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ZUSAMMENFASSUNG

Die Funf-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten mit Kopf-Hals-Platten-
epithelkarzinomen (KHPEK) liegt auch unter den aktuellen Therapieschemata mit
multimodalen Anséatzen nur bei 50 %. In den letzten sechs Jahren haben neuartige
adoptive zellulare Behandlungsmodalitaten bei Patienten mit infausten malignen B-Zell-
Erkrankungen, bei denen die autologen T-Zellen mittels genetischer Modifikation mit
sogenannten  chimaren  Antigenrezeptoren  (CARs) ausgestattet  wurden,
beeindruckende Remissions- und Uberlebensraten erzielt. Dabei nutzen die CAR-
Konstrukte ein Einzelkettenfragment (scFv) eines monoklonalen Antikdrpers, das ein
spezifisches Antigen auf den Zielzellen erkennt, damit die CAR-T-Zellen die malignen
Zielzellen erkennen und abtéten kdnnen. Bislang sind jedoch nur wenige Zielantigene
als potenzielle Kandidaten fir eine CAR-T-Zell-Therapie bei KHPEK beschrieben
worden. CD44v6, eine Spleilkvariante des Adhasionsmolekiils CD44, ist ein tumor-
assoziiertes Antigen (TAA), das auf KHPEK haufig tGberexprimiert wird und somit ein
potenziell geeignetes Ziel flir eine derartige CAR-T-Zell-Therapie sein kénnte. In dieser
Arbeit sollte deshalb eine CD44v6-spezifische CAR-T-Zell-Therapie gegen KHPEK-
Zellen in vitro etabliert werden.

In einem ersten Schritt wurde die CD44v6- und CD44-Expression bei 31 primaren
KHPEK-Zelllinien durchflusszytometrisch untersucht, wobei sich unterschiedliche
Expressionen von CD44v6 und CD44 zeigten. Als Positivkontrolle wurde deshalb eine
cDNA flir CD44v6 stabil in der KHPEK-Zelllinie UT24A exprimiert. Ein CD44v6-CAR der
zweiten Generation mit dem scFv-Fragment des monoklonalen Antikdrpers BIWAS8 und
mit den Signalketten von humanem CD28 und der CD3(-Kette wurde durch lentiviralen
Gentransfer stabil in primaren humanen T-Zellen exprimiert und die transduzierten
Zellen dann Uber eine CD34-abgeleitete hinge-Domane mittels der MACS-Technologie
zu >90 % angereichert. Um das zytotoxische Potenzial der genetisch modifizierten
T- Zellen zu beurteilen, wurden diese mit KHPEK-Zelllinien fiir 16 Stunden kokultiviert
und dann die Lyse der KHPEK-Zellen durchflusszytometrisch oder mit einem Zell-
basierten Proliferationsassay bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die Lyseeffizienz der
genetisch veranderten T-Zellen vorwiegend von der Antigendichte auf den Zielzellen
abhing: Zelllinien mit héheren CD44v6-Expressionsniveaus (UM14C, UM11B) wurden
bereits bei niedrigen T-Zell- zu Zielzell-Verhaltnissen effizient lysiert, wahrend die naiven
UT24A-Zellen mit niedriger CD44v6-Expression kaum eliminiert wurden. Die lentivirale
Uberexpression von CD44v6 erhdhte dann die Lyse der UT24A-Zellen durch die CAR-
T-Zellen deutlich, was ein Hinweis fir die Spezifitat des CD44v6-CARs war.

In dieser Arbeit wurde somit eine CD44v6-ausgerichtete CAR-T-Zell-Therapie etabliert,
mit der in vitro KHPEK-Zellen effizient in kurzer Zeit eliminiert werden kénnen. Zukiinftige
Ansatze sollten nun die CAR-T-Zellen vor dem immunsuppressiven Tumorenvironment
von KHPEK besser schitzen, zusatzliche Kombinationstherapien entwickeln, die
Lyseeffizienz gegenliber den malignen Zellen weiter optimieren und die Toxizitat
gegenluber CD44v6-positiven gesunden Geweben weitgehend umgehen.



SUMMARY

The five-year survival probability of patients with head and neck squamous cell
carcinoma (HNSCC) is only 50 %, even under current treatment regimens with
multimodal approaches. Over the past six years, novel adoptive cellular treatment
modalities for patients with infaust B-cell malignancies, in which the autologous T-cells
are genetically modified with so-called chimeric antigen receptors (CARs), have
achieved impressive remission and survival rates. The CAR constructs here use a single
chain fragment (scFv) of a monoclonal antibody that recognizes a specific antigen on the
target cells and allows the CAR T-cells to recognize and kill the malignant target cells.
To date, however, only a few target antigens have been described as potential
candidates for CAR T-cell therapy in HNSCC patients. CD44v6, a splice variant of the
adhesion molecule CD44, is a tumor-associated antigen that is frequently overexpressed
on HNSCC and could therefore be a potentially suitable target for CAR T-cell therapy.
The aim of this work therefore was to establish a CD44v6-specific CAR T-cell therapy
against HNSCC cells in vitro.

Initially, the CD44v6 and CD44 expression patterns were analyzed in 31 primary HNSCC
cell lines by flow cytometry. The cell lines showed different expressions of CD44v6 and
CD44. Therefore, a cDNA for CD44v6 was stably expressed in the HNSCC cell line
UT24A as a positive control. A second generation CD44v6 CAR with the scFv fragment
of the monoclonal antibody BIWAS8 and with the signaling chains of human CD28 and
the CD3Cl-chain was stably expressed by lentiviral gene transfer in primary human
T- cells and the transduced T-cells were then enriched to >90 % via a CD34-derived
hinge domain using the MACS technology. To assess the cytotoxic potential of the
genetically modified T-cells, they were co-cultured with HNSCC cell lines for 16 hours
and then the lysis of the HNSCC cells was determined by flow cytometry or with a cell-
based proliferation assay. This showed that the lysis efficiency of the genetically modified
T- cells depended predominantly on the antigen density on the target cells: cell lines with
higher CD44v6 expression levels (UM14C, UM11B) were already efficiently lysed at low
target-to-effector cell ratios, while the naive UT24A cells with low CD44v6 expression
were hardly eliminated. Lentiviral overexpression of CD44v6 then significantly increased
the lysis of UT24A cells by the CAR T-cells, indicating the specificity of the CD44v6 CAR.

In this work, a CD44v6-targeted CAR T-cell therapy was established, by which HNSCC
cells can be efficiently eliminated in vitro in a short time period. Future approaches should
better protect the CAR T-cells from the immunosuppressive tumor microenvironment of
HNSCC and additionally develop combination therapies that further optimize the lysis
efficiency against the malignant cells and largely circumvent toxicity against CD44v6-
positive healthy tissues.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome und die bisherige Therapie

Mit einer Inzidenz von mehr als 890.000 Patienten jahrlich weltweit stellen Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinome (KHPEK) die sechsthaufigste globale maligne Tumorentitat
dar'. Es erkranken zwei- bis viermal mehr Manner als Frauen?. Mehr als 90 % der
Tumore im  Kopf-Hals-Bereich  sind  Plattenepithelkarzinome®, die  vom
Schleimhautepithelgewebe der oberen Atemwege ausgehen und je nach
urspriinglichem Entstehungsort in  Mundhohlen-, Nasopharynx-, Oropharynx-,
Hypopharynx- und Larynx-Tumore klassifiziert werden, wobei sie sich sekundar auf

mehrere Bereiche ausbreiten kénnen’.

Die primare Metastasierung von KHPEK erfolgt abhangig von der Lokalisation des
Priméartumors lymphogen in die Halslymphknoten und kommt bei 26-80 % der Falle vor*.
Eine meistens sekundare hdmatogene Metastasierung in periphere Organe wie die
Leber oder die Lunge ist jedoch gerade bei sehr groRen Primaria sowie beim Auftreten
von sekunddren Metastasen und/oder Rezidiven des Primartumors mit einem
Vorkommen von 10 % moglichS®. Rezidive treten in 50 % der Falle auf und sind ebenso

wie Metastasen oftmals limitierend flir den weiteren Krankheitsverlauf’.

Zu den haufigsten Risikofaktoren flur die Entwicklung von KHPEK gehoéren der Alkohol-
und/oder Nikotinkonsum®®. Im Speziellen bei Oropharynxkarzinomen spielt zudem die
Infektion mit onkogenen humanen Papillomaviren (HPV, vornehmlich die Subtypen 16
und 18) eine wesentliche Rolle''". HPV-positive Oropharynxkarzinome bilden eine
eigene Entitat und grenzen sich auf molekularer Ebene durch ein differentes Profil
deutlich von HPV-negativen Karzinomen ab. Klinisch zeigen sie ein besseres

Ansprechen auf eine Radiochemotherapie 2.

Die Tumore werden nach der TNM-Klassifikation eingeteilt, die die Tumorausdehnung
(T), einen moglichen Lymphknotenbefall (N) sowie Metastasierungen (M) beschreibt .
Die aktuelle 8. Version der TNM-Klassifikation fur KHPEKs wurde 2017 veréffentlicht
und umfasst als gréRte Anderung im Vergleich zur vorangegangenen 7. Version die
Einfihrung des HPV-positiven Oropharynxkarzinoms als eigene Entitat™. Die
immunhistochemische Farbung des bei HPV-positiven Tumoren regelhaft
Uberexprimierten p16-Proteins wird dabei als indikativ flr eine HPV-Infektion gewertet,
ohne dass diese spezifisch nachgewiesen werden muss'’. Aufgrund der besseren
Uberlebenswahrscheinlichkeit entspricht die Stadieneinteilung der HPV-positiven

Oropharynxkarzinome im Vergleich zu den HPV-negativen einem faktischen
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Downstaging und so einer Anpassung der TNM-Klassifikation an die klinischen

Studienergebnisse der letzten Jahre'”.

Bei der Primardiagnose stellen die Operation des Primartumors mit oder ohne Sanierung
der Halslymphknoten durch eine Neck Dissection, eine oftmals Platin-basierte
Chemotherapie und die lokale Bestrahlung des Primarius und ggf. der Metastasen die
moglichen kurativen Behandlungsoptionen flir KHPEK-Patienten dar, die auch in
Kombination angewendet werden'®-2°, Die jeweilige Therapie orientiert sich an Leitlinien,
welche als Handlungsempfehlung in der onkologischen Behandlung dienen, jedoch
kénnen Patienten-individuelle Voraussetzungen dazu flhren, dass Therapien daran
angepasst werden?'-?*. Im Falle einer chirurgischen Tumorresektion wird eine
vollstandige Tumorfreiheit des verbleibenden Gewebes, ein sog. RO-Status mit einem
Sicherheitsabstand zum gesunden Gewebe angestrebt, da ansonsten mit einer
schlechteren Uberlebenswahrscheinlichkeit zu rechnen ist?®. Wird dieser RO-Status nicht
erreicht oder ist er aus Grunden der Funktionalitat nicht mdglich, muss Uber eine

Nachresektion oder adjuvante Radio(chemo-)therapie entschieden werden?326.27,

Bei héheren Tumorstadien mit einer grolten Wahrscheinlichkeit okkulter lymphogener
Metastasierung oder bei bereits vorhandenem klinischem Halslymphknotenbefall wird im
Rahmen einer operativen Therapie eine Neck Dissection der betroffenen und ggf. der
Gegenseite durchgefiihrt?®. Prognostisch negative Faktoren wie das Vorhandensein
eines extranodalen Wachstums von Lymphknotenmetastasen, ein R1-Status oder ein
ausgedehnter Metastasierungsstatus (hoher N-Status, Infiltration benachbarter

Strukturen) erfordern zudem regelhaft eine adjuvante Radiochemotherapie?-2,

In der Situation einer Metastasierung und/oder eines rezidivierten Karzinoms haben
zudem seit einigen Jahren Immuntherapien Einzug in die klinische Routine erhalten®3",
Epidermal Growth Factor Rezeptor (EGFR) wird zu 80-90 % auf KHPEK exprimiert®*2 und
eignet sich daher als Zielantigen bei KHPEK. Der gegen EGFR gerichtete Antikdrper
Cetuximab wurde im Jahr 2006 in Kombination mit Radiotherapie fur das fortgeschrittene
Kopf-Hals-Karzinom sowie spater in Kombination mit Platin-basierter Chemotherapie flr
fortgeschrittene, metastasierte KHPEK zugelassen®3*. In einer palliativen Situation
kann Cetuximab alleinig als Erhaltungstherapie verabreicht werden, wobei durch die
Kombinationstherapie ein besseres Uberleben als durch die Monotherapie erreicht

wird32.

Als innovative Immuntherapie konnten immunologische Checkpointinhibitoren wie
Nivolumab und Pembrolizumab®3® fiir die Therapie des rezidivierten und/oder
metastasierten KHPEK eingefiihrt werden. Checkpointinhibitoren sind monoklonale

Antikorper, die Rezeptoren oder ihre Liganden auf u. a. KHPEK sowie Immunzellen

2
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blockieren und dadurch eine gesteigerte Immunantwort vermitteln®. Oftmals sind sie auf
Tumorgewebe im Sinne eines Immune Escape-Mechanismus hochreguliert*’. Bei einem
dieser Checkpoint-Rezeptoren handelt es sich um das Transmembranprotein
Programmed Cell Death Protein-1 (PD-1) auf T-Zellen, das nach Bindung durch seinen
Liganden PD-L1 auf Tumorzellen inhibitorische Signale in den T-Zellen auslést, was
dann zu einer Verminderung z. B. der Aktivitat, der Proliferation und der IL-2-Freisetzung
fahrt*'. Durch die Inhibition von PD-1 mit einen PD-1-Checkpointinhibitor, wie Nivolumab
und Pembrolizumab, wird daher eine gesteigerte Immunaktivitat aller T-Zellen im Korper

vermittelt*2.

Die Zulassung von Nivolumab fur KHPEK erfolgte 2017 zur Anwendung nach
erfolgloser Platin-basierter Chemotherapie in der 2nd line-Therapie**. Pembrolizumab
ist seit 2018 in der 2nd line- und folgend auch in der 7st line-Therapie zugelassen*t. Im
Rahmen der KEYNOTE-48-Studie und der CheckMate-141-Studie konnte gezeigt
werden, dass die Therapie mit Nivolumab und Pembrolizumab neben dem

Gesamtuberleben der Patienten auch die Lebensqualitat verbesserte®”.

Fur die Therapie sollte eine Expression des Checkpoints der Tumor- bzw. Tumor- und
Immunzellen im Vorfeld nachgewiesen werden: Abhangig von der PD-L1-Expression
lasst sich der CPS (Combined Positive Score) ermitteln, anhand dessen sich die
Indikationsstellung fir die Checkpointinhibitor-Therapie ergibt?2. Der CPS wird aus der
Anzahl PD-L1-positiver Zellen (Tumor- und Immunzellen) dividiert durch die Gesamtzahl
vitaler Tumorzellen mal 100 errechnet*. Ab einem Score 21 ist eine Therapie mit einem
Checkpointinhibitor in Kombination mit Chemotherapie oder alleinig (v.a. bei CPS =20)
zugelassen (KEYNOTE-048-Studie)®. Der TPS (Tumor Proportion Score) zeigt das
Verhaltnis PD-L1-positiver zu vitalen Tumorzellen in Prozent an*é. Es konnte fiir KHPEK
gezeigt werden, dass Pembrolizumab im Vergleich zur Standardtherapie bei einem TPS
2 50 % zu einem besseren Gesamttiberleben fiihrt (KEYNOTE-040-Studie)*’.

Neben den PD-1-Antikbrpern wurden auch monoklonale Antikbrper gegen PD-L1, wie
Durvalumab oder Atezolizumab, in klinischen Phase I/llI/lll-Studien bei KHPEK
untersucht. Durvalumab wurde im Rahmen der KESTREL Phase IlI-Studie, die 2022
publiziert wurde, mit oder ohne den CTLA-4-Antikérper Tremelimumab bei rezidiviertem
oder metastasiertem KHPEK angewendet und mit dem EXTREME-Regime (Cetuximab
sowie Cisplatin/Carboplatin und Fluorouracil mit Cetuximab-Erhaltungstherapie im
Anschluss) verglichen. Bei hoher PD-L1-Expression konnte durch Durvalumab ein mit
dem EXTREME-Schema vergleichbarer Therapieeffekt erzielt werden und zudem ein
ldnger wahrendes Therapieansprechen sowie eine geringe Toxizitat gezeigt werden
(NCT02551159)*8, 2023 wurden Ergebnisse der COTEST Phase II-Studie veroffentlicht,
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die die Gabe von Cobimetinib (Proteinkinase-Inhibitor) plus Atezolizumab bei soliden
Tumoren untersuchte, u. a. bei KHPEK, die entweder mit PD-1-/PD-L1-Checkpoint-
Inhibitoren vorbehandelt oder dahingehend naiv waren. Die Checkpointinhibitor-
vorbehandelten Patienten zeigten kein Therapieansprechen, der Effekt bei der nicht
vorbehandelten Kohorte wurde als moderat eingestuft. Insgesamt kam es zu
tolerierbaren Toxizitaten (NCT03264066)*°. Botticelli et al. sehen Anhaltspunkte dafiir,
dass PD-L1-Checkpointinhibitoren bei Frauen, Lokalrezidiven und HPV-positiven
Tumoren der PD-1-basierten Therapie Uberlegen sind®®. Bei bestimmten klinischen
Indikationen fuhrte die Behandlung mit Durvalumab oder Atezolizumab also zu einer
Verbesserung der Prognose, sie hat bisher aber keine klinische Zulassung flr die
Therapie von KHPEK erhalten.

Ipilimumab ist ein Checkpointinhibitor, der sich gegen Cytotoxic T-Lymphocyte-
Associated Protein-4 (CTLA-4) richtet und fur die Behandlung maligner Melanome
bereits seit 2011 zugelassen ist’!. CTLA-4 interagiert als Oberflachenmolekil auf
aktivierten T-Zellen mit Antigen-prasentierenden Zellen (APC) und vermittelt dadurch ko-
inhibitorische Signale, die die weitere T-Zell-Aktivierung und -Proliferation einschranken.
Dabei konkurriert CTLA-4 beispielsweise mit dem strukturverwandten CD28 um die
Bindung von APCs, wobei es den Vorteil einer hdheren Affinitat aufweist. Durch die
CTLA-4-Blockade wird die Einschrankung der T-Zell-basierten Immunantwort
ausgeschaltet®®. In  einer Phase-Ib-Studie  (NCT01935921) wurde der
Checkpointinhibitor Ipilimumab in Kombination mit Cetuximab und Bestrahlung zwischen
Juli 2013 und Mai 2016 an 18 KHPEK-Patienten des Stadiums Il erfolgreich getestet.
Die Ipilimumab-Dosis wurde nach sechs Patienten toxizitatsbedingt reduziert und von
den 12 weiteren Patienten ohne Dosis-limitierende Toxizitaten toleriert. Es kam lediglich
zu reversiblen Nebenwirkungen wie Dermatitis, Colitis und Hyperthyreoidismus. Das
Gesamt-Uberleben der Patienten lag bei 72 %°%. Im Jahr 2022 wurden von Haddad et
al. die Ergebnisse der Phase Ill-Studie CheckMate-651 mit tber 900 Patienten publiziert,
in der die Gabe von Nivolumab plus Ipilimumab gegeniiber dem EXTREME-Schema bei
Patienten mit rezidiviertem oder metastasiertem KHPEK untersucht wurde. Zwar zeigte
das mittlere Gesamtiiberleben beider Verfahren keine wesentlichen Unterscheide, die
Therapie mit Nivolumab plus Ipilimumab erwies sich jedoch als vertraglicher, da weniger
hochgradige Nebenwirkungen auftraten (NCT02741570)%. Die Kombination von
Nivolumab und Ipilimumab wurde in der Phase |I-Studie CheckMate-714 bei rezidivierten
und metastasierten KHPEK auch gegenuber Nivolumab allein untersucht
(NCT02823574), ohne — bei ahnlichem Nebenwirkungsprofil — einen Vorteil der

Kombinationstherapie feststellen zu kénnen®.
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Trotz aller klinisch zugelassenen Therapieoptionen versterben nach wie vor die Halfte
der KHPEK-Patienten jahrlich an ihrer Tumorerkrankung'. Bei zunehmenden Erfolgen
immuntherapeutischer Ansatze bei anderen Tumorentitaten® ist es deshalb
erstrebenswert, auch bei KHPEK die Immuntherapie um zusatzliche Optionen zu
bereichern®. In den letzten 10 Jahren konnte die zellulare Immuntherapie mit autologen,
genetisch veranderten T-Zellen von Patienten mit infausten hamatologischen
Erkrankungen sehr grole therapeutische Erfolge erzielen und hat insbesondere die
Therapie von malignen Erkrankungen der B-Zellreihe revolutioniert®’=%°. Deshalb wird
zur Zeit von vielen Arbeitsgruppen auf der Welt untersucht, ob und wie die zellulare

Immuntherapie auch bei KHPEK maglichst optimal eingesetzt werden kann®%61,

1.2 T-Zell-Therapie mit chimaren Antigenrezeptoren

Klassische T-Zell-Rezeptor-vermittelte Aktivierung

T-Zellen gehéren zur Gruppe der Lymphozyten und sind Teil des menschlichen
Immunsystems mit der Aufgabe, den Koérper vor infizierten oder transformierten Zellen
zu schiitzen®. Auf ihnen finden sich natirlicherweise T-Zell-Rezeptoren (TCR), die aus
jeweils einer a- und B-Polypeptidkette aufgebaut und tber eine Disulfidbricke verbunden
sind. Der einzelne TCR interagiert dann in dem sog. TCR-Komplexmit § /¢ -und v/« -
Heterodimerketten sowie { -Homodimeren des CD3-Komplexes®, wodurch
aktivierende Signale vermittelt werden. Mit Hilfe der TCRs kénnen die T-Zellen fremde
Peptide des Histokompatibilitditskomplexes (MHC = Major Histocompatibility Complex),
beim Menschen auch HLA (humane Leukozytenantigene) genannt, MHC-abhangig
erkennen und dann nach Aktivierung die erkannten APC toten/eliminieren®. Diese
Eliminierung wird Uber die Sekretion lytischer Molekule wie Perforin zur Zellmembran-
Destruktion sowie Granzym B vermittelt, aber auch durch die Hochregulierung von
Todesrezeptorliganden, die bei Bindung der Immuneffektorzelle an die Zielzelle
Apoptose induzieren®®. Die TCRs von CD4*-T-Helferzellen interagieren mit Peptiden auf
MHC-II-Molekilen, die prozessierten Peptide prasentieren, wahrend zytotoxische CD8-

T-Zellen Gber MHC-I-Molekiile Peptide erkennen/binden®6:67,

Fur die Aktivierung, Proliferation und Differenzierung der T-Zelle sind drei Signale
wichtig: Erstens prasentiert die APC dem TCR der T-Zelle ein kurzes Peptid auf ihrem
MHC-Komplex und aktiviert dadurch die CD3(-Kette durch Phosphorylierung von
Immunrezeptor-Tyrosin-Aktivierungsmotiven (ITAMs, Engl.: Immunoreceptor Tyrosine-
based Activation Motif)®*. Zweitens liefert die Interaktion der Oberflachen-Glykoproteine
B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) auf der APC mit dem CD28-Rezeptor auf der T-Zelle das
entscheidende Kostimulationssignal zur Differenzierung und Proliferation, wobei diese
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Kostimulation auch andere strukturverwandte Molekule der B7-Famile mit ihren
Liganden herbeifiinren kénnen®2. Drittens treiben Zytokine wie Interferon-gamma (IFN-
), IL-2 und IL-6 (proinflammatorisch) oder IL-10 (antiinflammatorisch) die Proliferation
und Differenzierung oder Seneszenz und Apoptose der T-Zelle voran®2%, Tumorzellen
kénnen sich der klassischen Immuniberwachung durch T-Zellen entziehen, indem sie
die MHC-Molekile auf ihrer Oberflache herunterregulieren und dadurch von T-Zellen

Uber den TCR nicht als fremd oder bosartig erkannt werden®.

