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1 Einleitung
1.1 Aktuelle Entwicklungen

1 Einleitung

1.1 Aktuelle Entwicklungen

Im Juni 2018 empfahl die European Medicines Agency (EMA) die Zulassung von
zwei Therapien, Tisagenlecleucel und Axicabtagene ciloleucel, fur die Behand-
lung von CD19-positiven Formen der Akuten Lymphatischen Leukamie (ALL)
bzw. des Diffus-groRzelligen B-Zell-Lymphoms (DLBCL)'. Diese sind die ersten
zugelassenen Vertreter der sogenannten CAR-T-Zell-Therapie, bei der T-Zellen
des Patienten genetisch so verandert werden, dass sie einen chimaren Antigen-
rezeptor (CAR) exprimieren, um Oberflachenantigene maligner Zellen zu erken-
nen und dadurch eine gegen diese malignen Zellen gerichtete Immunantwort her-

vorzurufen.

Die ersten Versuche mit CAR-T-Zellen wurden bereits 1989 veroffentlicht?. Fir
die ersten klinischen Versuche am Menschen wurden in einer Phase-1-Studie
18 Patienten mit verschiedenen B-Zell-Malignomen behandelt, die nach einer
Stammzelltransplantation ein Rezidiv erlitten hatten. Vier Patienten waren 2006
zum Zeitpunkt der Veroffentlichung der Ergebnisse? flr 10-52 Monate in komplet-

ter Remission.

Aktuell sind mehr als 400 klinische Studien auf ClinicalTrials.gov verzeichnet
(Stand 01/2021), die meisten davon zur Behandlung von malignen hamatologi-
schen Erkrankungen. Jedoch ist eine Verschiebung hin zu soliden Tumoren er-
kennbar. Bisher fanden die meisten klinischen Studien in den USA statt, zuletzt

startete China die meisten Studien.

1.2 T-Lymphozyten
Zu den Aufgaben des Immunsystems gehoéren unter anderem die Abwehr von
Fremdkorpern und Mikroorganismen sowie die Zerstérung von fehlerhaften kor-

pereigenen Zellen.

T-Lymphozyten sind Teil des spezifischen, erworbenen Immunsystems, spielen

aber auch eine zentrale Rolle in der Koordination der gesamten Abwehr.

-3-



1 Einleitung
1.2 T-Lymphozyten

Die Vorlaufer der T-Zellen werden im Knochenmark gebildet, wobei sie wie B-
Lymphozyten und angeborene lymphatische Zellen (innate lymphoid cells, ILC)
von der gemeinsamen lymphatischen Vorlauferzelle (common lymphoid progeni-
tor, CLP) abstammen.* Lymphatische Vorlauferzellen — die genaue Subpopula-
tion ist noch nicht endgliltig identifiziert® — gelangen in den Thymus, wo der ent-
scheidende Teil ihrer Differenzierung zur T-Zelle stattfindet. Die fur diese Arbeit
wichtigsten Produkte sind die naiven T-Zellen mit ap-Rezeptor und die regulato-
rischen T-Zellen. Auf die Ubrigen T-Zell-Populationen wie iNKT-Zellen (invariant
natural Killer T cells) oder die in Haut und Schleimhauten vorkommenden, im-
munregulatorisch® wirkenden T-Zellen mit yd-Rezeptor soll hier nicht ndher ein-

gegangen werden.

1.2.1 Differenzierung der Thymozyten

Durch Interaktion mit Thymusepithelzellen werden Signalwege gestartet, die die
Gen- und Proteinexpression der T-Vorlauferzellen, wahrend der Reifung im Thy-
mus Thymozyten genannt, verandern und diese auf die T-Zell-Reihe festlegen.
Die vorhandenen Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren beeinflusst die Signal-
Ubertragung und die Genexpression, wodurch wiederum die Proteinexpression

gesteuert wird.”

Die verschiedenen Entwicklungsstufen sind also gekennzeichnet durch die Ex-
pression verschiedener Oberflachenproteine wie CD44 und CD25 sowie CD4
und CD8 und die genetischen Umlagerungen von V-, D- und J-Segmenten in den
Genen der B-Kette und V- und J-Segmenten in den Genen der a-Kette.2 ® Diese
Umlagerungen resultieren in einer Vielfalt von unterschiedlichen variablen Regi-
onen des T-Zell-Rezeptors, welche fur die Antigenerkennung entscheidend

sind.0

Wahrend der ersten Entwicklungsstufen exprimieren die Zellen zwar T-Zell-Mar-
ker wie CD2, aber weder CD4 noch CD8."" Sie werden deshalb als doppelt ne-
gative (DN) Zellen bezeichnet.

Zunachst miissen doppelt negative Thymozyten auf Uberlebenssignale reagie-

ren konnen, also auf Zytokine wie Interleukin-7.12



1 Einleitung
1.2 T-Lymphozyten

Dazu kommen Genumlagerungen im Bereich der 3-, y- und &-Ketten des T-Zell-
Rezeptors (TCR).” Zwei T-Zell-Linien — ap und yd — entstehen. Die Komplexbil-
dung von CD3, der initialen a-Kette und der B-Kette fuhrt zu Umlagerungen der
a-Kette, weiteren Umlagerungen der (3-Kette und der Expression von CD4 und
CD8.7 8 Diese doppelt positiven Zellen sind in der Lage, den ap-T-Zell-Rezeptor
zu exprimieren.® Die Umlagerungen im a-Locus dauern so lange an, bis die Zelle
entweder die positive Selektion besteht oder durch die fehlenden Uberlebenssig-

nale abstirbt.8

Positive und negative Selektion nach der Affinitatshypothese

Nur etwa 2,1% der doppelt positiven T-Zellen Uberleben sowohl die positive als
auch die negative Selektion und gelangen anschlietend in die Peripherie.'® Die
Selektionsschritte werden ermdglicht durch die Interaktion mit den Major Histo-
compatibility Complex (MHC)-Moleklilen der Thymusepithelzellen und der

Stromazellen.

Nur wenige der entstandenen T-Zell-Rezeptoren der doppelt positiven Zellen bin-
den mit ausreichender Affinitat den Komplex aus Selbst-Peptid und MHC.'3 14 Die
Thymozyten bekommen durch diese Interaktion Uberlebenssignale sowie Sig-
nale, die die genetische Rekombination beeinflussen; die tbrigen erfahren keine
Uberlebenssignale und sterben aufgrund dieses ,Neglects“.? > Diesen Vorgang

bezeichnet man als positive Selektion.

Die so selektierten Zellen werden schlieRlich durch Beenden der Expression ei-
nes Corezeptors zu einfach positiven CD4+- oder CD8+-T-Zellen. Die Thymozy-
ten, deren T-Zell-Rezeptor ein an MHC Klasse || gebundenes Peptid erkennt,
exprimieren CD4."® Dagegen besitzen CD8+-T-Zellen einen auf MHC Klasse |
spezialisierten T-Zell-Rezeptor.’” Unklar ist bisher, ob aufgrund des Einflusses
des Corezeptors auf die Signaltransduktion die Abschaltung des jeweils anderen
Corezeptors gezielt gesteuert wird, oder ob zufallig die Expression von CD4 oder
CD8 beendet wird und die Zellen, deren TCR nicht zu ihrem Corezeptor passt,

ausselektiert werden.8
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Uberlappend beginnt die negative Selektion.'® Ziel dieser Entwicklungsstufe ist
die Eliminierung von autoreaktiven Zellen.® Haben die T-Zell-Rezeptoren eine zu
hohe Affinitat an den Komplex von korpereigenen Proteinen und MHC auf den
Oberflachen der Thymusepithelzellen oder der dendritischen Zellen, werden
diese unreifen Zellen durch Apoptose entfernt.'® Dieser Vorgang wird als klonale

Deletion bezeichnet.

Einige Subpopulationen allerdings Uberleben die negative Selektion trotz einer
hohen Affinitat ihres T-Zell-Rezeptors an ein Selbst-Antigen.'® Dies trifft unter an-
derem auf einen Teil der regulatorischen T-Zellen zu.'® Sie zeichnen sich durch
eine hohe Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3 (forkhead box P3) aus®’;
der genaue Mechanismus dieser Agonistenselektion ist Gegenstand der For-
schung?!, aber die Entwicklung zu regulatorischen T-Zellen setzt eine gewisse
Reifungsstufe voraus' 15. Autoreaktive doppelt positive Thymozyten, die die ne-
gative Selektion Uberleben, differenzieren zu intestinal intraepithelialen Lympho-
zyten (IEL), wahrend regulatorische T-Zellen erst in einem spateren Entwick-

lungsstadium aus einfach positiven T-Zellen entstehen.’

Bestehen die Thymozyten die beiden Selektionsmechanismen, werden sie als
naive T-Zellen in die Peripherie entlassen und zirkulieren im Blut oder wandern

in sekundare lymphatische Organe wie Lymphknoten oder Milz.®

Die niedrige Affinitat des T-Zell-Rezeptors fur kdrpereigene pMHC (an MHC ge-
bundenes Protein) fiihrt dazu, dass die Zellen in der Peripherie Uberlebenssig-
nale empfangen.?? Eine niedrigschwellige Aktivierung ist auferdem Vorausset-
zung fur die T-Zell-Antwort.?? Allerdings fiihrt die Bindung eines pMHC mit nied-
riger Affinitat an einen TCR in Thymozyten zu einem starkeren Aktivierungssignal
als in reifen T-Zellen,?® der Grund hierfiir sind Unterschiede in der Proteinexpres-

sion zwischen reifen und unreifen Zellen2* 25 26,

Priming der T-Zellen
Diese antigenprasentierenden Zellen prasentieren Bruchstlicke von potenziellen
Krankheitserregern an MHC gebunden auf der Zelloberflache. Naive T-Zellen

binden zunachst  vorubergehend an jede ihnen begegnende

-6 -
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antigenprasentierende Zelle?” 2. Diese Bindung wird unter anderem durch

LFA12° (lymphocyte function-associated antigen 1) vermittelt.

,Passt* der T-Zell-Rezeptor einer naiven T-Zelle zu einem prasentierten Antigen,
wird diese Zelle aktiviert, und durch eine Konformationsanderung wird die Affini-
tat von LFA1 erhoht®. Die Bindung des Corezeptors CD4 oder CD8 scheint die
Verbindung der Zellen weiter zu stabilisieren.3' AuRerdem werden zur Aktivie-
rung der naiven T-Zelle weitere Signale ben6tigt®2, das heiltt costimulierende Re-
zeptoren auf der T-Zell-Oberflache werden durch die entsprechenden Liganden
auf der antigenprasentierenden Zelle aktiviert; einer der wichtigsten ist CD283,
Das Priming der naiven Zelle wird durch eine hyporeagible Phase beendet, in der
die T-Zellen nach Aktivierung voribergehend keine Reaktion bei erneutem Kon-
takt mit einer antigenprasentierenden Zelle oder selbst mit dem spezifischen An-

tigen zeigen,; stattdessen proliferieren die Zellen.3

Bei der Entwicklung der naive T-Zellen zu Effektorzellen wie T-Helferzellen, zy-
totoxischen T-Zellen oder regulatorischen T-Zellen, und T-Gedachtnis-Zellen

spielen Zytokine3® 36 und Modifikationen auf DNA-Ebene 37 eine wichtige Rolle.

1.2.2 Subpopulationen der T-Zellen
Aufgaben des erworbenen Immunsystems sind die gezielte Bekampfung von Pa-
thogenen und die Bildung eines Immungedachtnisses, um die Immunantwort

beim zweiten Antigenkontakt sehr schnell initiieren zu kdnnen.

Im folgenden Abschnitt werden die wichtigsten Subpopulationen der T-Zellen

kurz charakterisiert.

CD4-positive Zellen

Die CD4-positiven T-Helferzellen sind verantwortlich fur die Koordination einer
Immunantwort, indem sie durch Signale — in erster Linie durch Zytokinfreisetzung
— verschiedene andere Immunzellen wie B-Lymphozyten und Makrophagen ak-
tivieren. Die Aktivierung kann zwar unter Umstanden auch durch T-Zell-unabhan-
gige Wege induziert werden3®, aber die meisten B-Zellen benétigen die , T-Zell-

Hilfe“ fir Aktivierung und Differenzierung.
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Die T-Helferzellen gliedern sich in TH1-, TH2-, TH9-, TH17-, TH22-Zellen und
follikulare T-Helferzellen. Eine weitere CD4-positive T-Zell-Population sind die re-

gulatorischen T-Zellen.

Die TH1-Zellen sind fur die Bekadmpfung von intrazellularen Pathogenen wie Vi-
ren*® 41 Protozoen*? oder Bakterien*3 verantwortlich, die Makrophagen Uberle-
ben oder diese infizieren. Exprimiert ein solcher Makrophage das spezifische An-
tigen auf MHC I, wird er durch das von der TH1-Zelle produzierte Interferon-y
(IFN-y) weiter aktiviert, um die aufgenommenen Pathogene doch noch zu elimi-
nieren.** 4% Auf dieselbe Weise scheint die TH1-Anti-Tumor-Aktivitat zu funktio-
nieren.*® AulRerdem bewirken sie den Isotypenwechsel zu IgG2a bei B-Zellen*;
weitere synthetisierte Zytokine neben Interferon-y sind Interleukin-2 (IL-2) und

Tumornekrosefaktor-a (TNFa) 48,

Die TH2-Zellen sind gegen extrazellulare Parasiten gerichtet. Um die eosinophi-
len Granulozyten und die Mastzellen zu stimulieren, produzieren sie unter ande-
rem IL-449, IL-5° und IL-13%'. Des Weiteren sind sie fiir die Unterstlitzung des

Isotypenwechsels zu IgE wichtig#” 48

Die 2008 erstmals beschriebenen TH9-Zellen%? %3 spielen eine Rolle bei der Be-
kampfung von Parasiten®* und soliden Tumoren®® 3¢ sowie Autoimmunerkrankun-
gen®’ wie chronisch entziindlichen Darmerkrankungen. Ob das Verhalten der
TH9-Zellen eine Anti-Tumoraktivitat zeigt oder das Tumorwachstum begunstigt,

scheint von der Tumorzelllinie abzuhangen.%®

Kurz darauf wurden 2009 die TH22-Zellen als eigene Subpopulation charakteri-
siert.5% Die (iberwiegend in der Haut lokalisierten Zellen sind die Hauptproduzen-
ten ¢ von IL-22, kénnen aber auch IL-10 oder TNFa synthetisieren.5' Sie spielen
somit eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der Epithelzellen in Haut und
Schleimhauten, welche dann antimikrobielle Peptide synthetisieren und somit
eine Barriere gegen eindringende Pathogene bilden.52 63 64

Die Aufgabe der TH17-Zellen ist die Unterstutzung der Immunreaktionen, welche

gegen extrazellulare Bakterien® oder Pilze®® gerichtet sind. Im Verbund mit TH1-
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Zellen sind sie auRerdem an der Immunreaktion gegen intrazellulare Bakterien
beteiligt®”. Benannt sind sie nach dem von ihnen synthetisierten Zytokin IL-17%8.
Sie verstarken die antimikrobielle Aktivitat der neutrophilen Granulozyten®® und
bewirken den Isotypenwechsel hin zur Produktion von 1gG2a- und 1IgG3-Antikor-

pern’®,

Die Funktionen der TFH-Zellen sind die Unterstitzung der Bildung eines Keim-
zentrums, der B-Zell-Differenzierung und dem damit verbundenen Isotypenwech-
sel der Antikdrper unabhangig von Typ der Immunreaktion. Dies geschieht durch
die Expression von costimulatorischen Rezeptoren wie ICOS’" oder den Zytoki-
nen IL-472, IL-1073 und IL-2174. Die Unterstitzung der B-Zell- Differenzierung
durch diese T-Lymphozyten-Population resultiert in der Produktion von hochaffi-
nen Antikorpern’® 76, Der Wirkort dieser Zellen sind die Lymphfollikel”” 78, in wel-

chen sie aufgrund der Expression des Chemokinrezeptors CXCR5 gelangen’®.

Die regulatorischen T-Zellen (Trec) begrenzen die Immunreaktion der anderen
Immunzellen und verhindern somit Autoimmunreaktionen. Auf3erdem fordern
Trec die Gewebeheilung®, tragen in der Schwangerschaft zur immunologischen
Toleranz des kindlichen Gewebes bei®! und haben einen Anteil an metabolischen
Prozessen und Erkrankungen wie Diabetes®?. Bei einem Apoplex werden Trec
sowohl protektive Funktionen®® unterstellt als auch ein Anteil an der Entstehung

der Erkrankung?®*,

Leider unterdriucken sie neben Autoimmunreaktionen auch die gegen Tumorzel-
len gerichteten Immunreaktionen®?; bei vielen Tumorarten ist eine hohe Infiltra-

tion von Trec gleichbedeutend mit einer schlechten Prognose?®®.

Sie werden nach ihrem Entstehungsort in im Thymus entstandene tTrec, welche
den Thymus als reife funktionsfahige Zellen verlassen®’, und in der Peripherie
aus naiven CD4-positiven Lymphozyten differenzierte pTrec unterteilt®®. Dies ist
keine einheitliche Gruppe. Der Transkriptionsfaktor FoxP3 (forkhead box P3) ist
fur die meisten regulatorischen T-Zellen kennzeichnend und fur deren Funktion
entscheidend?. Mittlerweile sind aber auch Untergruppen bekannt, die kein

FoxP3 synthetisieren® . Die regulatorischen T-Zellen sind in der Lage, die

-9-
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Funktion nahezu aller anderen Immunzellen zu beeintrachtigen®'. Zu diesem
Zweck sekretieren sie zum einen Zytokine wie IL-10% 9 94 Transforming Growth
Factor B (TGF-B)% 9 und IL-35%, zum anderen induzieren sie Zytolyse durch
Serinproteasen wie Granzym B% und unterbrechen proinflammatorische interzel-
lulare Signalwege durch CD39% oder CD25'%0.19" AuRerdem blockieren sie die
Aktivierung von T-Zellen durch dendritische Zellen, indem sie mit Rezeptoren wie
CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) anstelle des homologen
Rezeptors CD28 an den Liganden B7 binden'%?, und durch PD1 (programmed

cell death protein 1), dessen Liganden ebenfalls zur B7-Familie gehéren03.101

Es gibt weitere Arten von regulatorischen T-Zellen, zum Beispiel follikulare regu-
latorischen T-Zellen, welche CXCR5 exprimieren'%, oder CD8-positive regulato-

rische T-Zellen'%5,

Die Subpopulationen der CD4-Zellen sind allerdings oft nicht so klar abgegrenzt,

da die Zellen durchaus uber die Fahigkeit der Plastizitat verfugen.

So gibt es zum Beispiel Zwischenformen wie die TH17/TH1-Zellen, die sowohl
IL-17 als auch IFN-y synthetisieren.'® Unter bestimmten Umstanden kénnen
auch TH22 Interferon-y sekretieren'®’, ein Zytokin, das eigentlich fiir die TH1-
Zellen spezifisch ist. TH17-Zellen kdnnen sogar zu regulatorischen T-Zellen um-
gewandelt werden'® und umgekehrt'®. Auch die Umwandlung von regulatori-

schen T-Zellen in follikulare T-Helferzellen ist moglich.10

Aulerdem wirken die flr eine Subpopulation spezifischen Zytokine auch auf die
anderen CD4-Subpopulationen. Das fur TH17 spezifische IL-17 beispielsweise
unterstitzt die TH1-Differenzierung und damit die Immunantwort gegen intrazel-

lulare Bakterien wie Francisella tularensis'!.

CD8-positive T-Zellen
Die CD8-positiven T-Zellen toten die mit intrazellularen Pathogenen12 113 114 jn-

fizierten Zellen im direkten Kontakt ab.

CD8-positive zytotoxische T-Zellen erkennen ihre Zielzelle abhangig von MHC |

oder CD1'1%.16 Dije Induktion der Apoptose der Zielzelle geschieht auf drei
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verschiedene Arten: durch Exozytose von lytischen Granula, die Perforin,
Granzyme und Granulysin enthalten, welche dann in der Zielzelle freigesetzt wer-
den; durch den Signalweg nach Bindung des FAS-Liganden an den FAS-Rezep-
tor auf der Zielzelle, was auch antigenunabhangig moglich ist; oder durch TNF-
TNFR-Interaktion. 7

Fir die Aktivierung von naiven CD8-positiven T-Zellen und damit fir die primare
Immunantwort sind nur bei manchen Mechanismen wie Cross-Priming T-Helfer-
Zellen notig''® 119 120 Die Unterschiede zeigen sich allerdings bei der sekundaren
Immunantwort'?!, da die Erhaltung der CD8-Gedachtnis-Zellen abhangig ist von

der Anwesenheit von T-Helfer-Zellen'22,

Ein wichtiger Rezeptor ist dabei der CD40-Rezeptor der CD4-T-Zellen, der an
den entsprechenden Liganden auf der Oberflache der dendritischen Zelle bin-
det'?® und dadurch zur Expression von costimulatorischen Rezeptoren wie B7,
dem Rezeptor fiir CD28, und Zytokinen seitens der dendritischen Zellen fiihrt'%4,
welche wiederum fur die Aktivierung der CD8-positiven T-Zellen wichtig sind. Fur
die Differenzierung und Proliferation der CD8-T-Zellen spielt auRerdem das v.a.

von CD4-T-Zellen synthetisierte IL-2 eine wichtige Rolle25 126,

Die Entwicklung der naiven T-Zelle zur Effektor- oder Gedachtnis-Zelle ist abhan-
gig von den Zytokinen: die Gegenwart von IL-21 férdert die Differenzierung zu
Gedachtniszellen'?, IL-12 dagegen die Bildung von kurzlebigen Effektor-Zel-

len28,

T-Gedachtnis-Zellen

Die T-Gedachtnis-Zellen sind fir die ,Erinnerung“ des Immunsystems an das Pa-
thogen verantwortlich. Bei einem zweiten Kontakt mit dem spezifischen Antigen,
also bei einer erneuten Infektion mit demselben Pathogen, kdnnen die Gedacht-
niszellen schneller zu Effektorzellen differenzieren und proliferieren’?® und schiit-
ten vermehrt Zytokine aus' 31, Zusatzlich rekrutieren sie Zellen des angebore-

nen Immunsystems'32,
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Im Gegensatz zu naiven T-Zellen kbnnen T-Gedachtnis-Zellen auch von Makro-
phagen und ruhenden B-Zellen aktiviert werden.'3® AuRerdem bendtigen naive
T-Zellen neben dem T-Zell-Rezeptor-Signal noch zwei weitere Signale zur Akti-
vierung: die Costimulation von CD28 und ein drittes Signal in Form von Zytokinen
wie IL-12, IL-1'34 oder Interferonen3%; Gedachtniszellen dagegen genligt zur Ak-

tivierung das T-Zell-Rezeptor-Signal und IL-236,

Zusammenfassend ermoglichen die T-Gedachtniszellen bei Reinfektion eine
schnelle und gezielte Immunantwort, die wesentlich effektiver ist als beim ersten

Kontakt'32,

1.3 Aufbau des T-Zell-Rezeptor-Komplexes

— N N

Va | | VB

Abb.1: T-Zell-Rezeptor-Komplex.

Ca/Cp: konstante Doméne der a- oder -Kette des T-Zell-Rezeptors « Va/V: vari-
able Doméne der a- oder B-Kette des T-Zell-Rezeptors * y: CD3y * 8: CD36 - ¢:
CD3¢ « {: CD3¢ « ITAM: immunoreceptor tyrosine-based activation motif « S-S: Disul-
fidbriicken

(Quelle: gezeichnet nach Janeway Immunologie 9. Auflage)

Der T-Zell-Rezeptor (TCR) dient der Erkennung von Antigenen. Diese missen

jedoch an MHC oder MHC-ahnliche Molekiile gebunden sein''®, welche auf der
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Oberflache der Kontaktzelle exprimiert werden. Von T-Zell-Rezeptoren erkannte
Antigene sind gewdhnlich Peptide, welche an MHC gebunden sind und von ext-
razellularen oder intrazellularen Krankheitserregern stammen oder veranderte
Proteine bei malignen Zellveranderungen darstellen; allerdings kbnnen auch an
MHC-ahnliche Molekiile gebundene Lipide'3” oder Metabolite'3® von T-Zell-Re-
zeptoren erkannt werden. Die Diskussion daruber, welche T-Zell-Subpopulatio-
nen dazu befahigt sind, dauert an'3%. Im Folgenden soll darauf nicht ndher einge-
gangen werden und die folgenden Abschnitte beschranken sich auf die klassi-

schen Peptidantigene, die auf MHC prasentiert werden.

Es gibt zwei verschiedene Arten des T-Zell-Rezeptors (TCR). Etwa 96% beste-
hen aus einer a- und einer B-Kette und nur 4% aus einer y- und einer 5-Kette.4°
Da der yd-Rezeptor fur diese Arbeit keine Rolle spielt, wird er im weiteren Verlauf

ignoriert.

Die Ketten bestehen — ahnlich wie Antikorper — aus einer konstanten und einer
variablen Region', deren Sequenz durch die Genumlagerungen im Thymus von
Zelle zu Zelle sehr unterschiedlich sein kann'#?; dazu kommen eine Transmem-
brandomane, eine Verbindungsregion zwischen der konstanten Region und

Transmembrandoméne und eine intrazellulare Region.'43

Die Bandbreite der von der variablen Region potenziell ,erkannten® Antigene wird
dadurch erweitert, dass sie nicht streng spezifisch fur ein einziges Peptid ist, son-
dern mit ahnlichen Peptidsequenzen kreuzreagieren kann; je starker die Bin-

dung, desto wahrscheinlicher ist die Aktivierung der T-Zelle.'4

An dieser Region findet also die Interaktion von T-Zell-Rezeptor und pMHC
statt’®, wodurch dann eine Signalkaskade ausgeldst wird. Der T-Zell-Rezeptor

selbst besitzt jedoch keine intrazellulare Signaldomane. 46

Die a- und B-Kette bilden ein Heterodimer, welches mit dem CD3-Komplex asso-
Ziiert, aber nicht kovalent gebunden ist. Dieser besteht aus den Untereinheiten
CD3¢, CD3y, CD3d und CD3¢, welche die Heterodimere CD3ye und CD3b¢ so-

wie das Homodimer CD3{ bilden.*? 47 Diese besitzen ITAMs (immunoreceptor
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tyrosine-based activation motifs), also Aminosaure-Sequenzen bestehend aus
Tyrosin-x-x-Leucin oder Isoleucin (x steht fir eine beliebige Aminosaure), dann
6-8 Aminosauren und anschliefend eine Wiederholung der ersten vier Amino-
sauren.’8 ITAMs dienen der Signaltransduktion in verschiedenen Immunrezep-

toren und der CD3-Komplex besitzt insgesamt zehn solcher Einheiten.4®

Durch die Interaktion mit dem prasentierten Antigen wird ein Signal gestartet, die
Corezeptoren CD4 oder CD8 binden an das jeweilige MHC-Molekul und die ak-
tivierte SRC-Kinase LCK (lymphocyte-specific protein-tyrosine kinase) bindet
wiederum an die intrazellulare Domane des Corezeptors, was dazu fuhrt, dass
LCK die ITAMs des CD3-Komplexes phosphoryliert.'#® Alternativ ist auch die
Phosphorylierung durch die aktivierte SRC-Kinase FYN mdglich.'°

An die phosphorylierten ITAMs der CD3-Untereinheiten bindet wiederum die Ty-
rosinkinase ZAP70, die dort auch phosphoryliert wird und dann wiederum eine
Phosphatgruppe auf ein Transmembranadapterprotein Ubertragt, was zum Start
von Signalkaskaden fiihrt.’®" Das vermutlich bedeutendste Transmembranpro-
tein ist LAT (linker for activation of T cells)'' 152, Vom LAT-Signalkom-plex gehen
drei wichtige Signalwege aus'3: (1) der Calcium-Calcineurin-Signalweg bewirkt
den Import des Transkriptionsfaktors NFAT (nuclear factor of activated T cells) in
den Nukleus, (2) ein Calcineurin-unabhangiger Signalweg, der zu einem Import
des Transkriptionsfaktors NFkB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of ac-
tivated B cells) in den Nukleus fuhrt und (3) die Signalkaskaden mit hintereinan-
der geschalteten MAP-Kinasen (mitogen-activated protein kinases), welche unter
anderem die Aktivierung mehrere Transkriptionsfaktoren zur Folge haben und

das Zytoskelett durch Aktin-Polymerisation beeinflussen.

