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1. Einleitung

1.1  Vormarsch der Tumorimmuntherapien

Krebserkrankungen haben einen bedeutsamen Einfluss auf unsere Gesellschaft, allein im
Jahr 2023 werden in Deutschland voraussichtlich ungefahr 240.000 Todesfalle (130.000
Méanner und 110.000 Frauen) auf eine Krebserkrankung zurtickzufiihren sein (Malvezzi et al.
2023). Dies illustriert den unverandert hohen Bedarf an innovativen Ansatzen flr die
Behandlung von Krebserkrankungen, insbesondere in fortgeschrittenen Stadien.

Eine Gemeinsamkeit aller Krebserkrankungen ist die unkontrollierte Proliferation des
malignen Tumorgewebes, wodurch sich die Tumorzellen in umliegendes Gewebe ausbreiten
und schlussendlich Uber kontinuierliches Wachstum oder das Blut- oder Lymphsystem in
Form von Metastasen in andere Bereiche des Kdrpers absiedeln kénnen. Eine erfolgreiche
medizinische Therapie besteht deshalb im Wesentlich darin, alle entarteten Zellen zu
erkennen und aus dem Korper zu entfernen und gesundes Gewebe dabei weitestgehend zu
schonen. Aus diesem Grund ist das Ziel von modernen Behandlungsmethoden, die
Krebstherapie individualisiert an die jeweilige Tumorentitdt eines jeden Patienten
anzupassen, um Schaden an gesundem Gewebe und das daraus resultierende
Nebenwirkungsspektrum zu verringern (Bashraheel et al. 2020).

Ein  vielversprechender Ansatz  solcher Therapien weist den natirlichen
Abwehrmechanismen des Korpers eine wichtige Rolle zu: Der ,Vater der
Krebsimmuntherapie®, William Coley, machte im 19. Jahrhundert eine interessante
Beobachtung: Bei einigen Patienten mit Weichteilsarkom, die zusatzlich eine Erysipel-
Infektion durchmachten, wurde eine riicklaufige Tumorausdehnung festgestellt. (Decker et
al. 2009). Die Erkenntnis, dass das Immunsystem einen Einfluss auf die Tumorgenese und
-kontrolle hat, war jedoch lange Zeit umstritten (Parish 2003).

Mittlerweile werden die weitreichenden Erkenntnisse dariiber, wie das Immunsystem
Krankheiten wie Infektionen oder eigene entartete Zellen erkennt und bekadmpft, in der
Forschung und dem klinischen Alltag genutzt und zum Wohle des Patienten im Sinne der
Tumorimmuntherapie umgesetzt. Moderne Immuntherapien nehmen daher in bestimmten
klinischen Situationen, neben bisher etablierten Krebstherapien wie der chirurgischen
Exzision, Radio- oder Chemotherapie, eine immer bedeutendere Rolle ein (Bashraheel et al.
2020, Burugu et al. 2018, Waldman et al. 2020).

1.2 Adoptive T- Zell-Therapien und chimare
Antigenrezeptoren

Unter den zahlreichen Anwendungsgebieten im Bereich der Immuntherapien wurde der
Fokus zuletzt vermehrt auf adoptive T-Zell-Therapien gerichtet. Diese Form der
Immuntherapie begann mit der Entnahme menschlicher Immunzellen, wie beispielsweise
Tumor-infiltrierenden Lymphozyten, und anschlieRender Expansion und Reinfusion als
Medikament (Rosenberg et al. 1988). Diese Idee wurde im Laufe der Zeit weiterentwickelt
und die isolierten T-Zellen wurden nicht nur expandiert, sondern auch genetisch verandert



1 Einleitung 8

und mit neuen Merkmalen ausgestattet, die es den T-Zellen erméglichen, den Tumor besser
erkennen und bekdmpfen zu kénnen.

