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Abstract

Adoptive immunotherapy with chimeric antigen receptor grafted, tumor-reactive
T-cells is a promising strategy for treatment of progressive malignant diseases.
However, modified T-cells showed insufficient selectivity for tumor cells in
clinical studies. This lack of selectivity recently led to fatal side effects of CAR-
grafted T-cells due to recognition of healthy cells und induction of massive
autoaggression. Simultaneous recognition of two antigens by two different
CARs is a possible way to solve this problem.

To address this issue, T-Lymphocytes with coexpression of two CARs with
different specificities were studied in this thesis. These bispecific T-cells were
generated by means of retroviral cotransduction of the individual CARs or
transfer of a bicistronical gene expression cassette. CARs with a 1gG; spacer
domain show preferred dimerisation. Association of the CARs caused
homodimer as well as heterodimer formation. The efficiency of T-cell activation
is controlled by the configuration of CARs and, furthermore, was enhanced by
use of the fused intracellular signaling domains of CD28 and CD3¢, compared
to coexpression of individual CD28 and CD3¢ CARs. Bispecific T-cells offered
significantly enhanced selectivity for coexpressed antigens, increasing T-cell
activation by binding of the second antigen. At the same time, the activation
threshold of bispecific T-cells was increased, so that cells with a low antigen

expression were not recognized any longer.

By use of this strategy, CAR modified T-cells are desensitized to healthy cells
with a single antigen and provided with recognition of antigen patterns. Hence,
coexpression of two CARs with different specificities can outmatch the
modification of T-cells with a single CAR, offering improved selectivity of a

targeted adoptive T-cell therapy.
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Einleitung

1. Einleitung

Die mit 60% aller Todesfélle pro Jahr weltweit haufigste Todesursache stellen
Erkrankungen des Herz- und Kreislaufsystems, Diabetes, chronische
Atemwegserkrankungen und die neoplastischen Erkrankungen dar. Nachdem
bis Anfang der 1990er Jahre der Anteil der neoplastischen Erkrankungen
aufgrund von verbesserter Diagnostik und steigender Lebenserwartung stieg
(Koh 1991), wurde in den Industrielandern eine Stagnation und in einigen
Bereichen eine Abnahme der Sterberate beobachtet (NCI, cancer trends
progress report 2009/2010). Insbesondere in Landern mit niedrigem bis
mittlerem Lohnniveau erwartet die Weltgesundheitsorganisation WHO jedoch
eine kontinuierliche Zunahme an Krebstoten von 5,5 Millionen im Jahr 2005 bis
auf 8,9 Millionen im Jahr 2030 (WHO, 2007). Dabei werden 90% aller
Todesfélle durch die Therapieresistenz metastasierender Tumoren verursacht
(Fidler 2002; Fidler 2003). Die wichtigsten Aufgaben zur erfolgreichen
Bekampfung neoplastischer Erkrankungen sind die Pravention, die
diagnostische Friherkennung und die effiziente therapeutische Behandlung. Zu
den klassischen therapeutischen Maflinahmen z&hlen bisher die chirurgische
Versorgung, die Bestrahlung und die zytostatische Chemotherapie. Die
operative Entfernung hat sich insbesondere bei spat metastasierenden soliden
Tumoren bewabhrt, ist jedoch bei frih metastasierenden Tumoren, beim Befall
lebenswichtiger Organe und Leukamien ungeeignet. Da neoplastische
Erkrankungen eine unlimitierte Proliferation maligne transformierter somatischer
Zellen darstellt, sind wenige residuale Tumorzellen ausreichend, um eine

Remission der Krankheit nach initial erfolgter Therapie auszulésen.

1.1 Molekulare Therapien

Die Chemo- und Bestrahlungstherapien beruhen auf gezielter Bekdmpfung sich
schnell teilender Zellen. Transformierte Zellen haben im Vergleich zu gesunden
Zellen ein eingeschranktes Regenerationsvermodgen und sind sensitiver
gegeniber Strahlungsschéaden der DNS. Daher wird die Bestrahlung haufig als