Zur Aktivierung einer T-Zelle reicht das Signal des T-Zell-Rezeptor-Komplexes
nach Antigenerkennung alleine nicht aus, sondern fuhrt sogar zu einer nicht re-
aktiven, anergen T-Zelle; weitere Signale sind also nétig. '5* 55 Der wichtigste
costimulatorische Rezeptor zur Vorbeugung von Anergie ist CD2833 156 welcher
mit B7 auf antigenprasentierenden Zellen interagiert'’. CD28-B7-Interaktion
flhrt zu einer Herabsetzung der Aktivierungsschwelle flr die T-Zelle'® und — in
Kombination mit dem TCR-Signal — zu einer verbesserten T-Zell-Aktivierung,
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einem gesteigerten Uberleben'®®, einer vermehrten Proliferation und Differenzie-
rung, unter anderem durch eine deutlich erhohte Zytokin-Sekretion'®, v.a. einer
erhohten Sekretion von IL-2'6" 162 ynd einer vermehrten Expression des IL-2-
Rezeptors."®3 Zugleich ist das Signal auch wichtig fiir Entwicklung und Uberleben

von regulatorischen T-Zellen'%4,

Ein Gegenspieler von CD28 ist der ahnlich aufgebaute inhibitorische Rezeptor
CTLA4, welcher mit hoherer Affinitdt an B7 bindet'®® und wahrend der T-Zell-
Aktivierung hochreguliert wird'6, Wahrend durch Abwesenheit von CD28 indu-
zierte Anergie mit externem IL-2 durchbrochen werden kann'®?, gilt das nicht fir
durch CTLA4 induzierte Anergie®8.

CD28 ermdglicht also eine effektive T-Zell-Antwort und Immunreaktion, startet
aber gleichzeitig auch immunsuppressive Mechanismen zur Vorbeugung von Au-

toimmunitat.16°

Ein weiterer costimulatorischer Rezeptor ist CD134 (OX40), welcher vortberge-
hend nach Aktivierung auf T-Zellen exprimiert wird'’°. Das Rezeptorsignal ist
wichtig fur die Proliferation von T-Zellen und deren Differenzierung zu Gedacht-
niszellen sowie flr die primare CD4-T-Zell-Antwort; es spielt zudem eine Rolle
beim Priming von CD8-Zellen gegen manche Erreger.'”! AuRerdem ist OX40 flr
das Uberleben der T-Zellen wichtig, indem es der Apoptose entgegenwirkt'’2,
AICD (activation induced cell death) verhindert'”3 und sogar Anergie von T-Zellen
aufheben kann'74. Aufgrund der Fahigkeiten, sowohl CD4- als auch CD8-positive
T-Zellen zu unterstiitzen sowie regulatorische T-Zellen zu inaktivieren'® 176 wird

CD134 zunehmend zu einem interessanten Ansatzpunkt fir die Tumorthera-
pie_177 178 179

Die T-Zell-Rezeptor-Signale und costimulatorischen Signale flhren zu einer
Bandbreite von Effekten, welche eine geregelte/geordnete Immunantwort ermég-
lichen', unter anderem Proliferation'®', Fahigkeit zur Migration, Differenzie-

rung'®, Zytokinproduktion'83 und Effektorfunktionen'84,153
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1.4 Aufbau eines chimaren Antigenrezeptors (CAR)
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Abb.2: Aufbau eines chiméren Antigenrezeptors; erste, zweite und dritte Generation
(von links nach rechts).

Vu: variable Doméne der schweren Kette « V. variable Doméne der leichten Kette °
V1 und V. sind durch einen Linker verbunden und bilden zusammen das single chain
variable fragment « TM: Transmembrandoméne

(Quelle: gezeichnet nach Janeway Immunologie 9. Auflage und Cartellieri et al.’®)

Ein chimarer Antigenrezeptor ist ein kiinstlicher T-Zell-Rezeptor. Die Basisstruk-
tur besteht aus einer Antigenbindungsdomane, die den eigentlichen T-Zell-Re-
zeptor ersetzt, einer Transmembrandomane und einer intrazellularen Signaldo-

mane.

Meist besteht die Antigenbindungsdomane aus der Sequenz eines single chain
variable fragments (scFv) eines monoklonalen Antikorpers'8. Ausgehend von
der Erkennungssequenz des Antikdrpers sind die meisten CAR MHC-unabhan-
0ig'8, mit wenigen Ausnahmen®, und konnen Peptidsequenzen, Kohlenhydrate
oder Glykolipide erkennen® 188 Chimare Antigenrezeptoren stellen einen viel-
versprechenden Ansatz in der Tumortherapie dar. Die ersten klinischen Versu-
che waren jedoch gegen HIV gerichtet'®, wenn auch mit maRigem Erfolg'®°. Bis

heute gibt es Ansétze fiir die Bekampfung von Viruserkrankungen'®.
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Ein Verbindungsstlick (hinge oder spacer) konnektiert das scFv mit der Trans-

membrandomane°1.

Die intrazellulare Signaldoméane besteht aus einem oder mehreren Bausteinen,
je nach ,Generation“ des Rezeptors.'8% Bei einem first generation CAR besteht
die Signaldomane aus nur einem Baustein, meist der CD3-Kette. Es wird also

das Signal des T-Zell-Rezeptor-Komplexes imitiert.

Far eine effektive Aktivierung der T-Zellen reicht dieses Signal — wie bei der phy-
siologischen Aktivierung uber den T-Zell-Rezeptor — oft nicht aus, sondern fuhrt
sogar zur Anergie der T-Zelle '°2. Um die costimulierenden Signale auch ohne
antigenprasentierende Zellen zu ermoglichen, wurde der kunstliche Rezeptor
durch Einbau von entsprechenden Domanen modifiziert. Die zweite Generation
der CARs besitzt eine solche costimulierende Doméane wie beispielsweise CD28,
ein CAR der dritten Generation besitzt zwei solche Domanen, zum Beispiel CD28
und zusétzlich CD134, CD137 oder CD27.1%3

Um die Funktion der CAR-T-Zellen weiter zu verbessern, besitzt die vierte Gene-

ration Gen-Sequenzen flr Zytokine, die an die CAR-Sequenz gekoppelt sind."®*
195 196

Auch Kontrollmechanismen wurden entwickelt, um die Sicherheit der Therapie
zu erhéhen. So kénnen mit dem Einfligen von induzierbarer Caspase-9 in die
Konstruktion die CAR-T-Zellen bei einer unvorhergesehenen Komplikation not-

falls durch Apoptose ,abgeschaltet” werden.®”

1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, eine Methode fur die Forschungsgruppe zu etablieren,
mithilfe derer sich CAR-Zellen herstellen lassen. In weiteren Arbeiten kann der
Aufbau des Rezeptors dann verandert und die Auswirkungen auf die Funktion
des Rezeptors kdnnen untersucht werden.
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2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

6-/12-/24-well Zellkulturplatten
48-well Zellkulturplatten
96-well plate F-/V-/U-Bottom

96-well plate, white
96-well Zellkulturplatten (F-Bottom)

Atemmaske FFP3

Countess Slides

FACS Rdhrchen 5 ml

FACS Rdhrchen 5 ml mit Deckel
Fixierpflaster Transpore™
Glasperlen

Handschuhe Nitril purple
Handschuhe Peha soft nitrile
Impfésen

Lenti-X™ GoStix™ Plus
Parafiim M
Petrischale fiir Zellkultur 100/20 mm

Petrischale fur Zellkultur 100/20 mm
Pipettenspitzen 10,200,1000, 1250 pl
Pipettenspitzen mit Filter 10,100,1000 pl

Pipette serologisch Advant. 2, 5, 10, 25,
50 ml

Reaktionsgefalte 0,2; 1,5; 2,0 ml
Skalpell

Spritze 10, 20 ml

Stericup Durapore 0,45 pm, 150 ml
Sterilfilter Millex-GP, 0,22 ym, 33 mm
Sterilfilterspitzen

Viva-Spin 20

Zellkulturflasche 125 ml (25 cm?)
Zellkulturflasche 175 ml (75 cm?)

Zentrifugenréhrchen konisch (,Falcon®)
15, 50 ml

BD Biosciences, Franklin Lakes NJ, USA
Costar® Corning, Tewksbury MA, USA

greiner bio-one, Kremsmdunster, Oster-
reich

Roche, Rotkreuz, Schweiz

greiner bio-one, Kremsmdunster, Oster-
reich

3M, Saint Paul MN, USA

Invitrogen, Carlsbad CA, USA
Costar® Corning, Tewksbury MA, USA
Costar® Corning, Tewksbury MA, USA
3M, Saint Paul MN, USA

Merck, Darmstadt

Kimberly Clark, Dallas TX, USA
Hartmann, Heidenheim

greiner bio-one, Kremsmiinster, Oster-
reich

Clontech Takara, Mountain View CA, USA
Bemis Company, Neenah WI, USA

greiner bio-one, Kremsmiunster, Oster-
reich

Falcon® Corning, Corning NY, USA
Eppendorf AG, Hamburg

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Olden-
dorf

Costar® Corning, Tewksbury MA, USA

Eppendorf AG, Hamburg

Braun, Melsungen

Braun, Melsungen

Merck Millipore, Billerica MA, USA
Merck Millipore, Billerica MA, USA
Biozym, Hessisch Oldendorf
Sartorius, Goéttingen

Falcon® Corning, Corning NY, USA
Falcon® Corning, Corning NY, USA
BD, Franklin Lakes NJ, USA
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2.1.2 Reagenzien und Chemikalien

Agar-Agar

Agarose NEEO Ultra-Qualitat
Ampicillin-Natriumsalz
CellGro GMP SCGM
CutSmart Buffer (10x)
Descosept

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DMEM, high glucose, GlutaMAX™
Supplement, pyruvate

Ethanol (99,9%)

FACS Clean/Flow/Rinse
FCS (Fetales Kalberserum)
Gel Loading Dye Purple (6x)
Humanserum

Isopropanol

Kanamycin

LB-Medium

Lymphozytenseparationsmedium LSM
1077

MACS Running Puffer
MgCI2 25 mM

Midori Green Advanced
N-Acetyl-L-cystein
Nuclease-Free Water
Opti-MEM™

PBS w/o Ca2+Mg2+
Penicillin/Streptomycin (P/S)
Perform

Polybren

Puromycin

RPMI 1640 GlutaMAX-l HEPES

Sterilium Virugard

TBE Buffer 10x Ultrapure
TransIT 2020
Trypsin-EDTA
Trypanblau

Ultra Pure Water

X-Vivo 15

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Cellgenix, Freiburg

New England Biolabs, Ipswich MA, USA
Dr. Schumacher, Malsfeld-Beiseforth
SigmaAldrich, St. Louis MO, USA

Gibco® Life Technologies, Carlsbad CA,
USA

Merck, Darmstadt

BD Biosciences, Franklin Lakes NJ, USA
Biochrom, Merck, Darmstadt

New England Biolabs, Ipswich MA, USA
SigmaAldrich, St. Louis MO, USA

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

PAA, GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK

MiltenyiBiotech, Bergisch Gladbach

Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA
Nippen Genetics, Tokio, Japan

Sigma Aldrich, St. Louis MO, USA
Promega, Fitchburg WI, USA

Gibco® Life Technologies, Carlsbad CA,
USA

Sigma Aldrich, St. Louis MO, USA

PAA, GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB
Schiilke, Norderstedt

Sigma Aldrich, St. Louis MO, USA

Sigma Aldrich, St. Louis MO, USA

Gibco® Life Technologies, Carlsbad CA,
USA

Bode Chemie, Hamburg

Invitrogen, Carlsbad CA, USA

VWR, Radnor PA, USA

Biochrom (Merck), Darmstadt

Invitrogen, Carlsbad CA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA
Lonza, Basel, Schweiz
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2.1.3 DNA

2.1.3.1 Plasmide

pRRL.PPT.SF.i2GFP
pCMV-VSV-G
pCMV-dR8.91
pLVX-EF10-AcGFP1-N1
PEX-K4-CAR

2.1.3.2 Primer

Labor Schambach, Med. Hochschule Hannover'®®
Labor D.Baltimore, California Institute of Technology'%®
Labor D.Baltimore, California Institute of Technology'®°
Clontech Takara, Mountain View CA, USA
synthetisiert von Eurofins Genomics, Ebersberg

synthetisiert von Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA

InFusion FW L1 MC BstBI

CGAGCTCAAGCTTCGATGGATTTTCAGGTGCAGATCTTCTCCTTTC

InFusion RW L1 End Tth111I

TTGTTCCAGACGCGGTCACCTGGGAGGCAAAGCTTGCATA

InFusion RW L1P Notl End

TCTAGAGTCGCGGCCGCTCACCTGGGAGGCAAAGCTTGCATA

InFusion FW L2 Clal

AGATCCAGTTTATCGCTGCAGTAACGCCATTTTGCAA

InFusion RW L2 Afel

TCTGAGTCCGGTAGCGCTAGCGATCCGACTCAGTCTGTCGGAGGACTGG

2.1.3.3 DNA-Leiter

100 bp DNA Ladder
BenchTop 1 kb DNA Ladder

2.1.4 Enzyme und Puffer

Afel 10.000 U/ml

Antarctic Phosphatase 5.000 U/ml
(+ Antarctiv Phosphatase Reaction
Buffer)

BamHI-HF 20.000 U/ml
Bmtl 10.000 U/ml
BsrGI-HF 20.000 U/ml
BstBl 20.000 U/ml

Clal 10.000 U/ml
CutSmart Buffer

NEB Buffer

Notl-HF 20.000 U/ml
PfIF1 10.000 U/ml

Rsrll 5.000 U/ml

T4 DNA Ligase (+ T4 DNA Ligase Buffer)
Tth1111 5.000 U/ml
Xmal 10.000 U/ml

Invitrogen, Carlsbad CA, USA
Promega, Fitchburg WI, USA

New England Biolabs, Ipswich MA, USA
New England Biolabs, Ipswich MA, USA

New England Biolabs, Ipswich MA, USA
New England Biolabs, Ipswich MA, USA
New England Biolabs, Ipswich MA, USA
New England Biolabs, Ipswich MA, USA
New England Biolabs, Ipswich MA, USA
New England Biolabs, Ipswich MA, USA
New England Biolabs, Ipswich MA, USA
New England Biolabs, Ipswich MA, USA
New England Biolabs, Ipswich MA, USA
New England Biolabs, Ipswich MA, USA
New England Biolabs, Ipswich MA, USA
New England Biolabs, Ipswich MA, USA
New England Biolabs, Ipswich MA, USA
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2.1.5 Zellkultur

2.1.5.1 Zelllinien

BuffyCoats von gesunden Blutspendern der Transfusionsmedizin Tibingen

BT474 HER2/neu-positives duktales ATCC, Manassas VA, USA
Mamma-CA

HEK293T Human Embryotic Kidney Carci- ATCC, Manassas VA, USA
noma

MCF7 HER2/neu-positives Adeno-CA der  ATCC, Manassas VA, USA
Mamma

StellarTM com-  E.coli Clontech Takara, Mountain

petent cells View CA, USA

2.1.5.2 Medien

Zellkulturmedien fur T-Zellen

X-Vivo + 5% Humanserum X-Vivo15 + 5% Humanserum + 1% P/S
X-Vivo X-Vivo15 + 1% P/S

CellGro + 5% Humanserum CellGro + 5% Humanserum + 10 mM N-Acetylcys-
tein + 1% P/S

CellGro + 10% Humanserum  CellGro + 10% Humanserum + 10 mM N-Acetylcys-
tein + 1% P/S

CellGro CellGro + 10 mM N-Acetylcystein + 1% P/S
RPMI + 10% Humanserum RPMI + 10% Humanserum + 1% P/S
RPMI RPMI + 1% P/S

Zellkulturmedien fur Tumorzelllinien
DMEM mit Zusatzen fur HEK 293T und DMEM + 10% FCS + 1% P/S
MCF7
RPMI-Medium fur BT474 RPMI + 20% FCS + 1% P/S

RPMI-Medium fir Europium Release As- RPMI + 10% FCS + 1% P/S
say

Medien flr E.coli

Flussigmedium 25 g LB-Medium-Pulver auf 1 | aqua dest. + 100ug/mi
Antibiotikum (entweder Ampicillin oder Kanamycin)

Platte (fur 10-15 Platten) 6,25 g LB-Medium-Pulver + 2,5 g Agar-Agar auf 250 ml
aqua bidest; in Mikrowelle erhitzt, auf etwa 60°C abkulh-
len lassen und Zugabe von 100 pg/ml Anitbiotikum (ent-
weder Ampicillin oder Kanamycin)

LB-Flussigmedium ohne 25 g LB-Medium-Pulver auf 1 | aqua dest.
Antibiotikum (nur far
Transformation)

Sonstige
Einfriermedium FCS + 10% DMSO
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2.1.5.3 Zusaitze

Interleukin 2 recombinant human pro-

tein

Interleukin 15 2 recombinant human

protein

2.1.6 Antikorper

Gibco™ Thermo Fisher Scientific, Wal-

tham MA, USA

Gibco™ Thermo Fisher Scientific, Wal-

tham MA, USA

2.1.6.1 Aktivierung der T-Zellen

CD3/CD28 Dynabeads

2.1.6.2 FACS-Antikorper

ErbB2 (HER-2) Monoclonal
Antibody (2G11), FITC

Goat anti-Human IgG Fc Sec-

ondary Antibody, PE

CD3 Monoclonal Antibody
(SK7), PerCP-eFluor 710

CD4 Monoclonal Antibody
(RPA-T4), eFluor 450

CD5 Monoclonal Antibody
(L17F12), APC

CD8 Monoclonal Antibody
(RPA-T8), PE-Cyanine7
CD25 Monoclonal Antibody
(BC96), PE

CD38 Monoclonal Antibody
(HB7), PE

CD45R0O Monoclonal Anti-
body (UCHL1), APC

CD45RA Monoclonal Anti-
body (HI100), PE

CD69 Monoclonal Antibody
(FN50), APC-eFluor 780
CD69 Monoclonal Antibody
(FN50), PerCP-eFluor 710
FOXP3 Monoclonal Antibody
(236A/E7), APC (aus: Anti-
Human Foxp3 Staining Set
APC)

Mouse IgG1 kappa Isotype
Control (P3.6.2.8.1), APC

Gibco ® Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham MA, USA

Mouse / 1gG1

Goat/ Ig

Mouse / IgG1, kappa
Mouse / IgG1, kappa
Mouse / IgG2a,
kappa

Mouse / IgG1, kappa
Mouse / 1gG1, kappa

Mouse / 1gG1, kappa

Mouse / 1gG2a,
kappa

Mouse / 1gG2b,
kappa

Mouse / IgG1, kappa
Mouse / IgG1

Mouse / 1gG1, kappa

Mouse / IgG1, kappa
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eBioscience (Affymetrix),
Santa Clara CA, USA
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eBioscience (Affymetrix),
Santa Clara CA, USA
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Mouse IgG1 kappa Isotype
Control (P3.6.2.8.1), PerCP-
eFluor 710

Mouse IgG1 kappa Isotype
Control, PerCP

Mouse IgG1 kappa Isotype
Control (P3.6.2.8.1), PE
Mouse IgG1 kappa Isotype
Control (P3.6.2.8.1), eFluor
450

Mouse IgG1 kappa Isotype
Control (P3.6.2.8.1), PE-Cya-
nine7

Mouse IgG1 kappa Isotype
Control (P3.6.2.8.1), FITC
Mouse IgG2b kappa Isotype
Control (eBMG2b), PE

Mouse IgG2a kappa Isotype
Control (eBM2a), APC

Mouse / IgG1, kappa

Mouse / 1gG1, kappa
Mouse / 1gG1, kappa

Mouse / 1gG1, kappa

Mouse / IgG1, kappa

Mouse / 1gG1, kappa

eBioscience (Affymetrix),
Santa Clara CA, USA

BD biosciences, Franklin
Lakes NJ, USA

eBioscience (Affymetrix),
Santa Clara CA, USA

eBioscience (Affymetrix),
Santa Clara CA, USA

eBioscience (Affymetrix),
Santa Clara CA, USA

eBioscience (Affymetrix),
Santa Clara CA, USA

Mouse / 1gG2b kappa eBioscience (Affymetrix),

Santa Clara CA, USA

Mouse / 1lgG2a kappa eBioscience (Affymetrix),

Santa Clara CA, USA

2.1.6.3 Antigen (fiir Antikorper-Nachweis)
Recombinant Human ErbB2/HER2 Fc Chimera R&D systems, Minneapolis MN,

2.1.7 Gerate und Zubehor

BD FACS Canto Il
Biofuge fresco
Countess™

Centrifuge 5417 R
Centrifuge 5804R
CO; Incubator MCO-18AIC

Eppendorf Research Plus 2,5; 10;
100; 1000 ul

Gefrierbehalter Mr. Frosty

Gel Caster
Geldoku E-Box-VX2-1611
Incubated Shaker MAX Q 4450

Inkubator HERA cell
Inkubator HERA cell 150
Inkubator Heratherm 1GS60

Light Cycler LC480
Magnetbank DynaMag-15

USA

BD Biosciences, Franklin Lakes NJ, USA
Heraeus, Hanau

Invitrogen™ Life technologies, Carlsbad CA,

USA

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Sanyo, Moriguchi, Japan
Eppendorf, Hamburg

ThermoScientific by ThermoFisher Scien-
tific, Waltham MA, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA
Vilber Lourmat, Collégien, Frankreich

ThermoScientific by ThermoFisher Scien-
tific, Waltham MA, USA

Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

ThermoScientific by ThermoFisher Scien-
tific, Waltham MA, USA

Roche, Basel, Schweiz
Thermo Fisher Scientific
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Mastercycler Gradient
Megafuge 1.0

Mikroskop HBO 50

Mikrowelle

Multifuge 3 S-R

Multilabel Counter Victor 1420
NanoDrop (Photometer)
Pipetboy Acu
Schuttelwasserbad GFL 1083
Spannungsgerat PowerPac 300
Sterilbank HERA safe HS12
Sub-Cell GT Cell

Sub-Cell GT UV-Transparent Gel Tray
Thermomixer comfort

UV Solo TS

Vacusafe comfort

Waage Kern

Wasserbad

Zentrifuge 5415 R

Zentrifuge 5804 R

2.1.8 Kits
Anti-Human Foxp3 Staining Set APC

DELFIA Cell cytotoxicity kit
InFusion HD Cloning Plus 50 Rxns
Lenti-X™ gRT-PCR Titration Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit 50 Rxns
Plasmid MidiPrep mit Vakuum-
Pumpe

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System

2.1.9 Wissenschaftliche Software

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Zeiss, Jena

LG Electronics, Seoul, Stdkorea
Heraeus, Hanau

Perkin Elmer Wallac, Turku, Finnland
Peqglab, Erlangen

IntegraBiosciences, Zizers, Schweiz
GFL, Hannover

Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA
Heraeus, Hanau

Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA
Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA
Eppendorf, Hamburg

Biometra, Gottingen

Integra Biosciences, Zizers, Schweiz
Carl Roth, Karlsruhe

Memmert, Schwabach

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

eBioscience (Affymetrix), Santa Clara CA,
USA

PerkinElmer, Waltham MA, USA

Clontech Takara, Mountain View CA, USA
Clontech Takara, Mountain View CA, USA
Qiagen, Venlo, Niederlande

Promega, Fitchburg WI, USA

Promega, Fitchburg WI, USA

FlowJo v10.6.1 BD, Franklin Lakes NJ, USA
GraphPad Prism 8.2.1 GraphPad Software, San Diego CA, USA
Serial Cloner 2.6 Serial Basics, http://serialbasics.free.fr/Se-

rial_Cloner.html
SnapGene Viewer 3.1.2/  GSL Biotech LLC, Chicago IL, USA

4.3.8
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2.2.1 Klonierung

Das lentiviral transfer plasmid pLVX-EF1a-AcGFP1-N1 diente in den Klonie-
rungsversuchen als ,Ruckgrat®, das unter anderem alle zur Replikation notigen
Sequenzen sowie eine Antibiotikaresistenz und die Sequenzen fur das Virusge-
nom besald. In den Vektor wurde die CAR-Sequenz eingeflgt und spater der

Promotor ausgetauscht.

Alle Ansatze fur einen Restriktionsverdau umfassten ein Gesamtvolumen von
50 pl und fanden bis auf wenige — im Verlauf angegebene — Ausnahmen in
CutSmart-Puffer statt. Die Menge der Restriktionsendonukleasen betrug
entweder 10 units oder 20 units, da je 1 ul Restriktionsenzym zugegeben wurde;
die DNA-Menge betrug 1-2 ug. Die Temperatur wurde den Herstellerangaben
entsprechend gewahlt und die Zeit der DNA-Menge angepasst. Die Plasmide

wurden durch die Enzyme an spezifischen Sequenzen geschnitten.

2.2.1.1 Herstellung des ,,Riickgrats*

Um eine Interaktion der verschiedenen Proteine in der Zielzelle zu verhindern,
wurde sowohl das Gen fur die Puromycin-Resistenz als auch das AcGFP1-Gen
aus pLVX-EF1a-AcGFP1-N1 (Abb.3) entfernt. Dies geschah mit den Restrikti-
onsenzymen BstBl und Tth111I.

Im Verlauf wurde das Puromycin-Resistenz-Gen sowie der zugehdrige PGK-Pro-
motor im Vektor belassen, um die CAR-exprimierenden Zellen anreichern zu kon-
nen, und nur das AcGFP1-Gen entfernt. Hierfir wurde statt Tth111l das Enzym

Notl eingesetzt.

Die Nukleinsaure-Sequenz fur den chimaren Antigenrezeptor (Abb.5) wurde
durch Eurofins Genomics synthetisiert und in einen pEX-K4-Vektor mit Ka-
namycin-Resistenzgen eingebaut. Beziglich des Aufbaus handelt es sich um ei-
nen gegen HER2/neu (human epidermal growth factor receptor 2) gerichteten
CAR der zweiten Generation (Abb.4). Die extrazellulare Domane ist im Wesent-

lichen identisch mit der auf Trastuzumab basierenden Sequenz von
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cPPTICTS
pLVX-EF1a-AcGFP1-N1

9519 bp

Abb.3: Plasmid pLVX-EF1a-AcGFP1-N1.