Dieser bahnbrechende Ansatz war malgeblich fir die Entwicklung des chimaren
Antigenrezeptors (CAR), ein spezielles Protein, das es T-Zellen erméglicht, ein (Tumor-)
spezifisches Antigen zu binden und eine vollstandige T-Zell-Antwort zu induzieren. Die
sogenannte CAR T-Zell-Therapie zeigte eine bedeutende klinische Wirksamkeit bei
hamatologischen, B-Zell-assoziierten Tumorentitaten. Die erhdhte Expression von CD19 auf
der Oberflache der B-Zell-Neoplasien stellte sich als ideales Ziel fir die CAR T-Zell-Therapie
heraus. Patienten mit rezidivierenden oder therapierefraktdren Verlaufen konnten plétzlich
vollstdndige Remissionen erleben, was zu der erstmaligen Zulassung der CAR T-Zell-
Therapien 2017 in den Vereinigten Staaten und 2018 in der Europaischen Union bei akut
lymphatischer Leukdmie (ALL) und diffus groBzelligem B-Zell-Lymphom (DLBL) flhrte
(Maude et al. 2018, Neelapu et al. 2017, Schuster et al. 2018).

Seitdem wurde der klinische Einsatz von CAR T-Zellen kontinuierlich erweitert, sodass diese
auch beispielsweise beim Mantelzelllymphom (Wang et al. 2020) oder mittels eines anti-
B-Zell-Reifungsantigen (BCMA) CAR bei rezidiviertem oder refraktdrem multiplen Myelom
(Munshi et al. 2021) eingesetzt und zuletzt sogar bei Autoimmunkrankheiten wie
systemischem Lupus Erythematodes (Mougiakakos et al. 2021) erprobt wurden.

1.3 Limitationen von CAR T-Zell-Therapien

Obwohl die Zulassung der CAR T-Zell-Therapie ein Meilenstein in der Geschichte der
Immuntherapien und der personalisierten Medizin war, sto3t die Therapie mit CAR T-Zellen
bisweilen auf Limitationen. Wahrend die Wirkung bei hamatologischen Tumorentitaten
effektiv ist, fihrte der Versuch, die Therapie auch bei soliden Tumoren anzuwenden, nur zu
geringem Erfolg (Sterner et al. 2021).

Die Grinde daflr sind vielfaltig: Tumorzellen kdnnen beispielsweise das Zielantigen
verlieren und dadurch der Erkennung der CAR T-Zellen entgehen (Maude et al. 2018).
AuBerdem ist das Stroma solider Tumoren schwer zuganglich und dadurch die Migration und
Infiltration der CAR T-Zellen in das Tumorgewebe deutlich reduziert. Hinzu kommt, dass T-
Zellen der massiv immunsuppressiven Mikroumgebung solider Tumore ausgesetzt sind und
dadurch nicht ihre vollstdndige Wirkung entfalten kénnen (Sterner et al. 2021, Stoiber et al.
2019). Die Ilokale Tumormikroumgebung ist ein komplexes System, welches
immunmodulatorische Zellen wie beispielsweise Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM),
cancer-associated fibroblasts (CAF), myeloide Suppressorzellen (MDSC) oder
regulatorische T-Zellen (Treg) aufweist (Quail et al. 2013, Sterner et al. 2021). Zudem kann
durch das Vorhandensein inhibitorischer Stimuli wie Uber die Expression von Checkpoint-
Molekilen die Immunantwort der therapeutischen T-Zellen gehemmt werden (Pardoll 2012,
Sharpe et al. 2018) und im Sinne einer ,immunologische Bremse* die Wirksamkeit und den
Therapieerfolg von CAR T-Zellen erheblich beeintrachtigen (Sterner et al. 2021, Stoiber et
al. 2019).
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1.4 Chemokinrezeptoren zur Verbesserung der Infiltration des
Tumorgewebes