Aufbau und Funktion chimarer Antigenrezeptoren

Das Einbringen eines chimaren Antigenrezeptors (CARs) in autologe T-Zellen umgeht
den TCR-Komplex und die MHC-Restriktion bei der Antigenbindung und stellt somit eine
Moglichkeit zur direkten Tumor-Antigen-Bindung mit konsekutiver T-Zell-Aktivierung
dar’®. CARs sind synthetische Moleklle, die im Wesentlichen aus einem
antigenbindenden Einzelkettenfragment (scFv, Engl.. single chain fragment of the
variable region) bestehen, das Uber eine hinge mit einer Transmembrandomane (TM)
und mit zytoplasmatischen T-Zell-Rezeptorsignaleinheiten verbunden ist (Abb. 1)7%71.
Im Gegensatz zum nativen TCR erkennen CARs direkt Zielantigene, die auf der
Tumorzelloberflache exprimiert werden’?. Daher werden die CAR-T-Zellen nach
Erkennung des Tumorantigens MHC-unabhangig aktiviert, sezernieren lytische
Molekile wie Granzym B und Perforin und regulieren FaslL, den Liganden eines
Apoptose-induzierenden Todesrezeptors, hoch, um die malignen Zielzellen zu
eliminieren®®. Zusatzlich fihrt die Sekretion entziindungsfordernder und proliferativer

Zytokine zur Aktivierung weiterer Immunzellen und treibt die T-Zell-Expansion voran’.

Die Antigenbindedoméane des CARs besteht meistens aus einer schweren und einer
leichten Kette eines monoklonalen Antikorpers, die Uber einen flexiblen Peptidlinker
miteinander verbunden sind und ein Epitop auf dem Zielantigen der Tumorzellen
binden’®. Die Affinitat des scFvs ist kritisch fur die CAR-Wirksamkeit, wobei CARs mit
hoher Affinitat in der Regel gut gegen Tumore mit geringer Antigendichte eingesetzt
werden konnen, da sie immer noch zu einer starken Aktivierung und Tumorzelllyse
flihren’®. Jedoch kann eine zu hohe CAR-Affinitat auch eine Uberstimulation mit CAR-T-
Zell-Tod oder eine on-target, aber off-tumor Toxizitat auf gesundem Gewebe zur Folge
haben’”. Bei einer geringen scFv-Affinitat erfolgt moglicherweise eine zu

niederschwellige oder keine CAR-T-Zell-Aktivierung’®.

Die hinge des CARs verbindet die Antigenbindedomane mit der Transmembrandomane
und verleiht dem CAR die nétige Stabilitat und Flexibilitat, damit das scFv sein Zielepitop
erreichen kann’®. Daher werden Epitope, die sich in der Nahe der Membran befinden
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oder in Bereichen mit starker Glykosylierung liegen, mit langeren hinges oft besser
erreicht. Im Gegensatz dazu kénnen kurze hinges besser sein, wenn sich das Epitop auf
dem Zielantigen distal von der Membran befindet’®%3. Fragmente von Immunglobulinen
(IgG1 oder IgG4) waren aufgrund von Kreuzreaktionen mit Fc-Rezeptoren z. B. auf
myeloischen Zellen in der Vergangenheit nicht ideal, da es durch die Bindung Uber die
hinge zur unspezifischen T-Zell-Aktivierung und in der Folge zur off-target-Toxizitat
kam®. Die hinge kann nicht nur als Verbindungsmotiv zwischen scFv und
Transmembrandomane dienen, sondern kann auch mit Erkennungs- und

Anreicherungsmarkern ausgestattet werden®-27,

Uber die Transmembrandoméne werden die extra- und intrazelluldren Anteile des
CARs miteinander verbunden und der CAR so stabil in der T-Zell-Membran verankert®,
Haufig werden Domanen von Proteinen verwendet, die natlrlicherweise auf T-Zellen
exprimiert werden, wie CD8 oder CD28, um eine hohe und stabile Expression sowie eine

lange Persistenz der CAR-T-Zellen in vivo zu gewahrleisten®,

Die intrazellularen Signaldomanen vermittelt nach Antigenbindung Aktivierungs- und
kostimulierende Signale, wodurch die Proliferation und Persistenz von T-Zellen geférdert
wird®. CARs der ersten Generation enthalten nur eine CD3-Kette, die einem TCR-
Komplex als Signalmotiv entstammt®®2. Erste-Generation-CARs haben keine
kostimulatorische Doméane, wodurch sie zwar in vitro und in vivo Uber den CAR
antigentragende Tumorzellen erkennen koénnen, aber ohne ein kostimulatorisches
Signal von den Tumorzellen keine ausreichende Aktivierung der CAR T-Zellen induziert
wird, wodurch Proliferation, Zytokinproduktion und damit Persistenz stark reduziert
werden und eher Anergie auftritt®®. Bei den CARs der zweiten Generation wurde eine
Kostimulationsdomane fiir zusétzliches intrazellulares Signal integriert®* (Abb. 1).
Anfangs wurde CD28 als kostimulatorische Domane zur signalgebenden {-Doméane im
CAR hinzugefligt, was zu einer deutlichen Steigerung der autokrinen Produktion von IL-
2 und der Zytotoxizitat flihrte®>%. Spater wurden auch andere kostimulatorische
Domanen wie CD27, OX40, 4-1BB, 2B4 und ICOS verwendet, die alle die Proliferation
und Persistenz von T-Zellen verbessern®-'%. Zahlreiche klinische Studien haben die
Wirksamkeit von autologen CAR-T-Zellen der zweiten Generation gezeigt, die in der
Lage sind, das Tumorwachstum auch in vivo zu kontrollieren, sodass es schlieRlich zur
Zulassung mehrerer CAR-Therapien durch die amerikanische Food and Drug

Administration (FDA) und die europaische Arzneimittel Agentur (EMA) kam101102,

Wahrend die dritte CAR-Generation zwei statt nur ein kostimulatorisches Signal in
Kombination mit der CD3-Kette enthalt'%%'%3-1%5 " erlaubt die vierte Generation, auch

bekannt als TRUCKSs (Engl.: T-cells Redirected for Universal Cytokine-mediated Killing),
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die aktivierungsabhangige Expression von anderen Transgenen wie IL-12, |IL-7 oder
IL- 18, um die Immunantwort weiter zu verbessern'®. Dies fuhrt zu einer starkeren
lokalen Produktion von Zytokinen innerhalb der Tumormikroumgebung und verbessert
somit die Bedingungen fiir die T-Zell-Persistenz in soliden Tumoren'-'%°  Zur
Zytokinfreisetzung Uber einen NFAT/IL-2-Promoter im CAR-Konstrukt kommt es

allerdings erst nach Antigenbindung und CAR-T-Zell-Aktivierung %10,

Bei CARs der flinften Generation ist ein Zytokinrezeptordomane z. B. von der IL-2Rf3-
Kette in die intrazellularen Doménen integriert'"'. Durch Aktivierung des CARs wird
zusatzlich noch der STAT/JAK-Signalweg induziert und dadurch werden u. a.
entzundliche Zytokine freigesetzt, die wiederum eine CAR-T-Zell-Aktivierung und
- Proliferation verursachen. Diese CARs zeigten eine Uberlegene Proliferation und
Tumorkontrolle sowie eine geringere T-Zell-Erschépfung (Exhaustion) als vergleichbare

CARSs der zweiten Generation''2.

1. Generation 2. Generation 3. Generation 4. Generation 5. Generation

Oberflache
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Abbildung 1: Aufbau und Entwicklung der CAR-Generationen

Die 1. Generation von CARs besitzt ITAMs der CD3-Kette im zytoplasmatischen Anteil. Die 2.
Generation enthalt zusatzlich ein kostimulatorisches Moleklil (CM), wahrend bei der 3.
Generation zwei kostimulatorische Molekuile enthalten sind. Die CARs der 4. Generation, auch
als TRUCKSs bezeichnet, induzieren nach Aktivierung der T-Zellen zusatzlich die Expression von
Zytokinen. Die 5. Generation beinhaltet zusatzlich in der zytoplasmatische Domane eine
Zytokinrezeptor-Signaleinheit aus der IL-2-Rezeptor--Kette. (Abbildung modifiziert nach'.)

CARs in klinischen Studien

Schon 1989 wurde der CAR der ersten Generation beschrieben®, doch es dauerte bis
zum Anfang der 2000er Jahre, bis den CARs kostimulatorische Anteile hinzugefugt
wurden und somit die CARs der zweiten Generation entstanden''4. Bislang wurde
insbesondere fiur hamatologische Erkrankungen der Einzug der CAR-Therapie in die
Klinik erreicht, wobei vor allem das Zielantigen CD19 mit diesen Erfolgen assoziiert ist''®.
Inzwischen liegt die Anzahl registrierter CAR-Studien bei etwa 1.300
(https://www.clinicaltrials.gov, Stand Juli 2023), die zumeist in den USA, aber auch in
China und Europa initiiert wurden''®'7. Bis dato wurden in den USA und Europa sechs
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CAR-Produkte zur klinischen Anwendung bei 12 Indikationen zugelassen, die u. a.

groRzellige B-Zell-Lymphome, B-Zell-ALL und Mantelzelllymphome umfassen'"4.

Leider ist der Erfolg der CAR-T-Zell-Therapie bei hamatologischen Indikationen nicht
gleichermalien auf solide Tumore zu Ubertragen. Dies erklart auch die Verteilung der
bisher hauptsachlich getesteten Zielantigene: Bis 2016 wurden die meisten klinischen
Studien mit CARs gegen CD19, CD22 und CD30 als Zielantigene durchgeflhrt; bei den
soliden Tumoren wurden vor allem zu CEA, ErbB2/Her2neu und Mesothelin klinische
Studien durchgeflhrt''®. Inzwischen sind viele weiteren Antigene hinzugekommen. So
haben Labanieh et al. 2023 CAR-Zielantigene mit klinischer Evidenz zusammengefasst:
Wahrend CD19, CD20, CD22, CD30, CD7, CD38 und « light chain fir hamatologische/
nicht-solide Malignome angegeben wurden, nannten die Autoren fur solide Tumore das
Disialogangliosid GD2, den Humanen Epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor Typ 2
(HER2), EGFR, den Interleukin-13-Rezeptor-alpha-2 (IL13Ra2), Mesothelin, Claudin-
18.2 und das Prostataspezifisches Membranantigen (PSMA)''4. Bisher gibt es allerdings

weltweit keine Zulassung fur eine CAR-Therapie von soliden Malignomen.

Eines der vielen Probleme bei soliden Tumoren ist die heterogene
Antigenexpression der bisher getesteten Zielstrukturen auf den Tumorzellen — sowohl
im Vergleich zwischen verschiedenen Patienten mit der gleichen Tumorentitat als auch
in den verschiedenen Tumorlokalisationen im gleichen Patienten''®. In den klinischen
Studien selbst wurde beobachtet, dass die Tumoren durch Immunevasionsprozesse
(z. B. aufgrund genetischer Instabilitat) ihr Zielantigen verlieren (Antigen Escape)®''%-
121 sodass die CAR T-Zellen die malignen Zellen nicht mehr erkennen/abtéten konnen
und eine Tumorprogression auftritt'??. Eine hohe Antigendichte auf den Tumorzellen
kann sich in diesem Zusammenhang als hilfreich erweisen, um auch bei niedriger CAR-
Affinitat Tumor- statt Normalgewebe zu binden und beim Abtdten der Zellen gesundes

Gewebe zu schonen'“.

Neben der Antigenexpression auf der Oberflache der einzelnen Tumorzellen hat auch
das Tumor Microenvironment (TME) aufgrund seiner negativen immunsuppressiven
Wirkung eine wesentliche Bedeutung fur den Erfolg von klinischen Studien. In der
Tumorumgebung solider Tumore fehlt hdufig der Effekt kostimulatorischer Molekule und
es wird eine ausgepragte Immunsuppression der CAR-T-Zellen induziert, z. B. durch
hohe Konzentrationen von immunsuppressiven Zytokinen wie z. B. IL-10 oder
Transforming Growth Factor-B (TGF-B)'?°, durch die Expression von Checkpoint-
molekilen wie PD-L1/2, B7-H3 oder LAG3 auf den Tumorzellen und durch die Prasenz
von inhibitorischen Zellen wie regulatorischen T-Zellen, myeloid-derived suppressor

cells oder tumor-assoziierten Fibroblasten. Zusatzlich entsteht eine metabolisch
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ungunstige Tumorumgebung mit hohem Laktatspiegel, saurem pH-Wert, Hypoxie und
oxidativem Stress'?°. Das Erreichen und Infiltrieren des Tumors (Trafficking) und auch

das Uberleben von CAR-T-Zellen wird durch alle diese Faktoren erschwert'?!.

Dem TME wird in den bisherigen klinischen Studien mit unterschiedlichen Ansatzen
begegnet; trotzdem bleiben Schwierigkeiten, wie folgende Untersuchungen beispielhaft
zeigen: In einem Ansatz wurde ein CAR entwickelt, der im Epitop der Carboxy-
Anhydrase-IX (CAIX) bindet, die haufig in klarzelligen Nierenzellkarzinomen
Uberexprimiert ist. Patienten, die trotz einer Tumornephrektomie und einer Therapie mit
Interferon-alpha (IFN-a) einen progressive disease-Status zeigten, erhielten CAIX CAR-
T-Zellen. Unter der Therapie fielen bei den ersten drei Patienten Leberwerterhéhungen
auf, die durch den Angriff nicht-maligner Leberzellen durch die CAR-T-Zellen zu erklaren
und somit als on-target off-tumor-Toxizitat zu werten waren. Die Therapie wurde
daraufhin abgebrochen und es kam in allen drei Fallen zu einem Tumorprogress

(progressive disease)'.

Far Ovarialkarzinome testete eine Phase |-Studie einen a-Folate Receptor (FR1)-CAR
auf autologen T-Zellen. Eingeschlossen wurden Patienten mit rezidiviertem oder
residualem epithelialem FR-positivem Ovarialkarzinom, bei denen mit der
Standardtherapie inkl. Cisplatin/Carboplatin oder Paclitaxel kein Ansprechen erzielt
werden konnte. Bei keinem der vierzehn Patienten in der Studie konnte eine
Verringerung der Tumorlast nach der Infusion der FR1-CAR-T-Zellen beobachtet
werden. Da die CAR-T-Zellen das Tumorgewebe schlecht infiltrierten und ihre Anzahl
auch im zirkulierenden Blut rasch abnahm, wurde das Therapieversagen auf das
erfolglose Tumor-Trafficking mit konsekutiv unzureichender Proliferation und

Persistenz der CAR-T-Zellen zurtickgefihrt'?S,

Prinzipiell kdnnte die CAR-T-Zell-Therapie fur alle Patienten sinnvoll sein, die unter
einem Tumorrezidiv oder ausbleibendem Therapieerfolg unter den Standardtherapien
leiden. Durch die Vor-Therapien ist es jedoch moglich, dass das patienteneigene T-Zell-
Kompartiment stark geschadigt ist und es nicht gelingt, fur eine wirksame CAR-Therapie
die autologen T-Zellen zu nutzen; hier werden in der Zukunft auch allogene T-Zellen
genutzt werden miuissen, aber dieser Ansatz setzt zwingend voraus, dass die
Alloreaktivitat der allogenen T-Zellen z. B. durch Knockouts der T-Zell-Rezeptor-alpha-
und -beta-Ketten kontrolliert werden kann''®. Sowohl bei der Infusion von allogenen als
auch bei autologen CAR-T-Zellen ist es notwendig, vorher nicht-myeloablative
Chemotherapien zur Lymphodepletion zu verabreichen®, um den genetisch veranderten

T-Zellen das Uberleben im Kérper zu erleichtern.
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1.3 Potenzielle CAR-Zielproteine bei KHPEK

Durch das Antigen-bindende scFv eines monoklonalen Antikdrpers kann die CAR-T-Zell-
Therapie grundsatzlich gegen verschiedenste Oberflachenantigene gerichtet sein"". Als
Ziel kénnen u. a. tumorassoziierte Antigene (TAA) dienen, welche zwar auf
Tumorgeweben stark, in geringerer Dichte aber auch auf gesundem Normalgewebe
exprimiert sind'?®. AuBerdem werden von den malignen Zellen auch noch Keimbahn-
Antigene (z. B. cancer testis antigens) oder Neo-Antigene exprimiert. Letztere kbnnen
im Zuge der Kanzerogenese durch spezifische Mutationen zu tumor-spezifischen
Antigenen (TSA) werden'?’.

Die Heterogenitat von Antigenen auf KHPEK-Tumorzellen mit unterschiedlich hoher
Expression erschwert die Festlegung geeigneter Zielstrukturen fur CAR-T-Zellen®'20;
einige potenzielle Kandidaten sind jedoch in praklinischen und klinischen CAR-Studien

bereits getestet worden und im Folgenden naher beschrieben.

HER2/neu (ERBB2) ist eine Rezeptortyrosinkinase der EGFR-Familie, die Uber
intrazellulare Signalkaskaden zellproliferative Prozesse vermittelt'?®. Physiologischer-
weise besitzt ERBB2 selbst keinen direkt bindenden Liganden, meistens entsteht eine
intrazellulare Aktivierung durch Heterodimerisierung mit anderen ERBB-Rezeptoren'?8,
Auf malignen Zellen kann es durch Mutationen oder Genamplifikationen zu einer
Daueraktivierung der Rezeptortyrosinkinase kommen, die dann mit oder auch ohne
Ligandenbindung Proliferations- und Pro-survival-Signale intrazellular vermittelt'?%13°, In
einer klinischen Phase-I-Studie wurden CAR-T-Zellen mit einem ein pan-ERBB-CAR-
Konstrukt mit CD28- und CD3d-Intrazellulardomane und mit einem chimaren IL-4-
Zytokinrezeptor zur spezifischen Stimulation direkt in die Tumoren von KHPEK-
Patienten gegeben. Interessanterweise kam es zu keiner dosislimitierenden Toxizitat bei
den Injektionen der CAR-T-Zellen; allerdings entwickelten einige Patienten u. a. eine
reversible Lymphopenie, Tumorschwellungen, Schmerzen, Fieber und Fatigue. Bei einer
Zwischenauswertung konnte bei 69 % der Patienten durch die Therapie eine gewisse
Tumorkontrolle erreicht werden. Wichtig war auch, dass die CAR-T-Zellen zwar fiir eine
Zeitlang im Tumor persistierten, aber nicht in der Peripherie nachgewiesen werden
konnten (NCT01818323)"31.

Der epidermale Wachstumsfaktor EGFR (ERBB1) ist eine Rezeptortyrosinkinase der
ERBB-Familie, die auf 80 % der KHPEK Uberexprimiert wird'*® und die Grundlage der
etablierten Therapie mit Cetuximab fir rezidivierte oder metastasierte KHPEK darstellt#,

welcher als monoklonaler Antikdrper in der 1st line-Therapie bei KHPEK zusammen mit
11
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einer Chemotherapie oder auch in Kombination mit der Strahlentherapie klinische
Anwendung findet'®2. Durch die Bindung von EGF werden Signalwege induziert, die
Zellwachstum und Proliferation vermitteln33. Deshalb ist es nicht verwunderlich, dass
eine vermehrte Expression von EGFR und der anderen Mitglieder der ERBB-Familie das
Tumorwachstum férdert und mit einer schlechten Krankheitsprognose bei KHPEK
assoziiert ist'**. Die Gabe von blockierenden Antikérpern wie Cetuximab oder auch
Tyrosinkinaseinhibitoren kann deshalb eine wirkungsvolle Therapie sein, die potenziell
zur Verbesserung der Prognose bei KHPEK-Patienten geeignet ist. Aufgrund der
physiologischen Expression von EGFR missen aber bei Ansatzen, die gegen EGFR
gerichtet sind, mdgliche Toxizitaten (on-target off-tumor) bedacht werden. Da EGFR
relativ stark auf Keratinozyten in der Haut exprimiert wird'*®, kommt es im Rahmen der
Anwendung von Cetuximab regelmaRig auch zu Hauttoxizitaten®, die natdrlich auch im

Rahmen der CAR-Therapie auftreten kdénnen.