(5' LTR: 5'long terminal repeat « PBS: primer binding site « RRE: Rev-response ele-
ment » cPPT/CTS: central polypurine tract/central termination sequence « EF1a
Promotor: human elongation factor 1 alpha promoter « MCS: multiple cloning site
AcGFP1: human-codon-optimized Aequorea coerulescens green fluorescent protein
* PGK Promotor: phosphoglycerate kinase promoter < PuroR: puromycin resistance
gene « WPRE: woodchuck hepatitis virus posttranscriptional requlatory element « 3’
LTR: 3'long terminal repeat * pUC origin of replication « AmpR: ampicillin resistance
gene/B-lactamase)

(Quelle: gezeichnet nach ,pLVX-EF1a-AcGFP1-N1 vector information“ von Clontech
Takara)

R. Morgan?®, ebenso wie die Transmembrandomane. Bei der intrazellularen Do-
mane allerdings wurde CD137 durch CD134 ersetzt, was dem Aufbau und der

Sequenz von M. Pule?! entspricht.

D8a Hinge + \
» c g p N
© Transmembran N> ©

@° 4D5 scFv Domain ® cp3g ¢°

I ) ) >l

v

Abb.4: Schema der DNA-Sequenz des chiméren Antigenrezeptors mit der Bezeich-
nung der Proteine und der BamHI-Schnittstellen.

BamHI: Schnittstelle fir das Restriktionsenzym « 4D5 scFv: Sequenz fiir das single
chain variable fragment eines Antikérpers, basierend auf Trastuzumab
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GGATCCATGGATTTTCAGGTGCAGATCTTCTCCTTTCTGCTGATATCCGCTAGCGTCA
TTATGTCCCGTGGCGACATCCAGATGACACAGTCCCCAAGTAGCCTCAGTGCCTCAG
TTGGTGACCGAGTGACCATCACTTGCAGGGCCTCCCAGGACGTGAACACAGCCGTA
GCCTGGTATCAGCAGAAACCCGGCAAAGCTCCTAAACTCCTGATCTACAGTGCGTCA
TTTCTGTATTCCGGGGTGCCTTCAAGATTCTCCGGATCAAGAAGTGGTACCGACTTCA
CCCTGACCATCTCCAGCCTTCAGCCCGAGGATTTCGCCACCTATTACTGCCAGCAAC
ACTATACGACGCCTCCAACTTTTGGGCAGGGGACAAAGGTGGAGATTAAGCGCACTG
GCTCTACGAGTGGTAGCGGGAAACCGGGCTCTGGCGAGGGATCTGAGGTACAACTG
GTGGAGAGTGGTGGAGGGCTTGTGCAGCCAGGAGGTAGTCTGCGCCTGTCTTGTGC
AGCATCAGGATTCAACATTAAGGACACTTACATTCACTGGGTTCGGCAGGCCCCTGG
GAAAGGCTTGGAATGGGTGGCTCGCATTTATCCTACGAATGGATACACACGGTACGC
CGATTCTGTCAAGGGGAGGTTCACCATCTCAGCTGATACCTCCAAGAATACCGCCTAT
CTGCAGATGAACTCCCTGCGCGCAGAAGATACCGCTGTCTACTACTGTTCCCGGTGG
GGCGGTGACGGGTTCTACGCGATGGATGTTTGGGGCCAAGGCACACTGGTCACTGT
GAGCTCTGCAGCAGCCTTTGTGCCTGTATTTCTCCCGGCTAAACCCACTACTACACCC
GCTCCCAGGCCACCAACCCCAGCACCCACCATTGCAAGCCAGCCTCTGTCTCTCAGA
CCAGAAGCTTGTAGACCCGCAGCCGGAGGAGCGGTTCACACAAGAGGCCTCGACTT
TGCCTGCGACATCTACATCTGGGCACCACTGGCGGGGACTTGTGGGGTCCTTCTGCT
GTCTCTTGTGATAACCCTGTATTGCAACCACCGAAAT

CGTGATCAAC
GCTTGCCGCCCGACGCCCATAAGCCTCCAGGAGGAGGATCTTTTCGTACCCCGATAC
AGGAAGAACAGGCCGATGCCCACAGCACCCTCGCTAAAATCAGGGTGAAATTCAGCA
GAAGCGCAGATGCGCCCGCTTACCAACAGGGACAGAATCAGCTGTACAACGAGCTC
AATCTGGGTCGGAGAGAGGAGTACGATGTCTTGGACAAACGAAGGGGCAGAGATCC
CGAAATGGGCGGTAAGCCAAGAAGGAAGAACCCTCAAGAAGGCCTCTACAATGAGCT
TCAGAAGGACAAGATGGCCGAGGCCTATAGCGAGATTGGGATGAAAGGCGAACGGA
GGCGAGGGAAGGGACATGATGGCCTGTATCAAGGCCTGAGCACTGCCACAAAGGAC
ACATATGACGCCCTGCATATGCAAGCTTTGCCTCCCAGGTGAGGATCC

Abb.5: Nukleinsédure-Sequenz des chiméren Antigenrezeptors.
Die DNA-Sequenz hat eine Lange von 1638 Basenpaaren (bp).

Die fur BamHI spezifische Gensequenz an beiden Enden ermdglichte die Isolie-

rung aus dem Vektor mithilfe des Restriktionsenzyms.

2.2.1.2 Austausch der Promotoren

Die Sequenz des EF1a-Promotors wurde spater durch die des SFFV-Promotors
(Promotor des spleen focus-forming virus) ersetzt. Aus dem Plasmid
PRRL.PPT.SF.i2GFP wurde die Promotor-Sequenz mithilfe der Restriktions-
enzyme Bmtl und BamHI ausgeschnitten. Die EF1a-Sequenz wurde aus dem
fertigen lentiviralen Transferplasmid, welches bereits die Sequenz fur den chima-
ren Antigenrezeptor enthielt, mithilfe der Restriktionsenzyme Afel und Clal ent-

fernt.
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2.2.1.3 Gel-Elektrophorese

Die Auftrennung der DNA erfolgte in 0,8-1,5% Agarose-Gel, dem Midori-Green
zugesetzt war. Bei einer Lange des DNA-Stranges von uber 1000 Basenpaaren
(bp) betrug die Agarose-Konzentration zwischen 0,8% und 1%, bei kirzeren

Strangen 1,5%.

Das Polysaccharid Agarose wurde in einfach konzentrierten TRIS-Borat-EDTA-
Puffer (TBE-Puffer) gegeben und in der Mikrowelle kurz aufgekocht. Durch
Schwenken der erhitzten Flussigkeit wurde diese nochmals gemischt und auf
etwa 60°C abgekuhlt, um den DNA-Farbstoff MidoriGreen zugeben zu kénnen.
Die Flussigkeit wurde anschliel3end in eine Form gegossen. Beim Abkuhlen bil-
deten sich quervernetzende Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den Aga-

rose-Molekulen, so dass ein Gel entstand.

Das Gel wurde in eine Elektrophoresekammer gesetzt und die Kammer mit TBE-
Puffer aufgefullt, bis der Flussigkeitsspiegel Uber dem Gel lag. DNA liegt im leicht

basischen TBE-Puffer deprotoniert — und damit negativ geladen — vor.

In die Taschen des Agarosegels wurde eine DNA-haltige Losung gegeben und
dann fur 90 Minuten eine Spannung von 124 Volt angelegt, die die negativ gela-
denen DNA-Molekule zum elektrisch positiven Pol der Kamer zog. Die unter-
schiedliche Wandergeschwindigkeit der DNA-Molekule durch das Gel war auf die

Molekulgrolde, also die Anzahl der Basenpaare, zurtickzufuhren.

Um die Anzahl der Basenpaare semiquantitativ bestimmen zu kénnen, war zum

Vergleich eine Standard-DNA-Leiter mit DNA-Molekilen bekannter Lange nétig.

2.21.4 Gelextraktion

Der Fluoreszenzfarbstoff Midori-Green bindet an DNA. Wird der Farbstoff durch
ultraviolettes Licht angeregt, absorbiert er die Photonen und Elektronen des Mo-
leklls werden auf ein héheres Energieniveau gebracht. Beim Zurickfallen auf
das urspriingliche Orbital, also auf das urspriingliche Energieniveau, entsteht
eine Lichtemission im sichtbaren Bereich; die durch Elektrophorese entstande-

nen DNA-Banden auf dem Gel leuchteten griin auf.
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Die Bande mit der erwarteten Basenpaarlange wurde identifiziert und das ent-

sprechende Gelstiick aus dem Gel herausgeschnitten.

Die Isolierung der DNA aus dem Agarose-Gel erfolgte mit dem Wizard-Kit nach
Herstellerangaben. Das Gelstuck wurde gewogen und je Milligramm Gel wurde
1 ul Membrane Binding Solution zugegeben, welche chaotrope Salze enthielt. Im
auf 60°C erwarmten Thermomixer wurde das Reaktionsgefald so lange bei
300rpm (revolutions per minute) geschuttelt (bei Gelstiucken Uber 5 Kilobasen-
paare (kb) einfach nur erwarmt und gelegentlich vorsichtig invertiert), bis das Gel
geldst war. Anschlieltend wurde die Flussigkeit auf die Saule gegeben und eine
Minute bei Raumtemperatur (RT) inkubiert, um die Bindung der DNA an die Si-
lica-Membran zu ermdglichen. Die chaotropen Salze in der Membrane Binding
Solution unterstutzen sowohl die Auflosung der Agarose als auch die Bindung
der negativ geladenen DNA an die Silica-Membran in Anwesenheit von hohen
Konzentrationen chaotroper Salze. Nach Zentrifugation bei 13.000 rpm in der
Mikrozentrifuge wurde der Durchfluss verworfen. Zur Entfernung von Gelresten
und Proteinen wurden zwei Waschschritte mit Wash Buffer angeschlossen und
eine weitere Zentrifugation ermoglichte die weitere Verdunstung der Ethanolreste
aus der Membran. Die Extraktion der DNA aus der Silica-Saule erfolgte mit Was-
ser. Mithilfe des NanoDrop-Photometers wurde die Konzentration der DNA an-

schlieRend bestimmt.

2.2.1.5 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Zielsequenz wurde durch eine Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase
Chain Reaction, PCR) vervielfaltigt und gleichzeitig an den Enden verlangert, so
dass an jedem Ende je 15 Basenpaare mit den Enden des linearisierten Plasmi-

des identisch waren.

Um dies zu ermdglichen, wurden die Primersequenzen entsprechend gewahilt.
Die zum Vektor homologen 15 Basenpaare mussten sich am 5°-Ende der Primer
befinden, die zur einzufligenden Zielsequenz spezifischen Basenpaare befinden
sich am 3'-Ende (Abb.6).

-29.-



2 Material und Methoden
2.2 Methoden

Abb.6: Linearisiertes Plasmid und einzufiigende Zielse-

quenz nach PCR, farblich markiert sind die homologen

15 bp-Sequenzen?®.

Dieses 3'-Ende sollte 18-25 bp Lange und einen GC-Anteil von 40-60% haben;
die Schmelztemperatur des 3‘-Endes sollte zwischen 58-65°C liegen mit maximal

4°C Unterschied zwischen den beiden Primern eines Primerpaares.

Idealerweise sollten nur zwei der finf Nukleotide am 3‘-Ende Guanin oder Cyto-

sin sein.
FP
—
. PCR — —
Zielsequenz —
—
RP

Abb.7: Prinzip der PCR mit Verldngerung der Zielsequenz um 15 bp.?%2

FP: Forward Primer « RP: Reverse Primer

Mit diesen Primern erfolgte eine PCR der einzufligenden Zielsequenz (Abb.7).
Um zu testen, ob die PCR optimiert werden kann, wurde ein Ansatz mit 1 mM
Magnesium (Mg?*) zur Unterstiitzung der Polymerase?®® und ein weiterer mit 4%
Dimethylsulfoxid (DMSO) zur Verbesserung der Denaturierung?®* und damit der

Senkung der Annealing-Temperatur?® verwendet.

Nach Herstellerangaben wurde hierbei folgendes Pipettierschema verwendet:

Reagenz Negativkontrolle Ansatz 1 Ansatz 2 und 3
Clone Amp Premix 12,5 pl 12,5 pl 12,5 pl
Forward Primer 8,0 pmol 8,0 pmol 8,0 pmol
Reverse Primer 8,0 pmol 8,0 pmol 8,0 pmol
DNA-Template - 56-80 ng 56-80 ng
DMSO oder MgCl2 - - 1,0 pl
Wasser auf 25,0 pl auf 25,0 pl auf 25,0 pl
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Die Denaturierungsphase betrug 98°C fur 10 Sekunden. Die Wasserstoffbri-
ckenbindungen zwischen den Basen der DNA, die flr die Doppelstrangstruktur
verantwortlich sind, wurden durch die hohe Temperatur gelost und es lagen somit

zwei Einzelstrange vor.

In der anschlieRenden Annealing- oder Hybridisierungsphase lagerten sich die
Primer an die DNA-Einzelstrange an. Die Temperatur wurde entsprechend der
Primer gewahlt und lag bei etwa 5°C unter deren Schmelztemperatur, also ab-

hangig vom Primerpaar zwischen 55°C und 61°C fiur jeweils 15 Sekunden.

Bei diesen Temperaturen begann die DNA-Polymerase bereits mit der Verlange-
rung an den 3‘-Enden der Primer, so dass die Schmelztemperatur der verlanger-
ten DNA-Stucke bei Uber 72°C lag.

In der abschlieRenden Elongationsphase wurde die Temperatur fur 60 Sekunden
auf 72°C erhdht, was der Optimaltemperatur der DNA-Polymerase entspricht.

Der Ubrige Strang wurde synthetisiert.

Um das Ergebnis zu Uberprufen, wurde die synthetisierte DNA mittels Elektro-
phorese aufgetrennt. War eine Bande der entsprechenden Molekulgrofe sicht-
bar, konnte davon ausgegangen werden, dass die PCR die gewlinschte Sequenz

vervielfaltigt hatte.

2.2.1.6 InFusion
Die Ligierung von zwei DNA-Molekulen erfolgte mithilfe der InFusion-Methode.
Die genaue Zusammensetzung des Enzymmixes ist vom Hersteller nicht ange-

geben.

100 ng DNA des linearisierten Vektors und 100 ng des aufgereinigten PCR-Frag-
ments mit der Rezeptor-Sequenz wurden mit dem In-Fusion Enzyme Mix far
15 Minuten bei 50°C inkubiert und anschliel3end auf Eis zwischengelagert, bevor
die Transformation des entstandenen Plasmides in kompetente Bakterien statt-
fand.

-31-



2 Material und Methoden
2.2 Methoden

2.2.1.7 Klassische Klonierung mit DNA-Ligase
Alternativ zur InFusion-Methode wurde zuerst eine klassische Klonierung ver-

sucht.

(A) (B) , BamHI

- Bmtl
pRRL.PPT.SF.i2GFP pEX-K4-CAR
7892 bp . 4145 bp
=~ BamHlI
& < BamHi
' BsrGl

Abb.8: Plasmide pRRL.PPT.SF.i2GFP und pEX-K4-CAR mit Schnittstellen der Re-
striktionsenzyme.

(A) Plasmid pRRL.PPT.SF.i2GFP. AmpR: Ampicillinresistenz (Betalactamase) ¢
GFP: green fluorescent protein « IRES: internal ribosomal entry site des enceph-
alomyocarditis virus « SFFV: spleen focus-forming virus long terminal repeat pro-
moter

(B) Plasmid pEX-K4-CAR. KanaR: Kanamycinresistenz « CAR: Sequenz des chimé-
ren Antigenrezeptors

Dabei wurde je ein Restriktionsverdau mit BamHlI fur das pRRL.PPT.SF.i2GFP-
Plasmid und das pEX-K4-CAR-Plasmid angesetzt. Die Ansatze wurden wie oben
beschrieben auf einem Agarosegel aufgetrennt und daraus rickisoliert. Um die
Religation des pRRL.PPT.SF.i2GFP-Plasmides zu verhindern, wurde der linea-
risierte Vektor noch mit einer alkalischen Phosphatase nach Herstellerangaben
in entsprechendem Puffer behandelt. Die Ligation erfolgte mit T4 DNA Ligase
ebenfalls nach Herstellerangaben in mitgeliefertem Puffer bei Raumtemperatur
fur 30 Minuten; eingesetzt wurden dabei 100 ng des Vektorriickgrates, das mo-
lare Verhaltnis des Inserts zum Backbone betrug 3:1. Nach Hitzeinaktivierung der

Ligase bei 65°C erfolgte die Transformation des Plasmides.
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2.2.2 Bakterien und Plasmide

2.2.2.1 Transformation

Das Einbringen der Plasmide in die Bakterien erfolgte nach Herstellerangaben.

Die Escherichia coli-Bakterien waren vom Hersteller so behandelt worden, dass
sie freie DNA aufnehmen konnten. Diese kompetenten Zellen wurden auf Eis
aufgetaut und dann vorsichtig gemischt. Zu 50 yl der Bakterien wurde je 1 ul DNA
zugegeben (also mindestens 5 ng DNA) und die Mischung fir 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Nach dem Hitzeschock bei 42°C fir 60 Sekunden und der anschlie3en-
den Inkubation auf Eis fur weitere 1-2 Minuten wurden 500 pl auf 37°C erwarmtes
Medium zugegeben. Diese Bakteriensuspension wurde bei 37°C fur 60 Minuten
inkubiert und dann auf einer LB-Platte ausgestrichen; das in den Platten enthal-
tene Antibiotikum entsprach der Antibiotikaresistenz des zu erwartenden Plasmi-

des.

2.2.2.2 Vermehrung der Bakterien

Die Kulturplatten wurden im Brutschrank bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Anschlie-
Rend wurden stichprobenartig einzelne Kolonien auf je eine neue Platte Gberimpft
und nochmals Uber Nacht inkubiert. Hiervon wurden wiederum Einzelkolonien
Uberimpft und die Ose diesmal anschlieRend in Fliissigmedium mit entsprechen-

dem antibiotischem Zusatz ausgewaschen.

Die Kulturplatten wurden erneut im Brutschrank, die Flussigkulturen in einen
Warmeschuttler Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die bewachsenen Kulturplatten

konnten im Kuhlschrank bis zu drei Wochen gelagert werden.

2.2.2.3 Plasmidisolierung

Die Isolierung der Plasmide aus dem Flussigmedium erfolgte nach Herstelleran-
gaben. Kleinere Mengen Flussigkultur von 35 ml wurden mit dem Qiagen Mi-
niprep System ohne Vakuumsystem verarbeitet, groliere Mengen von 250 ml mit

dem Promega Midiprep mit Vakuumsystem.

Zuerst wurden die Bakterien nach Zentrifugation durch eine alkalische Lésung

lysiert (,alkalische Lyse®); durch den basischen pH-Wert werden au3erdem die
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Wasserstoffbrickenbindungen der DNA-Doppelhelix gelést. Nach Neutralisation
mit einer essigsaurehaltigen Lésung konnte die Plasmid-DNA aufgrund ihrer
Struktur, bei der die Doppelhelix in sich gedreht ist und die Einzelstrange somit
nicht auseinander diffundieren kénnen, renaturieren. Bei DNA-Einzelstrangen ist
dies nicht moglich, sie befanden sich nach einem Zentrifugationsschritt (bei Pro-
mega Midiprep abweichend vom Hersteller-Protokoll: 4500 x g, 30 min, RT) mit

den anderen Zellbestandteilen im Pellet; die Plasmid-DNA verblieb im Uberstand.

Dieser Uberstand durchlief aufgrund eines erzeugten Vakuums oder einer Zent-
rifugalkraft die Siliciumdioxid-haltige Membran der Saule; diese band DNA in An-

wesenheit von hohen Konzentrationen chaotroper Salze.

In mehreren Waschschritten mit salz- und ethanolhaltiger Waschlésung wurden
die ubrigen Molekule, wie Proteine oder RNA, entfernt. Die Elution der DNA aus

der Saule erfolgte dann mit Wasser.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch photometrische Messung mittels

NanoDrop.

2.2.2.4 Analytische Spaltung durch Restriktionsenzyme

Um herauszufinden, ob das durch einen Klonierungsversuch erhaltene Plasmid
tatsachlich die gewlinschte Sequenz enthielt, wurde ein Restriktionsverdau an-
gesetzt, bei dem mindestens ein Enzym eine spezifische Schnittstelle innerhalb
dieser Sequenz besal’ und sich diese Sequenz im restlichen Plasmid im besten

Fall nicht wiederholte.

Entsprachen die anschlielend durch Gelelektrophorese aufgetrennten DNA-
Fragmente der erwarteten Lange (Tabelle 1), war mit hoher Wahrscheinlichkeit

die gewlnschte Sequenz enthalten und die Klonierung somit erfolgreich.

Um das Risiko zu vermindern, dass eine Einzelkolonie doch mehrere Klone ent-
hielt, wurde die Kontrolle wiederholt, also nochmals eine Einzelkolonie sowohl
auf Platte als auch auf Flissigmedium Uberimpft, die Plasmide isoliert und mit-

hilfe von Restriktionsenzymen und Gel-Elektrophorese analysiert.
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Plasmid Restriktions- Anzahl der Lange der DNA-
enzyme Banden Fragmente

pRRL.PPT.SF.CAR.i2GFP BsrGl 2 1584 bp + 7940 bp

pLVX-EF1a-AcGFP1-N1 BsrGl 2 258 bp + 9261 bp
PfIFI 2 559 bp + 8960 bp
BsrGl 3 258 bp+ 673 bp
Rsrll + 8588 bp

pLVX-EF1a-CAR BsrGl 1 9235 bp
PfIFI 2 1547 bp + 7688 bp
BsrGl 1 9235 bp
Xmal

pLVX-SFFV-CAR BsrGl 2 1660 bp + 6644 bp
Xmal

pLVX-EF1a-CAR-PuroR BsrGl 2 943 bp + 9439 bp
Rsrll
BsrGl 1 10382 bp
Xmal

pLVX-SFFV-CAR-PuroR BsrGl 2 1660 bp + 7791 bp
Xmal

Tabelle 1: Plasmide und Restriktionsenzyme fiir analytische Spaltung.

2.2.3 Virusproduktion

2.2.3.1 Zellkultur der Tumorzelllinien

Bei allen drei verwendeten Tumorzelllinien handelte es sich um adharente Zellen.
HEK293T und MCF7 wurden im Zellkulturmedium DMEM-Medium (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) gezogen, BT474 dagegen in RPMI-Medium (Roswell
Park Memorial Institute Medium). Falls nicht anders angegeben, waren die Me-

dien vor Verwendung auf 37°C im Wasserbad erwarmt worden.

Sobald unter dem Mikroskop ein dichter Zellrasen erkennbar war, wurde das Me-
dium entfernt; dies war nach 2-4 Tagen der Fall. Die adharenten Zellen blieben
bei diesem Vorgang an der Wand der Kulturflasche kleben. Um die Reste des
Zellkulturmediums zu entfernen, wurden 10 ml PBS (phosphate buffered saline)
an der den Zellen gegenuberliegenden Seite herunterlaufen lassen, die Kultur-
flasche dann gedreht, so dass der Puffer die Zellen bedeckte, und die Flasche
vorsichtig geschwenkt. AnschlieRend wurde der Puffer abgesaugt/verworfen.
Zum Losen der adharenten Zellen wurden 5 ml Trypsin/EDTA auf die Zellen ge-
geben und die Flasche geschwenkt, bis sich der makroskopisch farblos-tribe
Zellrasen von der Wand der Gewebekulturflasche I6ste und das Plastik wieder
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klar wurde. Als Endopeptidase spaltete Trypsin substratspezifisch Proteine, die
fur die Adharenz der Zellen — auch untereinander — verantwortlich sind; EDTA
(Ethylendiamintetraacetat) band die Membran-stabilisierenden Kalzium-Kationen
in einen Komplex, was ebenfalls die Bildung von Zellauslaufern verminderte.2%6
Die sofort zugegebenen 10 ml DMEM-Kulturmedium neutralisierten die toxische

Wirkung von Trypsin.

Nach Zentrifugation (300 x g, 5 min) wurde der Uberstand verworfen und die Zel-
len in frischem Zellkulturmedium aufgenommen. Diese Suspension wurde auf 3-4
Zellkulturflaschen aufgeteilt und mit Medium auf 17-20 ml pro Flasche aufgefiillt.
Die Inkubation im Brutschrank erfolgte flr 2-4 Tage, bei BT474 fir 5-7 Tage, ab-

hangig vom Ergebnis der mikroskopischen Kontrolle.

Das Einfrieren erfolgte in auf 4°C gekuhltem fetalen Kalberserum (FCS) mit Zu-
satz von 10% DMSO zur Verhinderung der Eiskristallbildung?®’; die Zellen wur-
den anschlieBend mithilfe eines mit Isopropanol gefiillten Gefriercontainers um
1°C pro Minute auf -80°C abgekunhlt.

Die gefrorenen Zellen wurden aufgetaut und in 37°C erwarmtes Medium gege-
ben, anschlieRend abzentrifugiert und das Medium mit dem darin enthaltenen
DMSO wurde verworfen. Das Zellpellet konnte dann in Kulturmedium aufgenom-
men werden. Die Zelllinien sollten mindestens eine Woche vor den Versuchen in

Kultur genommen werden.

2.2.3.2 Zellzahlung

Um neben der Konzentration der Zellen in einer Suspension auch die Zellviabilitat
festzustellen, wurden 10 ul der Zellsuspension mit dem identischen Volumen
Trypanblau gefarbt, welches aufgrund der defekten Zellmembran in abgestor-
bene Zellen diffundieren kann?%. Die Halfte dieser Mischung wurde in eine Zahl-
kammer gefillt; die Zellzahlung erfolgte automatisiert mit dem Zahlgerat Count-

ess™,
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2.2.3.3 Herstellung der Viruspartikel

FUr die Produktion der Lentiviren wurde ein 2nd generation lentiviral system ver-
wendet; die Gene fur das Virus befanden sich also auf drei verschiedenen Plas-
miden. Das envelope plasmid kodierte fur das Glykoprotein des vesicular stoma-
titis virus in der Virushulle, welches die Rezeptorbindung an den LDL-Rezeptor
(low density lipoprotein receptor), die Clathrin-vermittelte Endozytose?®® und die
Membranfusion mit der Wirtszelle ermoglicht.2'%2'" Das packaging plasmid ko-
dierte fur die notwendigsten viralen Proteine und enthalt vier Gene, unter ande-
rem flr Reverse Transkriptase und Integrase (pol) oder Kapsidproteine (gag) so-

wie Sequenzen fir regulatorische Proteine tat und rev.?'2,

Das expression plasmid oder transfer plasmid trug das Gen fur den CAR und
regulatorische Sequenzen. Eine wichtige regulatorische Sequenz war das pack-
aging signal W, welches eine wichtige Rolle bei der Verpackung des Genoms in
das Viruspartikel spielte. Da sich die Enzyme, die das Virus fir eine Replikation
brauchte, auf anderen Plasmiden und damit aulRerhalb des Einflussbereiches
von W befanden, waren diese Enzyme nicht Teil des Virusgenoms; das Virus

konnte sich also nach Infektion einer Zelle nicht vermehren.

Die Plasmide wurden mittels des TransIT-Reagenzes, das mit der DNA einen
Lipopolyplex bildete, in HEK293T-Zellen eingebracht?'3, welche dann das Virus

produzierten.

Die Hek294T-Zellen wurden mindestens eine Woche vor Beginn der Viruspro-
duktion aufgetaut und in Kultur genommen. AnschlieRend wurden sie wie Ublich
mit Trypsin/EDTA von der Flaschenwand abgelost, das Medium abzentrifugiert
und verworfen. AnschlieBend wurde die Konzentration auf mindestens
3,75x10° Zellen/ml bis maximal 6,0x10° Zellen/ml eingestellt und in finf Gewe-
bekulturschalen je 8 ml dieser Suspension gegeben. Die Inkubation erfolgte fir
24 Stunden im Brutschrank bei 37°C und 5% COa.