Chemokine sind Proteine, die der Familie der Zytokine angehéren und durch die Bindung an
spezifische Rezeptoren (Chemokinrezeptoren) die Bewegung der Leukozyten steuern (Viola
et al. 2008). Sie vermitteln unter anderem die Migration von Immunzellen hin zu
Entziindungsherden und sind dadurch fundamentaler Bestandteil der Immunantwort (von
Andrian et al. 2000). Die Klassifikation der verschiedenen Chemokine beruht auf Anzahl und
Anordnung der Cysteine, welche durch Bildung von Disulfidbriicken fur die Stabilisierung des
Proteins sorgen. Sie werden anhand der beiden N-terminalen Cysteinreste in
unterschiedliche Familien eingeteilt (Zlotnik et al. 2000): Chemokine aus der CC-Familie sind
charakterisiert durch zwei direkt aufeinanderfolgende Cysteine, Chemokine aus der CXC-
Familie durch eine zwischen den beiden Cysteinen zwischengeschaltete Aminosaure, die
CX3C-Familie durch drei Aminosauren zwischen beiden Cysteinen und die (X)C-Familie
durch das fehlende erste und dritte Cystein, sodass folglich nur eine Disulfidbriicke gebildet
werden kann (Viola et al. 2008).

( C COOH (I: COOH
|
NH2 ccC &HZ CXC
| |
¢ ) ! )
CC-Familie CXC-Familie
( (I: COOH C COOH
|
NH2 CXXXC &Hz C
|
! ) )
CX3C-Familie (X)C-Familie

Abbildung 1: Grundlage fir die Einteilung der Chemokine in verschiedene Familien ist die Position der beiden
Cysteinreste in der Nahe der N-terminalen Region. Abbildung adaptiert nach de Munnik et al. 2015.

Im Tumormilieu kdnnen verschiedene Chemokine vorhanden sein, welche entweder von den
Tumorzellen selbst oder auch von Stroma- oder Immunzellen sezerniert werden, woraufhin
weitere Immunzellen in den Tumor wandern und dadurch die Immunantwort modulieren
(Nagarsheth et al. 2017). Aus diesem Grund wurde bereits in einigen Modellen untersucht,
inwiefern die Infiltration von CAR T-Zellen in das Tumorgewebe durch Uberexpression eines
Chemokinrezeptors auf der Oberflache der CAR T-Zellen verbessert werden kann, wie
beispielsweise durch CCR2 (Moon et al. 2011), CCR4 (Rapp et al. 2016) oder CXCR6 (Lesch
et al. 2021). Durch die Uberexpression von Chemokinrezeptoren kénnen CAR T-Zellen zwar
vermehrt in das Tumorgewebe wandern, sind dort aber weiterhin den starken inhibitorischen
Signalen ausgesetzt, welche sich negativ auf die Immunantwort und dadurch den
Therapieerfolg auswirken kénnen (Sterner et al. 2021).
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1.5 Blockade inhibitorischer Stimuli

1.5.1 Prinzipien der Inmunsuppression von T-Zellen

Inhibitorische Signale spielen eine essenzielle Rolle bei der physiologischen Regulierung der
Immunantwort, sie unterbinden namlich Uberschiellende Reaktionen des Immunsystems,
was vor allem der Vermeidung von Autoimmunreaktionen dient, bei denen gesundes,
korpereigenes Gewebe von den Immunzellen angegriffen wird (Sharpe et al. 2018).
Tumorzellen kénnen diese inhibitorischen Signale jedoch gezielt nutzen, um die Wirksamkeit
der Immunantwort zu schwéachen. Dazu gehért vor allem die Instrumentalisierung von
Checkpoint-Molekilen (Pardoll 2012, Topalian et al. 2012). Neben den membranstandigen
Rezeptoren gibt es zudem eine Reihe an léslichen Faktoren, die wichtig fiir das Uberleben
der Tumorzellen sind (Rabinovich et al. 2007).

Es verwundert also nicht, dass die Blockade inhibitorischer Stimuli auch als wegweisender
Fortschritt der Immuntherapien betrachtet wird. Durch das daraus resultierende Ldsen der
.mmunologischen Bremse“ kann namlich die Aktivitdt des Immunsystems gegen
Tumorzellen verbessert werden (Boussiotis 2016, Rabinovich et al. 2007, Sterner et al. 2021,
Topalian et al. 2012).