Feng et al. publizierten 2016 Ergebnisse einer Phase I/lI-Studie (NCT01869166) zur
Gabe von EGFR-CAR-T-Zellen bei 11 Patienten mit fortgeschrittenen nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom. Die Patienten erhielten die Therapie alleinig oder in Kombination mit
Chemotherapie. Bei 5 Patienten war ein stabiler Krankheitsverlauf, bei 2 Patienten ein
Teilansprechen und bei 4 Patienten einen Progress zu beobachten. Interessanterweise
fielen die Nebenwirkungen/Toxizitaten der Therapie (Hautreaktionen, Ubelkeit und
Dyspnoe sowie Hypotension) relativ mild aus™’. Im Jahr 2021 wurden Ergebnisse einer
Phase I/lI-Studie (NCT03182816) von Zhang et al. veroffentlicht, in der Patienten mit
rezidiviertem oder therapierefraktdarem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom EGFR-
spezifische CAR-T-Zellen erhielten. Nur ein Patient zeigte eine 13 Monate anhaltende
Teilremission, wahrend sechs im Status der stable disease blieben und zwei Patienten
einen Progress hatten. Es traten keine schwerwiegenden Nebenwirkungen auf, am

haufigsten kam es zu Fieber'®,

Das Oberflachenprotein Chondroitinsulfat-Proteoglycan 4 (CSPG4) wird bei KHPEK
ebenfalls vermehrt exprimiert und ist an Tumormigration, -invasion und -metastasierung
beteiligt, indem es Zelladhasion und Zellmotilitat vermittelt’*'40. In einer Studie in einem
murinen Xenotransplantationsmodell wurde ein CSPG4-CAR-Konstrukt mit CD28 und
CD3¢ als Signaling-Domanen gegen humane Melanom-, KHPEK- und Mamma-
Karzinomzelllinien verwendet''. In vivo verringerten die humanen CAR-T-Zellen das
Tumorwachstum erheblich, jedoch flihrte die Therapie zu keiner anhaltenden Remission
oder vollstandigen Tumoreliminierung. Die Autoren vermuteten, dass die humanen T-

Zellen nur kurze Zeit im Tumor der immundefizienten Mause persistierten, was den
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Therapieerfolg limitierte™!. CSPG4-CAR*-T-Zellen wurden zudem in vitro an
Chondrosarkom-, Glioblastom- und Leukamie-Zellen erfolgreich getestet. Es konnte in
allen Studien eine effektive Lyse der malignen Zielzellen durch die CSPG4-CAR-

Konstrukte erreicht werden™2-"44.

Ein weiteres auf KHPEKSs exprimiertes Antigen ist das Transmembranprotein Mucin-1
(MUC1), das dem Tumormarker CA15-3 entspricht™®. MUC1 gehort zur Mucin-Familie
von Glykoproteinen und spielt aufgrund seiner exzessiven Glykosylierung eine
wesentliche Rolle bei der Aufrechterhaltung der Homdostase der Schleimhautbarriere6.
MUC1 ist auch ein Onkogen, das in unterschiedlichen Signalwegen in Zellen aktiv ist
und Wachstum, Apoptose, Metastasierung und Differenzierung beeinflussen kann'’.
Viele epitheliale Tumorzellen Uberexprimieren MUC1; dabei ist allerdings die
Glykosylierung haufig inkomplett, sodass immunologische (Neo-)Epitope im
Proteingrundgertist von MUC1 flr Antikorper zuganglich werden'’. Mehrere Gruppen
haben deshalb monoklonale Antikérper entwickelt, die Uberwiegend die Tumor-
assoziierten Glykoformen von MUC1 erkennen und in CAR-Konstrukten genutzt werden
kbnnen. Zum Beispiel haben Posey et al. in vitro und in murinen
Xenotransplantationsmodellen gezeigt, dass gegen pathologische MUC1-Glykoformen
gerichtete CAR-T-Zellen bei leukamischen Zellen sowie Pankreaskarzinom-Zellen zu
tumorspezifischer Zytotoxizitat in der Lage waren'®. Fir KHPEK zeigten Mei et al. 2019
in vitro und im Mausmodell, dass ihr MUC1-spezifischer CAR der zweiten Generation
(MUC1-CAR) KHPEK-Zellen effektiv lysierte, wobei der Effekt sich durch zusatzlich IL-
22-sezernierenden CAR-T-Zellen der vierten Generation (TRUCKS, MUC1-IL22-CAR)
noch steigern lie3; hierbei regulierte IL-22 die MUC1-Expression auf den Tumorzellen
hoch, was sich positiv auf die T-Zell-Proliferation und -Persistenz auswirkte'’. Im
Februar 2022 wurde in den USA eine multizentrische Phase |I-Studie fur diverse solide
Malignome (inkl. KHPEK) gestartet, die die Anwendung und Dosierung von MUC1-CAR-
T-Zellen bei fortgeschrittenen Tumoren untersucht (NCT05239143). In ihrem 2023
erschienenen Review unterstreichen Summers et al.*® das Potenzial von MUC1 als
CAR-Zielantigen fur KHPEK, da Kombinationen mit anderen immunologischen Ansatzen
aufgrund der Tumorassoziation der pathologisch glykosylierten MUC1-Formen sehr
attraktiv erscheinen. Ein interessantes Beispiel hier ist das Split-CAR-Design von Wilkie
et al.’, bei dem zwei inkomplette CAR-Konstrukte der ersten Generation (der ERB2-
CAR mit der (-Kette und der MUC1-CAR mit der CD28 Signaldomane) nur bei
Koexpression der beiden Konstrukte auf einer T-Zelle spezifisch diejenigen Tumorzellen
erkannt und getdtet haben, die beide Zielantigene koexprimierten. Allerdings war die
zytotoxische Aktivitat und die Zytokinfreisetzung der T-Zellen mit den beiden erste
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Generation-CAR-Konstrukten deutlich geringer als die Effekte, die mit den zweite
Generation-CAR-Kontrollkonstrukten (mit starker CAR-T-Zell-Aktivierung) beobachtet

wurden'0,

Das epitheliale Zelladhdasionsmolekiil, engl. Epithelial Cell Adhesion Molecule
(EpCAM) ist ein weiteres Oberflachenprotein, das als TAA auf KHPEK beschrieben
ist’>'. Das Transmembranprotein vermittelt Zellkontakte sowie Zellmigration,
- proliferation und - differenzierung. Eine vermehrte Glykosylierung von EpCAM bewirkt
eine hohere Stabilitat und Expression des Proteins auf malignen Zellen'2. EpCAM
diente bereits als Zielantigen klinischer CAR-Studien bei soliden Tumoren: In
Kombination mit dem Oberflachenprotein Transmembranes 4 L6-Familienmitglied 1
(TM4SF1) wird EpCAM in einer 2019 gedffneten Phase |-Studie als bispezifischer CAR
bei Pankreas-, kolorektalem, Magen- und Lungenkarzinom untersucht (NCT04151186),
2016 startete eine EpCAM-CAR-Studie fur Patienten mit metastasierten Nasopharynx-
Neoplasien, Brustkrebs-Rezidiven sowie metastasiertem Magenkarzinom
(NCT02915445) und seit 2017 rekrutiert eine Phase I-Studie Patienten mit
vorbehandeltem hepatozellularem Karzinom fiir die Therapie mit EpCAM-CAR-T-Zellen
(NCT03013712), wobei die Ergebnisse derzeit ausstehen.

1.4 Zielprotein CD44v6
Das Glykoprotein CD44v6 ist eine Spleillvariante des CD44-Gens auf Chromosom 11,

das als KHPEK-assoziiertes Antigen fir CAR-T-Zell-Therapieansatze beschrieben
ist'®31% und in dieser Arbeit als Zielstruktur fiir die Entwicklung einer CAR-T-Zell-
Therapie fur KHPEK ausgewahlt wurde. CD44v6 ist als eine Isoform des Antigens CD44
an der Zelloberflache lokalisiert, wo es Kontakte zwischen der Zelle und der
extrazellularen Matrix vermittelt, um so die Integritat des Gewebes zu férdern, kann aber,
je nach Auswirkung der Interaktion von CD44v6 mit seinen Liganden wie Hyaluronsaure,
Osteopontin, Kollagen oder Matrix-Metalloproteinasen'®, durch proteolytische oder
degradierende Prozesse an der extrazellularen Matrix auch an Tumorwachstum, -

differenzierung und -metastasierung beteiligt sein's°.

Das CD44-Gen hat 20 Exons und besitzt 3 konstante Domanen (extrazellular,
transmembranar und zytoplasmatisch). Durch SpleiRen entstehen verschiedene
Isoformen mit varianten Exons, die zwischen den konstanten Upstream- (Exon 1-5) und
Downstream-Regionen (Exon 16-20) (Abb. 2) zu finden sind'®’. Alternatives Spleil3en
verschiedener Exons sowie posttranslationale Modifikationen des Molekils, wie u. a.

Unterschiede in der Glykosylierung, erzeugen ein reichhaltiges Repertoire an CD44-
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Isoformen (CD44v), von denen einige Schllsselrollen beim Wachstum und der
Metastasierung solider Tumorzellen zu spielen scheinen. Konformationsanderungen
aufgrund des alternativen SpleiRens von Exons und/oder posttranslationaler
Modifikationen des Molekils, die auch in normalen Geweben zelltypspezifisch sein
kénnen, erzeugen daher unter Umstanden CD44-Varianten, die sich der
Immunerkennung entziehen'®. CD44s ist die Isoform von CD44, bei der sich in der
MmRNA kein variables Exon zwischen den konstanten mRNA-Sequenzen befindet!s,
wahrend bei CD44v6 zusatzlich das Exon 11 als variantes Exon nach dem

Spleilkvorgang verbleibt'® (Abb. 2, erstellt und modifiziert nach').

s-s N-terminale Doméne
S-S (Hyaluronsaure-Bindestelle)

variante Isoform
: extrazellulare Domane (ED)
1 Transmembranregion (TM)

Zytoplasmatische Domane (ZD)

CD44s CD44v6

3'UTR

CD44 Gen: 20 Exons

EECECE
vl v2 v3 v4 v5 v6 v7 v8 Vv9 v10

u 5 16 CD44s Gen: variable Region fehlt
an 5 @ CD44v6 Gen: enthalt variables Exon 11

v6

Exonnummern

m It )
N-terminale variable Exons v1-v10 ED T™™ ZD
Doméne

Abbildung 2: Schematische Darstellung von CD44 und den varianten Isoformen CD44s
und CD44v6 als Oberflachenproteine und auf Exonebene

CD44v6 wird auf KHPEK stark Uberexprimiert und kann als diagnostischer und
prognostischer Marker genutzt werden'®. Die Expression von CD44v6 ist nicht
tumorspezifisch, da diese Spleilform mit schwacherer Expression auch auf normalen
Plattenepithelzellen (z. B. Hautkeratinozyten) und Monozyten vorkommt'7:16'-163 Eine
Uberexpression von CD44v6 ist ebenso auf anderen Tumorentitidten beschrieben, wie
z. B. beim Kolon-, Osophagus-, Pankreas-, Mamma- und Ovarialkarzinom sowie

Nierenzellkarzinom164-168,

Wabhrscheinlich gibt es eine direkte Korrelation zwischen der gesteigerten Expression
von CD44v6 und einer erhdhten Aggressivitat und Metastasierung der malignen Zellen.
An Brustkrebs-Zellen wurde eine CD44v6-assoziierte Tumoraggressivitat im Sinne einer

Invasionstendenz und eines abgeschwéachten Therapieansprechens beschrieben'®?,
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sodass auf CD44v6-abzielende Behandlungsoptionen moglicherweise ein besseres

Therapie-Outcome erzielen kénnten.

CD44v6 rickte auch als Zielantigen fir CAR-therapeutische Therapieansatze in den
Fokus. Casucci et al. entwickelten im murinen Xenotransplantationsmodell eine effektive
und nebenwirkungsarme CD44v6-CAR-T-Zell-Therapie gegen akute myeloische
Leukdmie (AML) und multiples Myelom (MM)'"°. Allerdings ist hier anzumerken, dass
humane CD44v6-Antikorper und somit auch CARs Spleil3formen von CD44 in der Maus
nicht erkennen und somit dieses Mausmodell nicht fir die Evaluation von on-target off-

tumor Toxizitaten geeignet ist.

In der Vergangenheit waren zunachst murine Antikorper gegen CD44v6 wie BIWA1 und
U36 verfuigbar, die imstande waren, unterschiedliche Epitope von CD44v6 zu binden'"".
BIWA1 und U36 fanden Anwendung im Bereich der Radionukleotid-markierten
Antikorpernutzung, jedoch kam es bei BIWA1 haufiger als bei U36 zu einer humanen
Anti-Maus-Antikorper-Antwort bei der Anwendung im Patienten®. Als Versuch, die
Immunogenitat der murinen Antikérper zu verringern, wurden zunachst BIWA2 als
chimarer Antikdrper und schlieRlich die humanisierten Antikorper BIWA4 und BIWAS
entwickelt, die eine bessere Tumoraffinitat bei geringer Immunogenitat besallen. BIWA4
zeigte eine insgesamt geringere Tumoraffinitat als der hochaffine Antikorper BIWAS,

allerdings wurde fiir BIWA4 eine héhere Anreicherung im Tumor festgestellt'2.

In zwei Phase-I-Studien von Tijink et al. und Riechelmann et al. wurde ein mit dem Toxin
Mertansin konjugierter CD44v6-Antikdrper Bivatuzumab (BIWI1) bei Patienten mit
KHPEKSs getestet, wobei zwar eine Aktivitat des zytotoxischen Mertansins gegen den
Tumor beobachtet wurde, es aber zu schwerwiegenden Nebenwirkungen mit Todesfolge

in einem Fall kam, was zum Studienabbruch flihrte53.163,
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1.5 Zielsetzung

Der Schwerpunkt dieser Doktorarbeit war — aufbauend auf dem hochaffinen Antikérper
BIWAGS — die Etablierung eines CD44v6-CAR-Konstruktes der zweiten Generation gegen
KHPEK-Zelllinien in vitro. Daraus ergaben sich folgende Zielsetzungen:
1. Charakterisierung der CD44v6-Splei3form auf KHPEK als potenzielles Ziel fur
eine CAR-T-Zell-Therapie.
Herstellung und Aufreinigung von primaren humanen CD44v6-CAR*-T-Zellen.
Bestimmung der Zytotoxizitat und Spezifitat von CD44v6-CAR*-T-Zellen gegen
KHPEK-Zelllinien.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Wenn nicht anders angegeben, wurden Chemikalien der Hersteller Sigma-Aldrich

(Taufkirchen,

Deutschland),

Merck (Darmstadt, Deutschland), Roth

Deutschland) und Applichem (Darmstadt, Deutschland) verwendet.

2.1.2 Medium, Puffer und Losungen

Tabelle 1: Medium, Puffer und Losungen

(Karlsruhe,

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium, 4,5 g/l D-glucose, Pyruvate, GlutaMAX™-|
(#31966-021, Gibco® by Life Technology™, Darmstadt, Deutschland)

IMDM Iscove’s Modified Dulbecco’s Media (#13390, Sigma Aldrich)

OKM Oral Keratinocyte Medium (#2611, ScienCell, CA, USA) mit festem Zusatz von

5 ml Oral Keratinocyte Growth Supplement (OKGS, #2652) und 5 ml Antibiotic
Solution (Penicillin/Streptomycin, #0503)

Mediumzusatze

10 % Fetal Bovine Serum, heat-inactivated (#10500-064, Gibco® by Life
Technology™)

1 % Penicillin/Streptomycin (#15140-122, Gibco® by Life Technology™)
200 mM L-Glutamin (#25030-024, Gibco® by Life Technology™)

1000 U/ul IL-2 (Chiron, Marburg)

MycoZap™ Prophylactic (#VZA-2032, Lonza, Basel, Schweiz)

Trypsin-EDTA

0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA (#T3924, Sigma Aldrich)

Accutase®-Losung

in Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) ohne Ca** oder Mg**
(#A6964, Sigma Aldrich)

DPBS

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (#14190-094, Gibco® by Life
Technology™)

Gelatine-Ldsung
(0,1 %)

1 g Gelatine aus Schweinehaut (#G1890, Sigma Aldrich) ad 1 | A. dest.

RetroNectin® Recombinant Human Fibronectin Fragment (#T100B, Takara Bio Europe,
Frankreich)
MACS Puffer 0,5 % Albumin aus bovinem Serum (#¥A7906-10G, Sigma Aldrich)

2 mM EDTA

in PBS, pH 7,2
Erythrozyten-Lyse 8,99 g NH4CL
Puffer 1 g KHCO3

40 ul 0,5 M EDTA
ad. 11 A. dest,pH 7,3

PEI Polyethylenimin, 1 mg/ml (#MKBK7352V, Sigma Aldrich)
Propidiumiodid- 0,5 pg/ml Propidiumiodid (PIl) (#P4864, Sigma Aldrich) in PBS
Lésung

Protaminsulfat

1 pg/pl (#P4020, Sigma Aldrich) in A. dest.

DAPI

Diamidinphenylindoldihydrochlorid (#D9542, Sigma Aldrich)

DMSO

Dimethylsulfoxid (#D8418, Sigma Aldrich)
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Ficoll-Paque™

#17-1440-03, GE Healthcare (Miinchen)

PLUS
LB-Medium 20 g Luria Bertani Broth (#L3022, Sigma Aldrich) aufgefillt mit 1 1 A. dest.
LB-Agar 37 g Luria Bertani Agar (#L2897, Sigma Aldrich) aufgefillt mit 1 1 A. dest.

TAE-Puffer (50x)

242 g Tris Base

57,1 ml Essigsaure
100 ml 0,5 M EDTA
ad 11A. dest.,, pH 8,5

Probenpuffer (10x)

250 mg Bromphenylblau
250 mg Xylene Cyanol
33 ml 150 mM Tris pH 7,6

60 ml Glycerine
Ad. 100 ml A. dest.

NEBuffer™ 2.1

2.1.3 Antibiotika

Tabelle 2: Antibiotika

#B7202S, NEB (Frankfurt am Main)

Antibiotikum Hersteller Konzentration
Ampicillin #A5354-10, Sigma-Aldrich 100 pg/ml
Puromycin #A11138-03, Gibco® by Life 1-2 pg/ml

Technology™

Penicillin, Streptomycin

#15140-122, Gibco® by Life
Technology™

pg/ml Streptomycin

2.1.4 Kits, Enzyme und Langenstandard

Tabelle 3: Kits, Enzyme und Léngenstandard

Kits

Hersteller

10000 Units/ml Penicillin, 10000

Plasmid DNA Purification NucleoBond® Xtra
Maxi

#740414100, Macherey-Nagel (Diren)

High Pure PCR Product Purification Kit

#11732676001, Roche (Grenzach-Whylen)

PureYield™ Plasmid Miniprep System

#A1222, Promega (Walldorf)

CD34 MicroBead Kit

#130-046-702, Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach)

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (MTS)

#G358B, Promega

Enzyme

T4-DNA-Ligase

#M0202M, NEB

Restriktionsenzyme

NEB

DNA-Léngenstandard

GeneRuler 1 kb plus DNA ladder

#SM1333, Thermo Fisher Scientific (Schwerte)
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2.1.5 Oligonukleotide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma

Eurofins Genomics (Ebersberg) synthetisiert.

Tabelle 4: Oligonukleotide

# ‘ Sequenz 5’ zu 3’ Funktion
Sequenzierung
184 GGACCTGAAATGACCCTGCG Forward-Primer, bindet in der SFFV
U3 Kassette
257 CTAGGAATGCTCGTCAAGAAG Reverse-Primer, bindet in der HAT
Site
545 GGACCTGAAATGACCCTGCG Forward-Primer, bindet im MPSV-
Promotor
997 CATTAAAGCAGCGTATCCACATAGCG | Reverse-Primer, bindet im WPRO-
Element
2074 CTTCTAACATGCGGTGACGTGG Forward-Primer, bindet in der T2A Site
2075 CCAAGTCACCGCATGTTAGAAG Reverse-Primer, bindet in der T2A Site
Primer-Annealing
CD44s_fw AATTCCTGCCACCAGAGACCAGGA Forward-Primer, bindet im CD44s,
CACATTTCATCCTAGCGGCG genutzt fur Fragment 2
CD44s_rev GGATCCGCCGCTAGGATGAAATG Reverse-Primer, bindet im CD44s,
TGTCCTGGTCTCTGGTGGCAGG genutzt fir Fragment 2

2.1.6 Plasmide

Klonierungsvektoren

pMK_RQ_CD44v6c6 Kommerzieller Vektor von GeneArt (Thermo Fisher
Scientific), beinhaltet die Kodon-optimierte Sequenz des

CD44v6-scFv

puc57_CD44v6 Kommerzieller Vektor von BioCat GmbH (Heidelberg),
beinhaltet Kodon-optimierte cDNA von CD44v6

Helferplasmide

pCD/NL-BH CMV-Promoter gesteuerter Expressionsvektor fur HIV
gag/pol und zusatzliche akzessorische/regulatorische Gene;
Envelope- und Verpackungs-Signale, sind durch Deletion

inaktiviert'”3

pczVSV-G wt Expressionskonstrukt fir das Glycoprotein G des vesikularen

Stomatitisvirus (VSV)'74

Lentivirale Expressionsvektoren

Eine schematische Darstellung eines selbstinaktivierenden (SIN) lentiviralen Vektors,

der in dieser Arbeit verwendet wurde, ist in Abb. 3 dargestellt. Der 5'-Long Terminal
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Repeat (LTR) besteht aus einem Zytomegalievirus (CMV)- abgeleiteten Promotor,
gefolgt von der R- und U5-Region. Darlber hinaus beinhaltet der Vektor Sequenzen fir
das Verpackungssignal (W¥), das Rev-bindende-Element (RRE) und den zentralen
Polypurintrakt (cPPT). Die Transgenkassette wird von einem internen Promotor (iP)
angetrieben. Um mehr als ein Transgen zu exprimieren, wird das HAT-Element (Internal
Ribosome Entry Site) oder eine T2A Site verwendet. WPRO (woodchuck hepatitis virus
posttranscriptional regulatory element, optimiert) férdert den mRNA-Transport und die
Stabilitat. Auf das WPRO folgt der 3-LTR, bestehend aus einer AU3-, R- und U5-Region.