Der Zellrasen sollte bei der mikroskopischen Kontrolle mindestens 80% der Kul-
turschale bedecken. War dies nicht der Fall, wurde die Inkubation verléangert. Bei

ausreichendem Wachstum der Zellen wurde das Kulturmedium verworfen, wobei
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die adharenten Zellen am Plastikboden der Gewebekulturschale kleben blieben.
Am Rand der Schale wurden vorsichtig 5 ml DMEM ohne FCS und ohne Antibi-
otika einlaufen lassen, um die Zellen nicht zu 16sen, und die Zellen dann ftr 60

Minuten in den Brutschrank gestellt.
Das restliche Protokoll musste unter S2-Bedingungen erfolgen.

Die eingefrorenen Plasmide wurden aufgetaut und TransIT und Opti-MEM auf

Raumtemperatur gestellt.

Pro Platte wurde folgender Ansatz pipettiert:

Opti-MEM 1,5 ml
ARB8.91 (packaging plasmid) 6,0 ug
VSVg (envelope plasmid) 2,0 ug
transfer plasmid (10 kb) 10,0 ug
TransIT (vorher gut mischen) 30,0 ul

Der Ansatz wurde mit der Pipette gemischt und flr 22 Minuten bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Dann wurde er tropfchenweise auf die Zellen bzw. das Medium

gegeben und die Platte vorsichtig geschwenkt.

Wahrend der sechs Stunden im Brutschrank wurden die Plasmide wie oben be-
schrieben in die HEK293T-Zellen aufgenommen. Das Medium wurde anschlie-
Rend durch je 7 ml DMEM-Medium (DMEM + 10% FCS + 1% P/S) pro Platte er-
setzt und diese dann wieder in den Brutschrank gestellt. In den folgenden 48

Stunden produzierten die Zellen dann die Viruspartikel.

Der Uberstand wurde mit einer 10 ml-Pipette aufgenommen und in ein 50 ml-
Reaktionsgefaly tberfuhrt. Um die Zellreste zu entfernen, erfolgte ein Zentrifuga-
tionsschritt fiir 10 Minuten bei 400 x g und der Uberstand wurde dann mit einem
4.5 pm-Filter unter Anlage eines Vakuums filtriert. Um die Viruskonzentration zu
erhdhen, wurde der Durchlauf auf eine Vivaspin-Saule gegeben und bei 3000 x g
fur 45 Minuten zentrifugiert; das dadurch abgetrennte Medium wurde verworfen.

Die Lagerung der Viren erfolgte bei -80°C.
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2.2.3.4 Virusquantifizierung mit gRT-PCR

Die Konzentrationsbestimmung der Viruspartikel erfolgte mit einer quantitativen
Reverse-Transkriptase-PCR (qRT-PCR) nach Herstellerangaben. Hierzu wurden
die Viren zuerst lysiert, die freigesetzte Nukleinsaure mithilfe einer Silica-Saule
isoliert und eventuell im Eluat vorhandene DNA-Reste der HEK293T-Zellen mit-

hilfe von DNase entfernt.

Mithilfe des LightCyclers wurden die Proben anschliefend analysiert. Das Pro-
gramm begann zunachst mit der Umschreibung von RNA in DNA mithilfe der
Reversen Transkriptase bei einer Temperatur von 42°C fir 5 Minuten. Anschlie-
Rend erfolgte eine quantitative PCR. Diese beruhte auf dem Prinzip?'4, dass ein
planarer Farbstoff sich zwischen die von den Basenpaaren gebildeten Ebenen
schiebt. Der so gebundene Farbstoff fluoreszierte. Je mehr doppelstrangige DNA
synthetisiert wurde, desto mehr Farbstoff interkalierte und desto héher war das
Fluoreszenz-Signal, das nach jedem PCR-Zyklus gemessen wurde. Da die DNA
zumindest anfangs bei ausreichend vorhandenen Substraten in jedem Zyklus
etwa verdoppelt wurde, konnten so Rlckschlisse auf die Anfangskonzentration

der DNA gezogen werden.

Als Negativkontrollen wurden Wasser oder Leervirus, also ohne lentiviral transfer
plasmid hergestellte Viruspartikel, verwendet; die Positivkontrolle war im Kit ent-

halten.

2.2.4 Zellkultur der T-Lymphozyten

2.2.41 Gewinnung von mononuklearen Zellen
Die Gewinnung der humanen mononuklaren Zellen (Peripheral Blood Mononu-
clear Cells, PBMC) von Blutspendern erfolgte aus den bei der Aufbereitung von

Erythrozytenkonzentrat anfallenden Buffy Coats.

Das Blut wurde hierzu in eine Zellkulturflasche gefullt und mit PBS-Puffer auf
125 ml gebracht. In vier 50ml Falconréhrchen wurden je 15 ml LSM1077 gege-
ben und anschlieflend je 30 ml des verdiinnten Blutes vorsichtig Uber dieses Me-

dium geschichtet. Der erste Zentrifugationsschritt erfolgte fir 20 Minuten bei
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400 x g und ausgeschalteter Bremse. Eine Pipette wurde in die tribe Phase mit
den PBMC getaucht und diese vorsichtig aufgesogen sowie in einem frischen
Reaktionsgefald gesammelt. In drei Waschschritten mit PBS-Puffer in abnehmen-
der Zentrifugationsumdrehung bei 350 x g, 300 x g und 250 x g fur je 5 Minuten
wurden die LSM1077-Reste entfernt.

Das Zellsediment wurde anschlieRend direkt weiterverarbeitet und aktiviert oder
in Einfriermedium resuspendiert und anschliel3end eingefroren (24 Stunden bei -
80°C, anschliel3ende Lagerung bei -150°C).

Das Auftauen erfolgte so schnell wie moglich, indem die gefrorene Zellsuspen-
sion mit 10 ml 37°C warmen X-Vivo-Medium aufgetaut und anschliel3end flr
5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert wurde. Der Uberstand mit dem zelltoxischen
DMSO wurde verworfen, das Pellet in 20 ml X-Vivo resuspendiert und in einer
Kulturflasche 90-120 Minuten in den Brutschrank (37°C, 5% CO2) gestellt. Auf-
grund ihrer Plastikadharenz blieb ein Teil der dendritischen Zellen beim vorsich-

tigen Abnehmen der Zellsuspension an der Kulturflasche kleben.

Das Medium mit den darin gelésten Zellen wurde in ein Reaktionsgefal® uberfuhrt
und anschlieRend erfolgte die Zellzahlung. Hierzu wurde eine Stichprobe der Zel-
len 1:2 mit Trypanblau verdiinnt, 10 ul in die Zahlkammer eines Countess Slides

gefullt und mit dem Countess-Gerat analysiert.

Nach Zentrifugation (300 x g, 5 min, RT) wurde der Uberstand verworfen und das
Pellet in X-Vivo-Medium aufgenommen; die Zellzahl wurde dabei auf 1x10° Zel-

len/ml eingestellt.

2.2.4.2 Aktivierung der T-Zellen
Die Aktivierung der T-Zellen erfolgte mit Anti-CD3- und Anti-CD28-Antikorpern,

mit denen magnetische Kugelchen beschichtet waren.

Pro 1x10° Zellen wurden 25 pl dieser Dynabeads verwendet. Sie wurden zuerst
mit 1000 pl PBS-Puffer gewaschen, in einem Reaktionsgefald fir mindestens

eine Minute in die Magnetbank gestellt und der Puffer dann mit einer Pipette
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abgesaugt und verworfen, wahrend die Klgelchen durch den Magneten an der

Innenseite des Reaktionsgefalles gehalten wurden.

Dann wurden 1000 pl der Zellsuspension dazugegeben, gemischt mit IL-2, falls
nicht anders angegeben in der Endkonzentration 30 U/ml, und in einer Kultur-
platte im Brutschrank (37°C; 5% COz) inkubiert.

2.2.4.3 Infektion der T-Zellen
Um die T-Zellen infizieren zu konnen, wurden die Magnetkiagelchen mithilfe der
Magnetbank entfernt, da sonst die Zellen wahrend der Zentrifugation von ihnen

zerstort werden konnten.

Anschlieltend wurde die Zellzahl bestimmt und nach einem Zentrifugationsschritt
wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in frischem X-Vivo ohne Zu-

satze aufgenommen und auf 1x108 Zellen/ml eingestellt.

Um die Infektionseffizienz zu erhéhen?'S, wurde pro 1 ml dieser Zellsuspension
je 8 ug Polybren zugegeben sowie ein Reaktionsgefald mit 50 ul Virussuspen-
sion. Die Platten wurden mit Parafilm abgedichtet und bei 32°C fir 90 Minuten
bei 650 x g zentrifugiert.2'® Anschlielend wurde der Ansatz fiir 24 Stunden in den

Brutschrank gestellt.

Dann wurde das Virus in drei Waschschritten mit PBS entfernt (300 x g, 5 min,
RT) und das Zellpellet anschlielRend in X-Vivo-Medium aufgenommen sowie
100 U/ml IL-2 zugegeben.

2.2.4.4 Zellkultur der T-Lymphozyten

Die Zellen wurden — wenn nicht anders angegeben — in X-Vivo-Medium kultiviert.
Alle 2-3 Tage erfolgte eine Zellzahlung und die Zellen wurden auf 1x10%/ml ein-
gestellt, indem neues Medium zugegeben wurde. Aulerdem bekamen sie
30 U/ml IL-2.

2.2.4.5 Reaktivierung
In manchen Versuchen wurden die Zellen reaktiviert. Das Vorgehen ist identisch

mit der Aktivierung.
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2.2.4.6 Selektion mit Puromycin

Bei spateren Versuchen erfolgte eine Selektion mit 2 uyg/ml Puromycin ab dem
funften Tag. Nach 48 Stunden wurde der Ansatz zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die Zellen wurden in neuem X-Vivo-Medium mit IL-2 aufgenommen

und fur 48 Stunden inkubiert. Die Selektion wurde dann nochmals wiederholt.

2.2.5 Durchflusszytometrie

2.2.5.1 Farbung extrazellularer Antigene

Die Farbung der T-Zellen erfolgte mithilfe von mit Fluoreszenzfarbstoffen gela-
belten Antikdrpern. Dazu wurden 1,5x10° Zellen in ein Reaktionsgefal gegeben,
das Medium abzentrifugiert (5 min, 300 x g) und verworfen. Das Pellet wurde an-
schlielend in 150 ul MACS-Puffer — gekuhlt auf 4°C — resuspendiert und in drei
Ansatze fraktioniert, je ein Ansatz fur die ungefarbte Kontrolle, die Isotypkontrolle,
um unspezifisch bindende Antikorper zu detektieren, und die eigentliche Probe;
in letzterer sollten 5x10° Zellen enthalten sein, die Kontrollen durften weniger ent-
halten. Es wurden 0,5 pl pro Antikorper verwendet. Die Ansatze wurden bei 4°C
fur 30-60 Minuten lichtgeschiitzt in den Kihlschrank gestellt und der Uberstand
anschlieRend abzentrifugiert (300 x g, 5 min, 4°C) und verworfen. Das Pellet
wurde in 100 yl MACS-Puffer resuspendiert, wieder abzentrifugiert, verworfen
und der Waschschritt wiederholt. Schliel3lich wurden die Zellen in 50-100 pl
MACS-Puffer aufgenommen und mit dem FACS-Gerat analysiert.

Die verschiedenen Ansatze der verwendeten extrazellularen Farbungen waren

folgende:

1. T-Zell-Populationen und Aktivierungsmarker

CD4 — eFluor 450 1,0 ul
CD8 — PECy7 1,0 yl
CD25 - PE 1,0 pl
CD69 — APC 2,0 ul

2. T-Zell-Populationen und CD45 (Naive und Memory-T-Zellen)

CD4 — eFluor 450 1,0 ul
CD8 — PECy7 1,0 yl
CD45RA - PE 1,0 pl
CD45R0 — APC 1,0 ul
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3. HER2/neu auf Tumorzellen
| HER2 — FITC 1,0 ul |

4. CAR-Rezeptor
Die Farbung des CAR-Rezeptors erfolgte in einem ersten Schritt mit dem
chimaren ErbB2-Fc-Protein; das Vorgehen war dabei identisch mit einer
extrazellularen Farbung mit Antikdrpern. Anschliel’iend wurde das Proto-

koll mit einem Sekundar-Antikérper wiederholt.

Primarer ,Antikdrper®:

Recombinant Human ErbB2/HER2 Fc Chimera 1,0 ul
Sekundar-Antikorper:

Anti-Fc — PE 1,0 pl

2.2.5.2 Farbung des intrazellularen Antigens FoxP3

Zunachst erfolgte die Farbung mit extrazellularen Antikdrpern wie oben beschrie-
ben. AnschlielRend wurden die Zellen in 250 yl Fixation/Permeabilization Working
Solution resuspendiert und fur 30-60 Minuten bei 4°C lichtgeschuitzt inkubiert.
Dann wurden 500 pl Permeabilization Buffer zugegeben und die Suspension an-
schliellend zentrifugiert (300 x g, 5 min, 4°C). Nach einem Waschschritt mit
100 pl Permeabilization Buffer wurden die Zellen erneut in 50 yl Permeabilization
Buffer resuspendiert und 0,75 pl des FoxP3-Antikdrpers oder der Isotypkontrolle
zugegeben. Nach erneuten 30-60 Minuten bei 4°C (lichtgeschutzt) erfolgten zwei
Waschschritte mit je 100 pl Permeabilization Buffer. Abschlieliend wurden die

Zellen in 50-100 pl MACS aufgenommen und analysiert.

Extrazellulare Farbung
CD4 — eFluor 450 1,0 pl
CD8 - PECy7 1,0 ul
CD25 - PE 1,0 ul
CD69 — PerCP 1,0 pl
Intrazellulare Farbung
FoxP3 — APC 0,75 ul
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2.2.6 Quantifizierung der Tumorlyse
Die Effizienz der Tumorlyse erfolgte mitthilfe eines Europium Release Assays.

Das Vorgehen erfolgte nach Herstellerangaben?'7.

Zuerst erfolgte das Einbringen eines Markers in die Tumorzellen. Daftr wurden
die Zellen wie oben beschrieben mit Trypsin-EDTA von der Kulturflasche gelost
und das Medium nach einem Zentrifugationsschritt verworfen; die Zellen wurden
anschliefend in RPMI-Medium (RPMI + 10% FCS + 1% P/S) auf die Konzentra-
tion 1x108 Zellen/ml eingestellt. Zu 2 ml dieser Suspension wurden 4 ul BATDA
Labeling Reagent (Bis(acetoxymethyl)-2,2":6',2"-terpyridine-6,6"-dicarboxylat)
gegeben und diese Mischung dann fir 60 min im Brutschrank inkubiert. Das hyd-
rophobe BATDA konnte die Zellmembran passieren und wurde von intrazellula-
ren Esterasen hydrolysiert, wobei TDA (2,2":6',2"-terpyridine-6,6"-dicarbonséure)
entstand; da dieses nicht durch die Zellmembran diffundieren konnte, akkumu-

lierte TDA im Zytoplasma.?'8

Anschlielend wurden die Zellen funfmal in 37°C warmen RPMI-Medium gewa-
schen (Zentrifugation 300 x g, 7 min, RT). Die Zellen wurden dann in RPMI-Me-

dium in der Konzentration 5x10%/ml aufgenommen.

Wahrenddessen wurde die T-Zell-Suspension vorbereitet. Falls vorhanden, wur-
den daflr zuerst die Dynabeads entfernt. AnschlielRend wurde nach Zentrifuga-
tion (300 x g, 5 min, RT) der Uberstand verworfen und das Pellet in RPMI-Me-

dium aufgenommen.

Bei einer Effector/Target cell ratio von 1:20 wurden pro well 5x10% Tumorzellen
und dementsprechend 1x10° T-Zellen bendétigt; da jede Probe dreifach pipettiert
wurde, wurden 3x10° T-Zellen in 300 pl Medium aufgenommen, bei einem Ver-

haltnis von 1:40 wurden 6x10° Zellen verwendet.

Dann wurden in eine 96-well Rundbodenplatte je Vertiefung 100 ul Suspension
der TDA-markierten Tumorzellen (Target) und 100 yl T-Zell-Suspension (Effec-

tor) im entsprechenden Verhaltnis zusammengefuhrt.
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Zudem gab es drei verschiedene Kontrollen:

- Hintergrund-Kontrolle (100 yl RPMI-Medium + 100 pl Uberstand der TDA-
markierten Tumorzellsuspension), entnommen nach dem letzten Wasch-
schritt, um die Eigenfluoreszenz des Mediums zu ermitteln

- Spontanrelease (100 yl RPMI-Medium + 100 ul der TDA-markierten Tu-
morzellsuspension) zur Bestimmung der spontanen Lyse der Tumorzellen

- Maximalrelease (100 yl Lysereagenz + 100 pl der TDA-markierten Tumor-
zellsuspension), um das maximal mogliche Signal bei vollstandiger Lyse

aller Tumorzellen zu eruieren

Die Platte wurde zunachst bei 100 x g flr 2 Minuten zentrifugiert und dann
2-4 Stunden in den Brutschrank gestellt. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation
bei 200 x g fur 5 Minuten.

Aus dem Uberstand wurden 20 ul entnommen und in eine 96well-Platte gegeben.
In jede Vertiefung wurden dann 200 ul Europium-Lésung dazugegeben, wobei
sich das Europium mit dem freigesetzten TDA zu einem fluoreszierenden Chelat-
komplex verband.?'® Dieser Ansatz wurde zeitnah mit dem VICTOR-Fluorimeter

analysiert.

Die Ergebnisse wurden nach folgenden Formeln berechnet:

TDA-Freisetzung in Proben — Spontanrelease

g x 100
Maximalrelease — Spontanrelease

Spezifische Tumorlyse (%) =

Spontanrelease — Hintergrund

Maximalrelease — Hintergrund 100

Spontane Tumorlyse (%) =
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3 Ergebnisse

3.1 Zellproliferation in verschiedenen Kulturmedien und Interleuki-

nen

3.1.1 Wachstum in verschiedenen Kulturmedien
Um das optimale Medium fir T-Zellen zu finden, wurden drei verschiedene Kul-
turmedien getestet. Dazu wurden aktivierte, nicht infizierte Zellen in drei verschie-

denen Medien kultiviert.

Der Unterschied zwischen den Wachstumskurven ist sehr gering. Auffallig ist
jedoch, dass eine Erhéhung des Humanserumanteils von 5% auf 10% in CellGro-

Medium einen negativen Effekt zu haben scheint (Abb.9).

2x108+ 2x108+
1.5x1084 1.5%108+
E 1x108- E 1x108-
c c
2 5x107- = 5x107-
() (}]
N 1 N 1
1x107 1x107
OMI ) 1 0 I L) ) 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Zeit in Tagen Zeit in Tagen

—  Wachstum in X-Vivo + 5% Humanserum
=  Wachstum in CellGro + 5%Humanserum
—— Wachstum in CellGro + 10% Humanserum

— Wachstum in RPMI + 10%Humanserum

Abb.9: Wachstum in verschiedenen Kulturmedien mit Zusatz von Humanserum.
(N=1)

Aufgrund der Diskussion um eine mdgliche Pragung der T-Zellen gegen Hu-
manserumbestandteile, wenn Zellen in serumhaltigem Medium aktiviert und kul-
tiviert werden, erfolgte ein Wechsel auf serumfreies Medium (Abb. 10), auch wenn

in serumhaltigem Medium eine deutlich bessere Zellproliferation zu sehen war
(Abb.11).
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Ein Versuch wurde mit Zellen von je drei verschiedenen Spendern durchgefihrt.
Die Ergebnisse dieser drei Ansatze wurden jedoch nicht gemittelt, da die Werte
individuell zu verschieden waren. Die Grundaussage des Ergebnisses wurde je-

doch in allen drei Ansatzen gezeigt, weshalb fur die beiden Versuche nur ein

Graph exemplarisch abgebildet ist.

3x107

2x107

1x107 /
1x108
OM T L) 1

0 5 10 15 20
Zeit in Tagen

Zellen/ml

Wachstum in X-Vivo
ohne Humanserum

Wachstum in X-Vivo
mit 5% Humanserum

Abb.10: Wachstum in Kulturmedium mit
und ohne Zusatz von Humanserum.

(N=1 abgebildet, N=3 durchgefiihrt)

3x107

2x107

1x107

Zellen/ml

2x105

0I I 1 I 1
0 5 10 15 20

Zeit in Tagen
— Wachstum in X-Vivo

— Wachstum in CellGro
— Wachstum in RPMI

Abb.11: Wachstum in verschiedenen
Kulturmedien ohne Humanserum.

(N=1 abgebildet, N=3 durchgefiihrt)

Fortan wurde das Medium X-Vivo bei den Versuchen verwendet.

3.1.2 Zellproliferation bei verschiedenen Interleukinkonzentrationen

Um das Zellwachstum bei unterschiedlichen IL-2-Konzentrationen zu verglei-
chen, wurden Zellen von drei bzw. zwei Spendern verwendet und die Ergebnisse
gemittelt. Der Unterschied zwischen Wachstumskurven nebeneinander liegender
IL-2-Konzentrationen war bei geringer Spenderanzahl sowie hoher Streubreite

zwischen den Werten der einzelnen Spender nicht signifikant (Abb.12).

Die Schlussfolgerung aus diesen Versuchen war, dass 30 U/ml IL-2 ausreichen,
um eine ausreichende Zellproliferation zu bewirken. Sollte schnelleres Wachstum

erwilinscht sein, konnen bis zu 100 U/ml verwendet werden.
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Abb.12: Zellproliferation bei unterschiedlichen IL-2-Konzentrationen.

Der Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean, SEM) ist bei eini-

gen Wachstumskurven eingezeichnet. (A) N=3, SEM fiir 30 U/ml und 1 U/ml; (B)
N=2, SEM fiir 20 U/ml und 100 U/mi.
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—  4x107

E

& 2x107

°

N
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1 I 1 1 1
0 5 10 15 20

Zeit in Tagen

— Wachstum in X-Vivo mit 10 ng/ml IL-15
—  Wachstum in X-Vivo mit 30 U/ml IL-2
— Negativkontrolle, Wachstum in X-Vivo ohne Interleukine

Abb.13: Zellproliferation bei unterschiedlichen Interleukinen. (N=1)
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Zusatzlich wurde ein Versuch mit Zellen von nur einem Spender angesetzt, bei
dem das Zellwachstum bei IL-2 und Interleukin-15 (IL-15) verglichen wurde; als
Kulturmedium wurde X-Vivo verwendet. Das Zellwachstum bei Zugabe von
10 ng/ml IL-15 war geringfugig besser als das bei Zugabe von 30 U/ml IL-2
(Abb.13).

3.2 Transduktionseffizienz

Als Transduktion wird die Ubertragung eines Gens durch Infektion der Zielzellen
mit einem viralen Vektor bezeichnet. Bei retroviralen Vektoren wie Lentiviren wird
das Ubertragene Gen in das Genom der T-Zellen eingefligt, wodurch diese dau-

erhaft genetisch verandert werden.

3.2.1 Verwendete Subpopulationen bei der Durchflusszytometrie

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie wurden als Streudiagramm dargestelit.
Um die Lymphozyten analysieren zu kénnen, mussten die Signale der Monozy-
ten oder Zelltrimmer herausgefiltert werden. Aus der Lymphozytenpopulation
wurden die Signale von Zellaggregaten entfernt, da diese — ebenso wie Zelltrim-

mer — falsch positive Messsignale verursachen konnen.

220k : : 250K ] Einzelzellen
95
200K 200K =1
< 150K T 150K =
S O
% 100K E/L) 100K —
o Lymphozyten T
66
0= LU BB NLELELEL B 0 LB BLELELELE BLELELELE BLELELELEY BUELELELE B
o S0k 100K 150K 200K 250K o S0K 100K 150K 200K 250!\
FSC-A FSC-A
Abb.14: Auswahl der Lymphozyten-po- Abb.15: Auswahl von Einzelzellen aus
pulation aus den mononukledren Zellen. der Lymphozytenpopulation.

Falls nicht anders angegeben, ist im Folgenden auf den X-Achsen das Vorwarts-
streulicht (forward scatter — area, FSC-A) — und damit die Grélke der Zellen —
aufgetragen. Das Seitwartsstreulicht (side scatter — area, SSC-A), die H6he und
damit Durchmesser der Zellen (forward scatter — height, FSC-H) sowie die
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Fluoreszenzintensitat dagegen ist auf der Y-Achse aufgetragen. FSC und SSC
wurden mit einer linearen Skala, die Intensitat von Fluoreszenz dagegen loga-
rithmisch dargestellt (Abb.16).

3.2.2 Vergleich von Negativkontrolle und Isotypkontrolle

Um herauszufinden, ob das Virus die Ergebnisse der Durchflusszytometrie ver-
falschen konnte, wurde eine Viruscharge ohne transfer plasmid, also ohne Virus-
genom, hergestellt. Dieses wurde mit nicht infizierten Zellen verglichen. Die fur
die Positivkontrolle verwendete Viruscharge war mit dem Transferplasmid
PRRL.PPT.SF.i2GFP hergestellt worden, welches ein Gen flr ein grin fluores-
zierendes Protein (green fluorescent protein, GFP) enthielt. Die Expression des

GFP konnte im Fluoresceinisothiocyanat-Kanal (FITC-Kanal) gemessen werden.

(A) Negativkontrolle (B) Isotypkontrolle (C) Positivkontrolle
30

" 1x103 | 3 0

GFP

T T T T T T T T T T T T T
1 S0K 100K 150K 200K 260K o S0k 100K 150K 200K 250K o 50K 100k 150K 200K 250K

FSC

Abb.16: Vergleich von Negativ- und Isotypkontrolle.

(A) Die Negativkontrolle bestand aus nicht infizierten T-Zellen. (B) Die Isotypkon-
trolle bestand aus mit empty virus infizierten T-Zellen. (C) Die Positivkontrolle ent-
hielt 30% infizierte und somit genetisch verdnderte Zellen.

3.2.3 Transduktionseffizienz in Abhangigkeit von der Dauer des Viruskon-
taktes

Die Inkubationszeit nach spin infection betrug 24 Stunden; dann wurden die Vi-

rusreste im Uberstand entfernt. Eine Verlangerung der Inkubationszeit auf

48 Stunden hatte keine signifikanten Auswirkungen auf die Transduktionseffizi-

enz.
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24 Stunden 48 Stunden
— = : —
o
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Abb.17: Transduktionseffizienz und Dauer der Virus-Cokultur.

Das in Abb. 17 dargestellte Ergebnis wurde in einer Wiederholung des Versuches
bestatigt. Die Transduktionseffizienz betrug bei 24 Stunden Inkubationsdauer
41% und nach 48 Stunden Inkubationszeit 36%.

3.2.4 Ubersicht iiber die Transduktion mit verschiedenen Transferplasmi-
den

Alle zur Virusproduktion verwendeten Transferplasmide resultierten in funktions-

fahigen viralen Vektoren (Abb.18).

3.2.5 Erreichte Transduktionseffizienzen

Die Transduktionseffizienzen variierten abhangig von der Viruscharge und der
Individualitat der T-Zellen verschiedener Spender stark; selbst bei Verwendung
derselben Viruscharge fuhrte die Infektion von T-Zellen zweier verschiedener

Blutspender beispielsweise zu 63% und 32% infizierten Zellen.