1.5.2 PD-1

Der prominenteste der Checkpoint-Rezeptoren ist das programmed cell death protein 1
(PD-1), ein Checkpoint-Rezeptor auf T-Zellen, der normalerweise zur Verhinderung einer
UbermaRigen Immunantwort dient (Boussiotis 2016). Tumorzellen nutzen jedoch gezielt den
PD-1-Signalweg, um die Aktivierung von T-Zellen zu unterdricken und somit der
Immunantwort und -kontrolle zu entgehen. Beispielsweise erhéhen Tumorzellen die
Expression des entsprechenden Liganden wie beispielsweise PD-L1, nachdem sie
proinflammatorischen  Zytokinen wie Typ | und I Interferonen  und
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) ausgesetzt waren, die wiederum typischerweise von
aktivierten T-Zellen sezerniert werden (Boussiotis 2016). Die Expression dieser Liganden
kann dann die antitumorale Immunreaktion zugunsten des Tumorerhalts begrenzen.

Gleichzeitig unterliegen T-Zellen einer physiologischen aktivierungsinduzierten
Hochregulation von inhibitorischen Rezeptoren an der Zelloberflache, welche nach Bindung
des entsprechenden Liganden die Immunantwort einschranken. Nicht umsonst hat sich
deshalb die gezielte Blockade von PD-1 durch monoklonale Antikdrper wie beispielswese
Pembrolizumab als wirksamer Ansatz moderner Krebstherapien etabliert (Boussiotis 2016).
Folglich zeigen auch Strategien, welche die adoptive T-Zell-Therapie mit der Checkpoint-
Blockade kombinieren, vielversprechende Ergebnisse in Hinblick auf das Erreichen einer
funktionalen Persistenz von CAR T-Zellen (Grosser et al. 2019). In praklinischen Modellen
konnte gezeigt werden, dass Uber die Checkpoint-Blockade die Aktivitdt und Funktion von
erschopften CAR T-Zellen wiederhergestellt und dadurch eine bessere Tumorkontrolle
erreicht werden kann (Cherkassky et al. 2016, John et al. 2013). In einem klinischen Fall
wurde ein Patient mit therapierefraktarem DLBCL mit anti-CD19 CAR T-Zellen behandelt;
eine zuséatzliche Infusion mit Pembrolizumab flihrte zu einer verbesserten Funktion und
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Expansion der CAR T-Zellen und dadurch zu einem Rickgang der Tumorlasionen (Chong
et al. 2017). Weitere vielversprechende erste Untersuchungen bestatigen die gesteigerte
Wirkung und gleichzeitige Sicherheit der anti-CD19 CAR T-Zell-Therapie in Kombination mit
einem PD-1-Antikoérper bei Patienten mit therapierefraktaren B-Zell Lymphomen (Cao et al.
2019, Chong et al. 2022) oder ALL (Li et al. 2018).

Die gezielte Blockade des PD-1-PD-L1-Signalwegs durch die systemische Verabreichung
von Antikérpern kann zu dem Auftreten immunbedingter Nebenwirkungen flihren (Ramos-
Casals et al. 2020, Topalian et al. 2012). Daher gibt es neue Ansatze, welche eine selektive
Unterbrechung dieses Signalwegs bedingen und nicht systemisch, sondern ausschliel3lich
lokal — also an den CAR T-Zellen — ihre Wirkung entfalten. Einige der Méglichkeiten sind der
knock-out des dazugehdrigen Gens (PDCD1) auf den T-Zellen (McGowan et al. 2020), die
Ausstattung mit einen dominant-negativen Rezeptor (DNR) (Cherkassky et al. 2016), oder
ein Fusionsprotein, welches den inhibitorischen Stimulus von PD-1 in eine CD28-vermittelte
Costimulation umwandelt und somit nicht nur das inhibitorische Signal unterdriickt, sondern
die Immunantwort aktiv verbessert (Kobold et al. 2015, Prosser et al. 2012).