5-LTR us Aenv Aenv — 3-LTR
CMV ljli AAgag [c=|RRE L‘_l—l iP Transgene - wpro
R cPPT Y
AU3 U5

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines SIN lentiviralen Vektors

Plasmid

puc2CL712Pcowo Lentiviraler Vektor mit einem HAT-Element und ein Kodon-
optimiertes Puromycin-Resistenzgen unter Kontrolle des SFFV-
U3-Promoters.

+ Insert CD44-Isoform

puc2CL7CD44v612Pcowo CD44v6

puc2CL7CD44sl2Pcowo CD44s

Plasmid scFv Marker

p2CL21BFPT2ACD19c6CD28 CD19

p2CB21BFPT2ACD44v6c6CD28z CD44v6 Blaufluoreszierendes Protein

p2CB21BFPT2ACD5¢c6CD28z CD5 (BFP)

Die CAR-Expressionsplasmide enthalten einen MPSV-Promotor sowie BFP als Marker,
das Uber eine T2A Site mit der Expressionskassette des CARs verbunden ist. Die CARs
bestehen aus dem scFv, einer CD34 abgeleiteten c6-hinge, CD28 als Transmembran-

und zytoplasmatische Doméane sowie aus einer CD3(-Kette.

21



Material und Methoden

2.1.7 Zelllinien

Tabelle 5: Zelllinien

Zelllinie Charakteristika Referenz

HEK293T Hergestellt aus HEK293-Zellen, humane embryonalen 175,176
Nierenzellen, die das large T-Antigen SV40 stabil
exprimieren. SV40 kann an SV40-Enhancer von
Expressionsvektoren binden und erhoht die
Proteinproduktion. Zuséatzlich ist eine Neomycin-

Resistenz enthalten.

HOK Humane orale Keratinozyten, ScienCell, #2610 177

DOK Dysplastische orale Keratinozyten 178

HelLa.P3 Zervixkarzinomzelllinie 179

uM14C Humane Kopf-Hals-Karzinom-Zelllinie 180-182
(Mundbodenkarzinom)

UM14C EGIN Humane Kopf-Hals-Karzinom-Zelllinie 179
(Mundbodenkarzinom), die lentiviral mit einer EGFP-
IRES-Neomycin-Kassette transduziert wurde. Nach
Selektion mit Geneticin exprimiert diese Zelllinie stabil
EGFP.

UM11B Humane Kopf-Hals-Karzinom-Zelllinie 180-182
(Supraglottiskarzinom)

UT24A Humane Kopf-Hals-Karzinom-Zelllinie (Zungenkarzinom) | 183184

UT24A CD44v6* Humane Kopf-Hals-Karzinom-Zelllinie (Zungenkarzinom), | 183184
die CD44v6 durch Uberexpression verstarkt exprimiert

UT24A LV Humane Kopf-Hals-Karzinom-Zelllinie (Zungenkarzinom), | 183184
die einen lentiviralen Leervektor exprimiert

2.1.8 Antikorper

Die folgenden Antikérper wurden nach Herstellerangaben zur durchflusszytometrischen

Analyse verwendet.

Tabelle 6: Antikorper

Antikorper

Hersteller

CD44v6 PE-Vio 770, human, Klon REA706, #130-111-239

Miltenyi Biotec

CD44 PE, human, Klon DB105, #130-113-335

Miltenyi Biotec

CD5 PE, human, Klon UCHT2, #130-119-942

Miltenyi Biotec

CD19 PE, human, Klon LT19, #130-113-169

Miltenyi Biotec

CD34 PE, human, Klon QBEND/10, #MA5-16927

Thermo Fisher Scientific
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2.1.9 Software

Die Messungen am Durchflusszytometer wurden unter Verwendung von
MACSQuantify™ Software und BD CellQuest Pro ausgewertet. Berechnungen des
arithmetischen Mittels und des mittleren Standardfehlers wurden mit Microsoft Excel
durchgefuhrt.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Primer-Annealing

Die Methode des Primer-Annealing wurde durchgefuhrt, um die Insertion von
doppelstrangiger, kurzer DNA in einen Vektor zu ermdglichen. Hierzu wurden zwei
komplementare Primer (je 12,5 pl, 100 uM) in einem Volumen von 50 ul bei 95 °C flr
5 min inkubiert, anschlieRend erfolgte ein langsames Herunterkihlen auf RT in einem

Biometra Cycler.

2.2.2 DNA-Plasmid-Restriktion

Die DNA-Plasmid-Restriktion umfasst das sequenzspezifische Schneiden von DNA
mittels Enzymen. Diese Methode dient einerseits zur analytischen Identifizierung von
Plasmiden und zum anderen zur praparativen Klonierung. Bei den genutzten Enzymen
handelt es sich um Restriktionsendonukleasen vom Typ Il, die meist palindromische
Sequenzen erkennen. Durch die Hydrolyse der Phosphordiesterbindungen zwischen
den Nukleotiden kdnnen glatte bzw. Uberhangende Enden entstehen. Die beste Aktivitat
zeigt das Enzym in dem vom Hersteller empfohlenen Puffersystem und der
angegebenen Inkubationstemperatur. Fur diese Reaktion wurden in der Regel 2-5 U

Restriktionsenzym fir bis zu 5 yg DNA verwendet.

2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer
unterschiedlichen GréRe durch Anlegen einer Spannung zwischen 30 bis 130 V. Das
Gel enthielt 1 % Agarose (aufgeldst in 1x TAE-Puffer) sowie 0,2 pg/ml Ethidiumbromid.
Die DNA-Proben wurden vor dem Beladen des Gels mit 10x Probenpuffer gemischt. Mit
Hilfe des interkalierenden Ethidiumbromids wurden die aufgetrennten DNA-Banden
durch einen UV-Transilluminator detektiert. Durch einen mitgefuhrten DNA-Standard-
GroRBenmarker konnte den einzelnen Banden ihre entsprechende Gréf3e zugeordnet

werden.
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Die aufgetrennten DNA-Fragmente wurden nach der Gelelektrophorese unter
schwachem UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten und anschliel3end mittels High Pure

PCR Product Purification Kit (Roche) protokollgetreu aus der Agarose eluiert.

2.2.4 Ligation

Nach Restriktion und Aufreinigung der DNA-Fragmente wurde das /nsert mit einem
Vektor ligiert, der mit passenden Restriktionsenzymen geschnitten wurde. Die T4 DNA-
Ligase verknlpfte die 3’-Hydroxyl- und die 5-Phosphategruppen der DNA-Fragmente
und ligierte diese durch die Bildung von Phosphodiesterverbindungen. Im
Ligationsansatz wurden Vektor und Insert im molaren Verhaltnis 1:3 gemischt und mit
2 U T4 DNA-Ligase und Ligationspuffer bei RT fur 3 h inkubiert.

2.2.5 Transformation der Plasmid-DNA in E. coli

Fir die Transformation von Plasmiden oder Ligationsansatzen wurden One shot® Top
10 kompetente E. coli-Zellen von Invitrogen (Karlsruhe) genutzt. Zunachst wurden
kompetente E. coli-Bakterien auf Eis aufgetaut. 50 ul der Suspension wurden mit der
Ligationsreaktion oder bei Re-Transformationen mit Plasmid-DNA fir 15 min auf Eis
inkubiert. Im Anschluss erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C flir 45 sec, um die
Permeabilitdt der E. coli-Membran und somit die Aufnahme der Plasmide zu

gewahrleisten.

AnschlielRend wurden die Bakterien mit 250 pl LB-Medium in einem Schiittler bei 37 °C
fir 30 min inkubiert. SchlieRlich wurden die Bakterien auf LB-Agar mit Ampicillin plattiert
und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Auf den Agar-Platten gewachsene Kolonien wurden
gepickt und bei 37 °C schittelnd tUber Nacht in LB-Medium mit Ampicillin inkubiert. Die

Plasmid-DNA, mit der jeweils gearbeitet wurde, enthielt ein Ampicillin-Resistenzgen.

2.2.6 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Entsprechend dem Herstellerprotokoll wurde DNA entweder aus Kkleinen
Bakterienkulturen (2-5 ml) mittels PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega)
extrahiert oder aus groRere Mengen (100-150 ml) mit dem Kit Plasmid DNA Purification
NucleoBond® Xtra Maxi.

Die Plasmid-DNA wurde in TE-Puffer geldst und die DNA-Quantifizierung tber eine

Spektometrie gemessen (NanoDrop™ 1000, Thermo Fisher Scientific).
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2.2.7 DNA-Sequenzierung

Um die Sequenz der Klonierungsprodukte zu kontrollieren, wurde der
Sequenzierungsservice von Microsynth SEQLAB (Goéttingen) genutzt. Hierflr wurde die
DNA in einer Konzentration von 70 ng/ul zusammen mit den erforderlichen Primern

(10 yM) an das Labor geschickt.

2.3 Zellkultur-Methoden

2.3.1 Kultivierung von adharenten eukaryotischen Zelllinien

HEK293T, DOK und die KHPEK-Zelllinien wurden kultiviert in DMEM mit 4,5 mM
Glukose und 2 mM GlutaMAX mit dem Zusatz von 10 % fetalem bovinem Serum und
1 % Penicillin/Streptomycin. Bei allen KHPEK-Zelllinien wurde MycoZap™ Prophylactic
zum Medium zugegeben, um Kontaminationen mit Mycoplasmen zu vermeiden. Bei den

HOK wurde OKM mit Wachstumszusatzen sowie 1 % Penicillin/Streptomycin verwendet.

Die Zellen wurden abhangig von ihrer Proliferationsrate passagiert, sobald eine
Konfluenz von 80-90 % bestand. Dazu wurde das alte Medium abgesaugt und der
Zellrasen mit 1x PBS gewaschen. Durch Zugabe von Trypsin-EDTA und Inkubation fir
ca. 5 min bei 37 °C wurden die Zellen von der Oberflache abgeldst. Die Trypsin-Reaktion
konnte durch Zugabe von frischem Zellkulturmedium gestoppt werden. Nach
ausreichender Resuspendierung wurde fiur die weitere Kultivierung ein Teil der
Zellsuspension (1:3 bis 1:15) in ein neues Zellkulturgefal® Uberfihrt und mit frischem
Medium aufgefullt. Alle Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert.

2.3.2 Kryokonservierung von Zelllinien

Zur Aufbewahrung der verwendeten Zelllinien wurden diese bei -80 °C eingefroren und
danach langfristig in FlUssigstickstofftanks gelagert. Daftir wurden die adharenten Zellen
mit Trypsin abgeldst und anschlief3end in ihrem Medium zentrifugiert (200 x g, 5 min,
RT). Die entstehenden Zellpellets wurden in Einfriermedium (bestehend aus
Kulturmedium, 8 % DMSO und zusatzlich 5 % hitzeinaktiviertem FBS) resuspendiert, in
Kryo-Réhrchen transferiert und in speziellen Gefrierbehaltern (Mr. Frosty, Nalgene,
Thermo Fisher Scientific) schrittweise auf -80 °C heruntergekuhlt. Nach ca. 24 h wurden

die Zellen in einen Stickstofftank tberfuhrt.
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2.3.3 Gewinnung und Aktivierung von primaren T-Zellen

Gesunden, freiwilligen Spendern wurde peripher Blut abgenommen. Alle Spender waren
Freiwillige und unterschrieben eine Einwilligung. Ein positives Ethikvotum durch das
Ethikkomitee der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf liegt vor (#4687 und 4698R).
Das abgenommene Spenderblut wurde anschlieBend mittels Ficoll-Paque-
Zentrifugation in die einzelnen Bestandteile aufgetrennt, um primare humane T-Zellen
zu gewinnen (Abb. 4). Nach dem Protokoll des Herstellers wurde das Blut mit DPBS
resuspendiert und vorsichtig auf eine Ficoll-Schicht gegeben. Nach der Zentrifugation
bildeten sich vier Schichten aus: Erythrozyten, Ficoll-Losung, Lymphozyten mit

Monozyten und Plasma mit Thrombozyten.

Zentrifugation .

. =
30 —— | Plasma

Spenderblut Spenderblut

20— | Lymphozyten,
Monozyten

Ficoll

Granulozyten,
Erythrozyten

Abbildung 4: Ficoll-Zentrifugation zur Auftrennung von Blutbestandteilen
Die Abbildung wurde mit Biorender.com erstellt.

Ficoll

Die Lymphozyten-Schicht wurde aufgenommen, mit DPBS gewaschen und dann mit
Erythrozyten-Lyse-Puffer inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt mit PBS wurden
die Zellen in IMDM-Medium (mit dem Zusatz von 10 % hitzeinaktiviertem FBS, 2 mM L-
Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycinund und 100 U/ml IL-2) kultiviert. Zur Stimulierung
der T-Zellen erfolgte die Kultivierung in 6-well-Platten (non tissue culture-treated), die
mit CD3- und CD28-Antikdrpern (jeweils 1 pyg/cm?in PBS-Losung) beschichtet waren.
Die Platten wurden vorher bei 4 °C Uber Nacht beschichtet. Nach zwei Tagen

Kultivierung konnten die expandierten T-Zellen fir die Transduktion eingesetzt werden.

2.3.4 Lentivirale Vektorproduktion und Transduktion

Unter Transfektion versteht man die Aufnahme von Nukleinsauren in eukaryotische
Zellen™. Fir die Transfektion wurde das Polykation PEI verwendet, welches
Nukleinsaure-bindende und -kondensierende Eigenschaften besitzt. Verschiedenste

Zellarten konnen die Komplexe aus DNA und PEI effizient aufnehmen®.
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Am Tag vor der Transfektion wurden 5x108 HEK293T-Zellen auf einer 10 cm
Zellkulturschale in 10 ml Medium mit Zusatzen ausplattiert und bei 37 °C Uber Nacht
inkubiert.

Fur die Transfektion wurden zwei Ansatze hergestellt:

Tabelle 7: Transfektions-Ansatz

1. Volumen
PEI-Ansatz 955 ul DMEM ohne Zusatze
45 pl PEI (1 mg/ml)
1000 pl
2.
DNA-Ansatz 982 pl DMEM ohne Zusétze
6 ul Helferplasmid VSV-G (1 pg/ul)
6 ul Helferplasmid pCD/NL-BH (1 ug/pl)
6 ul Lentiviraler Vektor (1 pg/ul)
1000 pl

Der PEI- und DNA-Ansatz wurden gemischt und fur 20 min bei RT inkubiert. Das Medium
der HEK293T-Zellen wurde entfernt und durch 4 ml DMEM mit dem Zusatz von 15 %
FBS, 1 % Penicillin/Streptomycin und 2 mM L-Glutamin ersetzt. Nach der Inkubationszeit
wurde der Transfektionsansatz auf die HEK293T-Zellen gegeben und erneut fiur 24 h bei
37 °C inkubiert.

Das Medium wurde nach der Inkubation vorsichtig entfernt und durch 10 ml IMDM mit
10 % FBS, 1 % Penicillin/Streptomycin und 2 mM L-Glutamin ersetzt.

Um am darauffolgenden Tag den produzierten extrazellularen Virustuberstand zu ernten,
wurde das gesamte Medium mit einer 10 ml-Spritze aufgenommen und durch einen
0,45 ym groRRen Filter (Sarstedt, Germany) gegeben, um Zellen entfernen zu kénnen

und nur den Virus-enthaltenden Uberstand zu gewinnen.

Transduktion von eukaryotischen Zelllinien

Fur die Transduktion der adharenten Zelllinien HEK293T und UT24A wurden
75x103 Zellen in 6-well-Platten plattiert und am darauffolgenden Tag mit dem geernteten
Virusuberstand in einer Verdinnung von 1:50 inkubiert. Anschlielend erfolgte eine

Puromycin-Selektion mit 1 ug/ml zwei Tage nach der Transduktion.
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Transduktion von primaren T-Zellen

Fur die T-Zell-Transduktion wurden 1x 108 T-Zellen (in 500 pl IMDM mit 10 % FBS, 1 %
Penicillin/Streptomycin, 2 mM L-Glutamin und zusatzlichem IL-2 (5x)) in 6-well-Platten
(non tissue culture-treated) transferiert, die zuvor mit RetroNectin® (Takara) (2 pug/cm?
in PBS-LAsung) bei 4 °C iber Nacht beschichtet wurden. Jeweils 2 ml des geernteten
Viruslberstandes wurde zu den T-Zell-wells zugefigt. Fir eine verbesserte
Transduktionseffizienz wurde Protaminsulfat (8 ug/ml) zu allen Virus-enthaltenden wells
hinzugegeben'’. Ebenso wurden T-Zellen mit Medium, aber ohne Virus, parallel
kultiviert, um als no virus-Kontrolle zu dienen. Die Inkubation fand bei 37 °C statt. Nach

24 h wurden 4 ml IMDM mit Zusatzen und 1x IL-2 hinzugefugt.

2.3.5 Zellseparation via MACS

Zur positiven Selektion transduzierter T-Zellen wurde das MACS® MicroBead System
von Miltenyi Biotec gemal den Anweisungen des Herstellers eingesetzt. In dieser Arbeit
wurden eisenkonjugierte CD34-Antikorper verwendet, welche die CAR-positiven T-

Zellen anhand der CD34-hinge-Region (c6) binden kdnnen.

Daflir wurden die transduzierten T-Zellen gewaschen und mit CD34 MACS®MicroBeads
inkubiert. Die markierten Zellen wurden dann im magnetischen Feld eines MACS-
Separators (OctoMACS Separator, Miltenyi, #130-042-109) platziert. Magnetisch
markierte Zellen wurden in der Saule (MACS® Seperation Columns MS, Miltenyi, #130-
042-201) gehalten, wahrend die nicht markierten Zellen hindurchliefen. Nach
dreimaligem Waschen mit MACS-Puffer wurden positive Zellen mit MACS-Puffer aus
den Saulen eluiert und mit PBS gewaschen. Die eluierten T-Zellen wurden in 1 ml IMDM
mit Zusatzen und IL-2 fir weitere 24 h inkubiert. Um die MACS-Effizienz zu untersuchen,
wurden Proben vor und nach der Separation sowie aus dem Durchfluss gesammelt und

durchflusszytometrisch mittels CD34-PE-Farbung analysiert.

2.3.6 Durchflusszytometrische Analyse

Bei der Durchflusszytometrie werden Morphologie, GréRe und Fluoreszenz der Zellen
einer Probe gemessen. Das ermdglicht durch Markergene oder Antikorperfarbungen,

verschiedene Zellpopulationen zu unterscheiden und zu quantifizieren.

Zur Zelldissoziation vor Fluorescent Activated Cell Sorting (FACS)-Analysen wurde
Accutase® statt Trypsin verwendet, was eine weniger zellschadigende Wirkung auf die

KHPEK-Zelllinien austibt und verhindert, dass Zielantigene wie CD44v6 durch Trypsin
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abgebaut werden, was so die falsche Messung nicht-intakter Zellen vermeiden kann'®,
Fir die durchflusszytometrische Analyse wurden die Zellen in FACS-R&éhrchen
Uberflhrt, mit PBS gewaschen und gemaflt den Anweisungen des Herstellers mit dem
entsprechenden Antikérper in 100 yl MACS-Puffer gefarbt. Nach der Inkubationszeit
wurden die Zellen erneut gewaschen und in 300 yl MACS-Puffer resuspendiert. Je nach
Experiment war der MACS-Puffer zusatzlich mit Propidium lodid (Pl) oder
Diamidinphenylindoldihydrochlorid (DAPI) zur Lebend-/Totfarbung gemaf dem Protokoll
des Herstellers versetzt. Die Messung der Expression der Markergene und/oder der
Antikérperfarbungen wurden entweder mit dem FACS Calibur (Becton Dickinson) oder
dem MACSQuant® Flow Cytometer (Miltenyi Biotec) durchgefihrt.

2.3.7 Zytotoxizitatsassay via Durchflusszytometrie

Die Untersuchung der Zytotoxizitdt CAR-transduzierter humaner primarer T-Zellen
gegen KHPEK-Zelllinien wurde ebenfalls durchflusszytometrisch durchgefihrt. Dazu
wurden GFP+ KHPEK-Zelllinien in einer 24-well-Platte (tissue culture treated) in einem
Volumen von 500 ul ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C kultiviert. Nach einem Tag
wurden MACS-selektierte transduzierte T-Zellen (und nicht transduzierte T-Zellen als
Negativkontrolle) mit PBS gewaschen und in T-Zell-Medium (komplettes IMDM ohne
IL- 2) resuspendiert. Dann wurden 500 ul der T-Zell-Suspension mit den Zielzellen ko-
inkubiert. Hierbei wurden verschiedene T-Zell- zu Zielzell-Verhaltnisse verwendet:

e 10:1 (10x10* T-Zellen, 1x10* Zielzellen)

e 3:1(3x10%T-Zellen, 1x10* Zielzellen)

e 1:1 (1x10*T-Zellen, 1x10* Zielzellen)

e 0,3:1(3x10% T-Zellen, 1x10* Zielzellen)

e 0,1:1 (1x10% T-Zellen, 1x10* Zielzellen)
Nach 16 h wurde die Absterberate der Zielzellen durchflusszytometrisch ermittelt. Unter
Zuhilfenahme von Trypsin wurden samtliche Zellen eines wells geerntet, mit PBS
gewaschen und in 300 yl MACS-Puffer + Pl aufgenommen. Die Anzahl lebender und
toter Tumorzellen wurde durch Pl-Farbung und GFP-Signal ermittelt. CAR-T-Zellen

konnten aufgrund ihres BFP-Markers detektiert werden.

2.3.8 Zytotoxizitatsassay via Zellproliferationsmessung (MTS)

In einem zweiten Ansatz wurden 20.000 Zellen der KHPEK-Zelllinien pro well einer
Gelatine-beschichteten 96-well-Platte (tissue culture treated) in 100 yl DMEM ausgesat

und Uber Nacht inkubiert. Die Zugabe von CAR-transduzierten humanen primaren T-
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Zellen erfolgte am zweiten Tag in einem Gesamtvolumen von 200 ul pro well. Auch
hierbei wurden verschiedene T-Zell- zu Zielzell-Verhaltnisse fir 16 h inkubiert:

e 3:1(6x10*T-Zellen, 2x10* Zielzellen)

e 1:1(2x10*T-Zellen, 2x10* Zielzellen)

e 0,3:1(6x10%T-Zellen, 2x10* Zielzellen)

e 0,1:1(2x10% T-Zellen, 2x10* Zielzellen)

e 0,03:1 (6x102 T-Zellen, 2x10* Zielzellen)

e 0,01:1(2x102T- Zellen, 2x10* Zielzellen)
Als Kontrolle wurden auch blank-wells sowie wells, die nur KHPEK- und keine T-Zellen
in 200 yl DMEM enthielten, genutzt.