Der Mittelwert der erreichten Transduktionseffizienzen betrug 42,8% (N=26) bei

einer Streubreite zwischen 10 und 71%.
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GFP

pRRL.PPT.SF.i2GFP

pRRL.PPT.SF.CAR.i2GP

pLVX-EF1a-AcGFP1-N1

75

64
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CAR

pLVX-EF1a-CAR

FSC

pLVX-SFFV-CAR

32

57

pLVX-EF1a-CAR-PuroR

FSC-A

pLVX-SFFV-CAR-PuroR

43

CAR

FSC-A

Abb.18: Ubersicht (iber die Transduktion mit einem lentiviralen Vektor, hergestellt mit
verschiedenen Transferplasmiden.
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3.3 Virusquantifizierung und Transduktionseffizienz

Die in 3.3.1 und 3.3.2 beschriebenen Versuche fanden parallel statt. Die einzel-
nen Aliquote der Viruscharge, hergestellt mit dem Transferplasmid
PRRL.PPT.SF.i2GFP, wurden daflr gepoolt. Gewohnlich wurden 50 ul Virussus-
pension fir die Infektion von 1 ml Zellkultur mit 1x10° T-Zellen verwendet. Aus-
gehend davon wurden die Verdinnungen im Verhaltnis 1:2, 1:5 und 1:10 ange-

setzt.

3.3.1 Virusquantifizierung mit gRT-PCR
Die Ergebnisse der Virusquantifizierung waren aufgrund der stark positiven Ne-

gativkontrolle (,empty virus“) nicht verwertbar (N=2).

Probe Kopien/pl
Negativkontrolle (Wasser) 0,0
Negativkontrolle (,empty virus®) 5,7x10°
Virus-Verdiinnung 1:10 1,2x10°
Virus-Verdinnung 1:5 1,3x108
Virus-Verdiinnung 1:2 2,3x10°
Standardmenge Virus 6,4x10°

3.3.2 Transduktionseffizienz in Abhangigkeit von der Virusmenge
Unabhangig von der Virusquantifizierung stellte sich die Frage, ob die Anzahl der
Viruspartikel und die Transduktionseffizienz noch in einem linearen Zusammen-

hang stehen und ob letztere erhdht werden kann.

Gewohnlich wurden 50 pl Virussuspension fur die Infektion von 1 ml Zellkultur mit
1x108 T-Zellen verwendet. Es zeigten sich sieben Tage nach Aktivierung ahnli-
che Transduktionseffizienzen bis zur Verwendung von einem Funftel der Stan-
dardmenge. Erst eine weitere Reduktion auf 10% der Virussuspension wirkte sich

auf die Anzahl der infizierten T-Lymphozyten aus.
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Abb.19: Transduktionseffizienz nach viraler Verdiinnungsreihe.

Die Negativkontrolle bestand aus Infektion von T-Zellen mit empty virus (nicht darge-
stellt), fir den Ansatz des unverdiinnten Standards 1:1 wurden 50 ul Virussuspen-
sion zur Infektion verwendet. Bei dem Ansatz 1:2 entsprach die fiir die Infektion ein-
gesetzte Menge 25 ul der urspriinglichen Virussuspension, der Ansatz 1:5 war
gleichbedeutend mit einer Infektion mit 10 ul Virussuspension und der Ansatz 1:10
dementsprechend mit einer Infektion 5 ul Virussuspension.

3.4 Fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie

3.4.1 Population von CD4- und CD8-positiven Zellen
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Abb.20: Abfall des CD4/CD8-Quotienten und Verschwinden der doppelt negativen
Zellen.
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Wie fur die Kombination von Aktivierung mit Anti-CD3/CD28 und IL-2-Zugabe
vorbeschrieben, war der CD4/CD8-Quotient nach 17-20 Tagen in der Zellkultur
ohne Ausnahme deutlich gesunken.??° 22 Bei geringer Anzahl der Versuche mit
reaktivierten T-Zellen (N=5) und grol3er Streubreite konnte nicht mit Sicherheit

festgestellt werden, ob die Reaktivierung diesen Abfall weiter verstarkt.

Der Anteil der doppelt negativen Lymphozyten nahm ebenfalls ab. In dieser Po-
pulation befanden sich am Tag 0 vermutlich auer T-Zellen auch B-Lymphozy-
ten. Durch die T-Zell-spezifische Aktivierung und die Zugabe spezifischer Zyto-

kine wurden die meisten Nicht-T-Zellen durch ,Vernachlassigung® entfernt.

3.4.2 Aktivierung

3.4.2.1 Aktivierungsmarker CD45 RA und CD45 R0

Um eine Idee davon zu bekommen, was die Aktivierung mit Anti-CD3/Anti-CD28
bewirkt, wurden zunachst CD3-positive Zellen, also T-Lymphozyten, unterschie-
den in naive T-Zellen, welche das Oberflachenprotein CD45RA exprimieren, und
aktivierte T-Lymphozyten und T-Gedachtniszellen, die CD45R0 tragen. Die akti-
vierten Zellen waren 72 Stunden nach Aktivierung deutlich gréflier als nicht akti-
vierte Lymphozyten (Abb.27). AuRerdem stieg der Anteil an aktivierten T-Zellen
von 63% auf 88% (Abb.23).

unaktiviert aktiviert

SSC

Lymphozyten Lymphozyten

FSC-A
Abb.21: Vergleich GréBe (FSC) und Granularitdt (SSC) der PBMC an Tag 3.
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unaktiviert aktiviert

85 94

CD3

FSC-A

Abb.22: Anteil der CD3-positiven Zellen in der Lymphozytenpopulation an Tag 3.

unaktiviert aktiviert

1.1

CD45R0

30 5,2 73

CD45RA

Abb.23: Subpopulationen der CD3-positiven Zellen.

3.4.2.2 Dynamik der Aktivierungsmarker CD25 und CD69

Das Transmembranprotein CD69 ist ein sehr friher Marker fur Aktivierung. Es ist
etwa 2 bis 4 Stunden nach Aktivierung der T-Zelle detektierbar und erreicht das
Maximum mit Plateau zwischen 18 und 48 Stunden; dann sinkt die Expression

und erreicht nach 72 Stunden ungefahr den Ausgangswert vor Aktivierung.???

CD25 ist die a-Kette des IL-2-Rezeptors (IL2Ra). Mit einem Anstieg dieses Mar-
kers ist nach 8 bis 12 Stunden nach Aktivierung zu rechnen und das Maximum
wird nach 48 bis 96 Stunden erreicht; der Abfall erfolgt deutlich langsamer als bei
CD69, und nach 7 bis 21 Tagen ist der Wert unter 20% der maximalen Expres-

sion gesunken .23 224

Aufgrund des raschen Abfalls von CD69 auf Normalniveau nach Aktivierung war

an Tag 5 keine erhdohte Expression mehr zu verzeichnen (Abb.24). Die Expres-
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sion von CD25 dagegen war an Tag 5 deutlich héher als das Ausgangsniveau
und fiel anschlie3end langsam ab. Nach Reaktivierung an Tag 8 stieg der Marker
bis Tag 15 (Tag 7 nach Reaktivierung) an und fiel dann langsam wieder ab; es

war eine leichte Verzogerung im Abfall zu erahnen.

Bei CD69 dagegen bewirkte die Reaktivierung eine veranderte Dynamik im Ver-
gleich zur ersten Aktivierung. Die Expression war hier deutlich langer erhoht,

namlich bis Tag 7 nach Reaktivierung.

WV Aktivierung

— CD25
--- CD25 nach Reaktivierung

— CD69
- -+ CD69 nach Reaktivierung

Expression (%)
N
o
]

’ 4‘/—‘1—
Oflil L] L] I L] L] T L] I L] T 1 L] I L] L] L]
0 5 10 15
Zeit in Tagen

Abb.24: Dynamik der Aktivierungsmarker CD25 und CD69.

3.4.3 Eigenfluoreszenz und Stabilitat des Gentransfers

Nach einigen Tagen zeigten die Zellen eine erhohte Eigenfluoreszenz in der
Durchflusszytometrie (Abb.25), welche die Auswertung der Ergebnisse beein-
trachtigte. So musste bei Verwendung von Vektoren, welche das GFP-Gen im
Genom enthielten, die Grenze zwischen transduzierten und nicht transduzierten
Zellen verschoben werden. Daraus resultierte jedoch auch ein Absinken des
Wertes flr die Transduktionseffizienz. Waren die Gates belassen worden, ware
auch die Transduktionseffizienz gleich geblieben, allerdings ware auch die Ne-

gativkontrolle falsch positiv geworden.

Wurde wahrend des Versuches eine Reaktivierung durchgefuhrt, reduzierte das
die Verfalschung der Transduktionseffizienz durch Eigenfluoreszenz (Abb.26).
AuRerdem liel® die unterschiedliche Hohe des Fluoreszenzsignals vermuten,

dass ohne Reaktivierung die Expression des Genproduktes sinkt, wahrend ein
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Abb.25: Eigenfluoreszenz und ihre Auswirkung auf die Messung der Transduktions-
effizienz.

Fiir die Transduktion wurden auf dem Transferplasmid pRRL.PPT.SF.i2GFP basie-
rende Viren verwendet; die transduzierten T-Zellen waren somit keine CAR-T-Zellen.

erneuter Kontakt der T-Zellen mit Anti-CD3 und Anti-CD28 wieder zu hdheren
Signalen und damit verbunden zu einer abgrenzbaren Population von genetisch
veranderten Zellen flhrte (Abb.26).

Tag 7 Tag 15 Tag 15
\ vor Reaktivierung keine Reaktivierung Reaktivierung an Tag 8

29 4 30

GFP

FSC
Abb.26: Einfluss der Reaktivierung auf die Eigenfluoreszenz.

Fir die Transduktion wurden auf dem Transferplasmid pRRL.PPT.SF.i2GFP basie-
rende Viren verwendet; die transduzierten T-Zellen waren somit keine CAR-T-Zellen.
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Die genetische Veranderung der CAR-T-Zellen schien stabil zu bleiben. Eine Re-
aktivierung resultierte zwar in einer etwas héheren Anzahl detektierter CARs,
aber auch bei Verzicht auf eine solche blieb die Transduktionseffizienz nahezu

konstant und die Artefakte durch Eigenfluoreszenz fielen geringer aus (Abb.27).

Tag 7 Tag 17 Tag 17
vor Reaktivierung keine Reaktivierung Reaktivierung an Tag 7

T

56 63

CAR

FSC

Abb.27: Stabile Expression des chiméren Antigen-Rezeptors.

Ftir die Transduktion wurden auf dem Transferplasmid pLVX-EF1a-CAR basierende
Viren verwendet.

3.4.4 Regulatorische T-Zellen

3.4.4.1 Regulatorische T-Zellen in Abhangigkeit der Zytokine

IL-2 IL-15

1,8 1,0

FoxP3

FSC

Abb.28: Anteil der FoxP3-positiven regulatorischen T-Zellen an den CD4-positiven
Zellen.

Um den Anteil an regulatorischen T-Zellen zu bestimmen, wurde deren Marker
FoxP3 verwendet. Da regulatorische CD8-positive Zellen nur in verschwindend

geringer Anzahl im Blut zirkulieren??, wurden lediglich CD4-positive regulatori-
sche T-Zellen analysiert.
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Nach 16 Tagen war der Anteil der CD4+ FoxP3+ Zellen bei Verwendung von
200 U/ml IL-2 far die Zellkultur fast doppelt so hoch wie bei Verwendung von
10 ng/ml IL-15.

3.4.4.2 FoxP3 in CD4-positiven Zellen nach Reaktivierung

In der Population der CD4-positiven Zellen stieg die Zahl der FoxP3-positiven
CD4-Zellen zwischen Aktivierung und Reaktivierung kurz an und fiel dann wieder
ab (N=4). Nach Reaktivierung war die relative Anzahl der FoxP3-exprimierenden

CD4-Zellen gewohnlich geringer als bei nicht reaktivierten Zellen (N=3).
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Abb.29: FoxP3-positive Zellen in der CD4-T-Zell-Population. (N=3; Balken: SEM)

Tag 0 Tag 7

1,3 4,0

FoxP3

CD25

Abb.30: Beispiel fiir Bilder aus der fluoreszenzbasierten Durchflusszytometrie bei int-
razelluldrer FoxP3-Férbung.
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3.4.5 Selektion mit Puromycin

Die Ubertragung eines Gens fiir die Puromycin-N-acetyltransferase durch einen
lentiviralen Vektor, dessen Genom auch die Sequenz fur den CAR beinhaltete,
ermadglichte eine Selektion der CAR-exprimierenden Zellen. Bei Puromycin-Zu-
gabe starb ein Groliteil der Ubrigen Zellen aufgrund der gestdrten Proteinbiosyn-

these?26 ab, wahrend die CAR-T-Zellen das Toxin unschadlich machen konnten.

3.4.5.1 Vergleich verschiedener Puromycin-Konzentrationen

Die T-Zellen wurden aktiviert und 24 Stunden spater mit einem lentiviralen Vektor
EF1a-CAR-PuroR transduziert; zur Zellkultur wurde sieben Tage nach Aktivie-
rung zum ersten Mal Puromycin in unterschiedlichen Konzentrationen hinzuge-

fugt (0,5 pg/ml; 1 pg/ml; 2 pg/ml; 3 pg/ml; 4 pg/ml).

Vor Selektion mit Puromycin exprimierten 46% der Zellen den chimaren Antigen-
rezeptor auf ihrer Oberflache. Da an Tag 14 die Anzahl der CAR-T-Zellen nicht

ausreichend erhoht war, wurde die Selektion an Tag 17 wiederholt.

46

CAR

Abb.31: Expression von CAR durch T-Zellen vor

FSC Puromycin-Selektion. (46% der Lymphozyten)
Puromycin-kon-  CAR-Expression der T-Lymphozyten Anzahl der Zellen
ASHEET an Tag 14 an Tag 21 an Tag 21
0 pg/ml 40 56 1,5x10°8
0,5 pg/ml 74 95 6,2x10°
1 pg/mi 86 95 5,0 x10°
2 pg/mi 86 91 2,0 x10°
3 pg/ml 90 89 4,1 x10°
4 pug/ml 90 92 1,9 x10°

Tabelle 2: CAR-Expression und Anzahl der Zellen nach Puromycin-Selektion.
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Bei T-Zellen, die mit 0,5 yg/ml und 1 pg/ml selektiert worden waren, war nicht nur
die CAR-Expression héher, sondern auch Viabilitat und Anzahl der Zellen an Tag
21. Auch wenn keine kontinuierliche Wachstumskurve erstellt wurde, sondern
einmalig ein Teil der Zellen fur die Durchflusszytometrie verwendet wurde, waren
die Kulturen mit Puromycin alle identisch behandelt worden; lediglich aus der Ne-
gativkontrolle wurde ein etwas gréReres Volumen der Zellkultur fir den FACS-

Versuch enthommen.

Die besten Ergebnisse wurden mit 0,5 pg/ml und 1 pg/ml Puromycin erreicht.
Fortan wurden diese beiden Konzentrationen fur die Selektion verwendet. Bei
mehr als 50% transduzierter Zellen wurde 1 ug/ml Puromycin, bei weniger als

50% genetisch veranderter T-Zellen 0,5 pg/ml Puromycin zugegeben.

3.4.5.2 Puromycin-Selektion fiir Europium-Release-Assay

Negativkontrolle pLVX-EF10-CAR- pLVX-SFFV-CAR-
(,empty virus®) PuroR PuroR
0 19 3
[ee]
(@)
©
|_
0,5 90
x | o
< |8
0,1 79
©
(@)
©
|_
FSC
Abb.32: Anreicherung von CAR-T-Zellen durch Puromycin-Selektion.
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Die Selektion mit Puromycin fuhrte zum Absterben eines Groldteils der Zellen;
CAR-T-Zellen mit Puromycin-N-acetyltransferase dagegen konnten diese Zell-
kulturbedingungen Uberleben. Dies fuhrte zu einer Erhdhung des relativen Anteils

von CAR-T-Zellen in der Lymphozytenpopulation (Abb.32).

3.4.5.3 Uberleben der Puromycin-Selektion

Puromycin war fur die nicht transduzierten Zellen letal, wahrend es den CAR-T-
Zellen aufgrund der Puromycin-N-acetyltransferase moglich war, das Toxin zu
inaktivieren. Dies bedeutete jedoch keine komplette Resistenz gegenuber Puro-
mycin; auch die Proteinbiosynthese der CAR-T-Zellen schien beeintrachtigt zu
sein. Nur 41% der T-Zell-Kulturen Uberlebten die Puromycin-Selektion (N=11),
bei den Ubrigen fiel die Anzahl der Zellen auch Tage nach der Puromycin-Entfer-

nung weiter ab.

3.4.6 HER2/neu-Expression der Tumorzelllinien

Die verwendeten Tumorzelllinien MCF7 und BT474 hatten eine unterschiedliche
Expression des Ziel-Antigens HER2/neu. Das embryonale Nierenzellkarzinom
HEK293T exprimierte kein HER2/neu; die Zellen banden entweder die fluores-
zierenden Antikorper lediglich unspezifisch oder hatten eine erhoéhte Eigenfluo-
reszenz. Mammakarzinomzellen der Linien MCF7 und BT474 besitzen
HERZ2/neu auf ihrer Oberflache, wobei BT474 eine deutlich starkere Expression

zeigte.
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MCF7 FSC
Abb.33: Expression von HERZ2/neu durch die verschiedenen Tumorzelllinien.
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3.5 Klonierung

3.5.1 Klassische Klonierung mit DNA-Ligase

Nach einem Restriktionsverdau der Plasmide pRRL.PPT.SF.i2GFP und pEX-K4-
CAR mit BamHI wurden die Ansatze mithilfe einer Gelelektrophorese aufge-
trennt. Die Banden des pEX-K4-CAR-Ansatzes hatten die erwartete Lange von
2513 bp und 1632 bp, letztere entsprach der CAR-Sequenz.

PRRL.PPT.SF.i2GFP dagegen wurde linearisiert bei einer Lange von 7892 bp.

Der linearisierte Vektor und die CAR-Sequenz wurden aus dem Gel rickisoliert.

Abb.34: Restriktionsverdau von pEX-K4-CAR und
PRRL.PPT.SF.i2GFP; die anschlieBend riickisolierten
Banden sind rot umrandet.

(1) 1 kb DNA-Leiter

(2) PEX-K4-CAR ungeschnitten

(3) pEX-K4-CAR, geschnitten mit BamH|

(4) pRRL.PPT.SF.i2GFP ungeschnitten

(5) PRRL.PPT.SF.i2GFP geschnitten mit BamH|

In den ersten Klonierungsversuchen wurde zunachst keine Phosphatase verwen-
det. Auf den LB-Platten wuchsen 5 und 11 Bakterienkolonien. In der anschlie-
Renden analytischen Spaltung mit BsrGl war jedoch nur eine Bande pro Ansatz
erkennbar. Dies entsprach religierten oder ,doppelten®, also aus zwei miteinan-
der ligierten Backbones bestehenden, Plasmiden. Die CAR-Sequenz war also
nicht eingefligt worden (Abb.35).

Abb.35: Analytische Spaltung (klassische Klonie-
rung).

(1) 1 kb DNA-Leiter

(2) pRRL.PPT.SF.i2GFP ungeschnitten

(3) pPRRL.PPT.SF.i2GFP geschnitten mit BsrGl

(4-7) durch Klonierung gewonnene Plasmide
geschnitten mit BsrGl
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Die Resultate nach Behandlung des linearisierten pRRL.PPT.SF.i2GFP-Plas-
mids mit Antarctic Phosphatase waren etwas besser. Unter den 24 Kolonien be-
fanden sich vier Kolonien, bei denen die CAR-Sequenz in falscher Orientierung
eingesetzt worden war, und eine Kolonie, die auch nach erneuter Uberpriifung
das gewlinschte Plasmid pRRL.PPT.SF.CAR.i2GFP zu enthalten schien. Die Ub-

rigen Ansatze waren religierte oder ,doppelte” Plasmide (Abb.36):

[ Abb.36: Analytische Spaltung (klassische
, Klonierung).

(1) 1 kb DNA-Leiter
(2) pRRL.PPT.SF.i2GFP ungeschnitten
(3-16) durch Klonierung gewonnene
Plasmide geschnitten mit BsrGl
(6) vermutlich erwiinschtes Plasmid
PpRRL.PPT.SF.CAR.i2GFP
(14) Plasmid mit CAR-Sequenz in
falscher Orientierung

3.5.2 Klonierung mit dem InFusion-Verfahren

Auch fir das InFusion-Verfahren wurden die Plasmide zunachst mit Restriktions-
enzymen geschnitten und die fur die Klonierung bendétigten DNA-Stlicke aus dem
Gel extrahiert. Die Anzahl der Banden und die Molekullange der DNA-Fragmente

deckten sich mit den Berechnungen.

Aus dem Plasmid pLVX-EF1a-AcGFP1-N1 wurde zuerst das Gen fur die Puro-
mycin-N-acetyltransferase entfernt. Die DNA der Bande bei 7607 bp wurde aus
dem Gel isoliert, die Fragmente der Lange 1353 bp und 559 bp verblieben dage-
gen im Gel (Abb.37).

Spater wurde das Plasmid mit anderen Restriktionsenzymen so geschnitten,
dass die Puromycin-Resistenz erhalten blieb. Das gewunschte DNA-Molekul war
8752 bp lang, wahrend die Bande bei 767 bp mit dem Ubrigen Gel verworfen
wurde (Abb.37).

In beiden Versuchen wurde spater der Promotor ausgetauscht. Das Plasmid
PRRL.PPT.SF.i2GFP wurde dafir mit Bmtl und BamHI geschnitten; das 445 bp-

Fragment entsprach dem SFFV-Promotor, welches riickisoliert wurde (Abb.38).
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(A)

Abb.37: Restriktionsverdau von pLVX-EF1a-AcGFP1-N zum Erhalt des Vektorriick-
grats ohne (A) und mit (B) Puromycinresistenz; die anschlieRend riickisolierten Ban-
den sind rot markiert.

(1) 1 kb DNA-Leiter

(2) Plasmid pLVX-EF1a-AcGFP1-N1 ungeschnitten

(3+4) Plasmid pLVX-EF1a-AcGFP1-N1 geschnitten mit BstBl und Tth1111 (A) bzw.
mit BstBl und Notl

Abb.38: Restriktionsverdau flir SFFV-Promotor; die an-
schlieBend riickisolierten Banden sind rot markiert.

(1+5) 100 bp DNA-Leiter

(2) Plasmid pRRL.PPT.SF.i2GFP ungeschnitten

(3-6) Plasmid pRRL.PPT.SF.i2GFP geschnitten
mit Bmtl und BamHI

Die Enden der CAR-Sequenz wurden in einer PCR um je 15 bp verlangert und
diese DNA-Sequenz vervielfaltigt. Das Produkt wurde auf ein Gel aufgetragen.
Als Standard wurde dieselbe DNA-Menge der ausgeschnittenen CAR-Sequenz
verwendet wie fir den PCR-Ansatz. Diese Bande ist nur schwach erkennbar, die
Banden der PCR-Produkte dagegen sehr deutlich, da sie aufgrund der erfolgrei-
chen PCR deutlich mehr DNA enthalten. Zwischen den PCR-Ansatzen mit Mg?*
oder DMSO und dem PCR-Ansatz ohne Zusatze scheint im ersten Versuch kein
Unterschied bezuglich der erhaltenen DNA-Menge zu bestehen (Abb.39A).

Da bei Verbleiben des Gens fur die Puromycinresistenz im Vektor die Sequenz

des Vektorendes verandert war, musste ein anderer Reverse-Primer verwendet
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werden. Die PCR war auch hier erfolgreich, allerdings schienen die Zusatze
DMSO und insbesondere MgCl2 die Ausbeute diesmal zu verringern (Abb.39B).

Als Ergebnis der Klonierung mithilfe des InFusion-Verfahrens wurde das Plasmid
pLVX-EF1a-CAR bzw. das Plasmid pLVX-EF1a-CAR-PuroR angestrebt.

(A) (B)

Abb.39: PCR-Produkte der CAR-Sequenz nach Elektrophorese fiir Versuch ohne (A)
und mit Erhalt (B) der Puromycinresistenz; die anschliel3end riickisolierten Banden
sind rot markiert.

(1) 1 kb DNA-Leiter

(2) 30 ug ausgeschnittene CAR-Sequenz
(3) Negativkontrolle der PCR

(4) PCR-Produkt

(5) PCR-Produkt (Mg*")

(6) PCR-Produkt (DMSO)

pLVX-EF1a-CAR -1==7" Clal pLVX-EF1a-CAR-PuroR
10.382 bp
__ " Afel
, < Afel
[
PAFI -
BsrGl Rell BsrGl

Abb.40: Erwartete Klonierungsprodukte: Plasmid pLVX-EF1a-CAR (links) und Plas-
mid pLVX-EF1a-CAR-PuroR (rechts) mit Schnittstellen der Restriktionsenzyme.

CAR: Sequenz des chiméren Antigenrezeptors « EF1a: human elongation factor 1
alpha promoter « PuroR: Puromycin-Resistenz « PGK: phosphoglycerate kinase pro-
moter

- 68 -



3 Ergebnisse
3.5 Klonierung

Nach der Transformation des InFusion-Ansatzes in Bakterien fanden sich — wie
bei allen InFusion-Versuchen — zahlreiche Bakterienkolonien auf den LB-Platten.

Aufgrund der grol3en Anzahl der Kolonien wurde auf eine Zahlung verzichtet.

Vereinzelte Kolonien wuchsen auch auf den Platten der Negativkontrollen, deren
InFusion-Ansatz aus linearisiertem Plasmid bestanden hatte; das Plasmid war
vielleicht nicht vollstandig linearisiert worden oder wurde durch den InFusion En-

zym-Mix religiert.

Zur Uberprifung wurden die Plasmide aus den Bakterien isoliert und mit Spal-
tung durch Restriktionsenzyme analysiert. Fur jede Probe wurden zwei Restrikti-
onsansatze mit je einem Restriktionsenzym benotigt. Anzahl und Molekullange
der Banden legten nahe, dass die CAR-Sequenz in den Vektor in korrekter Ori-

entierung eingebaut worden war; die Klonierung war somit erfolgreich (Abb.41).

Abb.41: Analytische Spaltung von zwei Negativkontrollen und sechs Proben zur Be-
statigung des Plasmids pLVX-EF1a-CAR.

(1+20) 100 bp DNA-Leiter

(2+19) ungeschnittenes Plasmid pLVX-EF1a-AcGFP1-N1
(3+4) Negativkontrollen geschnitten mit BsrGl

(5-10) Proben geschnitten mit BsrGl

(11+12) Negativkontrollen geschnitten mit PflIF/

(13-18) Proben geschnitten mit PfIF|

Fir die Analyse der Plasmide, welche das Gen fur die Puromycinresistenz ent-
halten sollten, wurden die Restriktionsenzyme Rsrll und BsrGl diesmal gleichzei-
tig in einem Ansatz verwendet. Anzahl der Banden und Fragmentldnge der DNA-

Molekule entsprachen auch hier den Berechnungen (Abb.42).
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Abb.42: Analytische Spaltung zur Bestéatigung des Plas-
mids pLVX-EF1a-CAR-PuroR.