1.5.3 TGF-p

Transforming growth factor-3 (TGF-B) ist ein Zytokin, das von verschiedenen Zellen,
einschliellich Tumorzellen, produziert wird. TGF-B kann die Aktivitdt der Immunzellen
ebenfalls hemmen und dadurch die Wirksamkeit der Immunantwort gegen Tumorzellen
beeintrachtigen und das Tumorwachstum férdern (Massagué 2008). TGF-3 wirkt Gber eine
Reihe von Mechanismen auf die Immunantwort ein. Es beeinflusst entscheidende Schritte
der T-Zell-vermittelten Immunantwort gegen Tumore, wie beispielsweise T-Zell-Aktivierung,
Proliferation, Differenzierung und Migration in die Tumorumgebung sowie in die
tumorabfiihrenden Lymphknoten (Derynck et al. 2021).

Aus diesem Grund kann die Blockade des TGF-B-Signalwegs zur Verbesserung der
Funktion der T-Zellen mit verbesserter Tumorkontrolle fiihren (Tauriello et al. 2022), sodass
auch hier Uber die selektive Unterbrechung des Signalwegs mittels eines DNR auf der
Zellmembran in Kombination mit CAR T-Zellen beeindruckende Ergebnisse beim
Prostatakarzinom (Kloss et al. 2018) und non-Hodgkin Lymphom (Bollard et al. 2018) gezeigt
werden konnten.

1.6 Fragestellung der Arbeit

Trotz der Limitationen, insbesondere bei soliden Tumoren, bieten Therapien mit
CAR T-Zellen vielversprechende Zukunftsaussichten. Da nicht ein einziger Faktor fur die
Limitation der CAR T-Zell-Therapie verantwortlich ist, sondern mehrere Achsen eine Rolle
spielen, ist ein multimodaler Ansatz erforderlich, um diese Hindernisse zu Uberwinden.
Obwohl die CAR T-Zellen beispielsweise durch zusatzliche Ausstattung mit
Chemokinrezeptoren in der Lage sind, das Stroma von soliden Tumoren besser zu
durchdringen und zu infiltrieren, bleiben sie den immunsuppressiven Signalen des Tumors
in dessen Milieu ausgesetzt. Eine mogliche Lésung liegt daher in der Ausstattung der CAR
T-Zellen mit mehreren Rezeptoren. Die Weiterentwicklung dieser Ausstattung hat nicht nur
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das Potential, die therapeutische Wirksamkeit der CAR T-Zellen zu verbessern, sondern
auch die Anwendung auf ein breiteres Spektrum an Tumorentitaten auszuweiten und die
Prazision der CAR T-Zell-Therapie zu erhdhen.

In den hier vorgestellten Publikationen wurden neue Ansatze analysiert, welche die
Grundlage fiir eine mafRgeschneiderte, multimodale CAR T-Zell-Therapie bilden kénnen: Die
zusatzliche Ausstattung der CAR T-Zellen mit einem Chemokinrezeptor (CCR8) soll die
Migration in das Tumorgewebe férdern. Zudem wird analysiert, inwiefern CAR T-Zellen von
einem Schutz vor inhibitorischen Stimuli (TGF-f und PD-1) profitieren kdnnen, sodass im
praklinischen Modell eine optimale Immunantwort gewahrleistet und damit einhergehend
eine verbesserte Tumorkontrolle und Therapieantwort erzielt werden kann.

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Fragestellung dieser Arbeit: Untersuchung der verbesserten Migration von
CAR T-Zellen in das Tumorgewebe bei gleichzeitigem Schutz vor immunsuppressiven Stimuli im Tumormilieu.
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2. Zusammenfassung

Die CAR T-Zell-Therapie stellt sich in der Behandlung von soliden Tumoren in bisherigen
Studien als ineffektiv heraus. Ausschlaggebend hierfir sind die verringerte Infiltration in das
Tumorgewebe und die Immunsuppression der CAR T-Zellen durch das Tumormilieu. In den
beiden hier vorgestellten Publikationen werden innovative Anséatze untersucht, um diese
Herausforderungen zu Uberwinden und die Wirksamkeit der CAR T-Zelltherapie zu
verbessern.

