wesentlichen Limitationen der Therapie ermoglicht die Entwicklung innovativer
Strategien, um CAR T-Zellen effektivim Kampf gegen solide Tumore zu unterstutzen.
Eine wesentliche Voraussetzung fur die Wirksamkeit von CAR T-Zellen in soliden
Tumoren ist deren ausreichende Infiltration ins Tumorgewebe (Slaney et al. 2014).
Chemokinrezeptoren spielen in der Organdistribution von Immunzellen eine
entscheidende Rolle (Zlotnik et al. 2012) und kénnen deshalb zur Verbesserung der

CAR T-Zellinfiltration in Tumore beitragen.

In der vorgelegten Arbeit steigerte die Uberexpression des Chemokinrezeptors CXCR6
in Mesothelin-spezifischen CAR T-Zellen deren Migrationsfahigkeit zu CXCL16 in vitro,
wahrend die direkten antitumoralen Effektorfunktionen der T-Zellen im Wesentlichen
unverandert blieben. In vivo verbesserte die CXCR6-Uberexpression in CAR T-Zellen
deren Effektivitat in der Therapie CXCL16-exprimierender Tumore und verlangerte das
Uberleben der behandelten Mause. Diese Arbeit leistet somit einen kleinen Beitrag
zum besseren Verstandnis und zur Optimierung der CAR T-Zelltherapie fur solide
Tumore. Nichtsdestotrotz ist es wahrscheinlich, dass multiple Modifikationen der CAR
T-Zellen nétig sind, um deren volles Potenzial in schwierig zu behandelnden
Tumorentitaten zu realisieren und der Behandlung dieser komplexen Erkrankungen

gerecht zu werden.
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7 Abkurzungsverzeichnis

Tabelle 9: Abkurzungsverzeichnis

ADAM10 A disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10
ANOVA Analysis of variance

CAR Chimarer Antigenrezeptor

CD Cluster of differentiation

(c)DNA (komplementéare) Desoxyribonukleinsaure
CXCL16 C-X-C-Motiv-Chemokinligand 16
CXCR6 C-X-C-Motiv-Chemokinrezeptor 6
ddH20 Doppelt-destilliertes Wasser

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

DRF Asparaginsaure-Arginin-Phenylalanin
DRY Asparaginsaure-Arginin-Tyrosin
EDTA Ethylendiamintetraessigséure

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
EpCAM Epithelial cell adhesion molecule
FBS Fetales Kalberserum

GFP Green fluorescent protein

GSG Glycin-Serin-Glycin

HEK Human embryonic kidney

HF High-fidelity

IFN Interferon

IL Interleukin

LB Luria/Miller

MEM Minimal essential medium

MHC Major histocompatibility complex
(m)RNA (messenger) Ribonukleinsaure
MSLN Mesothelin

NEAA Nicht-essentielle Aminosaurelésung
Ns Nicht signifikant

NSG NOD scid gamma

PBMC Peripheral blood mononuclear cells
PBS Phosphate-buffered saline

PCR Polymerase Kettenreaktion

PD-1 Programmed cell death protein 1
PD-L1 Programmed cell death 1 ligand 1
PE Phycoeritrin

RPMI Roswell Park Memorial Institute



scFv

SEM

TAE

TIL

TNF

UT T-Zellen
VH

VL

VLE

ZVH

Single-chain variable fragment
Standard error of the mean
Tris-Acetat EDTA
Tumor-infiltrierende Lymphozyten
Tumornekrosefaktor
Untransduzierte T-Zellen

Heavy chain variable domain
Light chain variable domain

Very low endotoxin

Zentrale Versuchstierhaltung
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