(1) 1 kb DNA-Leiter

(2) pLVX-EF1a-AcGFP1-N1 ungeschnitten

(3) pLVX-EF1a-AcGFP1-N1 geschnitten mit Rsrill und
BsrGl

(4+5) Proben geschnitten mit Rsrll und BsrGl

(6) Negativkontrolle geschnitten mit Rsrll und BsrGl

Um den Promotor EF1a gegen den SFFV-Promotor auszutauschen, wurden die
einzufugende Promotorsequenz und das linearisierte Vektorrickgrat der Plas-
mide pLVX-EF1a-CAR bzw. pLVX-EF1a-CAR-PuroR durch Restriktionsverdau

hergestellt und bei letzteren gleichzeitig die Promotorsequenz entfernt (Abb.43).

(A) (B)

Abb.43: Restriktionsverdau von pLVX-
EF1a-CAR (A) und pLVX-EF1a-CAR-
PuroR (B); die anschlieBend riickisolier-
ten Banden sind rot umrandet.

(1) 1 kb DNA-Leiter

(2) Plasmid ungeschnitten

(3) Plasmid geschnitten mit Afel und
Clal

Die PCR und die Verlangerung um 15 bp an den Enden der SFFV-Promotor-
Sequenz erfolgte analog zum Einfligen der CAR-Sequenz. Auch hier lief als Stan-
dard die DNA-Menge der ausgeschnittenen Sequenz, die fur die PCR verwendet

wurde; durch die geringe DNA-Menge ist die Bande auch hier nicht zu erkennen.

Der PCR-Ansatz ohne Zusatze scheint quantitativ mehr DNA zu enthalten und
das Verfahren somit besser zu funktionieren als bei den PCR-Ansatzen mit
DMSO, und DMSO wiederum scheint die PCR weniger zu beeintrachtigen als
Mg?* (Abb.44).

Um die Promotorsequenz und das Vektorrickgrat zusammenzufigen, wurde

auch hier mit dem InFusion-Verfahren gearbeitet. Nach der Transformation
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Abb.44: PCR-Produkte der SFFV-Promotor-Se-
quenz nach Elektrophorese.

(1+7) 100 bp DNA-Leiter

(2) SFFV-Sequenz 25 ug

(3) Negativkontrolle der PCR
(4) PCR-Produkt

(5) PCR-Produkt (DMSO)

(6) PCR-Produkt (Mg*")

wuchsen zahlreiche Bakterienkolonien, wahrend auf den Platten der Negativkon-

trolle nur vereinzelte Kolonien zu erkennen waren.

Zur Uberpriifung des Klonierungserfolges erfolgte eine analytische Spaltung der

gewonnenen Plasmide mit den Restriktionsenzymen BsrGl und Xmal.

pLVX-EF1a-CAR-PuroR.

pLVX-SFFV-CAR 10.382 bp

8304 bp -
* Xmal

H ' BsrGl
BsrGl

Abb.45: Erwartete Klonierungsprodukte: Plasmid pLVX-SFFV-CAR (links) und Plas-
mid pLVX-SFFV-CAR-PuroR (rechts) mit Schnittstellen der Restriktionsenzyme.

CAR: Sequenz des chiméren Antigenrezeptors « SFFV: spleen focus-forming virus
long terminal repeat promoter « PuroR: Puromycin-Resistenz « PGK: phosphoglycer-
ate kinase promoter

Zur Uberpriifung, ob das Plasmid pLVX-SFFV-CAR vorlag, waren nach elektro-
phoretischer Auftrennung der Ansatze bei sechs von elf Proben zwei Banden er-
kennbar, deren MolekullgroRe den Erwartungen von 1660 bp und 6644 bp ent-
sprach. Dieses Ergebnis wurde nach Uberimpfung einer Bakterienkolonie und
erneuter analytischer Spaltung der isolierten Plasmide bestatigt. Die Mole-
kllgroRe der Negativkontrolle scheint der des Plasmides pLVX-EF1a-CAR zu

entsprechen. Hierfur ist die wahrscheinlichste Erklarung, dass das Plasmid
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pLVX-EF1a-CAR entweder religiert oder im Restriktionsverdau nicht vollstandig

geschnitten wurde.

Abb.46: Analytische Spaltung zur Bestétigung des Plasmids pLVX-SFFV-CAR.

(1+18) 1 kb DNA-Leiter

(2) Negativkontrolle geschnitten mit BsrGl und Xmal
(3) pLVX-EF1a-CAR ungeschnitten

(4) pLVX-EF1a-CAR geschnitten mit BsrGl und Xmal
(5-17) Proben geschnitten mit BsrGl und Xmal

Die analytische Spaltung zur Bestatigung des Plasmids pLVX-SFFV-CAR-PuroR
erfolgte ebenfalls mit BsrGl und Xmal. Eine Probe glich dem Plasmid pLVX-
EF1a-CAR-PuroR. Das Bandenmuster der ubrigen funf Proben entsprach jedoch
den Erwartungen fur das Plasmid pLVX-SFFV-CAR-PuroR. Somit konnte von ei-

nem Erfolg der Klonierung ausgegangen werden.

Abb.47: Analytische Spaltung zur Bestétigung des Plasmids pLVX-SFFV-CAR-
PuroR.

(1+11) 1 kb DNA-Leiter

(2) L1-EF1a-CAR-PuroR

(3) L1-EF1a-CAR-PuroR geschnitten mit BsrGl und Xmal

(4) Negativkontrolle geschnitten mit BsrGl und Xmal

(5) Probe geschnitten mit BsrGl und Xmal, Bandenmuster wie L1-EF1a-CAR-
PuroR

(6-10) Proben geschnitten mit BsrGl und Xmal
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3.6 Europium-Release-Assay

3.6.1 Tumorlyse abhdngig vom Zeitpunkt der Reaktivierung

Eine Reaktivierung scheint einen negativen Einfluss auf die zytotoxische Leis-
tung der T-Zellen zu haben. T-Zellen, die am Vortag reaktiviert wurden, zeigen
eine deutlich schlechtere Tumorlyse als nicht reaktivierte T-Zellen. Noch schlech-

ter schneiden T-Zellen ab, bei denen die Reaktivierung einige Tage zurucklag.

Als Negativkontrolle dienten nicht transduzierte T-Zellen. Effektorzellen waren T-
Zellen, die zu 55% den CAR-Rezeptor exprimierten (N=1). Die Viabilitat der Ne-

gativkontrolle lag in diesem Versuch deutlich unter der der CAR-T-Zellen.

100

80—
S
o 60—
(74
2>
g 40— Abb.48: Tumorlyse von BT474-Zellen durch CAR-
E T-Zellen.

20— (A) Negativkontrolle (keine Reaktivierung)

|_| (B) EF1a-CAR (keine Reaktivierung)
o ] (C) EF1a-CAR (Reaktivierung vor 24 Stunden)
A B é IID (D) EF1a-CAR (Reaktivierung vor 10 Tagen)

Auch bei Verwendung der Tumorzelllinie MCF7 zeigten die 24 Stunden vor dem
Europium-Release-Assay reaktivierten T-Zellen und insbesondere die CAR-T-
Zellen eine weniger effektive Zerstorung der Tumorzellen. Der Anteil der CAR-T-
Zellen an der T-Zell-Population betrug im Durchschnitt 28% (N=3).
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3 Negativkontrolle

204 B3 EF1a-CAR
9 I B3 SFFV-CAR
@
n
>
o
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0 |l| I

Reaktivierung keine
vor24 h Reaktivierung

Abb.49: Tumorlyse von MCF7-Zellen durch CAR-T-Zellen.

3.6.2 Tumorlyse abhangig von der Zelllinie

Die T-Zellen im folgenden Versuch waren an Tag 5 reaktiviert und die CAR-po-
sitiven T-Zellen ab Tag 8 mit Puromycin selektiert worden. Die Reaktivierung fand
vor Selektion statt, um eine erhdhte Expression der Puromycin-N-acetyltrans-
ferase zu erreichen. Als Negativkontrolle dienten mit einem ,Leervirus® infizierte
T-Zellen.

Das Ausmal} der Zerstérung der Malignomzellen hing auch von der Tumorzellli-
nie ab. HEK293T-Zellen exprimieren kein HER2/neu, und CAR-T-Zellen und T-
Zellen hatten hier einen nahezu identischen tumorlytischen Effekt. Allerdings pro-
vozierten diese Tumorzellen eine deutlich hohere unspezifische Immunantwort

der CAR-negativen T-Zellen als die anderen beiden Tumorzelllinien (N=2).

Der deutlichste Unterschied zwischen CAR-T-Zellen und T-Zellen war bei MCF7-
Zellen zu sehen. Gegenuber BT474-Zellen zeigten die CAR-T-Zellen eine deut-
lich weniger effektive zytotoxische Aktivitat (N=2, abgebildet N=1).

Ein Unterschied zwischen den CAR-T-Zellen mit SFFV- oder EF1a-Promotor war
nicht sicher festzustellen (N=1).
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Abb.50: Tumorlyse verschiedener Karzinomzelllinien durch CAR-T-Zellen.
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4 Diskussion

4.1 Wahl der Bausteine fiir die DNA-Sequenz

4.1.1 Aufbau des chimaren Antigenrezeptors
Der Aufbau des in diesen Versuchen verwendeten chimaren Antigenrezeptors

orientierte sich an bereits verwendeten Rezeptoren.

Wie bei Morgan et al.?%° basierte die Antigenerkennung durch ein single chain
variable fragment (durch einen Linker verbundene variable Domanen der schwe-
ren und leichten Kette eines Antikorpers; scFv) auf Trastuzumab. Auch der Spa-
cer, die Transmembrandomane und der Beginn der zytoplasmatischen Domane,
welche aus der CD8a-Sequenz Gibernommen wurden, beruhen auf dem dort ver-
wendeten CAR. Der Aufbau der intrazellularen Doméane dagegen stammt von
Pule et al.?°! und bestand aus CD28, CD134 (OX40) und CD3Z. Der in dieser

Arbeit verwendete CAR ist also in die dritte Generation einzuordnen.

CD28 hat keinen Einfluss auf die Antigenbindung, und auch der Effekt auf die
zytotoxische Aktivitat der T-Zellen ist vernachlassigbar gering.??” Es spielt aber
eine wichtige Rolle fiir die Proliferation und IL-2-Sekretion.??® Eine CD28-Costi-
mulation verhindert auRerdem die Entstehung anerger T-Zellen.33 Durch Zugabe
von IL-2 in die Zellkultur haben CAR-T-Zellen mit und ohne CD28 ahnliche zyto-
toxische Wirkung auf Tumorzellen, ohne externe Zugabe von IL-2 dagegen sind
die CAR-T-Zellen mit CD28 in vitro effektiver.??® Auch in vivo zeigen CARs mit

CD28 eine bessere Tumorkontrolle.230

In einem CAR sollte CD28 als erste Signaldomane nach der Membran angeord-
net sein, da bei einem weiter distal in der Signalkette angeordneten CD28 die IL-

2-Sekretion und damit die Funktion von CD28 deutlich schlechter ist231,

Das zur Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Superfamilie gehdérende CD134 (Syno-
nym: OX40) wird einige Stunden bis Tage nach Aktivierung auf T-Zellen expri-
miert'70 232: der zugehorige Ligand befindet sich auf der Oberflache von antigen-

prasentierenden Zellen?33,
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Die OX40-Aktivierung bewirkt ein Uberleben der T-Zellen durch die Hochregula-
tion von antiapoptotischen Proteinen und ist auRerdem wichtig fur die Prolifera-
tion.234 235 Zusatzlich verstarkt das Signal die Aktivierung und Funktion der T-
Zellen, da es zu einer vermehrten Produktion von Zytokinen und Expression von

Zyotkinrezeptoren flihrt.234 235

0OX40 verhindert die Umwandlung von T-Effektor-Zellen in regulatorische T-Zel-
len, indem es FoxP3 hemmt; es unterdrickt also die inhibitorischen Trec und
fordert die T-Gedachtniszell-Entwicklung.?%¢ 237 Es fiihrt aber auch zu einer
Proliferation der regulatorischen T-Zellen238 239 ynd ist fiir deren Uberleben wich-
tig?*0. Paradoxerweise scheint eine OX40-Stimulation in Kombination mit IL-2

eine Rolle bei der Suppression der Transplantatrejektion zu spielen.240 241

Die zytotoxische Aktivitat in vitro war bei Verzicht auf externe Zugabe von [L-2
besser, wenn die Signalkette des CARs den Rezeptor OX40 statt 4-1BB enthielt;
auch war in vivo die Tumorsuppression des Drittgenerations-CARs besser als bei
der zweiten Generation.??® CAR-T-Zellen mit einer aus CD28-0X40-CD3C beste-
henden intrazellularen Domane waren auch nach sechs Wochen noch in der
Lage, Tumorzellen abzutéten.?9" Zellkulturen mit T-Lymphozyten, welche eine
CD28-CD3C-Signalkette exprimierten, waren bereits vor diesem Zeitpunkt zu-

grunde gegangen.2°'

Eine Alternative zu CD134 ware CD137 (4-1BB). Naturlich vorkommende
CD137-positive T-Zellen unterdriicken das Tumorwachstum in vivo, CD137-ne-

gative T-Zellen dagegen nicht?*2,

Auf die Frage, ob CD134 oder CD137 Uberlegen ist, gibt es widersprtichliche
Angaben. In einer Studie war die tumorlytische Aktivitat von OX40-beinhaltenden
CAR-T-Zellen besser als bei CD137 in der Signaldomane?43. In anderen Arbeiten
bewirkten die CAR-T-Zellen nach dem Austausch von CD134 gegen CD137 zwar
eine ahnliche Lyse der Malignomzellen in vitro, CAR-T-Zellen mit CD137 in der
Signalkette unterdriickten jedoch in vivo das Tumorwachstum effektiver?*4 und
zeigten nach 60 Tagen ein besseres Uberleben und eine geringere PD1-Expres-

sion?4%,
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Der unersetzbare Baustein der intrazellularen Signalkette ist eine Domane, die
einen oder mehrere ITAMs besitzt. CD3( besitzt drei ITAMS und spielt als Teil
des T-Zell-Rezeptor-Komplexes eine wichtige Rolle bei der Initierung des TCR-
Signals'®3. Allerdings ist dieses Signal alleine fiir die Aktivierung der T-Zellen un-

zureichend 246 192,

Anders als anfanglich angenommen, hat die Transmembrandomane (TM) durch-
aus Einfluss auf die Funktion der CAR-T-Zellen. CD3¢-Transmembrandomanen
der CARs bilden Homodimere mit den entsprechenden Gegenstucken der TCR-
Komplexe; eine Mutation dieses Bausteins beeintrachtigt auch die Funktion der
CAR-T-Zellen.?#7

So zeigen CAR-T-Zellen, deren TM und Spacer eine CD8a-Sequenz besitzen,
im Vergleich zu solchen mit CD28-Elementen eine geringere Zytokinsekretion,
einen geringeren Anteil an phosphorylierten ITAMs, aber auch einen geringeren
Anteil an Zellen, die durch activation-induced cell death (AICD) starben.?*8
Proliferation und tumorlytisches Potential waren dagegen nicht signifikant unter-

schiedlich.248

Der extrazellulare Spacer fungiert als Verbindungsstlck zwischen TM und scFv.
Er verandert die Expression des CARs?28 249 peeinflusst das Aktivierungssig-
nal?®® und spielt eine entscheidende Rolle fiir die Funktion des Rezeptors?4° 251,
Wahrend der extrazellulare Spacer die Funktion des Anti-CD30-CARs von Hom-
bach et al.?>° beeintrachtigte, wurde eine effektive Antigenbindung und Tumor-
lyse von HER2/neu-positiven Tumorzellen durch eine Spacer-Sequenz im Re-
zeptoraufbau von Moritz et al. erst ermoglicht?*® 252, Auch bei ROR1-spezifischen
CAR-T-Zellen ist die Ladnge des Spacers fiir die Funktion essentiell.?%3 Eine Er-
klarung ware, dass die Notwendigkeit eines Verbindungsstlicks abhangig von der
Zugangigkeit des Antigens ist; bei einem distalen CD19 kann vielleicht auf einen
Spacer verzichtet werden, bei membrannahen Zielstrukturen dagegen scheint
ein flexibles Verbindungsstlick von Vorteil zu sein.?3 254 Die Struktur kdnnte aber
auch die Ursache fur unerwiunschte Nebenwirkungen sein. Ein Spacer, der eine
Antikorper-Sequenz besaly, war in einer Studie Ausléser einer immunologischen

Reaktion gegen ebendiese Sequenz?®®. Dies wurde in Versuchen mit einem
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gegen CD19 gerichteten Rezeptor mit einem langen Spacer bestatigt, da sich die
CAR-T-Zellen in der Lunge der Mause anreicherten und dort unspezifisch akti-
viert wurden, was zur T-Zell-Erschopfung flhrte.2% Eine Veranderung in der Se-

quenz des Spacers stellte die tumorlytische Funktion wieder her.2%3

In klinischen Studien wurde die CAR-T-Zell-Therapie bisher bei hamatologischen
Malignomen erfolgreich angewendet?%¢, der Einsatz bei soliden Tumoren bleibt
Gegenstand der Forschung. Der in dieser Arbeit verwendete Rezeptor ist gegen
das Antigen HER2/neu gerichtet, welches zur Familie der epidermalen Wachs-
tumsfaktorrezeptoren (human epidermal growth factor receptor, HER) gehért und
von verschiedenen Epithelzellen exprimiert wird?®”. Besondere Bedeutung hat
HER2/neu in der Diagnostik und Therapie von Mammakarzinomen. Etwa 25-30%
dieser Malignome weisen eine Uberexpression von HER2/neu auf?%® und sind
damit fur die Anwendung von Trastuzumab qualifiziert?®® 260, Wie bei Zhao et
al.?6' stammte die Antigenbindungsstelle des CARs in dieser Arbeit von der des

humanisierten Antikorper Trastuzumab.

Auch fiir andere Karzinome ist eine HER2/neu-Uberexpression beschrieben,
zum Beispiel fir Ovarialkarzinome?®?, Kolonkarzinome?%3 264 Magenkarzi-
nome?260 265 266 nd Medulloblastome?6” 268 Der Marker ist mit einer schlechteren

Prognose assoziiert?67 269,

HER2/neu ist allerdings auch auf der Oberflache von gesunden Myokardzellen?’°
und Epithelzellen zu finden, unter anderem in Brustgewebe, im Gastrointestinal-
trakt, in der Lunge, den ableitenden Harnwegen und der Haut?%”. Folglich ist der
hier verwendete chimare Antigenrezeptor nur zu Forschungszwecken verwend-
bar. Er wurde bereits in einer klinischen Studie eingefuhrt, welche aufgrund eines

Todesfalles abgebrochen wurde?°.

4.1.2 Promotoren
In dieser Arbeit wurden zwei Promotoren vor der CAR-Gensequenz verwendet,
der humane EF1a (human elongation factor-1a)-Promotor und der virale SFFV

(spleen focus-forming virus)-Promotor.

-79 -



4 Diskussion
4.2 Vergleich der Klonierungsmethoden

Signifikante Unterschiede bei Verwendung verschiedener Promotoren konnten
weder in der Expression des CARs noch bei der Lyse der Malignomzellen in vitro
festgestellt werden. Auch in der Literatur sind die Angaben widerspruchlich und
von der transduzierten Zelllinie abhangig. Bei induzierten pluripotenten Stamm-
zellen bewirkte der EF1a-Promotor eine vermehrte Transkription des Trans-
gens?’!, bei Fibrosarkomzellen?’" und B-Lymphozyten?’2 dagegen war der SFFV-
Promotor in dieser Hinsicht tberlegen. Im Mausmodell zeigten CAR-T-Zellen mit
EF1a-Promotor eine hohere Expression des Rezeptors, eine hohere T-Zell-Er-
schopfung und somit eine geringere Tumorkontrolle als bei Verwendung eines
CMV- oder PGK-Promotors.?”3

Allerdings sind diese Ergebnisse kritisch zu betrachten, da auch verschiedene
Varianten des EF1a-Promotors in verschiedenen Expressionsintensitaten resul-

tieren kbnnen274,

Die Verwendung des physiologischeren EF1a-Promotors ist dennoch zu bevor-
zugen, da fur die Therapie eines Menschen weniger Nebenwirkungen zu erwar-
ten sind; so erhdht ein SFFV-Promotor das Malignomrisiko, indem es Mutationen
verursacht und Protoonkogene aktiviert.?”> AuRerdem koénnte der SFFV-Promo-
tor als viraler Genombestandteil identifiziert und durch Methylierung ,abgeschal-

tet* werden, wodurch die CAR-T-Zell-Therapie ineffektiv wiirde.?76

4.2 Vergleich der Klonierungsmethoden

Im Vergleich zur klassischen Klonierung mit Restriktionsenzymen und DNA-
Ligase erwies sich die InFusion®-Methode als deutlich effizienter. Die Anzahl der
mit dem Klonierungsprodukt transformierten Kolonien war deutlich groRer, und
ein hoherer Anteil dieser Kolonien besal} tatsachlich das gewunschte Plasmid.
Zusatzlich war die InFusion®-Methode unabhangiger von den Zielsequenzen der
Restriktionsenzyme. Zwar wurden Schnittstellen bendtigt, aber die Enden von
Vektor und einzufugender Gensequenz mussten diesbezlglich nicht zueinander
passen; aullerdem konnte eine begrenzte Anzahl an Basenpaaren durch die Ver-

langerung der Enden wahrend der PCR wieder eingefigt werden, falls eine
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Durchtrennung des DNA-Molekuls an einer genauen Lokalisation nicht moglich

war.

Bezuglich des finanziellen Aspekts war die klassische Klonierung im Einzelver-
such gunstiger, was aber durch den hohen Materialverbrauch und die Arbeitszeit

fur die Fehlversuche relativiert wurde.

4.3 Vergleich der Kulturmedien

4.3.1 Humanserum
Ausgangsbasis unseres Protokolls war das einer klinischen Studie aus Philadel-
phia mit gegen CD19 gerichteten CAR-T-Zellen®%®, in welchem X-Vivo 15 mit

5% Humanserum verwendet wurde.

Bei Zugabe von Humanserum zu X-Vivo 15 war eine deutlich bessere Prolifera-
tion der Lymphozyten zu beobachten als ohne diesen Zusatz. In diesem Medium
konnten die Zellen jedoch auch ohne das Serum Uber einen Zeitraum von uber

16 Tagen expandieren.

Der Zusatz von FCS oder Humanserum in Medien zeigte auch in anderen Ar-
beitsgruppen eine deutlich bessere Zellproliferation.?’” 28 Des Weiteren ist die
Zugabe von Serum auch eine Annaherung an die physiologischen Bedingungen
in vivo. Im Vergleich zeigten in Zellkulturmedien mit Humanserum aktivierte T-
Lymphozyten eine deutlich hdhere Expression der Aktivierungsmarker CD25 und
CD69 als in Medien mit FCS sowie eine hohere Zytokin-Freisetzung der CD8+
Lymphozyten.?’” AuRerdem zeigten CAR-T-Zellen bei Verwendung von Medien
mit 5% Humanserum eine hohere Expression des Aktivierungsmarkers CD25 als
in serumfreiem X-Vivo?’’, wahrend die Verwendung von serumfreiem Medium zu

Veranderungen der Genexpression flihrte?’®,

Dennoch erfolgte weitgehend ein Wechsel auf serumfreies Medium. Die kom-
plexe und individuell unterschiedliche Zusammensetzung von Serum, abhangig
von Spender und Hersteller, stellten einen nicht ausreichend zu kalkulierenden
Faktor dar, wie Lutz et al. fur dendritische Mauszellen in FCS nachwiesen; die

Zellen wiesen grof3e Unterschiede in Funktion, Oberflachenexpression und
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Proliferation auf, abhangig vom Uberwiegen inhibitorischer oder aktivierender
Faktoren im Serum.?’® Und selbst dasselbe Serum eines Spenders zeigte in einer
Studie im Massenspektrometer eine Veranderung des proteomischen Profils in
Abhéngigkeit von der Lagerungszeit und -temperatur.?® Dies galt auch flr Se-

rum, das bei -80°C gelagert wurde.280

Ausschlaggebend war allerdings, dass Serumbestandteile Einfluss auf immuno-
logische Reaktionen haben kdonnen. So zeigten in FCS-haltigem Medium gezo-
gene Tumorzellen beispielsweise ein Antigen, das spater mit Humanserum rea-
gieren kann.?®! In Humanserum gezogene Tumorzellen zeigten dieses Antigen
nicht.?28' Dass Kulturmedium und Aktivierung eine nicht-spezifische Zytotoxizitat
verursachen konnen, die gegen Gewebe und Zellen autologen Ursprungs gerich-

tet ist, wurde an mit Lektin aktivierten Lymphozyten gezeigt?8? 283,

Die Befurchtung war also, dass T-Zellen, die in serumhaltigem Medium im nicht
physiologischen Milieu einer in-vitro-Zellkultur aktiviert und kultiviert werden, ge-
gen Humanserumbestandteile gerichtet sein konnten. Die Selektionsmechanis-
men, welche in einem Organismus autoreaktive Zellen unschadlich machen, sind
in vitro kaum vorhanden. Und wenn man in Erwagung zieht, dass die bisher er-
folgreichste Studie mit gegen CD19 gerichteten CAR-T-Zellen durchgeflihrt
wurde, und CD19 auch ein Marker flr gesunde B-Zellen ist, scheinen CAR-T-

Zellen nach Infusion in Patienten nicht effektiv supprimiert zu werden.

Eine Uberlegung wére dennoch, das Humanserum zukiinftig in manchen Expe-
rimenten in vitro zu verwenden, vor allem flur weitere Versuche mit einer Puromy-
cin-Selektion, um moéglicherweise die Letalitat der Zellen zu verringern. Eine sol-
che Selektion muss fur klinische Studien Uberhaupt nicht vorgenommen werden,
da keine Notwendigkeit fur eine Elimination der patienteneigenen T-Lymphozy-
ten, die nicht genetisch verandert sind, besteht; sie konnen dem Patienten wieder
infundiert werden. Bei einer Studie in Philadelphia beispielsweise war der Anteil
an infundierten T-Zellen, die den chimaren Antigenrezeptor besallen, etwa
5%32%. In vitro jedoch erschweren solch kleine Subpopulationen das Erreichen

von signifikanten Ergebnissen.
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4.3.2 Vergleich unterschiedlicher Konzentrationen von IL-2

Bezuglich des Vergleichs der verwendeten Konzentrationen fir IL-2 entschieden
wir uns fur 30 U/ml, da dies eine ausreichende Zellproliferation gewahrleistete.
Unnotig hohe Dosierungen von IL-2 fuhren zu verstarkter Differenzierung hin zu
T-Effektorzellen, wahrend niedrigere Konzentrationen in weniger differenzierten
T-Gedachtniszellen resultieren?84, welche eine bessere Tumorkontrolle im Maus-
modell bewirken?®5, Allerdings verstérken geringere IL-2-Konzentrationen die in-
hibitorische Funktion von regulatorischen T-Zellen?8, was sich wiederum kontra-

produktiv auf die tumorlytische Funktion der CAR-T-Zellen auswirken kdnnte.

4.3.3 Vergleich der verschiedenen Zytokine

In unserem Versuch war die Proliferation mit 10 ng/ml IL-15 etwas besser als mit
30 U/ml IL-2, wobei IL-15 besonders gegen Ende der 16-tagigen Zellkultur eine
kontinuierliche Proliferation bewirkte. Der Anteil an FoxP3-positiven CD4-Zellen
war in einer Zellkultur mit Zugabe von IL-15 geringer. Leider ist dieses Zytokin

auch deutlich teurer als IL-2.
Auch von anderen Arbeitsgruppen wurde IL-15 als vorteilhaft beschrieben.