In der ersten Publikation wurde CCR8 genutzt, um die CAR T-Zellen vermehrt in das
Tumorgewebe zu leiten. Gleichzeitig schitzte ein dominant-negativer TGF-3-Rezeptor
(DNR) die T-Zellen vor der Hemmung durch TGF-3. Es wurde identifiziert, dass CCL1, der
Ligand von CCRS8, von aktivieten T-Zellen produziert wird. Dadurch entsteht ein
Rickkopplungsmechanismus, wodurch weitere CCR8" (CAR) T-Zellen in den Tumor
migrieren. Diese anhaltende und verbesserte Infiltration von modifizierten T-Zellen, in
Kombination mit dem Schutz vor TGF-B, flhrte zu einer gesteigerten therapeutischen
Wirksamkeit. Die Ergebnisse zeigen, dass die gleichzeitige Integration von CCR8 und DNR
in CAR T-Zellen einen multimodalen, vielversprechenden Ansatz fir die Verbesserung der
CAR T-Zell-Therapie darstellt.

Die zweite Publikation untersucht die Verwendung von immunstimulierenden
Fusionsproteinen (IFP) zur Umwandlung von immunsuppressiven Signalen in eine T-Zell-
Aktivierung. Hierfur wird der bekannte PD-1-PD-L1-Signalweg genutzt: Das PD-1 Signal soll
Uber den IFP in eine CD28-vermittelte Costimulation umgewandelt werden. Da es noch
keinen Konsens bezlglich der optimalen Konfiguration eines IFPs gibt, wurden verschiedene
Varianten des PD-1-CD28 IFPs verglichen. IFP-Konstrukte, deren extrazellulare Domane
langer als die von PD-1 sind, induzieren eine volle Immunantwort in den T-Zellen und
erscheinen daher ungeeignet fir eine CAR-vermittelte Tumortherapie. IFP-Konstrukte mit
einer physiologischen extrazellularen PD-1-Lange zeigten hingegen eine verbesserte
Funktion und Wirkung der CAR T-Zellen in vitro und in vivo.
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3. Abstract (English)

CAR T cell therapy proves to be ineffective in the treatment of solid tumors due to reduced
infiltration into the tumor tissue and to immunosuppression of CAR T cells by the tumor
microenvironment. Both publications investigate innovative approaches to overcome these
challenges and enhance the efficacy of CAR T cell therapy.

In the first publication, CCR8 was used to guide the CAR T cells into the tumor tissue.
Simultaneously, a dominant-negative TGF- receptor (DNR) protected the T cells from
inhibition by TGF-B. It was identified that CCL1, the ligand of CCRS, is produced by activated
T cells. This creates a feedback mechanism, causing further CCR8" (CAR) T cells to migrate
into the tumor. This sustained and enhanced infiltration of modified T cells, in combination
with protection from TGF-f3, led to increased therapeutic efficacy. The results show that the
parallel integration of CCR8 and DNR into CAR T cells is a multimodal and promising
approach to improving CAR T cell therapy.

The second publication focuses on the use of immunostimulatory fusion proteins (IFP) to
convert immunosuppressive signals into T cell activation. The well-known PD-1-PD-L1
signaling pathway was exploited for this purpose: the PD-1 signal is converted into CD28-
mediated costimulation through the IFP. Since there is no consensus on the optimal
configuration of an IFP, different variants of the PD-1-CD28 IFP were compared. IFP
constructs whose extracellular domain exceeds that of PD-1, induce a full immune response
in T cells and therefore appear unsuitable for CAR-mediated tumor therapy. IFP constructs
with a physiological extracellular PD-1 length showed improved function and efficacy of CAR
T cells in vitro and in vivo.
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4. Publikationen und Beitrag