Begleittherapie zur operativen Entfernung eingesetzt. Der Einsatz von
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Zytostatika in der Chemotherapie wirkt ausschlie3lich auf Zellen mit einer
hohen Proliferationsrate und verursacht so ebenfalls die Eliminierung
neoplastisch transformierter Zellen. Der Nachteil der klassischen Chemo- und
Strahlentherapie ist deren hohe systemische Toxizitat. Durch die hohe
Strahlendosis, die notwendig ist, um moglichst viele Tumorzellen zu erreichen,
werden auch gesunde Zellen eliminiert, so dass klinisch relevante
Nebenwirkungen auftreten (Berkey 2010). Diese umfassen Hautveranderungen
und chronischen Erschépfungszusténde, Beeintrachtigungen des
Verdauungstraktes, Haarausfall, eine Organschadigung je nach lokaler
Behandlung und Langzeiteffekte wie Unfruchtbarkeit. Ein ebenso breites
Spektrum  unerwinschter Wirkungen verursachen die zytostatischen
Chemotherapeutika (Schuell et al. 2005; Weiss 2010; Curigliano et al. 2010).
Insbesondere  gesunde  Zellen mit  hoher  Zellverdopplung, wie
Schleimhautepithelzellen, Haarfollikelzellen und Zellen, die an der
Hamatopoese beteiligt sind, werden eliminiert. Neben den fir die Bestrahlung
beschriebenen Symptomen kommt es zu einer Schadigung des Immunsystems.
Da metastasierende Tumore mit zunehmender Behandlungsdauer resistent
gegenuber diesen klassischen Therapien werden, mussten
Behandlungsstrategien entwickelt werden, die das Immunsystem als Effektoren

gegen Tumorzellen rekrutieren (Dexter und Leith 1986; Schor 2009).

Durch die Identifikation sogenannter Tumor-assoziierter Antigene (TAA) und
von Proteinen, welche bei der Karzinogenese eine wichtige Rolle spielen,
konnte die Spezifitdt der Tumorerkennung deutlich erhéht werden. Mit Hilfe
dieser neuen Zielstrukturen wurden einerseits spezifische Inhibitoren generiert,
die in zielgerichteten Therapien eingesetzt werden. Zu den momentan
eingesetzten zielgerichteten Therapeutika (Gutierrez et al. 2009; Biswas und
Eisen 2009) zahlen beispielsweise die Tyrosin-Kinase-Inhibitoren Imatinib und
Gefitinib oder Angiogenese-Inhibitoren wie der VEGF-spezifische monoklonale
Antikérper Bevazizumab. Andererseits flhrte die Generierung von
monoklonalen Antikérpern, die spezifisch fir Tumorantigene sind, zur
Entwicklung der Antikorper-gerichteten Therapien. Hierbei werden den
Patienten AntikOrper wie Dbeispielsweise Rituximab (Anderson et al. 1997)

verabreicht, die an das Antigen des Tumors binden und mit Hilfe des
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korpereigenen Immunsystems eine spezifische Zytolyse der transformierten
Zellen bewirken. Zytokine wie Interleukin-2, das in der Tumortherapie
eingesetzt wird (Atkins et al. 1986; Rosenberg et al. 1998), kénnen mit
Antikdrpern zu Immunzytokinen fusioniert werden und eine Verstarkung der
Antikorper-vermittelten zellularen Zytotoxizitat bewirken (Davis und Gillies
2003). Weitere Antikorper-gerichtete Therapien stellen Verknipfungen TAA-
spezifischer  Antikérper mit  Toxinen, Enzymen, Chemo-  oder
Strahlentherapeutika und Pharmazeutika dar, die nach spezifischer Bindung an
Tumorzellen internalisieren und zur Eliminierung der Tumorzellen fihren.
Insgesamt wird durch die Strategie der Antikérper-gerichteten Therapien die
Toxizitat systemisch verabreichter Therapeutika durch die Akkumulation am
Tumor verringert. Aufgrund der hohen Spezifitat stellt diese Therapieform eine
den Standardtherapien an Vertraglichkeit tberlegene Behandlungsmethode
dar. Eine Wirksamkeit in vielen Neoplasien wie z.B. dem nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom (NSCLC) hangt allerdings von Faktoren wie der Expression

bestimmter Tumorantigene ab.

1.2 Zellulare Immuntherapien

Mit zellularen Immuntherapien versucht man, die Immunzellen des Patienten
als Therapeutika einzusetzen, so dass eine zytolytische Eliminierung der
Tumorzellen bewirkt wird. Dabei erhofft man sich insbesondere durch die
Nutzung der lytischen Aktivitat und des Aufspirens von residualen Tumorzellen
Vorteile bei frih metastasierenden Tumoren. Der adoptive Transfer von
Lymphokin-aktivierten Killerzellen (LAK) war eine der ersten Entwicklungen zu
dieser Strategie (Grimm et al. 1982). Dabei wurden autologe Lymphozyten von
Tumorpatienten ex vivo mit Hilfe von Interleukin-2 expandiert und dem
Patienten injiziert. Die Nachteile des Verfahrens sind hohe Toxizitat, geringe

Akkumulation am Tumor und die Inhibition transferierter Zellen im Tumormilieu.