Die Wahl des Zytokins hatte zum einen Einfluss auf die Differenzierung der T-
Zellen in der Zellkultur. So bewirkt IL-15 verglichen mit IL-2 eine bessere Erhal-
tung des Tscm-Phanotyps (T-Gedachtnis-Stammzelle, T memory stem cell) so-
wohl in der CD4- als auch in der CD8-positiven T-Lymphozytensubpopulation 287,
Diese T-Gedachtnis-Stammzellen verfugen Uber stammzellartige Fahigkeiten;
sie kdnnen zu zentralen Gedachtnis-T-Zellen (central memory T cell, Tcw), Effek-
tor-Gedachtnis-T-Zellen (effector memory T cell, Tem) und Effektorzellen differen-
zieren.?® Diese antigenspezifischen Zellen besitzen Marker von naiven T-Lym-
phozyten und Gedachtniszellen und sind somit vermutlich eine frihe Differenzie-
rungsstufe nach den naiven T-Zellen und vor Tcm und Tem.28 Sie kdnnen nach
Antigenkontakt rasch zu Effektorzellen differenzieren und proliferieren bei einer
Kombination von IL-15 und IL-7 schneller als die beiden anderen Subpopulatio-
nen.288 AuRerdem zeichnen sie sich durch ein langeres Uberleben und eine bes-

sere Tumorbekampfung aus.?®® IL-2 dagegen flihrt zu mehr kurzlebigen Effektor-
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T-Zellen.?®” Diese konnen zwar eine gute zytotoxische Aktivitat in vitro erreichen,

zeigen aber eine schlechtere Tumorkontrolle im Mausmodell.?8°

Bezlglich der CD4/CD8-Ratio liel3 sich allerdings kein entscheidender Unter-

schied feststellen. Sowohl bei IL-2 als auch IL-15 sank der CD4-Anteil287 290,

IL-2 verursachte mehr T-Zell-Erschépfung, was an einer héheren Synthese von
entsprechenden Markern wie LAG3, CD244, CTLA4 oder PD1 gemessen wurde,
und eine erhohte Apoptoserate?®’ mit gesteigerter Expression von Caspase 3
und mit verringerter Expression des antiapoptotischen BCL22%2.287 Auch war eine
vermehrte Differenzierung hin zu FoxP3-exprimierenden regulatorischen T-Zel-

len zu erkennen.287

Bei Kontakt mit den fur sie spezifischen Tumorzellen zeigten mit IL-15 kultivierte
T-Zellen eine hdhere Proliferationsrate und eine bessere Tumorlyse in vitro sowie

eine bessere Tumorkontrolle im Mausmodell.287

Einige Arbeitsgruppen kombinierten verschiedene Interleukine, beispielsweise
IL-21 und IL-2 fUr die Zellkultur von Anti-CD19-CAR-T-Zellen, was zu einer bes-
seren Tumorlyse im Tiermodell fiihrte als bei mit IL-2 kultivierten Zellen?®3. Eine
haufig verwendete Mischung war die von IL-7 und IL-15; verglichen mit IL-2 re-
sultierte sie in einem hoheren Anteil eines Tscm-ahnlichen Phanotyps, einer ge-
ringeren Anzahl von regulatorischen T-Zellen und einem stabileren CD4/CD8-
Quotienten durch eine geringere Erschopfung und AICD der CD8-Zellen.2% 2%
Es war kein Unterschied in der Antigenspezifitat oder der Tumorlyse in vitro zu
erkennen, in vivo dagegen korrelierte die Zytokinkombination mit einem verlan-
gerten Uberleben der Mause.2% 2% Beij der Auswertung im Rahmen einer Klini-
schen Studie hatten Patienten mit einem hdheren Anteil eines Tscm-ahnlichen
Phanotyps innerhalb ihrer CAR-T-Zell-Population, also CD8*CD45RA*CCRY7",
auch eine hohere Konzentration von CAR-T-Zellen im Blut.?%

Allerdings gab es auch kritische Ergebnisse bezuglich der Zytokinkombinationen.
So fuhrte die Kombination IL-15 mit IL-21 oder IL-7 im Vergleich mit IL-15 zu
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einem geringeren Tscm-Anteil und einer vermehrten Expression von inhibitori-

schen Rezeptoren sowie einer schlechteren Tumorkontrolle im Mausmodell.287

All die oben genannten Studien verwendeten CAR-T-Zellen, welche gegen CD19
gerichtet waren. Auch bei Verwendung eines gegen Neuroblastom- oder Mela-
nomzellen gerichteten CAR (Anti-GD2-CD28-0X40-CD3¢) war die tumorlytische
Aktivitat in vitro bei IL-2 schlechter als bei IL-7 kombiniert mit IL-15%%. Bei
NY-ESO-1-spezifischen T-Zellen dagegen war kein Unterschied bezuglich deren
zytotoxischer Aktivitat bei IL-2 oder IL-7 mit IL-15 festzustellen, auch wenn die

Zytokinkombination den Tscm-ahnlichen Phanotyp beglnstigte.%”

Nach Abwagung von Vor- und Nachteilen ist die Verwendung von IL-15 in der

Zellkultur der von IL-2 vorzuziehen.

4.4 Aktivierung und Reaktivierung

4.4.1 Anergie, T-Zell-Erschopfung und Activation-Induced Cell Death

Anergie entsteht durch die unvollstandige Aktivierung einer T-Zelle, wenn diese
nur durch ein T-Zell-Rezeptor-Signal, ausgeldst zum Beispiel durch Bindung ei-
nes spezifischen Antigens, stimuliert wird ohne zusatzliche Signale durch costi-
mulatorische Rezeptoren.?®® Eine anerge T-Zellen ist hyporeaktiv, das heil3t sie
zeigt bei Antigenkontakt keine Reaktion mehr, so ist beispielsweise die Zytokin-
produktion nicht mehr signifikant.?®® Ein wichtiges costimulatorisches Signal zur

Verhinderung von Anergie wird Gber den Rezeptor CD28 vermittelt.33

T-Zell-Erschopfung dagegen entsteht bei wiederholter Restimulation oder wie-
derholtem Antigenkontakt. Erkrankungen, in deren Verlauf eine solche Funkti-
onsstorung auftreten kann, sind beispielsweise chronische Virusinfektionen oder
Malignome; betroffen kénnen sowohl CD4- als auch CD8-positive T-Zellen
sein.?®® Im Gegensatz zur Anergie beschreibt die Erschopfung einen graduellen
Prozess mit verschiedenen Phasen des Funktionsverlustes, beginnend mit Ein-
stellung der IL-2-Produktion, einer geringeren Proliferationsrate sowie einer ver-
minderten tumorlytischen Aktivitat.3%° Im weiteren Verlauf verlieren die T-Zellen

immer mehr Funktionen. Zunachst ist die Synthese von TNF verringert, und
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schliel3lich setzt die IFN-y-Freisetzung, die Expression von aktivierenden Rezep-
toren und die Fahigkeit zur Degranulation immer weiter aus.3%° Stattdessen steigt
die Expression von inhibitorischen Rezeptoren wie PD1, CTLA4 oder LAG3.3"
Anfangs ist eine Wiederherstellung der T-Zell-Funktion ganz oder teilweise mog-
lich. Blackburn et al. beschrieben verschiedene Subpopulationen von erschopf-
ten CD8-Zellen, die sich hinsichtlich ihres Ansprechens auf eine Blockade von
PD-L1 (programmed cell death ligand 1) und PD1 unterschieden: bei einer Sub-
population bewirkte die Blockade eine Ruckbildung der Erschépfung, eine andere
zeigte weiterhin keine Reaktion bei Antigenkontakt; die Erschdpfung schien zu
weit fortgeschritten und nicht mehr umkehrbar.302 303 Das finale Stadium der T-
Zell-Erschopfung ist der programmierte Zelltod (activation-induced cell death,
AICD).300

Viele CAR-T-Zellen scheinen dauerhaft ein erhdhtes Aktivierungsniveau zu be-
sitzen und sind damit anfalliger fiir Erschépfung und AICD.3%* Nach Transfusion
im Rahmen einer klinischen Studie nahm die Konzentration von CAR-T-Zellen
rasch ab und sie exprimierten PD1 und PD-L1.3% Das Ausmalf des Zellverlustes
hangt sowohl von der Konzentration des Antigens als auch von der Anzahl der

Restimulationen ab.3%4

Der Einfluss des permanent erhdhten Aktivierungsniveaus auf die T-Zell-Funk-
tion zeigte sich bei der Verwendung verschieden zusammengesetzter Bauteile
der CARs. Je starker die Aktivierungssignale durch die intrazellularen Doméanen
waren, desto schlechter war die Tumorbekampfung der T-Zellen in vivo. So war
beispielsweise ein CAR der zweiten Generation, dessen Signaldomane aus
CD28 und CD3C bestand, erfolgreicher bezlglich der Tumorkontrolle im Maus-
modell als ein Rezeptor der dritten Generation mit einer angefigten OX40-Se-
quenz.?% Die Uberlegenheit von Rezeptoren der zweiten Generation beziglich
der Tumorlyse in vivo galt auch fir CAR-T-Zellen mit einer CD137-CD3(-Signal-
kette gegeniber solchen mit einer CD28-CD137-CD3¢-Domane.3% Im Vergleich
zweier CARs der zweiten Generation waren die Zellen mit einer CD28-CD3(-Se-
quenz schneller erschopft als bei Austausch von 4-1BB gegen CD28.3%7 Eine in-
teressante Beobachtung war auch, dass sich aus den Ergebnissen fir die
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tumorlytische Aktivitat in vitro nicht unbedingt Rickschlisse auf das Verhalten

der CAR-T-Zellen in vivo ziehen lassen.289 306 307

Auch wenn der FAS-Signalweg bei der Initiierung des AICD eine Rolle zu spielen
scheint®%, bewirkt eine Blockade von FAS ein langeres Uberleben der T-Zellen
auf Kosten der zytotoxischen Funktion3%4, Die Blockade von PD1 dagegen ver-
langert die Lebensdauer der CAR-T-Zellen und erhalt deren tumorlytisches Po-
tential.3%4 Bei PD-L1-exprimierenden Malignomen ist die Tumorlyse sogar ver-
starkt.3* Auch in einer klinischen Studie schien die zusatzliche Blockade von

PD1 einen Uberlebensvorteil zu bieten.3%8

Eine Studie von Long et al. versuchte die Ursache der kontinuierlichen Aktivie-
rung zu finden. Sie verglichen CARs der zweiten Generation mit identischer int-
razellularer CD28-CD3¢-Signaldomane, die sich aber in der Antigenspezifitat un-
terschieden. Sie beobachteten unterschiedlich starke Expressionen von Markern
der T-Zell-Erschépfung; lediglich die CD19-spezifischen CAR-T-Zellen zeigten
kaum derartige Marker. Die Antigenbindungsstelle selbst hatte also Einfluss auf
die T-Zell-Erschopfung. In der Folge versagte der Anti-GD2-CAR bei der Tumor-
kontrolle im Mausmodell, wahrend die gegen CD19 gerichteten CAR-T-Zellen die
malignen Zellen erfolgreich eliminierten, obwohl beide Rezeptoren eine ahnliche
zytotoxische Aktivitat in vitro verursachten. Die T-Zell-Erschépfung war unabhan-
gig von der Antigenbindung und mit einer Clusterbildung assoziiert, wahrend sich
die Anti-CD19-CARs gleichmaliig uber die Zelloberflache verteilten. Nach Aus-
schluss von Linker, Spacer und Antigenerkennungssequenzen als mogliche Ver-
ursacher der Rezeptor-Interaktionen, bewirkte der Austausch von Geristregio-
nen im scFv im Anti-CD19-CAR eine vorher nicht vorhandene T-Zell-Erschop-
fung; allerdings fuhrte umgekehrt ein Ersetzen der Rahmenstruktur im Anti-GD2-
CAR durch die jeweiligen Sequenzen des Anti-CD19-scFvs zu einer fehlenden
CAR-Expression.3%7

Die Balance zwischen unvollstandiger Aktivierung, welche zu Anergie fuhrt, und
der kontinuierlichen oder Ubermafigen Aktivierung der T-Zellen, welche zu Er-
schopfung fuhrt, ist also ausschlaggebend fur die Tumorbekampfung. Die Identi-

fizierung entsprechender scFv-Sequenzen und der Aufbau des chimaren
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Antigenrezeptors, welche diese Kriterien erflllen, sind weiterhin Gegenstand der

Forschung und beeinflussen entscheidend den Erfolg einer CAR-T-Zell-Thera-

pie.

4.4.2 Aktivierung

Wie bei vielen Forschungsgruppen?®® 3% wurden auch in dieser Arbeit zur Akti-
vierung der T-Zellen CD3/CD28-Dynabeads verwendet. Dies sind magnetische
Klgelchen, die mit gegen CD3 und CD28 gerichteten Antikdrpern beschichtet

sind.

Die PBMC wurden am Tag 0 aktiviert, und nach Herstellerangaben wurden die

Zellkulturen an Tag 7-10 reaktiviert.31°

Die Kombination von Anti-CD3 und Anti-CD28 zur Aktivierung wurde gewahlt, um
die Entstehung von anergen T-Zellen zu verhindern, welche bei einem TCR-Sig-
nal ohne Costimulation vorkommen kénnen.33 AuRerdem ist die CD3/CD28-Co-
stimulation in der Lage, anerge Zellen zur Proliferation anzuregen.3'!" Auch die
Kombination mit gering dosiertem IL-2 war vorbeschrieben. So flhrte die Aktivie-
rung von aus Tumorgewebe stammenden T-Zellen mit CD3 und CD28 und Zu-
gabe von 50 U/ml IL-2 zu schneller Proliferation sowie zu einer hohen zytotoxi-
schen T-Zell-Aktivitat.3'?

4.4.3 Reaktivierung

Unsere FACS-Analysen schienen die Vorteile der Reaktivierung zunachst zu un-
termauern: die T-Lymphozyten zeigten eine langer anhaltende Expression von
Aktivierungsmarkern, und auch die Synthese des Genproduktes war verstarkt.
Aufgrund der Uberlegung, dass eine erneute Aktivierung auch die Expression der
Puromycin-N-Acetyltransferase erhdhen koénnte, wurden die CAR-T-Zellen vor

der Puromycin-Selektion reaktiviert.

Insbesondere CD4-Zellen haben durch die Costimulation von CD3 und CD28 ein
verlangertes Uberleben sowie eine bessere Proliferation.3'® Eine Restimulation
verlangert die Lebensdauer erneut, sofern sie rechtzeitig vor Ruckfall des Zellvo-

lumens auf die Grolle von ruhenden Zellen geschieht, da eine verspatete
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Reaktivierung keinen Effekt mehr hat und zu erhdhtem Zellverlust durch
Apoptose fuhrt; in einer Arbeit von Levine et al. fand die erste Reaktivierung des-

halb an Tag 12 statt, die zweite an Tag 22.313

In Studien sowohl mit transduzierten tumorspezifischen T-Zellen3'* als auch mit
CAR-T-Zellen3'® fihrte die Reaktivierung der Zellen zu einer erhohten Expres-
sion des Ubertragenen Genproduktes, was sowohl durch Messung der mRNA als
auch durch FACS-Analyse erkennbar war3'®; auch andere Genprodukte wie B-
Aktin und CD3¢ wurden hochreguliert, allerdings nicht so stark wie das Trans-

Eine Uberraschende Erkenntnis von Heylmann et al. bezilglich der CD3/CD28-
Stimulation war, dass durch eine solche Aktivierung proliferierende T-Zellen re-
sistenter gegenuber ionisierenden Strahlen sind als nicht aktivierte und ruhende
Zellen; mogliche Grinde sind die Herunterregulierung von proapoptotischen Pro-
teinen und die vermehrte Expression von DNA-Reparatur-Enzymen.3'® Auch
wenn die T-Zellen in der Arbeit nicht erneut aktiviert wurden, ist anzunehmen,
dass die darin beschriebenen Mechanismen bei einer Restimulation ebenfalls
auftreten. Insgesamt sind in der Literatur also viele Argumente flr eine Aktivie-

rung mit CD3 und CD28 sowie flr eine Reaktivierung zu finden.

Allerdings sollten die Antikdrper spatestens an Tag 4 entfernt werden, um eine
bessere Viabilitdt und Proliferation sicherzustellen.3'” Die T-Zellen zeigten bei
Restimulation auRerdem eine erhdhte Zytokin-Freisetzung gegenuber Zellen, die
dauerhaft in Kontakt mit den Antikdrpern waren.3'” Eine erhohte Tumorlyse
wurde durch eine frihe Entfernung von Anti-CD3 und Anti-CD28 allerdings nicht

ausgelost.3"”

Die Messung der Zytotoxizitat mit dem Europium-Release-Assay unterstutzte al-
lerdings eher die Theorie einer T-Zell-Erschépfung durch Restimulation. Die nicht
reaktivierten CAR-T-Zellen zeigten eine deutlich effektivere Tumorlyse als die vor
24 Stunden restimulierten Zellen. Letztere waren wiederum CAR-T-Zellen Uber-
legen, die 10 Tage vorher mit Anti-CD3 und Anti-CD28 reaktiviert und die Anti-

korper in der Zellkultur belassen worden waren.
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Wiederholte Restimulation, beispielsweise mit Anti-CD3 und Anti-CD28, flhrt zu
AICD der T-Zellen 3'® und damit zu einer verlangsamten Expansion3'%.31® Auch
eine einzige Restimulation an Tag 14 fuhrt zu einem Anstieg von AICD im Ver-

gleich mit einmalig aktivierten Zellen.3'9

4.4.4 Expression der Aktivierungsmarker

Hinsichtlich der Oberflachenexpression flhren viele Stimulationen zur Herunter-
regulierung von Proteinen wie CD62L und CCR7 und einer erhdhten Expression
von CD25 und CD69%%°, wobei CD69 bei wiederholten Reaktivierungen im Ab-
stand von 3-4 Tagen nicht mehr auf das Ausgangsniveau zuriickfallt3'°. Dies ist
kompatibel mit unseren Ergebnissen, dass bei einmaliger Restimulation die Ex-

pressionen von CD25 und insbesondere von CD69 verzogert abfielen.

4.4.5 Expression von FoxP3

Das Verhalten der CAR-T-Zellen bezlglich der Expression von FoxP3 nach Ak-
tivierung und Reaktivierung entsprach dem von physiologischen T-Zellen. Wer-
den T-Zellen aktiviert, kbnnen sie vorubergehend FoxP3 exprimieren, verlieren
diesen Phanotyp und die inhibitorische Funktion aber nach einigen Tagen wie-
der.3?0 Die verwendete Konzentration von IL-2 kénnte die Entstehung von regu-
latorischen T-Zellen zusatzlich beglnstigt haben.?®® Nach Reaktivierung ist die
Abnahme der FoxP3-exprimierenden CD4-Zellen nochmals verstarkt. Eine mog-
liche Erklarung ware, dass die ubrigen T-Zellen nach der Reaktivierung schneller
expandierten als die regulatorischen T-Zellen und so den Trec-Anteil verringer-
ten321, Insbesondere die Verwendung von CD3-Antikdrpern ist fiir die meisten T-
Zell-Subpopulationen vorteilhafter als fiir die regulatorischen T-Zellen322 323, Ob-
wohl der CD28-Signalweg die Expansion32® und das Uberleben von induzierten
Trec fordert324, unterdriickt eine starke Stimulation dieses Rezeptors die Subpo-
pulation, vermutlich aufgrund der erhéhten Synthese von IL-2, welche durch ein
starkes CD28-Signal ausgelost werden kann.3?% Vielfache Reaktivierungen in
vitro scheinen aulRerdem einen Einfluss auf die Genexpression der Trec zu ha-
ben, was eine verringerte FoxP3-Synthese und damit eine Einschrankung der

inhibitorischen Funktion verursacht.326 327
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4.5 Selektion mit Puromycin

Durch die Puromycin-Selektion konnte der Anteil der CAR-exprimierenden Zellen
auf uber 80-99% erhoht werden. Eine Erhohung der Virusmenge wahrend der
Transduktion hatte diese Zahlen nicht ermdglicht, sondern sie flhrte in unseren
Versuchen eher zur Infektion einer T-Zelle mit mehr Viruspartikeln; die Transduk-
tionseffizienz dagegen blieb trotz verschiedener Virusmengen gleich und sank

erst bei Reduzierung auf lediglich 10% der Standardmenge ab.

Aufgrund von nicht verwertbaren Ergebnissen bei einigen Europium-Release-As-
says war eine Anreicherung der CAR-T-Zellen jedoch notwendig. Puromycin
wurde in bisherigen Untersuchungen eher selten zur T-Zell-Selektion verwendet;
Astier et al. verwendeten einmalig 2,5 ug/ml Puromycin an Tag 3, um transdu-
zierte humane T-Zellen zu selektieren3?®. Andere Studien verwendeten T-Zellli-
nien wie die CD4-positiven Lymphomzellen HuT78, fir welche 1-2 ug/ml Puro-
mycin eingesetzt wurden.3?° In unseren Versuchen wurde zweimalig 1 ug/ml ver-

wendet, da bei hdheren Dosierungen die Viabilitat deutlich reduziert war.

Alternativen zur Puromycin-Selektion wie beispielsweise Cell Sorting waren al-

lerdings deutlich aufwendiger und fur die Zellen ebenfalls strapazids.

Far klinische Studien war eine Transduktionseffizienz von 5% dagegen ausrei-
chend, es erfolgte lediglich eine Anreicherung der Lymphozyten durch Monozy-
tendepletion.?>® Eine negative Selektion der B-Zellen und Monozyten im Kklini-
schen Setting kdnnte sinnvoll sein, um eine akzidentielle unkontrollierte Aktivie-

rung dieser Zellen wahrend der Zellkultur zu vermeiden330,

4.6 Transduktion mit retroviralen Vektoren

Um die Gensequenz fur den CAR in das Genom der T-Zellen einzufligen, wurde
in dieser Arbeit ein lentiviraler Vektor der zweiten Generation verwendet. Da
keine klinischen Studien in naherer Zukunft geplant waren, wurde die Verwen-
dung dieser Virusgeneration nicht auf ein sichereres System umgestellt. Alterna-
tiven sind die in anderen Arbeiten und auch in klinischen Studien verwendeten y-
Retroviren®8 297 331 oder Lentiviren der dritten Generation?% 284 | etztere sind in

klinischen Versuchen aufgrund der hdoheren Sicherheit gegenluber der zweiten
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Generation zu bevorzugen. Durch den Verzicht auf das fur tat (transactivator of
transcription) kodierende Gen und die Aufteilung der restlichen packaging-Se-
quenzen auf zwei Plasmide ist die Gefahr, dass in virusproduzierenden Zellen
eine Rekombination der Gene zu vermehrungsfahigen Viren mit pathologischem
Potential fiihrt, nochmals vermindert.23? Der Vorteil der lentiviralen Vektoren der
zweiten Generation ist, dass die Produktion der Viruspartikel effektiver ist, wah-
rend die Herstellung von Viren der dritten Generation mehr Material ver-

braucht.333

Die erreichte Transduktionseffizienz von 10-70% ware in der Klinik ausreichend.
In bisherigen klinischen Studien mit gegen CD19 gerichteten CAR-T-Zellen
machte deren Anteil an den retransfundierten T-Zellen 5%256 und 10-15%2%6 334
aus, fur einen Therapieversuch von GD2-positiven Neuroblastomen betrug die

Transduktionseffizienz Uber 35%33°

Eine weitere Steigerung der Sicherheit kdnnte durch die Verwendung von
Foamy-Viren erreicht werden. Diese sind nach heutigem Stand der Forschung
fur Menschen apathogen und die Gefahr von Mutationen ist deutlich geringer als
bei Lentiviren oder y-Retroviren.336 337 338 |n grsten Versuchen mit Verwendung
dieses viralen Vektors fur die Herstellung von CAR-T-Zellen wurde eine

Transduktionseffizienz von 40-65% erreicht.33°

Bei allen verwendeten Retroviren kdnnen jedoch unerwinschte Nebenwirkungen
auftreten. So ist die Lokalisation der eingefugten Gensequenz in das Genom
nicht steuerbar. Neben der Gefahr von Neoplasien34? kann dies auch zu Thera-
pieversagen flhren. In einer klinischen Studie wurde bei einem Patienten erst
nach der zweiten Transfusion von Anti-CD19-CAR-T-Zellen eine Remission er-
reicht. 34! In den Kontrollen nach der ersten Transfusion waren fast ausschlielich
CAR-T-Zellen mit einem Gedachtniszell-ahnlichen Phanotyp zu finden, da das
Transgen in eine fur die T-Zell-Differenzierung wichtige epigenetische Sequenz

eingebaut worden war; das zweite Allel schien hypofunktionell zu sein.3#!

Eine weitere Arbeit beschrieb die Wechselwirkung von Sequenzen des Provirus

mit Bestandteilen des CARs. Der y-retrovirale LTR-Promotor verstarkte die
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Expression eines CARs der zweiten Generation mit 4-1BB in der Signalkette
durch Entstehung einer positiven Riuckkopplungsschleife, indem durch ein dau-
erhaftes 4-1BB-Signal Uber TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2) die Akti-
vierung von NFkB ausgelost wurde, welches wiederum Uber den LTR-Promotor
eine weitere Transkriptionssteigerung der CAR-Sequenz verursachte; das anhal-
tende Aktivierungssignal verursachte eine FAS-vermittelte Apoptose der CAR-T-

Zellen 342

Die fehlgeschlagenen Bestimmungen der Viruskonzentration mittels gqRT-PCR
konnte auf RNA zurlckzufuhren sein, die aus den virusproduzierenden Tumor-
zellen stammte. Die Behandlung der Proben mit DNase vor der reversen Tran-
skription machte eine Verunreinigung durch DNA eher unwahrscheinlich. Eine
Maglichkeit ware die Optimierung der qRT-PCR durch Umstellung auf ein zwei-
stufiges System, in welchem die reverse Transkription von der eigentlichen quan-
titativen Real-Time-PCR unabhangig ware und eine Anderung der Primer. Weni-
ger aufwendig ware der Ersatz des fehleranfalligen PCR-Verfahrens durch eine
andere Methode wie ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Der Vortell
dieses Verfahrens ware eine geringere Fehleranfalligkeit, allerdings ist auch die
Gefahr einer Kontamination der Plastikplatte mit Lentiviren wahrscheinlicher und
ein Verlassen des S2-Bereichs zur maschinellen Analyse der Platte nicht mdg-
lich.

4.7 Zytotoxische Aktivitat
Die CAR-T-Zellen zeigten in mehreren Versuchen eine spezifische Tumorlyse

bei Kontakt mit HER2/neu-positiven Malignomzellen.