Das Ausmal der Zytotoxizitdt wurde mittels CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (MTS) von Promega ermittelt. Zuerst wurde das Medium aller wells
entfernt, dann die wells drei Mal vorsichtig mit PBS gewaschen, um die T-Zellen zu
entfernen und zum Schluss wurden 20 pl Tetrazolium als Substrat zugefligt, das von
lebenden Zellen umgesetzt werden kann. Das gelbe Substrat wird durch Enzyme
lebender Zellen in das unldsliche Formazan reduziert, das lila erscheint. Es kommt je
nach Zellaktivitdt zu einem messbaren Farbumschlag im well. Mit dieser
kolorimetrischen Methode liel3 sich die Anzahl lebender Zellen detektieren, indem die
Lichtabsorption bei 490 nm mit einem Platten-Messgerat (Sunrise™ Tecan) gemessen
wurde, die mit der Aktivitat und Anzahl lebender Zellen korreliert. Der Prozentsatz der

Zielzellen wurde wie folgt berechnet:

Absorption der mit T-Zellen inkubierten Zielzellen

Prozentuale Lyse = 100 % —( X 100)

Absorption der Zielzellen
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde fur die Eliminierung von KHPEK mithilfe von CAR-T-Zellen das
Tumor-assoziierte Antigen (TAA) CD44v6, eine SpleiRvariante von CD44, als Ziel-
struktur genutzt. Bei CD44 handelt es sich um ein membranstandiges, aus 20 Exons
bestehendes Protein mit 19 bekannten Strukturvarianten, die durch alternatives
SpleiBen von 10 variablen Exons entstehen'®. CD44v6 unterscheidet sich strukturell
von der kirzesten Variante CD44s durch ein zwischen den konstanten Exons 1-5 und
16-20 in das Transkript eingeschlossenes Exon 11. CD44s, das ubiquitar auf Gewebe

exprimiert wird, besitzt kein variables Exon und diente als Kontrolle (Kap. 1.3, Abb. 2)'8,

3.1 CD44v6-Expression auf KHPEK-Zelllinien

Um mithilfe von CAR-T-Zellen maligne KHPEK-Zellen zu eliminieren, muss das
Zielantigen, an das der CAR bindet, auf den Tumorzellen vorliegen und kann je nach
Affinitdt des CARs in der Expression variieren. Wir haben uns fir CD44v6 als Zielantigen
entschieden und die Expression dieser SplielRvariante und gleichzeitig die von CD44 auf

31 primaren KHPEK-Zelllinien gemessen.

Um die Expression beider Rezeptorvarianten auf KHPEK-Zellen durchflusszytometrisch
nachzuweisen, wurden fluoreszenz-markierte monoklonale Antikérper verwendet (Kap.

2.1.8), um beide Antigene auf Zellen von KHPEK-Zelllinien im FACS nachzuweisen.

3.1.1 Uberexpression von CD44v6 und CD44s auf KHPEK-Zellen

Da die Zielantigene CD44s und CD44v6 auf unterschiedlichen Zelllinien lentiviral
Uberexprimiert werden sollten, wurden zunachst die humanen cDNA-Sequenzen in den
lentiviralen Leervektor (puc2CL712Pcowo) integriert. Die Sequenz der 1211 bp langen
cDNA von CD44v6 wurde nach unseren Vorgaben kommerziell durch die Firma BioCat
GmbH (Heidelberg) synthetisiert (Plasmid puc57_CD44v6) und Uber die Schnittstellen
Xhol und Nhel in den Vektor puc2CL712Pcowo integriert (Abb. 5).

Die CD44v6-cDNA (Plasmid puc57_CD44v6) wurde auch als Template fir die Her-
stellung der 1082 bp langen cDNA Sequenz von CD44s genutzt, indem mittels Primer
Annealing aus CD44 fw und CD44 _rev (entspricht Fragment 2) der Sequenzabschnitt,
der dem CD44v6-spezifischen Exon 11 entspricht, entfernt wurde. Die Herstellung des
CD44s-Uberexpressionsplasmids erfolgte mittels einer Vier-Fragmente-Ligation durch
die Schnittstellen Xhol, EcoRIl, BamHI und Nhel in einem Zwischenvektor (Abb. 5). Das
daraus resultierende CD44s-kodierende Insert wurde letztlich mithilfe der Schnittstellen
Xhol und Nhel in den Vektor puc2CL7I2Pcowo integriert.
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Abbildung 5: Klonierungsstrategie fiir die CD44v6- und CD44s-Expressionsplasmide

Die finalen Konstrukte (puc2CL7CD44v612Pcowo und puc2CL7CD44sl12Pcowo) wurden
mit dem Forward-Primer 184, der in der SFFV U3 Kassette bindet, und dem Reverse-
Primer 257, der in der IRES bindet, sequenziert. Beide Plasmide exprimieren die cDNAs
unter Kontrolle des SFFV-Promoters und zusatzlich ein Puromycin-Resistenzgen,

welches die Selektion von CD44v6- bzw. CD44s-positiven Zellen ermdglicht.

HEK293T-Zellen wurden mit den lentiviralen Partikeln transduziert und dann mit
Puromycin selektioniert. Daraus resultierten HEK293T-Zellen, die entweder CD44v6,
CD44s oder den dazugehorigen Leervektor stabil exprimierten, und an denen die
spezifische Bindung der CD44v6- und CD44-Antikérper (Kap. 2.1.8)

durchflusszytometrisch bestimmt wurde (Abb. 6).

Lediglich 2,1 % bzw. <0,1 % der untransduzierten HEK293T-Zellen sowie 1,7 % bzw.
0,6 % der HEK293T-Zellen transduziert mit dem Leervektor lieRen sich mit den CD44v6-
bzw. CD44-Antikorpern anfarben, da diese Rezeptoren nicht nativ auf den HEK293T-
Zellen vorkommen'®, Wurde in den Zellen CD44s lentiviral Gberexprimiert (HEK293T
CD44s), lield sich zwar eine leichter Anstieg der CD44v6-Expression mit dem
spezifischen Antikérper messen (von 2,1 % auf 8,8 %), jedoch wurden mit dem CD44-
Antikérper 54,6 % CD44s-positive Zellen detektiert. Exprimierten die Zellen das
Zielantigen CD44v6 (HEK293T CD44v6), waren 55,1 % Zellen fir CD44 und 57,4 %
Zellen fur CD44v6 positiv.
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Abbildung 6: CD44- bzw. CD44v6-Expression auf HEK293T-Zellen nach Transduktion

HEK293Ts wurden lentiviral transduziert (CD44s, CD44v6 oder Leervektor) und die Expression
von CD44 und CD44v6 mithilfe der Antikorper CD44v6 PE-Vio 770 und CD44 PE
durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind Daten aus drei Experimenten + SEM.

Somit konnten wir bestatigen, dass das Epitop des Antikérpers CD44v6 PE-Vio770 (Klon
REA706, Miltenyi) tatsachlich im Bereich des Exons 11 liegt, weshalb mit seiner Hilfe
Zellen, die CD44v6 exprimierten, spezifisch angefarbt werden konnten. Im Gegensatz
dazu hat der PE-konjungierte Antikérper CD44 PE (Klon DB105, Miltenyi) an ein Epitop
gebunden, das irgendwo in den konstanten Exons (Exons 1-5) liegt. Der CD44-
Antikorper bindet somit an alle CD44-Varianten, also auch CD44v6, was den hohen

Prozentsatz positiver Zellen erklart.

3.1.2 Screening der CD44- und CD44v6-Genexpression in KHPEK-
Zelllinien

In unserem Labor sind 31 primare KHPEK-Zelllinien mit unterschiedlichen Eigenschaften
(Tbl. 8) vorhanden, die als nachstes im Rahmen einer durchflusszytometrischen
Screening-Messung mittels Antikérperfarbungen hinsichtlich ihrer Expression von
CD44v6 und CD44 untersucht wurden. Die Zelllinien sind jeweils aus primarem Tumor-
oder Metastasengewebe gewonnen worden und wurden in HNO-Laboren aus
Dusseldorf (UD), Turku (UT) und Michigan (UM) etabliert'80.181.183,

Wie in der Literatur beschrieben, erkranken Manner im Vergleich zu Frauen zwei bis
viermal haufiger an einem KHPEK', was sich ebenfalls in der Geschlechterverteilung der
in unserem Labor vorhandenen KHPEK-Zelllinien wiederspiegelt: Insgesamt stammten
65 % (20/31) der Zelllinien von mannlichen Patienten und nur 32 % (10/31) der Zelllinien
von weiblichen Patientinnen; bei einer Zelllinie (1/31) ist das Geschlecht unbekannt.
Wahrend 29 % (9/31) der Zelllinien aus Metastasen etabliert wurden, stammten 45 %

(14/31) der Zelllinien aus Primartumorgewebe. 13 % (4/31) der Zelllinien wurden aus
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dem Rezidivtumorgewebe entnommen, fir 4 weitere Linien (4/31) fehlten die

diesbezlglichen Informationen.

Tabelle 8: Ubersicht der untersuchten primiaren KHPEK-Zelllinien

Zelllinie | Geschlecht Tumorart HPV P53 Referenz
uDO01 M Primartumor - Skip exon 3 193,194
uD02 M Primartumor + wt 193,194
uDO03 M Metastase - p.Q224 Stop 193,194
uDo04 M Priméartumor - NT 664 del13 193,194
uDO05 M Primé&rtumor - p.H179Y 193,194
uD06 M Primartumor - p.Y220C 193,194
uTo02 M Primé&rtumor - 195,196
uTo4 w Metastase - 196
UTO05 M Priméartumor - 197

uTo6B w Metastase - 197
uTo7 M Metastase - p.G266E 196,198
uTo9 M Metastase - 197
uT14 M Primartumor - Skip exon 8, Insertion intron 8 197,198
uT15 M - N77 del 116 198,199

UT24A M Priméartumor - NT 775ins49 197,198

uUT24B M Metastase - NT 775ins50 197,198
UT33 w - p.R282W 198,199
uT34 M - 198,199
uT50 M - Skip exon 9 198,199

UM10A M Primartumor - p.G245C 184,194,195,198,200

umM10B M Metastase - p.G245C 184,194,195,198,200

UM11B M Primé&rtumor - p.C242S 184,194,195,198,200

UM14A w Rezidivtumor - p.R280S 184,194,195,198,200

UM14B w Rezidivtumor - p.R280S 184,194,195,198,200

umM14C w Rezidivtumor - p.R280S 184,194,198,200

UM17A w Prima&rtumor - wt 184,194,195,198,200

uUM17B w Metastase - wt 184,194,195,198,200

umM22B w Metastase - p.Y220C 184,194,195,200

UM74A M Primartumor - wit 198-200

UM74B M Primé&rtumor - wt 198-200

umMm104 / Rezidivtumor + wt 201

34




Ergebnisse

Die Entstehung eines KHPEK resultiert bei 25 % der Patienten aus einer Infektion mit
humanen Papillomaviren (HPV), wobei die Assoziation von HPV und Oropharynxkarzi-
nomen mit einem Anteil von 36 % am hochsten ist'®'. Die zwei im Labor vorhandenen
HPV-positiven Zelllinien (UD2 und UM104) reflektierten insofern nicht den natirlichen
Anteil HPV-positiver Tumore bei KHKEP-Patienten in der Klinik. Bei 61 % (19/31) der
Zelllinien liegt eine Mutation des Tumorsuppressorgens TP53 vor. Hierbei handelt es
sich um ein Tumorsuppressor-Protein, das als sogenannter Wéchter des Genoms
genomische Instabilitat und nachfolgend maligne Zellentartungen verhindern soll'®2. Das
TP53-Gen ist bei 70 % aller KHPEK mutiert und gilt somit als eine der haufigsten
Mutationen bei diesen Tumoren'®?, Wahrend Mundhohlen-, Larynx- und Hypopharynx-
Karzinome haufig TP53-Mutationen aufweisen, ist der Anteil bei den Oropharynxkarzi-

nomen geringer'®2,

Um die Heterogenitat und die Expressionsstarke des Zielantigens CD44v6 auf den o.g.
primaren KHPEK-Zelllinien zu bestimmen, wurden sie geerntet, mit Antikdrpern gegen
CD44 und CD44v6 nach Herstellerangaben gefarbt und die Expressionsprofile
durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 7). Als zusatzliche Kontrollzellen wurden primare
humane orale Keratinozyten (HOK), primare humane dysplastische orale Keratinozyten
(DOK) und die humane Zervixkarzinomzelllinie (HelLa.P3) ebenfalls nach

Antikérperfarbungen gemessen.
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Abbildung 7: CD44 und CD44v6 Expression auf KHPEK-Zelllinien, HOK, DOK und HeLa.P3

31 KHPEK-Zelllinien, HOK, DOK und HelLa.P3 wurden mit kommerziellen Antikérpern (Kap.
2.1.8) nach Herstellerangaben gefarbt und ihre CD44- und CD44v6-Expression durchfluss-
zytometrisch analysiert (in Haist et al. 202, n=1). Die Zelllinien wurden urspriinglich in
unterschiedlichen Laboren etabliert: Disseldorf (UD), Turku (UT) und Michigan (UM).

Die Darstellung des Prozentanteils der CD44- und CD44v6-positiven Zellen zeigt, dass
CD44v6 innerhalb der KHPEK-Linien sehr heterogen exprimiert wurde: 48 % der
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KHPEK-Zelllinien wiesen eine CD44v6-Expression von Uber 60 % der Zellen auf, 36 %
der Zelllinien hatten sogar uber 80 % CD44v6-positive Zellen. Bei 20 % der KHPEK-
Zelllinien exprimierten zwischen 40 % bis 60 % der Zellen CD44v6. 32 % der KHPEK-

Zelllinien zeigten eine CD44v6-Expression auf unter 40 % der Zellen.

Da der gegen CD44-gerichtete Antikorper alle Spleiltformen von CD44 erkennt, lagen
die Messungen flur die CD44-Expression im Vergleich zur CD44v6-Expression bei jeder
KHPEK-Zelllinie héher. Nur bei 12 % der KHPEK-Zelllinien waren weniger als 40 % der
Zellen positiv fur CD44. Bei funf Zelllinien zeigten sich zwischen 30 % bis 60 % CD44-
positiv, wahrend bei den tbrigen Zelllinien 80 % oder Uber 80 % CD44-positive Zellen

gemessen wurden.

Diese Expressionsprofile fir CD44v6 und auch flr CD44 konnten nicht mit den
bekannten Merkmalen der KHPEK-Zelllinien korreliert werden, was sich beispielsweise
daran zeigte, dass die CD44v6 schwach- (unter 40 %) exprimierenden Zelllinien aus
Primartumoren (UD02, UD04, UT24A, UT74A), von Metastasen (UD03, UT04, UTO07)

und von Rezidivtumoren (UM14B) etabliert worden waren.

Keratinozyten stellen humane Schleimhautzellen dar, die als Normalgewebe anzusehen
sind, sich jedoch zu dysplastischen und malignen Zellen entwickeln kénnen. Da CD44v6
in der Literatur als ein TAA beschrieben ist, dessen Expression haufig mit zunehmender
Zellentartung zunimmt'64-166159.164-166,170.203  \yyrde die Expression von CD44 und
CD44v6 auch auf kommerziell erworbenen HOK als Zellen eines gesunden Gewebes
und DOK als ein Beispiel fur dysplastische, aber noch nicht maligne Zellen mit einer
atypischen Zellproliferation durchflusszytometrisch gemessen. Als eine weitere Kontrolle
dienten maligne Epithelzellen einer etablierten Zervixkarzinomzelllinie, Hela.P3. Bei den
Messungen zeigte sich eindeutig, dass auf allen drei Zelltypen CD44 auf fast 100 % der
Zellen exprimiert wurde, aber CD44v6 nur auf den dysplastischen Keratinozyten

nachweisbar war: 96 % der Zellen waren im Durchflusszytometer positiv (Abb. 7).

Da uber 80 % der KHPEK-Zellen CD44v6 als Antigen tragen (Abb. 7), war fir eine
Einteilung in stark- bzw. schwach-exprimierenden Zelllinien eine Betrachtung der
mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) erforderlich. Die MFI von direkt fluoreszent
markierten monoklonalen Antikdrpern, die an ein Antigen auf Zellen gebunden sind,
korreliert direkt mit der Expressionshéhe dieses Antigens. Je hoher also die MFI ist,
umso starker exprimieren die Zellen das jeweilige Protein. Zur ndhren Charakterisierung
des CD44v6-CARs wurden letztlich drei KHPEK-Zelllinien ausgewahlt, die sich in ihrer
CD44v6-Expression unterscheiden (Abb. 8).
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Abbildung 8: Expressionsniveau von CD44v6 in ausgewahlten KHPEK-Zelllinien

In den Histogrammen ist die Fluoreszenzmessung der mit dem Antikorper CD44v6 PE-Vio770
gefarbten Zellen (grin) und der ungefarbten Zellen (rot) gegen die Zellzahl nach
durchflusszytometrische Analyse aufgetragen. Anhand der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI,
grine Zahlen) konnten die gemessenen Zelllinien in starke (UM14CCD44v6***), mittlere
(UM11BCD44v6**) und schwache (UT24ACD44v6*) CD44v6-Expression eingeteilt werden.

56 % der UM14C Zellen exprimierten CD44v6 mit einer MFI von 14,2+3,2 und wurden
deshalb als stark CD44v6-positiv klassifiziert (UM14CCD44v6+++). Die Zelllinie UM11B
wurde mit einer MFI von 11,2+1,8 von uns als CD44v6 mittelstark-exprimierenden Linie
eingestuft (UM11BCD44v6++). Lediglich 21 % der Zellen der Linie UT24A zeigten eine
schwache CD44v6-Expression mit einer MFI von 6,5+0,3 (UT24ACD44v6+).

3.2 Zytotoxizitat der auf primaren humanen T-Zellen exprimierten CARs

3.2.1 Expression der CAR-Konstrukte auf primaren humanen
T- Zellen

Um zu untersuchen, ob sich die Zellen der KHPEK-Zelllinien bei der Nutzung von
CD44v6 als Zielantigen spezifisch abtéten lassen, konzipierten wir einen CD44v6-CAR
der zweiten Generation in unserem lentiviralen CD19-CAR-Vektor. Die CD44v6-scFv-
Sequenz stammt von dem Antikérpers BIWA8'2 (Kap. 1.3) und wurde von uns Uber die
Firma GeneArt (Thermo Fisher Scientific) zuerst fur human codon usage optimiert und
dann synthetisiert (Plasmid pMK_RQ_CD44v6c6). Zur Herstellung des lentiviralen
Vektors wurde das CD19-scFv des im Labor etablieten CD19-CARs?* (iber die
Klonierung mit den Restriktionenzymen Rsrl und Notl durch die CD44v6-scFv-Sequenz
ausgetauscht, sodass das Plasmid puc2CL21BFPT2ACD44v6c6 entstand (Tbl. 9).

Insgesamt enthalt das klonierte CAR-Konstrukt der zweiten Generation neben einer auf

CD34-basierenden hinge-Region® und einer Transmembrandomane von CD28 auch
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die intrazellulare Signaling-Domane von CD28 ko-stimulatorische Signaleinheit sowie
die CD3(-Kette. Das finale CAR-Konstrukt wurde mit Hilfe eines Kontrollverdaus mit
Xmal und durch Sequenzierungen mit den Primern 997, 2074 und 2075 kontrolliert (Kap.
2.1.5).

Tabelle 9: Klonierungsstrategie fiir puc2CL21BFPT2ACD44v6c6

Ausgangsplasmid Verdau
CD44v6 Vektor puc2CL21BFPT2AR.CD19c6wo | Rsrll / Notl
CAR
Insert pMK_RQ_CD44v6c6 Rsrl / Nofl

Fur die Herstellung der CAR-T-Zellen wurde zunachst gesunden Spendern peripher Blut
abgenommen, aus dem mittels Ficoll-Zentrifugation (Kap. 2.3.3) mononukledre Zellen
aufgetrennt wurde. Die Zellen wurden in der Gegenwart von IL-2 auf CD3/CD28-

beschichteten bakteriellen Kulturplatten fiir 2-3 Tage stimuliert/inkubiert.

Parallel dazu wurden HEK293T-Zellen mit jeweils drei lentiviralen Vektoren, die die
Sequenzen fur ein CD5-, ein CD19- und das CD44v6-CAR-Konstrukt tragen, einem
Helferplasmid fir Lentiviren und einem Hullproteinplasmid (VSV-G) transfiziert. Nach
zwei Tagen wurden die extrazellularen lentiviralen Partikel geerntet und anschlief3end
die primaren T-Zellen von gesunden Spendern transduziert, sodass CD5-, CD19- oder
CD44v6-CAR*-T-Zellen entstanden (Abb. 9A). Die gegen CD5 bzw. CD19 gerichteten
CARs fungierten als Negativkontrollen, da beide Zielantigene nicht von KHPEK

exprimiert werden?95206,

Mithilfe des MACS-Systems von Miltenyi (Kap. 2.3.5) wurden dann die CAR-positiven T-
Zellen selektioniert und angereichert. Hierzu wurden die transduzierten T-Zellen mit
Microbeads-Antikérpern des Klons QBEND-10, der in der CD34-hinge bindet, gefarbt.
Die CD34-positiven, mit Microbeads konjugierten T-Zellen wurden dann Uber eine in
einem magnetischen Feld platzierte Saule gegeben und die drei unterschiedlichen
Zellfraktionen — vor MACS, Durchfluss, nach MACS — separat aufgefangen. Diese
Zellpraparationen wurden dann mit dem CD34-PE-Antikérper QBEND-10 gefarbt und
durchflusszytometrisch hinsichtlich der Anzahl der CAR-positiven T-Zellen in den
einzelnen Fraktionen analysiert (Abb. 9B). Da im lentiviralen Vektor zuséatzlich zu dem
CAR-Konstrukt auch noch das BFP koexprimiert wurde, konnte der Anteil der CAR-
positiven Zellen Uber die Analyse beider Parameter bestimmt werden. Fur die Abb. 9B

wurden die Daten der CD34-Messungen genutzt.
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Abbildung 9: Expression der CAR-Konstrukte auf primaren T-Zellen

A. Schematische Darstellung der lentiviralen Vektoren, die zur Herstellung von CD5-, CD19- und
CD44v6-CAR-T-Zellen genutzt wurden. Die Konstrukte enthalten neben dem spezifischen scFv
die CD34-hinge-Domane, die transmembranaren und -intrazellularen Domanen von CD28 sowie
den intrazellularen Teil der CD3¢-Kette. B. Ergebnisse der Durchflusszytometrie zur Reinheit der
CAR-T-Zellen nach MACS. Die CD34-Fluoreszenz ist gegen die Zellzahl aufgetragen. Die
Zellproben wurden vor MACS, aus dem Durchfluss und aus dem Eluat (nach MACS) gewonnen.
Angegeben ist der Mittelwert £+ SEM des Prozentsatzes der CD34+ Zellen aus drei Experimenten.