41 Combined tumor-directed recruitment and protection from
immune suppression enable CAR T cell efficacy in solid
tumors

4.1.1 Eigener Beitrag zur Publikation

Die bereits in murinen Modellen gezeigte Wirksamkeit der CAR T-Zellen mit dem
Chemokinrezeptor CCR8 (Figure 2C) konnte ich auf ein humanes Modell Ubertragen, um
das translationale Potential dieses therapeutischen Ansatzes zu bestatigen. So konnte ich
zeigen, dass humane T-Zellen in vitro zum entsprechenden CCL1-Gradienten migrieren,
sobald sie mit CCR8 transduziert wurden (Figure 5 G). Zudem war ich an der Generierung
der humanen CAR T-Zellen fur die in vivo Versuche (Figure 5 H-N) und der Durchfiihrung
derselben beteiligt. Dies beinhaltete die regelmaflige Kontrolle der Mause und die
Unterstiitzung bei der Messung der TumorgréRe. AuRerdem war ich bei der Uberarbeitung
des Manuskripts, Datenanalyse und Abbildungserstellung, der Koordination der dafiir
notwendigen Experimente und der ausfihrlichen in vitro und ex vivo Charakterisierung der
humanen T-Zellen (Supplementary Figure S4) beteiligt. Letztendlich konnten wir durch diese
Experimente beweisen, dass der DNR auch bei humanen CCR8-CAR T Zellen signifikanten
Schutz vor Immunsuppression bietet und diese vom Riickkopplungsmechanismus durch
CCL1 und CCRS8 profitieren kénnen. Dies zeigte sich sowohl in der in vitro Charakterisierung
als auch in den Xenograft-Modellen. Mein Beitrag zu den verschiedenen Experimenten in
den humanen Modellen wurde mit einer Ko-Autorenschaft anerkannt.

4.1.2 Originalartikel

Der Originalartikel ,Combined tumor-directed recruitment and protection from immune
suppression enable CAR T cell efficacy in solid tumors“ kann unter folgendem Link
aufgerufen werden (open access):

https://www.science.org/doi/10.1126/sciadv.abi5781

DOI:10.1126/sciadv.abi5781


https://www.science.org/doi/10.1126/sciadv.abi5781
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4.2 Rational design of PD-1-CD28 immunostimulatory fusion
proteins for CAR T cell therapy

4.2.1 Eigener Beitrag zur Publikation

In dieser Publikation erganzte ich die im Labor bereits etablierten Fusionsrezeptoren mit den
neuen Varianten (CTM+12EC und CTMA12EC), welche durch ein zusatzliches Cystein in
der extrazellularen Domane besser dimerisieren sollen und in bereits publizierten Modellen
eine verbesserte Funktion gezeigt hatten (Oda et al. 2017, Prosser et al. 2012). Nachdem
ich die verschiedenen Konstrukte etablieren und die humanen T-Zellen damit transduzieren
konnte (Figure 1 A-C), bestétigte ich die entsprechende Funktionalitat (Figure 1 D). Daraufhin
analysierte ich die T-Zell-Effektorfunktion und Proliferation mit den verschiedenen
Fusionsrezeptoren, wie in Figure 2A und 2B dargestellt. AnschlieRend erfolgte die genaue
Untersuchung der Fusionszeptoren zusammen mit einem anti-CD19 CAR auf den T-Zellen
und die damit verbundene Lysekapazitat (Figure 2C), Aktivierung und Zytokinfreisetzung
(Figure 2D, 2G, Supplementary Figure 2) und Proliferation (Figure 2 E-F). Die
Beobachtungen konnte ich schliellich auch in vivo in einem aggressiven ALL-
Xenograftmodell bestatigen (Figure 4).

Ich war an der Planung und Durchfiihrung aller Experimente beteiligt, die ich zusammen mit
den Koautoren durchfiihrte. Bei der Planung, Manuskripterstellung, Datenanalyse und
Abbildungserstellung sowie den sehr umfangreichen in vivo Experimenten arbeitete ich
intensiv mit meinem Betreuer zusammen. Wir konnten gemeinsam die konzeptuelle Idee,
die verschiedenen Fusionsrezeptoren in einem humanen Modell zu vergleichen, in der
vorliegenden Publikation umsetzen, weshalb wir uns in diesem Artikel die Erstautorenschaft
teilen.

4.2.2 Originalartikel

Der Originalartikel ,Rational design of PD-1-CD28 immunostimulatory fusion proteins for
CAR T cell therapy” kann unter folgendem Link abgerufen werden (open access):

https://www.nature.com/articles/s41416-023-02332-9

DOI: 10.1038/s41416-023-02332-9


https://www.nature.com/articles/s41416-023-02332-9
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