Im direkten Vergleich schienen die CAR-T-Zellen allerdings weniger effektiv ge-
genlUber BT474-Zellen zu sein, welche eine héhere HER2/neu-Expression als
MCF7-Zellen aufwiesen. Es ist unwahrscheinlich, dass dies von inhibitorischen
Molekulen auf der Oberflache der Tumorzellen verursacht wurde. Laut mehreren
Arbeitsgruppen war die Expression von Rezeptoren wie FAS343 und PD-L 1344 345
auf den BT474-Zellen nicht detektierbar.
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Der wahrscheinlichste Grund fur die geringe tumorlytische Aktivitat war eine Er-
schopfung der T-Zellen, hervorgerufen durch die vor 15 Tagen erfolgte Reakti-
vierung und die hohe Antigenkonzentration bei starker Expression auf den Ma-
lignomzellen. Die schwache zytotoxische Aktivitat ist kompatibel mit dem Ergeb-
nis des Vergleiches der vor 10 Tagen aktivierten CAR-T-Zellen und der nicht re-
aktivierten Lymphozyten. Jedoch kann die Restimulation nicht der einzige Grund
fur die mangelhafte Effizienz gegenluber Tumorzellen sein, da CAR-T-Zellen der-
selben Zellkultur gegen MCF7 ein deutlich besseres Resultat erzielten. Die un-
terschiedliche Intensitat der Reaktion muss also auf die Zielzellen zurtckzufih-
ren sein, und aufgrund des Fehlens von Zellen der Tumormikroumgebung am
wahrscheinlichsten auf Oberflachenproteine auf den Malignomzellen. BT474 be-
sitzt eine hdohere Expression von HER2/neu, welches die Zielstruktur fur die CAR-
T-Zellen darstellt. Da die T-Zell-Erschépfung abhangig von der Antigenkonzent-
ration ist3%*, wurde die schwache zytotoxische Aktivitat weiter gesenkt. Eine
Ruckbildung der Erschopfung ware vermutlich moglich gewesen, weil die Zellen
gegen MCF7 reagierten und sich somit vor dem Europium-Release-Assay nicht
in einem unumkehrbaren Stadium befanden. Ob eine Blockade des PD1/PD-L1-
Signalweges eine Verminderung der Erschépfung erreichen und die schlechte
Performance der CAR-T-Zellen gegenlber BT474 verbessern konnte, ist aller-
dings fraglich. BT474-Zellen exprimieren kaum PD-L1 auf der Zelloberflache34°,
somit konnten sich die T-Lymphozyten als einzige weitere Zellart in vitro nur ge-
genseitig hemmen. Zwar konnen T-Zellen sowohl PD1 als auch PD-L1 exprimie-
ren, der Anteil insbesondere der PD-L1-positiven Zellen ist jedoch zumindest bei
tumorinfiltrierenden T-Zellen gering und doppelt positive Zellen kommen nur ver-
einzelt vor. 346 347 AuRerdem ist die Interaktion von PD1 und PD-L1 nicht der ein-
zige Signalweg, der an der T-Zell-Erschopfung beteiligt ist. Eine Reihe weiterer
inhibitorischer Rezeptoren, unter anderem LAG3, TIM3 und CD160, spielen
ebenfalls eine Rolle.**® Bei Verwendung des Anti-PD1-Antikérpers Pembrolizu-
mab war beispielsweise eine erhohte Expression von TIM3 auf den T-Zellen zu
detektieren.®*° Deutlich wird dies auch in der Klinik: bisher gibt es inhibitorische
Antikorper fir CTLA4, PD1, LAG3 und TIM3, letztere im Teststadium?30; aller-

dings erzielt der gegen PD1 gerichtete Immuncheckpoint-Inhibitor bei nur 36%
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der Patienten mit PD1-positiven Tumoren ein komplettes oder partielles Anspre-
chen®%1, bei Hemmung von CTLA4 waren es 10,9%3%2. Eine deutliche Effizienz-
steigerung konnte bei Kombination der Blockade von PD1 mit der von LAG33%3 354
oder TIM33% erreicht werden. Auch in der CAR-T-Zell-Therapie gibt es einen
Fallbericht Uber den erfolgreichen Einsatz eines Immuncheckpoint-Inhibitors zur

Wiederherstellung der T-Zell-Funktion3%.

4.8 Unerwiunschte Arzneimittelwirkungen und Gefahren

Die CAR-T-Zell-Therapie erwies sich in klinischen Studien als effektive Behand-
lungsoption hamatologischer Malignome, gegenuber soliden Tumoren sind die
Erfolge allerdings iberschaubar.3%” 3% Ein wichtiges Hindernis fiir den Erfolg der
Therapie ist die Erschopfung der CAR-T-Zellen.3%” 358 Neben der Auswahl des
Rezeptoraufbaus und der -bestandteile gibt es Ansatze zur Vermeidung des
Funktionsverlustes der CAR-T-Zellen. Lynn et al. figten eine genetische Se-
quenz in die T-Zellen ein, welche sowohl fir einen chimaren Rezeptor als auch
fur c-Jun, ein Bestandteil des Transkriptionsfaktors AP-1, kodierte; letzterer
wurde dann verstarkt exprimiert. Dies verhinderte eine Erschopfung der T-Lym-
phozyten und ermdglichte im Mausmodell ein bessere Tumorkontrolle von Oste-
osarkomen.3%® Eine erhohte tumorlytische Aktivitat in vivo erreichten auch Liu et
al., indem sie die T-Zellen neben dem CAR auch einen PD1/CD28 switch recep-
tor exprimieren lielten. Dieser koppelte die extrazellulare Domane von PD1 mit
der intrazellularen Signaldoméane von CD28 und wandelte somit das normaler-
weise durch PD1/PD-L1-Bindung ausgeldste inhibitorische Signal in das aktivie-
rende CD28-Signal um.3*% Beide Ansatze bergen jedoch die Gefahr von schwer
beherrschbaren Nebenwirkungen, da sie Regulations- und Selektionsmechanis-
men umgehen, die fur die Verhinderung von Autoimmunreaktionen wichtig

sind36°.

Auch wenn die Zugabe von Immuncheckpoint-Inhibitoren bei geringem Anspre-
chen der CAR-T-Zell-Therapie sowohl im Tiermodell®®' als auch in manchen Fall-
berichten erfolgreich war3%, kénnen bei dieser Kombination auch schwere Ne-
benwirkungen wie Autoimmunthyreoiditis, Lungenversagen und Graft-versus-

Host-ahnliche Hauterkrankungen auftreten362.
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Auch ohne PD1-Inhibitoren konnte die Therapie mit CAR-T-Zellen unerwinschte
Auswirkungen haben. In klinischen Studien und Fallberichten beschriebene Ne-
benwirkungen sind teilweise schwerwiegend. Unter anderem kam es zu einer
schweren Anaphylaxie mit Herz-Kreislaufstillstand bei Verwendung eines auf ei-
nem murinen Antikdrper basierenden CAR3%3, Die Gefahr von gegen den CAR
gerichteten Immunreaktionen ist aufgrund des geringeren Anteils der xenobioti-
schen Sequenzen in humanisierten Antikdrpern zwar geringer als in chimaren
Antikorpern, aber nicht ausgeschlossen und bereits in klinischen Studien aufge-
treten.364 In einer Phase-I-Studie verstarb ein Patient an einem Sepsis-ahnlichen
Syndrom bei Therapie mit einem gegen CD19 gerichteten Rezeptor; in den Blut-
kulturen waren keine Bakterien nachweisbar.3%® Eine Studie wurde mit zwei an
ALL erkrankten Kindern durchgefuhrt, die beide im Verlauf ein Zytokin-Freiset-
zungs-Syndrom mit Makrophagen-Aktivierungs-Syndrom, ein mildes Tumorlyse-
Syndrom und erwartungsgemald eine B-Zell-Aplasie sowie Hypogammaglobu-
linamie entwickelten; bei einem Patienten kam es zum Rezidiv der ALL mit CD19-
negativen Malignomzellen.334 Eine weitere Studie mit 39 an ALL erkrankten Kin-
dern erfasste bei 46% einen schweren bis lebensbedrohlichen Verlauf des Zyto-
kin-Freisetzungs-Syndroms, bei 36% ein MODS (multi organ dysfunction syn-
drome), 26% entwickelten einen teils katecholaminresistenten vasoplegischen
Schock und 13% ein ARDS (acute respiratory distress syndrome).365 Ahnliche
Zahlen erhob auch eine Studie mit 111 erwachsenen DLBCL-Patienten: 53% ent-
wickelten ein Zytokin-Freisetzungs-Syndrom, davon hatten 37% einen schweren
oder lebensbedrohlichen Verlauf.3%% Ein schwerer Verlauf eines Tumorlyse-Syn-
droms mit akuter Nierenschadigung ist bei einem erwachsenen Patienten mit

Therapie-refraktarer chronischer lymphatischer Leukamie (CLL) beschrieben.2%®

Neben dem Zytokin-Freisetzungs-Syndrom sind neurotoxische Effekte haufig.
Mogliche Symptome sind unter anderem Delir, Verwirrung, Aphasie, Halluzinati-
onen und Krampfanfalle.3¢” Schwere neurotoxische Symptomatik trat bei 13-50%
der Patienten in Studien mit einem CD19-CAR auf.3%8 In klinischen Studien zur
Evaluation der CAR-T-Zell-Therapie bei soliden Tumoren sind — aul3er bei der
Behandlung cerebraler Malignome — bisher keine neurologischen Auffalligkeiten
beschrieben.3®® In einer Studie mit 133 Studienpatienten mit B-ALL, NHL (Non-
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Hodgkin-Lymphom) oder CLL entwickelten 40% eine meist mild verlaufende neu-
rologische Symptomatik, allerdings verstarben vier Patienten an neurologischen

Nebenwirkungen.36°

Eine vorhersehbare Auswirkung der gegen CD19 gerichteten CAR-T-Zell-Thera-
pie war eine schwere Immunsuppression durch eine B-Zell-Aplasie. Von 189 Pa-
tienten entwickelten 13% eine Sepsis, drei Patienten verstarben an einem fatalen
Verlauf einer Escherichia coli- oder Candida-Infektion.®”° Ein Fallbericht be-
schrieb das Auftreten einer Progressiven Multifokalen Leukenzephalopathie
(PML) sieben Monate nach Applikation der CAR-T-Zellen.3""

Ausgeldst wurde die B-Zell-Aplasie durch die Eliminierung von gesunden B-Lym-
phozyten, die ebenfalls CD19 exprimieren, durch die gegen CD19 gerichteten
CAR-T-Zellen. Diese Lyse von gesunden Korperzellen, die das spezifische Anti-
gen der CAR-T-Zellen exprimieren, wird als on target/off tumor-Toxizitat bezeich-
net. Tumorspezifische Antigene sind durch Mutationen entstandene Neoanti-
gene, die oft nur zu einem geringen Teil auf der Zelloberflache prasentiert werden
und somit nur eingeschrankt als Zielstruktur nutzbar sind.3”? Die Mehrheit der
tumorinfiltrierenden T-Zellen erkennt tumorassoziierte Antigene, die auch auf der
Oberflache von gesunden Kdrperzellen zu finden sind und auf Malignomzellen

verstarkt exprimiert werden.372

Da auch die meisten in der CAR-T-Zell-Therapie verwendeten Antigene tumor-
assoziiert sind, kam es immer wieder zu Zwischenfallen. Morgan et al. berichte-
ten Uber einen todlichen Krankheitsverlauf bei einer Colonkarzinom-Patientin, die
15 Minuten nach Gabe von gegen HER2/neu gerichteten CAR-T-Zellen mit
Atemnot und Lungenddem reagierte. Aufgrund der hohen Dichte von CAR-T-Zel-
len in der Lunge der Patientin war die wahrscheinlichste Ursache des letalen
ARDS die Reaktion der T-Zellen gegen HER2/neu, welches sich in geringer An-
zahl auch auf gesunden Epithelzellen der Bronchien und Bronchiolen befindet?%7,
was zu einem Zytokinsturm und zu Multiorganversagen fiihrte.?%° In einer klini-
schen Studie kam es zu hepatotoxischen Nebenwirkungen bei mehreren Patien-
ten, da die T-Zellen ihr spezifisches Antigen Carboanhydrase-IX nicht nur auf

dem Gewebe des Nierenzellkarzinoms, sondern auch auf den bilidren
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Epithelzellen fanden.3”® Nach Gabe von CAR-T-Zellen erkannten diese ihr spe-
zifisches Carcinoembryonales Antigen (CEA) auch auf gesunden Colon-Epithel-

zellen, was vorlibergehend schwere Colitiden verursachte.3"*

Angesichts dieser Nebenwirkungen ist die Umgehung von Regulationsmechanis-
men, kritisch zu betrachten, da sie die Wahrscheinlichkeit fur schwere Zwischen-
falle erhoht. Die bei Lynn et al. durch epigenetische Modifizierung erreichte Ver-
besserung der zytotoxischen Aktivitat gegenuber Zellen, die nur eine geringe Ex-
pression des spezifischen Antigens aufweisen3%, oder die Umwandlung eines
inhibitorischen in ein aktivierendes Signal machen den Einsatz solcher CAR-T-
Zellen zumindest bei tumorassoziierten Antigenen gefahrlich. Die genetische
Veranderung der T-Zellen, um sie einen kunstlichen T-Zell-Rezeptor exprimieren
zu lassen, stellt bereits einen Eingriff in die Selektion der Lymphozyten dar. Ein
CAR, der eine hohe Affinitat zu seinem Antigen aufweist, bewirkt eine hohere
Elimination von Zielzellen mit geringerer Antigenexpression.3’> T-Zellen mit ei-
nem Rezeptor mit niedrigerer Affinitdt dagegen wurden erst von Zielzellen mit
hoher Antigenexpression aktiviert, was flr tumorassoziierte Antigene vorteilhaft
sein konnte.?”® Die Gefahren der Umgehung von affinitatsbasierter Selektion
zeigten sich in einem weiteren Fallbericht.3’® Aus dem Blut eines Melanompati-
enten wurde die Sequenz eines T-Zell-Rezeptors gewonnen, der fur auf HLA-
A*01 prasentiertes MAGE-A3 spezifisch war. Dieser Rezeptor wurde so veran-
dert, dass er eine verstarkte Affinitat fur sein Antigen aufwies. Dieser rekombi-
nante Rezeptor wurde dann in T-Zellen der Studienpatienten eingefiigt, die beide
an kardiotoxischen Nebenwirkungen verstarben. Ursache war die Kreuzreaktion
des Rezeptors mit Titin, was auf Herzzellen exprimiert wird. Der ,Spender” des

urspriinglichen Rezeptors zeigte dagegen keine kardio-toxischen Symptome.376

Das therapeutische Potential wie auch die Gefahren der CAR-T-Zell-Therapie
resultieren aus der Funktion der T-Zellen als Koordinatoren des spezifischen Im-
munsystems und aus der Fahigkeit, Gedachtniszellen zu bilden und damit einen
anhaltenden Therapieerfolg zu ermdglichen. In einer Studie waren CAR-T-Zellen

noch nach 192 Wochen im Blut nachweisbar'88, eine andere detektierte nach 6
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Monaten noch CAR-T-Zellen im Knochenmark und CAR-T-Gedachtniszellen im

Blut37”.
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4.9 Fazit und Ausblick

491 Fazit

Zusammenfassend ist es in dieser Arbeit gelungen, ein Protokoll fir die Herstel-
lung funktionierender CAR-T-Zellen zu erstellen, um weitere Forschung bezug-
lich einzelner Bestandteile des Rezeptors zu ermdglichen. Es wurde gezeigt,
dass die CAR-T-Zellen spezifisch auf ihr Antigen reagieren und maligne Zellen,

die diese Oberflachenstruktur besitzen, in vitro eliminieren konnen.

Ein effektives Vorgehen fur den Austausch einzelner Bauteile des CAR wurde
ebenfalls etabliert, wobei sich die InFusion®-Methode als effizienter erwies als
die klassische Klonierung. Der Einfluss von Spacer, Linker und Transmembran-
domane sowie von einzelnen Sequenzen des single chain variable fragment sind
bisher weniger erforscht als derjenige der Signaldomane. In den letzten Jahren
wurde jedoch immer deutlicher, welchen entscheidenden Einfluss diese Bestand-
teile auf die Funktion der T-Zellen und damit auf die klinischen Resultate haben

kénnen.251 307

Eines der groten Hindernisse fur den Therapieerfolg in klinischen Studien ist die
T-Zell-Erschopfung.®s” Da die maRgeblich beteiligte antigenunabhangige dauer-
hafte Aktivierung vom Aufbau und den Sequenzen des Rezeptors abhangt3®’, ist
Forschung in diesem Bereich dringend erforderlich. Aufgrund der Ergebnisse an-
derer Arbeitsgruppen?# 245 kdnnte ein Austausch von OX40 gegen 4-1BB in der
Signaldomane dieser Funktionsstorung der T-Zellen vorbeugen. Die Beibehal-
tung des aktivierenden CD28 in der Signalkette soll die Entstehung von Anergie
verhindern, da die T-Zellen in vivo keine oder eine nicht ausreichende Anzahl von
antigenprasentierenden Zellen, die das spezifische Antigen prasentieren und
durch Corezeptoren das fur die T-Zell-Aktivierung ndtige zweite Signal ermogli-

chen, vorfinden werden.33 230

Die Herausforderung besteht in der Konstruktion einer Rezeptorstruktur, die bei
Antigenkontakt eine ausreichende Aktivierung zur Verhinderung von Anergie ge-
wahrleistet, aber trotzdem kein kontinuierlich erhdhtes Aktivierungsniveau und

damit T-Zell-Erschépfung bewirkt.
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Neben dem Aufbau des CARs kann dieser Erschépfungszustand auch ein Re-
sultat der Zellkulturbedingungen sein. So erwies sich eine Restimulation als kont-
raproduktiv, da sie eine Beeintrachtigung der tumorlytischen Funktion der CAR-
T-Zellen verursachte. Das Ausmal} dieser verminderten Effektivitat war auch ab-
hangig vom Zeitpunkt einer erneuten Stimulation. Sowohl in dem in dieser Arbeit
etablierten Protokoll in vitro als auch in zuklnftigen Experimenten im Mausmodell
oder in klinischen Studien sollte somit auf eine Reaktivierung oder auf ein Belas-
sen der aktivierenden Antikorper in der Zellkultur verzichtet werden, auch wenn
klinische Studien?%® 334 mit einem gegen CD19 gerichteten CAR und langer Ex-

position gegenuber den Aktivierungsbeads erfolgreich waren.

Besonders bei schlechter Tumorlyse war eine Selektion der CAR-T-Zellen nétig,
um aussagekraftige Ergebnisse im Vergleich mit normalen T-Lymphozyten zu
erhalten. Da die Steigerung der flr die Transduktion eingesetzten Virusmenge
den Anteil der CAR-T-Zellen nur begrenzt erhéhen konnte, erfolgte die Selektion

mit Puromycin, welche jedoch zu einer hohen Letalitat der Lymphozyten fuhrte.

Zwar bewirkte die Restimulation auch eine Erhéhung der Expression des Trans-
gens, was fur die Puromycin-Selektion winschenswert ist, da eine vermehrte
Synthese von Puromycin-N-Acetyltransferase die Uberlebenswahrscheinlichkeit
der transduzierten T-Zellen verbessern sollte. Sie verursacht jedoch auch Er-
schopfung und AICD, was durch die eingeschrankte zytotoxische Aktivitat die Er-
hebung von validen Ergebnissen zumindest gegenuber der Tumorzelllinie BT474
ebenfalls erschwerte. Der voriibergehende Einsatz von Humanserum konnte
eine Verbesserung des Zelliberlebens bei nicht-klinischen Experimenten errei-
chen. Fur die Behandlung von Patienten sollte eine Aktivierung von T-Zellen in
vitro im Beisein von Humanserum wegen des Risikos, dass die Lymphozyten
dann gegen darin enthaltene humane Strukturen gerichtet sein kénnten, unter-
bleiben. Ansonsten ist nicht davon auszugehen, dass die Retransfusion von nicht
transduzierten autologen T-Lymphozyten flr den Patienten ein signifikant erhoh-
tes Risiko darstellt. Eine Anreicherung von CAR-T-Zellen durch Puromycin ware
also in der Klinik nicht notwendig, und die T-Zellen kdnnten problemlos in serum-
freiem Medium expandiert werden. Allerdings koénnte die Entfernung von
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Monozyten, und vorsorglich auch von dendritischen sowie B-Zellen, eine akzi-
dentielle Aktivierung dieser Zellen durch Plastik33° oder andere Zellkulturbestand-
teile verhindern. Ebenso konnte eine moglichst kurze Zeit in Zellkultur und eine
schnelle Retransfusion nach Auftauen und Transduktion Veranderungen der
Lymphozyten in vitro?’® begrenzen. Eine weitere Verbesserung der Patientensi-
cherheit konnte die Transduktion mit den — nach heutigem Wissensstand — apa-

thogenen Foamy-Viruspartikeln sein.378

Bei auf das Labor beschrankten Versuchen wie in dieser Arbeit dagegen waren

solche Sicherheitsaspekte nicht relevant.

Neben einem Verzicht auf Restimulation verbesserte die Verwendung von IL-15
anstelle von IL-2 die Proliferation der T-Lymphozyten. Andere Arbeitsgruppen
wiesen im Mausmodell nach, dass mit IL-15 kultivierte T-Zellen eine bessere Tu-
morkontrolle gewahrleisten.?8” Sie zeigen eine geringere Expression von Er-
schopfungsmarkern, einen geringeren Anteil an regulatorischen T-Zellen, ein lan-
geres Uberleben und einen hoheren Anteil von geringer differenzierten T-Lym-

phozyten wie T-Gedachtnis-Stammzellen.28”

4.9.2 Bedeutung der CAR-T-Zell-Therapie
Die CAR-T-Zell-Therapie ist bisher nicht als First-Line-Therapie geeignet. Sie ist
sehr kostenintensiv37® 380 ynd kann schwere Nebenwirkungen365 366 yverursachen.

Toédliche Verlaufe sind in mehreren klinischen Studien beschrieben.200 309

Um die Patientensicherheit zu erhdhen, fusionierten Straathof et al. ein humanes
FK506 binding protein (FKBP) mit Caspase-9.'°” FKBP bildet nach Bindung von
FK506 (Tacrolimus) Dimere, was eine gesteuerte Induktion der Dimerisierung
durch Zugabe von FK506 ermoglichte.®®' Durch die Kopplung an Caspase-9 di-
merisiert auch diese und wird dadurch aktiviert, und die Apoptose wird eingelei-
tet.382 Zusammengefasst verursachte also die Gabe von Tacrolimus oder einem
Derivat die Apoptose von 99% der CAR-T-Zellen'%7 383 Die Funktion der induzier-

baren Caspase-9 (iCasp9) wurde klinisch erfolgreich getestet.383
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Ein anderer Ansatz ist die Verstarkung der Antikorper-Therapie durch CAR-T-
Zellen, deren Zielstruktur nicht im Korper vorkommt. Tamada et al. verwendeten
beispielsweise gegen FITC gerichtete CAR-T-Zellen in Kombination mit einem
fur ein Tumor-assoziiertes Antigen spezifischen Antikorper. Dies bewirkte zu-
nachst eine verbesserte Tumorkontrolle im Mausmodell, fihrte aber dann zu An-
tigen-negativen Tumorvarianten. Jedoch konnten in diesem Therapieansatz ver-

schiedene Antikorper gleichzeitig verwendet werden. 34

Trotz aller Gefahren ist die CAR-T-Zell-Therapie eine Option bei therapierefrak-
taren Krankheitsverlaufen von CD19-positiven B-Zell-Malignomen. Die Resultate
beim Einsatz der chimaren Rezeptoren gegen solide Tumoren reichen bisher
nicht an die Erfolge in der Hamatoonkologie heran. Dennoch stellen diese kunst-
lichen Rezeptoren einen vielversprechenden Forschungsansatz dar. Sollte es
gelingen, das destruktive Potential der T-Lymphozyten gezielt gegen maligne
Zellen zu richten, kdnnte diese Form der Gentherapie fur Patienten mit fortge-

schrittenen soliden Tumoren lebensrettend sein.
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5 Zusammenfassung

Die CAR-T-Zell-Therapie stellt eine neuartige und effektive Option in der Behand-

lung von therapierefraktaren CD19-positiven B-Zell-Malignomen dar.

Bisher liel3 sich der Erfolg jedoch nicht auf solide Tumoren Ubertragen, wobei
sich die T-Zell-Erschépfung in klinischen Studien als eines der grof3ten Hinder-
nisse herausstellte. Die T-Zell-Erschopfung wird durch ein kontinuierlich erhdhtes
Aktivierungsniveau der T-Lymphozyten verursacht und ist abhangig vom Aufbau
des chimaren Antigenrezeptors. Gleichzeitig wird eine ausreichende Aktivierung
bei Antigenkontakt zur Verhinderung von Anergie bendtigt. Die Schwierigkeit be-
steht in der Konstruktion eines Rezeptors, welcher die beiden teils konkurrieren-
den Anforderungen erflllt. Die Ausschaltung der Regulierungsmechanismen der
T-Zell-Erschoépfung und des AICD (activation-induced cell death) birgt jedoch das

Risiko von lebensbedrohlichen Zwischenfallen.

In dieser Arbeit wurde ein Protokoll zur Herstellung von CAR-T-Zellen etabliert,
welche in vitro zu einer spezifische Tumorlyse befahigt sind. Um den Einfluss
einzelner Bestandteile des chimaren Antigenrezeptors (CAR) auf die Funktion
der CAR-T-Zellen in Zukunft untersuchen zu konnen, wurde die InFusion®-Me-

thode als eine effektive Mdglichkeit zum Austausch dieser Elemente etabliert.

Auch die Zellkulturbedingungen kdnnen zum Funktionsverlust der CAR-T-Zellen
beitragen. Eine Restimulation der T-Lymphozyten verursachte eine deutliche
Verminderung der tumorlytischen Aktivitat, wobei der Zeitpunkt der Reaktivierung
die Starke dieses Funktionsverlustes beeinflusste. Eine wiederholte Stimulation
sollte deshalb in Zukunft unterlassen werden. In unseren Experimenten zeigte
sich die T-Zell-Erschoépfung in den Europium-Release-Assays, wo die tumorlyti-
sche Aktivitat von restimulierten CAR-T-Zellen gegenuber der Tumorzelllinie
BT474 geringer ausfiel als gegenuber MCF7, obwohl BT474 eine hohere Dichte

des fur den CAR spezifischen Antigens auf der Membranoberflache exprimierte.

Der Selektionsdruck mit Puromycin verursachte einen hohen Zellverlust und da-
mit verbunden haufig die Notwendigkeit, ein Experiment abzubrechen. Gleichzei-

tig ist die Anreicherung von CAR-T-Zellen nétig, um valide Unterschiede zur
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Funktion normaler T-Lymphozyten in vitro detektieren zu kdnnen. Zur Verminde-
rung dieser Letalitat kann zuklnftig ein Versuch mit Zellkulturmedium, welchem
Humanserum zugesetzt ist, unternommen werden. In klinischen Studien sollte
dann auf eine Aktivierung von T-Zellen in Anwesenheit von Humanserum ver-
zichtet werden, um das Risiko einer spateren Kreuzreaktion gegen humane
Strukturen zu senken. Allerdings ware eine Selektion mit Puromycin vor Transfu-

sion von autologen T-Lymphozyten auch nicht notig.

Die Wahl von IL-15 gegenuber IL-2 bewirkt eine verbesserte Proliferation sowie
einen geringeren Anteil von regulatorischen T-Zellen. Wie andere Arbeitsgruppen
bereits im Tiermodell nachweisen konnten, zeigen mit IL-15 kultivierte CAR-T-

Zellen eine erfolgreichere Tumorkontrolle.

Ein Hauptziel der aktuellen Forschung im Bereich der CAR-T-Zell-Therapie ist
die Verminderung von T-Zell-Erschépfung und AICD, um das hocheffektive zyto-
toxische Potential von T-Lymphozyten gegen solide Malignome einsetzen zu

konnen.
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