Die Transduktionseffizienz bei den CD19- bzw. CD44v6-CAR-T-Zellen lag bei
35,8+0,8 % (CD19-CAR) und 47,7+4,8 % (CD44v6-CAR) vor dem MACs. Obwohl im
Durchfluss 14,5+1,2 % (CD19-CAR) und 17,8+2,8 % (CD44v6-CAR) der CAR-positiven
Zellen verloren gingen, konnten jedoch fiir beide CARs 98,9+0,1 % (CD19-CAR) bzw.
98,0+0,7 % (CD44v6-CAR) reine Eluate generiert werden, welche fir die weiteren

Experimente verwendet wurden.

Uberraschenderweise waren nach der Transduktion der primaren T-Zellen mit dem CD5-
CAR-Vektor bereits in der vor-MACS-Fraktion 97,1£0,9 % CAR-positive Zellen
vorhanden. Da das Zielantigen CD5 auch auf primaren T-Zellen exprimiert wird?®’,
kénnen folglich die CD5-CAR*-T-Zellen die untransduzierten T-Zellen binden und
lysieren. Dieses Phanomen wird auch Brudermord/Fratricide genannt. Die
transduzierten CD5-CAR*-T-Zellen dagegen sind relativ gegen diesen Fractricide
geschutzt, da das Zielantigen CD5 auf ihrer Zelloberflache herunterreguliert wird, sodass
eine resistente und selektionierte CD5-CAR-Population generiert werden kann, ohne

Verluste in der Expansion zu verzeichnen?®®, Um die Experimente methodisch
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vergleichbar zu halten, wurde die magnetische Zellseparation trotzdem auch fir die
CD5-CAR*-T-Zellen durchgefiihrt. Nach der MACS-Anreicherung wurden dann die

98,8+0,7 % positiven Zellen fur die Zytotoxizitatsassays eingesetzt.

3.2.2 Zytotoxizitatsassays der CAR-T-Zellen mit KHPEK-Zelllinien

Um die Zytotoxizitdt der MACS aufgereinigten CD44v6-CAR*-T-Zellen gegenlber
KHPEK-Zellen zu testen, wurden Zellen der CD44v6-positiven Zelllinie UM14CCD44v6+++
EGIN (Abb. 10A), welche zur spateren Zellseparation auch das griine fluoreszierende
Protein (GFP) exprimierten, als Zielzellen in 6-well-Platten ausgesat und am nachsten
Tag nach ihrer Adhasion mit verschiedenen Verhaltnissen der MACS-angereicherten
CAR-T-Zellen (10:1; 3:1; 1:1; 0,3:1; 0,1:1) fuir 16 h ko-inkubiert. Nach der Inkubationszeit
wurden samtliche Zellen eines wells geerntet und unter Zugabe von Propidium lodid (PI),
das durch die perforierte Zellmembran von toten Zellen gelangen kann und nach
Interkalation in die DNA tote Zellen markiert?®®, in Réhrchen Uberfiihrt. Anschliefend
erfolgte die Bestimmung der vitalen bzw. avitalen Zellen mittels Durchflusszytometrie.
Bei der Messung wurden die Zellen nach ihrem Farbspektrum in lysierte tote Zellen (rot),
lebende Zielzellen (grin) und CAR-T-Zellen (blau) unterschieden (Abb. 10B).

Die GFP-positive UM14CCcP44v6*++* EGIN-Zelllinie wurde durch die CD44v6-CAR*-T-Zellen
effizient lysiert. Insbesondere in den hohen T-Zell- zu Zielzell-Verhaltnissen von 10:1
und 3:1 konnte eine Lyse der UM14CCP44v6*+*_Zgllen von 95,6+0,9 % bzw. 92,8+1,5 %
erzielt werden, welche bei geringeren T-Zell- zu Zielzell-Konzentrationen zwar stetig
abfiel, aber dennoch bei der geringsten T-Zell- zu Zielzell-Konzentration von 0,01:1 eine
Lyse von 44,5+12,3 % aller Tumorzellen zeigte. Die Zielzellen wurden durch die
Negativkontroll-CAR-T-Zellen (no-virus, CD5) in geringem Male unspezifisch eliminiert:
Die T-Zell- zu Zielzell-Verhaltnisse 10:1 bis 0,1:1 zeigten zwischen 36,8+10,6 % und
5,7£12,0 % Lyse (no virus) bzw. zwischen 49,7+8,6 % und 16,0+5,6 % Lyse (CD5), was
am ehesten durch eine hohe Restaktivitdt der aktvierten T-Zellen erklarbar war.
Insgesamt beinhaltete die durchflusszytometrische Messung der adharent wachsenden
KHPEK-Zellen, die urspringlich bei uns als Messmethode fir Zytotoxizitatsassays mit
leukamischen Zellen etabliert wurde?®, bei einigen Zelllinien methodische
Schwierigkeiten, die lediglich durch einen hohen Stichprobenumfang (n=7) kontrolliert
werden konnten. Die Uberflhrung der Zellen aus den wells sowie
Zellliniencharakteristika, beispielsweise die Tendenz zur Ausbildung von Zellkonglo-
meraten, veranderten die Messergebnisse, was die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

erschwerte.
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Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit eine alternative Messmethode zur Auswertung

der Zytotoxizitatsassays mit adharent wachsenden Tumorzellen etabliert.
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Abbildung 10: Zytotoxizitdt von CD44v6-CAR*-T-Zellen gegen UM14C-Zellen via FACS-und
MTS-basierter Assaymethode

A Die CD44- und CD44v6-Expression der UM14CCP44v6+++_Zglllinie wurde mittels Farbung mit den
Antikdrpern CD44v6 PE-Vio770 und CD44 PE durchflusszytometrisch bestimmt. B Auswertung
des Zytotoxizitatsassays der CD44v6-CAR*-T-Zellen mit GFP-positiven UM14CCD44v6+++ EG|N-
Zellen. Die Zelllinie UM14CCP44vé+++ EGIN wurde mit verschiedenen Verhaltnissen primarer T-
Zellen inkubiert (no-virus-, CD5- und CD44v6-CAR-T-Zellen). Nach 16 h wurde die Anzahl
lebender UM14CCD44v6+++  EGIN-Zellen durchflusszytometrisch  bestimmt. Angaben der
Zytotoxizitdtsmessung als Mittelwert £ SEM aus sieben Messungen. C Auswertung des
Zytotoxizitatsassays der CD44v6-CAR*-T-Zellen mit UM14CCP44vé+++ Zgllen. Die Zelllinie
UM14CCP44v6+++ wurde mit verschiedenen Verhaltnissen der primaren T-Zellen inkubiert
(no virus , CD5-, CD19- und CD44v6-CAR-T-Zellen). Nach 16 h wurde die Anzahl lebender
UM14CCh44v6+++_Zgllen kolorimetrisch (MTS-Assay) bestimmt. Angaben der
Zytotoxizitatsmessung als Mittelwert + SEM aus drei Messungen.

Fur diesen Vergleich wurden die UM14CCP44v6+*+Zglllinie in 96-well-Platten ausgesét und
am nachsten Tag nach ihrer Adhasion mit verschiedenen Verhaltnissen der MACS-
angereicherten CAR-T-Zellen (3:1; 1:1; 0,3:1; 0,1:1; 0,03:1; 0,01:1) fiir 16 h ko-inkubiert.
Die Auswertung der Zytotoxizitat erfolgte hierbei durch einen Zellproliferations-Assay,
der auf einer kolorimetrischen Messmethode mittels Tetrazolium (MTS) basiert (CellTiter
96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega). Tetrazolium wird von
den Zellen zu einem farbigen Formazan-Produkt bioreduziert, das im Medium I&slich ist.
Diese Umwandlung erfolgt laut Herstellerangaben durch NADPH oder NADH, das von
Dehydrogenase-Enzymen in metabolisch aktiven Zellen produziert wird. Nach der Ko-
Inkubation der Ziel- mit den T-Zellen wurden das Medium sowie alle nicht-adharenten
Zellen (T-Zellen und lysierte Zielzellen) aller wells vorsichtig durch ,Ausschlagen® der
Platte mit mehrfachem Waschen entfernt und dann Tetrazolium als Substrat

hinzugegeben (Kap. 2.3.8). Die Lichtabsorption des umgesetzten Substrates steht in
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Korrelation zur Anzahl lebender Zellen in den einzelnen wells, sodass diese nach 1-4 h

Inkubation bei 490 nm mit einem Platten-Messgerat (Tecan) bestimmt werden konnte.

Beim Vergleich der beiden Messmethoden (Abb. 10B und 10C) wird deutlich, dass der
Verlauf der Lysekurve der Zelllinie UM14CCP4é*** durch die CD44v6-CAR*-T-Zellen in
beiden Verfahren ahnlich ist. Insbesondere in den hohen T-Zell- zu Zielzell-
Konzentrationen von 3:1 und 1:1 konnte eine Lyse von 96,1£7,9 % (vgl. 92,8+1,5 % mit
durchflusszytometrischer Messung) bzw. 90,9128 % (vgl. 82,2t4,6 % mit
durchflusszytometrischer Messung) erzielt werden, welche bei geringeren
Konzentrationen — wie bereits bei der durchflusszytometrischen Messung gezeigt
werden konnte — stetig abfiel und sich bis hin zu einer Konzentration der T-Zellen zu den
Zielzellen von 0,01:1 bei 3,8£13,9 % zeigte. Die Zielzellen konnten bei Nutzung des
MTS-Assays nicht durch die Negativkontroll-T-Zellen (no-virus, CD5, CD19) lysiert
werden. Die Tumorzellen zeigten sogar eher eine Proliferationstendenz, was die

rechnerische Erklarung fur den Kurvenverlauf im teils negativen Lysebereich ist.

Insgesamt war bei der zweiten kolorimetrischen Methode kein Zelltransfer der lebenden
Tumorzellen notwendig und die methodischen Fehler/Ausreiler konnten drastisch
minimiert werden, wodurch eine Messung in Triplikaten (n=3 T-Zell-Spender) fir die
Signifikanz der Ergebnisse ausreichend war. Neben der besseren Handhabung erfolgten
die Analysen direkt in den 96-well-Platten, sodass geringere Zellzahlen zum Ansetzen
des Assays ausreichten und mehr Bedingungen parallel getestet werden konnten.
Zusatzlich bendtigten weder die Tumor- noch die T-Zellen die konstitutive Expression

eines fluoreszenten Proteins.

3.2.3 Die Lyse der malignen Zellen korreliert mit der Hohe ihrer
Antigenexpression

Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, in wieweit die effiziente Lyse der Zelllinie
UM14CCb44ver++ (MFI: 14,2) durch CD44v6-CAR*-T-Zellen auf Zelllinien mit einer
schwacheren Zielantigenexpression Ubertragen werden kann. Dazu wurden die zwei
KHPEK-Zelllinien UM11BCP4vé**  mit einer mittleren (UM11B MFI: 11,2) und
UT24ACP4v6* mit einer schwachen (UT24A MFI: 6,5) CD44v6-Expression mit den
MACS-angereicherten CAR-T-Zellen ko-inkubiert und die Lyse der Zielzellen mittels
MTS-Methode bestimmt (Abb. 11).
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Abbildung 11: Zytotoxizitit von CD44v6-CAR*-T-Zellen gegen UM11BCP4vé++. ynd
UT24ACP44v6*.Zellen

Die CD44- und CDA44v6-Expression der KHPEK-Zelllinien (A) UM11BCP44v6++ ynd (B)
UT24ACP44v6+ wurde durch Farbung mit den Antikdrpern CD44 PE (Klon DB105, Miltenyi) und
CD44v6 PE-Vio 770 durchflusszytometrisch bestimmt. Die Antigenexpression (X-Achse) ist
gegen die Zellzahl (Y-Achse) fir die ungefarbten Kontrollzellen (rot) und gefarbten Zellen (grin)
aufgetragen. Primare humane T-Zellen wurden mit dem Uberstand von lentiviralen Vektoren fiir
CD44v6-, CD19- oder CD5-CAR-Konstrukte inkubiert; drei Tagen nach der Transduktion wurden
CAR-positive T-Zellen Uber das MACS-System zu >90 % selektioniert. Die CAR-T-Zellen sowie
untransduzierte T-Zellen (no-virus) wurden mit den KHPEK-Zelllinien ko-kultiviert. Nach 16 h
wurde die Anzahl lebender Zielzellen mittels eines MTS-Assays bestimmt. Angaben der
Zytotoxizitats-Messung als Mittelwert + SEM aus drei Messungen.

Beide Zelllinien, UM11BCP44v6** (Abb. 11A) und UT24AP44¢* (Abb. 11B), konnten von
den Negativkontroll-CAR-T-Zellen (no virus, CD5 und CD19) nicht lysiert werden,
wohingegen die Ko-Kultivierung mit den CD44v6-CAR*-T-Zellen zu einer gewissen
Eliminierung der KHPEK-Zellen fiihrte. Im Vergleich zur Zelllinie UM14CCP44v6+*+ trat bei
der Nutzung der CD44v6 mittel- bzw. schwach-exprimierenden Zielzellen eine deutlich
schwachere Lyse auf. Wahrend die Zelllinie UM14CCP44v6++* hej einem 3:1 T-Zell- zu
Zielzell-Verhaltnis zu 96,1£7,9 % eliminiert wurde, sank die Zytotoxizitat mit fallender
Antigenexpression bei den Zelllinien UM11B¢P4v6** gquf 50,1+9,3 % bzw. bei der Zelllinie
UT24ACP44v6+ gquf 29,8+4,5 % bei gleichem T-Zell- zu Zielzell-Verhaltnis. Der Einsatz von
geringeren Mengen CD44v6-CAR*-T-Zellen (< 0,1:1) fuhrte, wie die CD19-, CD5-CAR-
und no virus-T-Zellen, zu keiner Lyse der UM11BCP44v6**- uynd UT24ACP44v6*_Zellen.
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Insgesamt konnte also gezeigt werden, dass die Effizienz der Tumorzelllyse mit der
Zielantigendichte auf den jeweiligen Tumorzellen korreliert. Je starker das Zielantigen

auf den Tumorzellen exprimiert wird, desto effektiver wurden die Zielzellen eliminiert.

3.2.4 Spezifizitat der CD44v6-CAR*-T-Zellen gegeniiber ihrem
Zielantigen

Nachdem die Funktionalitat der CAR-T-Zellen gegen die Spleivariante CD44v6 auf
KHPEK-Zellen mit unterschiedlich starker Zielantigenexpression gezeigt werden konnte,
sollte im nachsten Schritt die spezifische Bindung der CD44v6-CAR*-T-Zellen an den
Proteinteil, der aus der Integration des Exon 11 resultiert, bestatigt werden (Kap. 1.3 u.
Abb. 2). Dazu wurde die CD44v6 schwach-positive Zelllinie UT24AP44v¢* (MFI: 6,5, Abb.
8), deren Zellen aufgrund ihrer niedrigen Zielantigenexpression in nur geringem Mal3e in
dem 3:1 T-Zell- zu Zielzell-Verhaltnis (29,814,5 %) eliminiert wurden (Abb. 11B), mit
einem lentiviralen CD44v6-Uberexpressionsvektor (puc2CI7CD44v6I2Pcowo (Kap.
2.1.6) transduziert. Diese neue Zelllinie UT24A CD44v6+ war durch die sehr hohe
konstitutive CD44v6-Uberexpression mit einem MFI von 648,2+28,7 gekennzeichnet
(Abb. 12A). Als Kontrolle diente hier die gleiche Zelllinie, UT24A LV, die mit einem
Leervektor (LV) transduziert wurde (puc2CL712Pcowo, Kap. 2.1.6), der keine
Auswirkungen auf die CD44-/CD44v6-MFI im Vergleich zur parentalen UT24ACP44ve*
(CD44 MFI: 561,1+£35,8 und CD44v6 MFI: 4,7+0,6) hatte.

Die massive Erhohung der CD44v6-Expression auf Zellen der Zelllinie UT24A CD44v6+
(Abb. 12A) fuhrte, im Vergleich zu den parentalen Zellen, zu einer héchst effektiven Lyse
der Zielzellen durch die CD44v6-CAR*-T-Zellen. Insbesondere im hohen T-Zell- zu
Zielzell-Verhaltnis von 3:1 konnte eine Lyserate von 95,6+£3,2 % durch die CD44v6-
CAR*-T-Zellen erzielt werden. Selbst bei dem Einsatz von geringsten Mengen CD44v6-
CAR*-T-Zellen (0,1:1) wurden noch 22,4+14,4 % der Zielzellen eliminiert.

Die Ko-Inkubation der UT24A LV (Abb. 12B) mit den CD44v6-CAR*-T-Zellen resultierte,
verglichen mit den Zytotoxizitatsergebnissen mit der parentalen UT24ACP44¢* in den
hohen T-Zell- zu Zielzell-Verhaltnissen (3:1) in einer schwachen Lyse (29,7+5,6 % bzw.
29,8+4,5 %), die ab einem Verhaltnis von 0,1:1 nicht mehr detektierbar war (-13,3+10,1%
bzw. -19,843,9). Der Kurvenverlauf der Kontrollen zeigte keine Lyse der UT24A LV-
Zellen und glich somit, wie zu erwarten, dem der Zelllinie UT24ACP44v¢* (Wildtyp, Abb.
11B) ohne Leervektor.
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Abbildung 12: Zytotoxizitit von CD44v6-CAR*-T-Zellen gegen UT24A CD44v6+ - und
UT24A LV-Zellen

Die CD44- und CDA44v6-Expression der KHPEK-Zelllinien (A) UT24A CD44v6+ und (B)
UT24A LV wurde durch Farbung mit den Antikérpern CD44 PE und CD44v6 PE-Vio770
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Antigenexpression (X-Achse) ist gegen die Zellzahl (Y-
Achse) fur die ungefarbten Kontrollzellen (rot) und gefarbten Zellen (griin) aufgetragen. Primare
humane T-Zellen wurden mit dem Uberstand von lentiviralen Vektoren fir CD44v6-, CD19- oder
CD5-CAR-Konstrukte inkubiert; drei Tagen nach der Transduktion wurden CAR-positive T-Zellen
Uber das MACS-System zu >90 % selektioniert. Die CAR-T-Zellen sowie untransduzierte T-Zellen
(no virus) wurden mit den KHPEK-Zelllinien ko-kultiviert. Nach 16 h wurde die Anzahl lebender
Zielzellen mittels eines MTS-Assays bestimmt. Angaben der Zytotoxizitdts-Messung als
Mittelwert £ SEM aus drei Messungen.

Diese Ergebnisse bestatigen die spezifische Bindung des CD44v6-CARs an sein
Zielantigen CD44v6, und zwar genau in der durch Exon 11 kodierten Region.
Dahingegen wurden die Proteinteile, die von den konstanten Exons 1-5 und 16-20 von

CD44 translatiert und haufig von Normalgewebe Uberexprimiert werden, nicht erkannt.
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4 Diskussion

Mit der Zulassung der ersten beiden autologen CAR-T-Zell-Therapien in 2017 gegen das
Zielantigen CD19 zur Behandlung hdmatologischer Erkrankungen wurde ein Durchbruch
auf dem Gebiet der Immuntherapie erreicht''®. Wichtig ist, dass die grofRen
Therapieerfolge mit CAR-T-Zellen bisher ausschlieBlich bei B-Zell-Malignomen erzielt
wurden, wo sechs CAR-T-Zell-Therapien gegen CD19 oder das B-Zell-Reifungsantigen
(BCMA) Dbereits den Einzug in die klinische Routine gefunden haben?".
Ausschlaggebend fir die Erfolge dieser Immuntherapien ist, dass beide Zielantigene
sehr stabil auf praktisch allen B-Zell-Malignomen exprimiert sind — wobei CD19 eher bei
den unreifen und BCMA bei den reiferen/differenzierteren Formen zu finden ist — und
dass Menschen es tolerieren, wenn durch die on-target off-tumor Reaktivitat der CAR-
T-Zellen auch alle normalen CD19- oder BCMA-positiven Zellen fir Monate bis Jahre

eliminiert werden, solange regelmaRig Immunglobuline substituiert werden?'2,

Dieser Erfolg der CAR-Therapie konnte auf die Behandlung von soliden Tumorentitaten
bislang in keiner Weise Ubertragen werden, obwohl bei vielen Tumoren — wie z. B. auch
bei KHPEK - die Rezidivrate innerhalb der ersten flinf Jahre nach Erstdiagnose
vergleichsweise hoch ist und effektive Therapieverfahren dringend bendtigt werden®6:€0,
Letztlich verantwortlich fur die Schwierigkeiten bei der Etablierung der CAR-T-Zell-
Therapie flr nicht-hdmatologische Tumore sind sowohl Eigenschaften der soliden

Tumoren selbst als auch vielfaltige Besonderheiten des TME'?°,

Dass aber im Bereich der zellularen Immuntherapie gro3es Potenzial steckt, zeigte sich
durch die Einfuhrung von Cetuximab als monoklonaler Antikérper gegen EGFR und
Nivolumab sowie Pembrolizumab als Checkpointinhibitoren gegen PD-1 in der
Behandlung von KHPEKs*®38  Trotzdem reichen die bisher zugelassenen
Immuntherapien bei weitem nicht aus, um die 50 %-ige Rezidivrate der KHPEK zu

verringern.

4.1 CD44v6 als Zielantigen fiir die CAR-T-Zell-Therapie von KHPEKs

Bereits in den 1990er Jahren wurde erkannt, dass es Antigene gibt, deren Expression
eine Unterscheidung zwischen Normal- und Tumorgewebe erlaubt und die genutzt
werden koénnen, um spezifische Therapien in der Krebsbehandlung zu entwickeln?'3.
Differentiell exprimierte Antigene auf Tumorgeweben zu identifizieren ist essentiell, um
potenzielle (neue) Angriffsstellen fir Immuntherapien zu entwickeln, was bei der Vielzahl
bestehender Tumorentitaten und der Heterogenitdt der Tumore selbst von

entscheidender Bedeutung flr den Therapieerfolg sein kann'29244,
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Bei der Auswahl von Tumor-Zielantigenen wird zwischen tumorspezifischen (TSA)
und tumorassoziierten Antigenen (TAA) unterschieden. TSAs kommen ausschlief3lich
auf Tumoren und nicht auf Normalgewebe vor. In der Regel handelt es sich hierbei um
Neo-Antigene, deren Spezifitat z. B. in Mutationen oder onkoviralen Prozessen
begriindet liegt'*. TAAs werden haufig von Tumorzellen (iberexprimiert, sind aber auch
auf Normalgewebe sowie auf Keimbahnzellen vorhanden'’. Man unterscheidet bei den
TAAs drei Kategorien: Differenzierungsantigene befinden sich auf Zelloberflachen und
variieren aufgrund von Differenzierungsprozessen im Rahmen der Tumorausbildung?'.
Haufig sind auch Tumor-Hoden-Antigene (engl. cancer testis antigens) wie
beispielsweise PRAME oder NY-ESO-1 nutzbar, fir die eine Expression auf KHPEK
bekannt ist?'®. Die Tumor-Hoden-Antigene sind zunachst in der Embryogenese
exprimiert; ihre Expression wird aber auf reifen Zellen und Geweben meistens durch
Methylierungsprozesse abgeschaltet?'®. Bei der am haufigsten vertretenen TAA-
Kategorie handelt es sich um Antigene, die von Malignomen vermehrt liberexprimiert
werden, wahrend sie auf Normalgewebe deutlich schwacher nachweisbar sind. Zu den
Uberexprimierten Antigenen gehort im Zusammenhang mit KHPEKs auch CD44v6, bei

dem es sich um eine der bekannten Isoformen des Proteins CD44 handelt.

Das Oberflachenprotein CD44v6 kommt auf verschiedenen Tumoren wie KHPEK, aber
auch Zervix-, Lungen-, Pankreas-, Haut- und Speicheldriisenepithelkarzinomen vor.
Allerdings wird diese Spleil’form des CD44-Gens nicht nur auf malignen Zellen, sondern
ebenfalls auf gesunden Epithelzellen im Kdrper exprimiert, also auf Zervix-, Lungen-,
Pankreas-, Haut- und Speicheldriisenepithelien'622'7-220_ |nteressanter Weise lassen
sich bei einer Tumorprogression im Sinne einer Metastasierung oder Rezidivausbildung
erhohte CD44v6-Expressionslevel auf den Tumorzellen nachweisen?'. Beim
kolorektalen Karzinom und beim Mammakarzinom weisen Patienten mit CD44v6-
positivem Status beispielsweise ein aggressives Tumorwachstum und ein reduziertes
Gesamtlberleben auf??®??*, Im Gegensatz dazu fiihrte ein Knockout der CD44v6-
Expression in diversen Tumorzellen mittels CRISPR/Cas9 in Untersuchungen im

Tiermodell zu einer geringeren Metastasierungsausbildung'’°.

Ob CD44v6 bei der Entstehung von KHPEK weniger'®6225 oder vermehrt'®226 exprimiert
wird, ist Gegenstand kontroverser Diskussionen in der Literatur. Die Arbeitsgruppe von
Salmi et al. veroffentlichte 1993, dass die CD44v6-Expression in 30 plattenepithelialen
Karzinomen im Zuge der malignen Zelltransformation herunter reguliert wurde®?®. Die

gleiche Gruppe beschrieb in einer nachfolgenden Publikation, dass die CD44v6-
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Expression durch in vitro- oder in vivo-Wachstum der Plattenepithelkarzinome
beeinflusst werden konnte, dass aber das Ausmaly der CD44v6-Expression nicht als
universeller Indikator fur die Metastasierungseigenschaften von epithelialen Tumoren
genutzt werden kann'®. Unklar bleibt in dieser Arbeit, ob die Uberexpression von
CD44v6 wirklich mit einer Resistenz gegeniiber Bestrahlung und Chemotherapie
assoziiert ist'®8. Die Expressionsanalyse von 31 primaren KHPEK-Zelllinien in unserem
Labor zeigte hingegen bei 48 % der KHPEK-Zelllinien eine CD44v6-Expression von uber
60 % und bei 36 % der Zelllinien sogar von tber 80 %, was sich mit Daten anderer deckt,
die jeweils CD44v6 auf Gber 90% der untersuchten KHPEK-Zellen fanden'822¢, Um den
Einfluss der malignen Transformation auf die Expression von CD44v6 besser zu
verstehen, haben wir zusatzlich normale (HOK) und dysplastische orale (DOK)
Keratinozyten untersucht. Hierbei stellte sich heraus, dass nur die dysplastischen Krebs-
Vorlauferzellen zu einem hohen Ausmal CD44v6-positiv sind, CD44 selber aber auf

praktisch allen primaren Zellen hoch exprimiert wird (Abb. 9).

Wie in Abb. 2 schematisch gezeigt, enthalt der CD44-Genlocus 10 nicht-variable und 10
variable Exons, die durch unterschiedliche Spleilvorgange an den variablen Exons
verschiedene Proteinvarianten generieren konnen. Das im Rahmen dieser Arbeit
untersuchte Zielantigen CD44v6 enthalt das variable Exon 11, das durch eine CD44v6-
gerichtete CAR-T-Zell-Therapie spezifisch erkannt wird. Da jedoch, wie in Tbl. 10
ersichtlich, das variable Exon 11 in sieben Kombinationsvarianten, die nach dem
SpleiRen mehrere variable Exons tragen (CD44v6,7, CD44v6-10, CD44v4-10, CD44v2-
10, CD44v4-7, CD44v3-10, CD44v1-10h), zu finden ist, kdnnen alle diese
Spleildvarianten potentiell von unserem CD44v6-CAR erkannt werden. Varianten mit
Exon 11 kommen auf normalen Epithelien, u. a. im Pankreas, Brust und Prostata
vor'62.217-220 Banky et al. beschrieben 2012 sogar 26 unterschiedliche CD44-Isoformen
beim kolorektalen Karzinom, die zum grof3en Teil dieselben variablen Exons beinhaltet
haben??’. Insbesondere die Exons 8 und 11, die bei alleinigem Vorhandensein CD44v3
bzw. CD44v6 ausmachen, kommen haufig Uberexprimiert auf Malignomen - alleine und
in Kombinationen - vor'$®22¢, Zudem gibt es CD44-Kombinationsvarianten mit Exon 11,
die in der Embryogenese der Extremitaten und auf intestinalen Stammzellen eine Rolle

spielen?2%230,
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Tabelle 10: Ubersichtsdarstellung zum Aufbau und Vorkommen von CD44-
SpleiBvarianten

Exon Isoform Gewebe Referenz
15 (6 |7 [8 (9 |10 |11 |12 |13 (14 |15 |16-20
vli|v2 |v3 [v4 |vVv5 |v6 [v7 [v8 | V9 |v10 CD44 Gen
CDA44s ubiquitdr exprimiert 189
vl CD44v1 v1 = Stoppkodon 31
v2 CD44v2 Kolorektales Karzinom 2
v3 CD44v3 Epithelien (Brust, Pankreas), KHPEK 157217,220,233,234
va CD44va KHPEK 157
v5 CD44v5 KHPEK 7
Epithelien (Zervix, Lunge, Pankreas, Haut),
v6 CD44v6 Speicheldriisen, KHPEK 157,161,162,189,217-220
ﬂ CD44v7 hamatopoetische Progenitorzellen, KHPEK 157,235
F CD44v9 Epithelien (Zervix, Lunge) 162218
Leukdmische  und  Knochenmark-Zellen,
v10 CD44v10 Lymphozyten 236237
v8 | v9 | v10 CD44v8-10, CD44E Epithelien (z. B. Brust, Darm, Plattenepithel) =~ 233238240
v7 | v8 CD44v7-8 Epithelien (Pankreas) 241
v6 | v7 CD44v6,7 Epithelien (Pankreas) der Ratte 242
v7 | v8 [v9 |v10 CD44v7-10 Prostata-Adeno-Karzinom 158,243
apikaler ektodermaler Kamm der Extremitat,
v6 | v7 | v8 |v9 [vi0 CD44v6-10 Epithelien (Pankreas) nrn22e
apikaler ektodermaler Kamm der Extremitat,
v4 | v5 | v6 | v7 [v8 |v9 | v10 CD44v4-10 intestinale Stammzellen 229230
v2 |v3 |v4 [v5 |v6 |v7 |v8 [v9 |v10 CD44v2-10 Epithelien (Brust) 244
vd | v5 | v6 | v7 CD44v4-7 Epithelien (Pankreas) der Ratte 242,245,246
v3 |v4 |v5 |v6 |v7 [v8 |v9 |v10 CD44v3-10 apikaler ektodermaler Kamm der Extremitat 2%
v3 v8 [v9 | vi0 CD44v3, v8-v10 duktales Mammakarzinom 247
vl |[v2 [v3 [v4 |v5 [v6 [v7 |v8 |v9 [vi0 CD44v1-10h, CD44v2-10 Keratinozyten 28

Meine Literaturrecherche verdeutlicht noch einmal, dass Exon 11 in multiplen CD44-
Varianten, die von gesundem sowie von malignem Gewebe exprimiert werden,
vorkommt. Es kdnnte somit theoretisch sein, dass gegen CD44v6 gerichtete CAR-T-
Zellen nicht nur spezifisch an das CD44v6-Protein, sondern ebenfalls an Exon 11
exprimierende Kombinationsvarianten binden, was in Nebenwirkungen der Therapie in
den entsprechenden Organen resultieren kann. Allerdings wurden die Expressionsdaten
der Spleivarianten in den jeweiligen Geweben, Zelltypen und Tumoren praktisch immer
auf mMRNA-Ebene erstellt, so dass aus diesen Daten nicht klar ableitbar ist, ob und in

welchen Organen wirklich Nebenwirkungen zu erwarten sind.
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In dieser Arbeit wurde die Spezifitat unseres CD44v6-CARs flr Exon 11 durch die
Uberexpression von CD44v6 auf der Zelllinie UT24A gezeigt. Der CD44v6-CAR war in
der Lage, die CD44v6 berexprimierende Zelllinie (UT24A CD44v6*) sehr viel effizienter
als die mit dem Kontrollvektor transduzierten UT24A-Zellen (UT24A LV) zu lysieren. In
unserer Arbeitsgruppe wurden zusatzlich CRISPR/Cas9-basierte Knock-Out-Linien zum
Ausschalten der Zielantigene CD44 bzw. spezifisch CD44v6 in den CD44v6 stark-
exprimierenden Zelllinien UM11BCP46** ynd UM14CCP44v6*+* generiert. CD44v6-CAR*-
T-Zellen konnten diese CD44+/CD44v6- oder CD44-/CD44v6- Zellen nicht eliminieren.
Erst bei Uberexpression einer CD44v6-cDNA in den CD44 komplett negativen Zellen
war wieder eine Zytotoxizitat der CD44v6-CAR*-T-Zellen nachweisbar 2°2. Damit konnten
wir also beweisen, dass unser CAR ganz spezifisch Aminosauresequenzen in Exon 11
erkennt; wir konnten aber nicht differenzieren, ob auf den wildtypischen KHPEK-
Zelllinien Exon 11 alleine oder in Kombinationsvarianten exprimiert wird, auch wenn dies
die Effektivitat des CARs zunachst nicht beeintrachtigt.

Trotz der Spezifitat unseres CD44v6-CARs flir Sequenzen in Exon 11 besteht durch das
Vorkommen von CD44v6 auf unterschiedlichen Geweben die Gefahr von on-target off-
tumor Toxizitaten bei einer Therapie mit CAR-T-Zellen?*®. Aus diesem Grund muss die
Wahl eines passenden Zielantigens flir Malignomzellen nicht nur die spezifische CAR-
Bindung sicherstellen, sondern auch zusatzlich die potenziellen on-target off-tumor
Toxizitaten berlcksichtigen, die entstehen, wenn die CAR-T-Zellen das gewlinschte
Zielprotein/Epitop zwar erkennen, sich dieses jedoch nicht auf Tumorgewebe, sondern
Normalgewebe befindet und die Therapie dadurch mit schwerwiegenden

Nebenwirkungen behaftet sein konnte?*.

Bei CD44v6 als Zielantigen gibt es bereits praklinische Resultate aus Tiermodellen und
klinische Daten aus Phase I/lI-Studien zur Nutzung von spezifischen monoklonalen
Antikérpern beim Menschen. Stroomer et al. untersuchten in einer klinischen Studie die
Verteilung von Technetium-markierten, hochaffinen CD44v6-gerichteten murinen
monoklonalen Antikorpern (BIWA1) bei 12 KHPEK-Patienten, bei denen eine primare
Entfernung der Tumoren und eine Neck Dissection geplant war?®'. Bei Messungen der
Radioaktivitdt 40 Stunden nach Injektion zeigte sich, dass die Antikérper relativ
heterogen vom Tumorgewebe aufgenommen worden waren, wobei die applizierten
Dosen von 2, 12 oder 52 mg keine signifikanten Unterschiede erbrachten. Daneben
konnten auch minimale Aktivitdten in Mund, Lunge, Milz, Nieren, Knochenmark und
Skrotum nachgewiesen werden. Insgesamt wurde die Gabe des Antikdrpers sehr gut
vertragen — ohne drug-related adverse events, Allerdings entwickelten 11 der 12
Patienten Antikdrper gegen das murine Immunglobulin.
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Deshalb generierte die Gruppe zwei humanisierte Derivate von BIWA1, namlich den
niedrigaffinen BIWA4 und den hochaffinen BIWAS, die sich nur durch zwei Aminosauren
unterscheiden'’2. Die Affinitat beschreibt hier die Starke einer Bindung zwischen Antigen
und Antikérper, bei multivalenten Bindungen wird die Bindungsstarke als Aviditat
bezeichnet®®2, Borjesson et al. konjugierten den BIWA4-Antikorper mit (186)Re-
Radionukleotid und fiihrten eine Dosiseskalationsstudie an KHPEK-Patienten durch'"".
Dabei stellte sich heraus, dass sowohl die erste als auch die zweite Anwendung bis zu
einer Dosis von 60 mCi/m? gut toleriert wurde, aber neben dem Tumor vor allem die Haut
Radioaktivitat anreicherte und therapeutische Effekte sehr gering bis gar nicht
nachweisbar waren. Neutralisierende Antikérper traten nur noch bei zwei der 20
Patienten auf'’'. Fiir zwei weitere klinischen Studien aus den Jahren 2006 und 2008
153163 wurde BIWA4 an das Toxin Mertansin gekoppelt, um so selektiv auf CD44v6
exprimierende Tumore abzuzielen und diese abzutdten. Zwar konnte die Therapie den
Krankheitsverlauf bei zwei Probanden der einen Studie (stable disease) und drei
Probanden der anderen Studie (partial response) positiv beeinflussen, es kam jedoch zu
schweren Nebenwirkungen an der Haut (on-target off-tumor) mit Erythemen,
makulopapulésem Ausschlag, Blasenbildung und Abschuppung der Haut'®'63  Vor
allem in Hautbereichen, die mechanischem Stress ausgesetzt sind, war dies zu
beobachten. Die Hauttoxizitaten nahmen mit Dosiseskalation zu und traten 3-5 Tage
nach der Antikdrpergabe auf. Nach 2-3 Wochen war in den meisten Fallen ein Rickgang
der Hautveranderungen sichtbar. In einem Fall fihrte jedoch die Ausbildung einer
toxischen epidermalen Nekrolyse zum Versterben des Patienten®'63 woraufhin die
Studie und alle Parallelstudien gestoppt werden mussten. Somit ist tatsachlich davon
auszugehen, dass die on-target off-tumor Reaktivitdt ein limitierender Faktor fir ein

systemisches Targeting von CD44v6 ist.

Insofern ist es ein interessanter Ansatz, den Casucci et al. 2013 zur CD44v6-CAR-T-
Zell-Therapie von AML publizierten'®: Inr CD44v6-CAR-CD28-CD3(-Konstrukt basierte
auf dem hochaffinen BIWAS8-scFv und zeigte in vitro und in vivo im Mausmodell eine
spezifische Zytotoxizitdt gegeniber CD44v6-positiven AML-Zelllinien und primaren
AML-Blasten sowie bei Zelllinien und primaren Zellen von Patienten mit MM. Im
Mausmodell mit humanisierter Hamatopoese zeigten die Autoren, dass die off-target
Toxizitat der CD44v6-CAR-T-Zellen nur spezifisch gegen Monozyten gerichtet war: Es
kam lediglich zu einer reversiblen Monozytopenie'”°. Bei der Ko-Inkubation mit priméaren
Keratinozyten in vitro zeigten die Autoren deutliche Reaktivitadt der CAR-T-Zellen (60%
Elimination beim T-Zell- zu Zielzell-Verhaltnis von 1:1), behaupteten aber, dass die

Keratinozyten nicht getétet wurden (,not killed“) und dass es keine Induktion von
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Zytokinen gab'’®. Eine klinische Phase I/1I-Studie zu CD44v6-CARs fir AML und MM
wurde 2019 gedffnet und wird im Verlauf sicherlich Klarheit schaffen
(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04097301). Leider sind aber Informationen zu der
Studie bisher nicht veréffentlicht worden?53. Zwei weitere Phase |I-Multicenterstudien mit
CD44v6-CAR-T-Zellen wurden 2020 in China zur Behandlung diverser Tumorentitaten
(NCT04427449) wund von Brustkrebs (NCT04430595) mit 100 geplanten

Studienteilnehmern gestartet?®*, Ergebnisse stehen auch hier noch aus.

Einen mdoglichen Ansatz zur Steigerung der tumorspezifischen CAR-Bindung und
Verringerung von on-target off-tumor Toxizitaten stellt der Split-CAR-Ansatz dar. Die T-
Zellen tragen hierbei zwei CARs, die sich funktionell erganzen, indem sie scFvs von zwei
monoklonalen Antikorpern besitzen, um 2zwei Oberflachenproteine unabhangig
voneinander binden zu kénnen?®. In einem CAR-Konstrukt ist der scFv-Anteil an ein
oder zwei kostimulatorische Doméanen (z. B. CD28 und 4-1BB) gekoppelt, wahrend der
zweite CAR nur den zytoplasmatischen Teil der CD3(-Kette tragt, also ein klassischer
CAR der ersten Generation ist. Nur bei gleichzeitiger Bindung beider Zielantigene auf
den Tumorzellen kommt es zur vollstandigen T-Zell-Aktivierung mit T-Zell-Proliferation

und Zytokinproduktion sowie Anti-Tumor-Aktivitat?®,

Aufgrund der vielfaltigen Expression von CD44v6 auf malignen Zellen eignet sich dieses
Zielantigen bei diversen Entitaten fiir ein Split-CAR-Modell'®522% wobei allerdings nicht
jede Kombination auch sinnvoll ist. Bei KHPEKS ist neben CD44v6 eine hohe Expression
von EGFR von ca. 80 % bekannt'. Die Nutzung beider Antigene als Split-CAR ware
zwar mdglich, allerdings werden sowohl CD44v6 als auch EGFR auf Keratinozyten der
Haut und Schleimhaut exprimiert, sodass die Gefahr von Hauttoxizitaten weiterhin
bestehen bliebe. Hier ist eine ideale Kombination von zwei Antigenen zu finden. Im
besten Fall koénnte im Sinne eines personalisierten Therapieansatzes ein
Expressionsprofil aus einer Tumorbiopsie erstellt werden, um fir den Patienten
geeignete Zielantigene auszuwahlen. Nach klinischer Etablierung diverser CARs ist
dann ein flexibles Baukastenprinzip fir CAR-Kombinationen in Abhangigkeit des

Tumorexpressionsprofils denkbar.
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4.2 CAR-Optimierung zur Therapiekontrolle

Das Auftreten schwerwiegender Toxizitdten nach der Applikation von CAR-T-Zellen
kann dazu fuhren, dass die CAR-T-Zell-Wirkungen im Patienten gehemmt oder sogar
ausgeschaltet werden muss. Hierbei kann man Sicherheitsmechanismen anwenden, die
bereits bei der massiven Aktivierung der CAR-T-Zellen eingesetzt werden kdnnen oder
die erst nach der Aktivierung ein rasches Eingreifen zur Inaktivierung der CAR-T-Zellen

ermoglichen#.

Eine haufige Nebenwirkung von CAR-T-Zellen bei hamatologischen Malignomen ist die
Entwicklung eines Zytokinfreisetzungssyndroms (Cytokine-release-Syndrome,
CRS), das nach der Antigenerkennung durch einen CAR und maximale gleichzeitige T-
Zell-Aktivierung als on-target Toxizitat eintreten und mit Symptomen wie Fieber, Fatigue,
Ubelkeit und Erbrechen, Hautverdnderungen, Tachykardie, Dyspnoe, Hypotonie und
Delir einhergehen kann2%¢, Bei einem CRS sind auch andere Zellen des Immunsystems,
wie z. B. T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen etc. und andere Organe beteiligt?>>”. Man
klassifiziert die Starke des CRS nach 5 Graden in milde (1), kurze (2), prolongierte (3),
lebensbedrohliche (4) und tédliche (5) Verlaufe. Die Zytokine, die bei einem Grad 5 CRS
,sturmartig“ ausgeschiittet werden, konnen ein Herz-Kreislaufversagen auslosen®’.
Morgan et al. haben 2010 einen Fall einer Patientin mit metastasiertem Kolonkarzinom
verdffentlich, die 15 min nach dem Erhalt von ErbB-CAR-T-Zellen einen Zytokinsturm

mit z. B. Zunahme von IFN-y, IL-6 und IL-10 erlitt und fiinf Tage spéater verstarb?®.

Ein seit langem verbreiteter Ansatz zur Kontrollierbarkeit bei zelluldren Therapien mit T-
Zellen ist die Integration eines Suizidgens in den Vektor?*4?%°, Die meisten dieser
Suizidgene kodieren fur Enzyme, die aus nicht-toxischen Prodrugs toxische Metabolite
entstehen lassen, sodass die Suizidgen-positiven Zellen komplett und spezifisch
eliminiert werden kénnen?®. Die Expression des integrierten Suizidgens darf sich ohne
das Prodrug nicht negativ auf die T-Zell-Proliferation und -viabilitat auswirken?204.261.262,
Inzwischen sind diverse Suizidgensysteme entwickelt worden?®. Fiir die in vivo Nutzung
gut charakterisiert ist die Herpes-Simplex-Virus-Thymidin-Kinase (HSV-tk) mit
Ganciclovir als Prodrug'®. In einigen Studien wird dabei Uber die Immunogenitat des
viralen Enzyms berichtet, die bei immunkompetenten Patienten zur Lyse der Transgen-
positiven Zellen durch das patienteneigene Immunsystem fiihrte?642%5, Als alternatives
System wurde das induzierbare humane Caspase 9 (iCasp9)/AP1903-System etabliert,
das bereits mehrfach in klinischen Studien eingesetzt wurde und bei dem keine
Immunogenitat bekannt ist?®®. Durch die Prodrug (AP1903)-vermittelte Dimerisierung

des FK506-Bindungsproteins fusioniert mit den zytoplasmatischen Signaldomanen des
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humanen Caspase 9-Proteins werden Apoptose-Signale Uber eine mitochondriale
Kaskade eingeleitet und der Zell-Suizid sehr effizient ausgelost?®’. AP1903 ist ein kleines
synthetisches Molekiil, das anders als Ganciclovir keine klinische Anwendung hat?®®. Bei
Leukadmie-Patienten, bei denen aufgrund einer Graft versus Host Disease (GVHD) ein
rasches Ausschalten der Spender-T-Zell-Aktivitat notwendig war, wurde iCasp9-basiert
eine Zelldepletion von 90 % innerhalb von 30 min erreicht, ohne dass weitere
systemische Nebenwirkungen feststellt wurden?*®. Es gibt zwar keine bestehenden
Studien zu CD44v6-CAR-T-Zellen in  Verbindung mit iCasp9-basierten
Suizidgensystemen, aber fir CD19, GD2 und Mesothelin als Zielantigene laufen aktuell
klinische Studien zur CAR-T-Zell-Therapie in Kombination mit iCasp9, deren Ergebnisse
es abzuwarten gilt?®4%6,  Momentan stellt das iCasp9-Systems eines der
vielversprechendsten standardisierten Suizidgensysteme in Verbindung mit CAR-T-Zell-

Therapien dar.

Zwei Arbeiten zu EGFR- und ErbB2-CARs untersuchten die Wirkung von CARs mit
reduzierter Affinitat’®’” als potenziellen Sicherheitsmechanismus der CAR-Therapie.
Da die als Zielstrukturen genutzten Antigene auf den Tumorzellen praktisch immer
Uberexprimiert sind, kann man niedrigaffine CARs nutzen, die besser zwischen Normal-
und Tumorgewebe unterscheiden, sodass on-target off-tumor Nebenwirkungen
verringert werden kénnen. Bei hoher Expression des Zielantigens auf dem Tumor ist
eine Elimination der Tumorzellen durch niedrigaffine CARs eher zu erwarten als eine
Toxizitat gegenuber normalen Zellen. Es kommt zwar zu weniger toxischen Effekten,
aber auch zu einer geringeren Lysewirkung gegeniiber dem Tumor?™®. Zusatzlich ist
dadurch die Heterogenitat der Zielantigenexpression auf den malignen Zellen in soliden
Tumoren problematisch, da Tumorzellen mit geringerer Expression von den T-Zellen

nicht mehr eliminiert werden.

Nach einem grundséatzlich ahnlichen Prinzip der doppelten Bindung wie bei den Split-
CARs funktioniert das Modell der Signalinhibition zur Therapiekontrolle. Hierbei
handelt es sich um eine Anpassung der CAR-Therapie, die imstande ist, Toxizitaten zu
reduzieren, indem neben dem eigentlichen zweite Generation-CAR ein inhibitorischer
CAR (iCAR) auf der gleichen T-Zelle exprimiert wird, der gegen ein Antigen auf
Normalgewebe gerichtet ist. Nach Bindung durch den CAR wird ein inhibitorisches
Signal induziert, sodass keine T-Zell-Aktivierung stattfindet, auch wenn das aktivierende
CAR-Konstrukt das Zielantigen auf den malignen Zellen bindet®’°?"'. Fedorov et al.
nutzen in vitro einen CD19-CAR mit CD3 und CD28 als kostimulatorische Domanen
zusammen mit einem inhibitorischen CAR (iCAR) gegen Prostata-spezifisches
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Membran-Antigen (PSMA), das sich neben Prostatamalignomen auch auf Leber-,
Nieren-, Darm- und Gehirnzellen befindet, und konnten zeigen, dass es lediglich zu einer
T-Zell-Aktivierung kam, sofern kein PSMA-tragendes Gewebe gebunden war?’2, Dieser
Ansatz ist in den letzten 10 Jahren nicht wirklich weiter verfolgt worden, da es schwierig
ist, fur beide CAR-Konstrukte gleichmaRige und aufeinander abgestimmte

Expressionslevel zu erreichen.

4.3 Probleme und Lésungen zur Behandlung solider Tumorentitaten

Der Erfolg der CAR-T-Zell-Therapie zur Behandlung hamatologischer Erkrankungen
konnte bislang leider nicht auf solide Tumore Ubertragen werden, da die Heterogenitat
der Tumorantigene solider Tumore, die Tumor-Erreichbarkeit und das inhibitorische

TME die CAR-Etablierung auf diesem Gebiet vor grofte Herausforderungen stellen'?.

Die genetische Instabilitat und epigenetische Veranderungen von Tumoren verursachen
Immunevasionsprozesse (Tumor Antigen Escape), die bewirken konnen, dass
Antigene an der Tumorzelloberflache mutationsbedingt verandert werden und/oder nicht
mehr auf jeder Tumorzelle auf gleichhohem Expressionslevel vorhanden sind?”3. Ein Teil
der Tumorzellen wird dann durch die CAR-T-Zellen nicht angegriffen, was die Effektivitat
der Therapie deutlich reduziert® und im schlimmsten Fall zum Therapieversagen und
Rezidiven fuhren kann. Diese heterogene Expression der Zielantigene und das
individuelle Antigenprofil sogar innerhalb eines Tumors schrankt die Auswahl der
Antigene je nach Tumorentitdt stark ein'®', da fir die Therapie ausgewahlte
Tumorantigene nicht auf allen Zellen des Tumors exprimiert werden. Wir konnten zeigen,
dass CD44v6 zwar auf KHPEK-Zelllinien zu 12 % bis 98 % exprimiert wird, die grof3e
Streubreite weist aber bereits auf die Schwierigkeit hin, homogen exprimierte

Zielantigene zu finden.

Die Designvariante des SUPRA-CARs (split, universal and programmable CAR) kénnte
genutzt werden, um trotz der Heterogenitat alle Zellen innerhalb eines Tumors zu
lysieren®’4275, Der CAR dient hierbei als universales Konstrukt, an das kurze Adapter
gekoppelt werden, die separat appliziert werden und mit ihren scFv-Anteilen mehrere
ausgewahlte Antigene binden. Bei heterogenen Antigenexpressionsprofilen auf
Tumoren lassen sich somit mehrere Zielantigene auf einmal durch ein universales CAR-
Konstrukt angreifen?’42’5, Die Halbwertszeit der Adapter im Blut ist mit Stunden bis
Tagen vergleichsweise gering, sodass die Therapie einen reversiblen Ansatz darstellt,

der eine regelmalige Applikation der Adapter erfordert und dadurch per se einen
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Sicherheitsmechanismus beinhaltet?’®. Gerade im Sinne des personalisierten
Therapieansatzes in der CAR-T-Zell-Therapie konnten SUPRA-CARSs zukiinftig auch bei
KHPEK von Bedeutung sein.

Aulerdem kann der Antigenheterogenitat durch die Nutzung multispezifischer CARs
entgegengewirkt werden. Hierzu kénnten Tandem-CARs, die zwei scFvs beinhalten,
verwendet werden. Beide variablen scFvs werden dabei in einem einzelnen CAR-
Konstrukt vereint und ber einen Peptidlinker verbunden®, sodass eine Aktivierung der
CAR-T-Zelle schon nach Bindung eines der beiden scFvs erfolgt. Bei einer weiteren
CAR-Variante, den Doppel-CARs, werden einfach zwei komplette CARs mittels des
gleichen Gentransfervektors in die T-Zellen eingebracht?’’. T-Zellen, die Tandem- oder
Doppel-CARs exprimieren, sind durch die Mdglichkeit der Kombination hochaffiner
scFvs in der Lage, Tumorzellen effektiv zu lysieren, auch wenn diese nur geringe
Mengen jedes einzelnen Antigens exprimieren. Allerdings ist hier bei systemischer
Anwendung/intravendsen Gaben der CAR-T-Zellen die on-target off-tumor Toxizitat
noch hoher einzuschatzen. Fur solide Malignome waren deshalb intratumorale
Injektionen denkbar, wie dies z. B. mit einem PanErbB-CAR gegen KHPEK-Zellen
bereits in einer Phase I/II-Studie durchgefiihrt wurde?’®. Obwohl bisher nur
Zwischenergebnisse publiziert wurden, ist klar, dass KHPEK fiir direkte CAR-Injektionen
im Allgemeinen gut zuganglich sind und dass selbst bei Injektionen von 107 bis zu 10°
T4 PanErbB-CAR*-T-Zellen praktisch keine CAR-T-Zellen in der Peripherie nachweisbar
waren, sodass keine on-target off-tumor Toxizitaten auftraten?’®. Versuche der direkten
Injektion von mRNA c-MET-CAR*-T-Zellen beim Mammakarzinom zeigten ebenso eine
CAR-T-Zell-Anreicherung im Tumor ohne systemische Nebenwirkungen der CAR-T-
Zell-Gaben?”®. Auch bei verschiedenen Hirntumoren wurde widerholte Injektionen von
CAR-T-Zellen in das Tumorareal gut und ohne systemische Nebenwirkungen
toleriert®%280, Wir favorisieren deshalb die direkte Applikation der CAR-T-Zellen in den
Tumor, da so hochaffine CAR-Konstrukte genutzt werden kénnten und durch weitere
genetische Modifikationen der CAR-T-Zellen zudem ihre Widerstandsfahigkeit

gegenuber dem komplexen TME gesteigert werden kdnnte.

Selbst wenn geeignete CAR-Antigene identifiziert wirden, die von den CARs in
unterschiedlichen Design-Varianten erkannt wirden und die CAR-T-Zellen gegen die
malignen Zellen reagieren lief3en, wirden bei soliden Tumoren die Effekte und Einflisse
des Tumormikroenvironment (TME) die Aktivitdt der Immuneffektorzellen
behindern'®, Das TME von solide Malignome bildet ein immunsuppressives Netzwerk
von nicht-malignen Zellen (cancer-associated fibroblasts, myeloid-derived suppressor
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cells, M2-Makrophagen, regulatorische T-Zellen), immunsuppressiven I6slichen
Faktoren (TGF-B, IL-10, Adenosin, Prostaglandin E2) und Extrazellularmatrixmolekulen,
das die CAR-T-Zell-Invasion, -Funktion und -Persistenz hemmt und ganz wesentlich zu
der schwierigen Therapierbarkeit der soliden Tumore beitragt''®. TGF-B wird von
Tumoren freigesetzt, was die Ansammlung immunsuppressiver Zellen und eine
Hemmung der T-Zell-Aktivierung und -proliferation begunstigt. Zusatzlich entsteht eine
metabolisch unglnstige Tumorumgebung mit hohem Laktatspiegel, saurem pH, Hypoxie
und oxidativem Stress'?. Bei soliden Tumoren findet im Stroma eine parakrine Sekretion
von Zytokinen und Wachstumsfaktoren statt, die ein Tumorwachstum férdern®. Die
inhibitorische Rezeptoren auf den CAR-T-Zellen wie z. B. CTLA-4 oder PD-1 werden
durch die Expression von Checkpoitinhibitoren auf den Tumorzellen und auch auf den

nicht-malignen Zellen im TME gehemmt?"".

Aspekte des TME kénnen jedoch flr die Therapie-Optimierung genutzt werden. Die
Kombination von einem Tumorantigen und einem Antigen, das nicht vom Tumor selbst,
aber in der Tumorumgebung exprimiert wird, ware z. B. fir ein Split-CAR-Design
denkbar und koénnte auf Stromabestandteile, VEGF-Rezeptoren (VEGFR) oder das
Zellendothel abzielen''®. Alternativ konnte Uber die zusatzliche direkte Injektion von IL-
12 in das jeweilige Tumorareal eine T-Zell-Aktivierung vor Ort erfolgen. IL-12 stimuliert
T-Zellen und macht sie gegeniiber dem TME resistenter?®'. Bei effektiver Dosierung
kann eine Aktivierung der T-Zellen ohne systemische Nebenwirkungen den
Therapieerfolg verbessern?®2. Die Problematik, dass das Eindringen der CAR-T-Zellen
in den Tumor (Trafficking) durch mechanische Barrieren erschwert ist, kann durch
direkte Injektionen umgangen werden'?*283  Daneben konnten Enzyme, die die
Bestandteile dieser Barrieren zersetzen, beispielsweise Kollagenase, auch das
Trafficking in den und innerhalb des Tumors verbessern, was im Mausmodell bereits
erfolgreich getestet wurde'®. Auch externe Zusatzverfahren sind denkbar, um die
Persistenz im Tumorgebiet zu gewahrleisten: Sanz-Ortega et al. haben beispielsweise
T-Zellen mit magnetischen Nanopartikeln ausgestattet, um diese mithilfe von

Magnetfeldern im Tumorgebiet anzureichern??4.

4.4 Potenzial von CAR-T-Zellen in Kombinationstherapien

Zwar ware eine kosteneffiziente CAR-T-Zell-Monotherapie mit bestmdglicher
Wirksamkeit winschenswert, um die CAR-Therapie aber an die Anforderungen solider
KHPEK anzupassen, sind aus unterschiedlichen Grinden zuklnftig alternative

Effektorzellen und Kombinationstherapien sinnvoll.
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Die bisher zugelassenen autologen CAR-T-Zell-Therapien sind sehr teure
individualisierte Therapien. Die Behandlung mit einer Dosis CAR-T-Zellen der Firma
Novartis gegen CD19 betrug initial 475.000 US-Dollar, wobei zwischen 150.000 bis
200.000 US-Dollar zusatzliche Kosten fiir die arztliche Betreuung und Behandlung von
Komplikationen anfielen?®S. Bei chemotherapeutisch vorbehandelten Patienten kann es
zudem zu einer Dysfunktion der autologen T-Zellen kommen, die die ex vivo Herstellung
von CAR-T-Zellen erschwert oder sogar unmoglich macht?®, sodass allogene CAR-
Produkte attraktiv waren, die als off the shelf-Therapie schnell verflgbar,
kostenguinstiger produzierbar und bei jedem Patienten anwendbar sind. Allerdings
macht die extreme hohe Wahrscheinlichkeit einer GvHD durch die allogenen
Effektorzellen es erforderlich, hier einen Knock-Out des endogenen TCRs auf den CAR-
T-Zellen — z. B. durch CRISPR/Cas9%” — durchzufiihren®®, so dass die CAR-T-Zellen
die fremden HLA-Molekile nicht erkennen kénnen. Eine praktisch nicht existierende
Gefahr einer GvHD ist mit der Nutzung alternativer Immunzellen wie naturlicher
Killerzellen (NK-Zellen) verbunden, die keiner HLA-Restriktion auf eigene/autologe
Zellen unterliegen und trotzdem als professionelle Immuneffektorzellen zytotoxisch
wirken?®, Fur die Herstellung der CAR-NK-Zellen kénnen diese Zellen relativ einfach in
grolier Anzahl aus dem apharesierten Blut gesunder Spender oder aus Nabelschnurblut
gewonnen werden?®, Ein Sicherheitsvorteil liegt auch in der Kurzlebigkeit von NK-
Zellen, was zwar zu einer geringeren Expansion und Persistenz der Zellen im Tumor

fuhrt, aber auch Toxizitaten minimiert28°.

Lokale Injektionen der Effektorzellen in das Tumorareal sind die sicherlich
vielversprechendste Applikationsform der Therapie, sowohl bei CAR-T- als auch bei
CAR-NK-Zellen. Die gute Erreichbarkeit der KHPEK-Tumorlokalisationen spricht ebenso
fur die derartige Anwendung, zumal dabei die Notwendigkeit einer immunsuppressiven

Chemotherapie zur Lymphodepletion wegfallen wiirde.

Die intratumorale CAR-Therapie schliel3t Kombinationsansatze nicht aus. Bei der
Kombination der CAR-T-Zell-Therapie mit Immun-Checkpointinhibitoren wird durch
die Hemmung immuninhibitorischer Signale die Immunantwort gegentuber den CAR-T-
Zellen minimiert und der CAR-Effekt dadurch unterstitzt. In einem potenziellen Ansatz
kénnten CAR-T-Zellen dem Patienten lokal verabreicht werden und zusatzlich
Checkpointinhibitoren systemisch appliziert werden, um eine lokale Tumorelimination zu
bewirken %021 Alternativ ware es moglich, CAR-T-Zellen so zu modifizieren, dass sie
selbst vor Ort Checkpointinhibitoren sezernieren, um die intratumorale T-Zell-Persistenz

und Wirkung der Effektorzellen zu steigern?%22%, Auch ohne die Kombination mit CARs
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zeigte die PD-1-Signalinhibition mittels Checkpointinhibitoren in der Vergangenheit ein
besseres Gesamtuiberleben der Patienten als bei den Standardtherapien?®*. Hier ist zu
prifen, ob das durch die Wirkung von CARs potenziell weiter steigerbar ware. Die
Effizienz der Immuntherapie mit Chekpointinhibitoren scheint allerdings nicht alleinig von
der PD-L1-Expression des Tumors und der infiltrierenden Immunzellen abhangig zu
sein, weshalb bei diesen Kombinationsansatzen auch andere Checkpoints (B7-H3,
TIGIT, TIM3, LAG3) Beachtung finden und bezlglich der Optimierungsstrategien fur die

Therapie beriicksichtigt werden sollten?%.

Um die Immunogenitat der Tumoren zu modifizieren, ist die Kombination von CAR-T-
Zellen mit epigenetischen Substanzen denkbar. An der Entwicklung von Tumoren wie
KHPEKSs sind Regulationsmechanismen der Epigenetik, also u. a. Modifikationen der
DNA und Histone, beteiligt, die mitunter von Histondeacetylasen (HDACs) und DNA-
Methyltransferasen  (DNMTs)  vermittelt ~ werden?®.  Normalerweise  sollten
Histonacetylasen und -deacetylasen im Gleichgewicht stehen, um regelrechte DNA-
Transkriptionen zu ermoglichen. Beim Ungleichgewicht der Enzyme kann es zu
Zellentartungen und Tumorprogression kommen; beispielsweise aufgrund einer HDAC-
Uberexpression, wie sie bei KHPEK bereits nachgewiesen wurde?®’. Die Inhibition der

HDACSs stellt einen moglichen Ansatz zur epigenetischen Regulation dar.

Unterschiedliche DNA-Methylierungen koénnen die Gen-Transkription zusatzlich
beeinflussen. Die Hypermethylierung von z. B. Tumorprotein 53 bei KHPEK bewirkt,
dass das Tumorsuppressorgen stillgelegt wird?®®. Im Gegensatz zu genetischen
Mutationen ist der Funktionsverlust der Gene bei epigenetischen Mechanismen aber
reversibel und durch das Ausschalten dieser Mechanismen eine regelrechte
Transkription wieder erreichbar?®. Decitabin ist als DNMT-Inhibitor eine mdgliche
epigenetische Substanz, die zur Anpassung der Immunogenitat von Tumoren bereits

getestet wurde.

Mitglieder unserer Arbeitsgruppe publizierten 2021 Daten zur Anwendung von Decitabin
bei soliden Blasenkarzinom-Zelllinien in Kombination mit CAR-T-Zellen und
beschrieben, dass erstens TAAs auf den Zielzellen hochreguliert, zweitens die
Tumorzellapoptose durch Herunterregulation von anti-apoptotischem BCL2L1 und
Hochregulation von pro-apoptotischem BID, die zur BCL2-Familie gehéren und einen
Komplex zur Offnung der Mitochondrienmembran bilden, begunstigt, und drittens die
Toxizitdt der Effektorzellen Uber u. a. Chemokinfreisetzungen zur T-Zell-Aktivierung
gesteigert wurde3®. Laufende Studien zur Gabe von Decitabin bei soliden Tumoren

werden erste Erkenntnisse liefern, um die direkte Gabe von z. B. Inhibitoren von

59



Diskussion

Mitgliedern der BCL2-Familie in Kombination mit CAR-T-Zellen bei KHPEK-Patienten zu

etablieren.

Insgesamt wird deutlich, dass die CAR-T-Zell-Therapie als personalisierter
Therapieansatz eine wegweisender Neuerung im Bereich der Immuntherapie von
KHPEK sein kann, sofern die Komplexitat solider Tumore im Ganzen bericksichtigt wird
und eine Kombinationstherapie etabliert wird, die durch die Integration von
Sicherheitsmechanismen kontrollierbar, durch Strategien gegen das TME effektiv
applizierbar und durch die Kombination mit anderen Ansatzen wie der Checkpoint-
Inhibition oder epigenetischen Substanzen mdglichst spezifisch angreifen kann, um die
dringend notwendige Verbesserung des Uberlebens von KHPEK-Patienten zu
erreichen. CD44v6 stellt als universell exprimiertes und KHPEK-assoziiertes Antigen

eine vielversprechendes Zielantigen fur einen CAR fur dieses Vorhaben dar.
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