Der Transfer allogener T-Zellen stellt eine weitere Methode zur zellularen
Therapie von Tumorerkankungen dar. Allogene T-Zellen werden beispielsweise

aus dem peripheren Blut eines Spenders gewonnen und ex vivo in Gegenwart
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von IL-2 oder Tumorantigen-spezifisch mit Tumorzellen des Empfangers
expandiert. Damit werden zytotoxische Immunzellen vermehrt, die tGber eine
polyklonale Spezifitdt gegentiber den Tumorzellen des Empfangers verflgen.
Insbesondere nach hamatopoetischer Stammzelltherapie hat sich diese
Therapieform als wirksam erwiesen, um eine anhaltende Remission zu erzielen.
Mit der ex vivo Expansion allogener Immunzellen wurden allerdings auch
sogenannte HLA-alloreaktive Zellen vermehrt, die im Empfanger zur Graft-
versus-Host-Reaktion (GvHD) fiihrten. Das Risiko fur eine GvHD, bei der die
Spenderzellen das gesunde Gewebe des Empfangers angreifen, wird vor allem
durch unterschiedliche HLA-Klasse Il Antigene erhoht. Zur Vermeidung einer
GvHD werden alloreaktive Zellen vor dem adoptiven Transfer depletiert.
Weitere Nachteile dieser Methode sind eine unbekannte Spezifitdit gegen die
Empfangerzellen und damit das Risiko von Nebenwirkungen sowie einer
eingeschrankten Wirksamkeit. Ahnlich dem Mechanismus der beschriebenen
LAK-Zellen kdénnen aber auch allogene, nicht HLA-identische, zytotoxische
Zellen in einer Tumortherapie eingesetzt werden. Die Nachteile ergeben sich

aus der Moglichkeit einer GvHD sowie der geringen Akkumulation am Tumor.

Eine Weiterentwicklung der ex vivo Expansion von weitgehend Tumor-
spezifischen Immunzellen ist die adoptive Therapie mit Tumor-infiltrierenden
Lymphozyten (TIL). Dabei werden die Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TIL)
den Tumorlasionen entnommen, ex vivo expandiert und in grofRer Anzahl dem
Patienten zurlckgegeben. Erste Studien haben jedoch gezeigt, dass das
Erkennungspotential von verwendeten unselektierten Immunzellen nicht
ausreichte, um Standard-Immuntherapien zu verbessern (Rosenberg et al.
1993). Daher wurde wéahrend der Expansion die Tumorantigen-Spezifitdt der
Immunzellen durch Kultivierung in Gegenwart von Zellen der Tumorlasion
selektiert. Diese adoptive Immuntherapie erreichte mit einer unterstiitzenden
Zytokintherapie eine hohe durchschnittliche Ansprechrate und erwies sich damit
als wirkungsvolle und vielversprechende Behandlungsform metastasierender
maligner Melanome (Dudley et al. 2008). Ein Nachteil dieser Strategie stellt die
limitierte Anzahl der Zellen dar, die aus Tumoren isoliert werden kdnnen.

Insbesondere bei Leukamien, die keine Biopsien von Tumorlasionen zu diesem
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Zweck ermdglichen, wie auch in vielen soliden Tumoren, ist die Inzidenz von
Tumorantigen-spezifischen T-Lymphozyten &uf3erst gering.

Aus diesem Grund wurde eine weitere Strategie entworfen, bei der polyklonale
T-Zellen des Patienten ex vivo modifiziert werden, um ihnen Spezifitdt gegen
ein bestimmtes Tumorantigen zu verleihen. Bei dieser adoptiven Immuntherapie
werden die T-Lymphozyten mit Tumorantigen-spezifischen T-Zell-Rezeptoren
(TCR) ausgestattet. Dazu werden die Expressionskassetten rekombinanter
TCR mit Hilfe der retroviralen Transduktion in T-Lymphozyten eingebracht. Der
rekombinante TCR verfigt tGber einen Spezifitat fir Peptide bestimmter Tumor-
assoziierter Proteine, die sie Uber die MHC-vermittelte Antigenprasentation
binden. Kommt es zu einer Kreuzvernetzung der TCR-Komplexe, wird eine T-
Zell-Aktivierung vermittelt und eine Antigen-spezifische Zytolyse der Tumorzelle
induziert. Mit Hilfe von zytotoxischen T-Lymphozyten, die diese rekombinanten
Rezeptoren exprimierten, wurden in der préaklinischen Evaluationsphase erfolg-
versprechende Ergebnisse erzielt (Brentjens et al. 2003), die in klinischen
Studien bestétigt werden konnten (Morgan et al. 2006). Durch die Verwendung
genetisch modifizierter, Tumorantigen-spezifischer TCR wird einerseits die
Spezifitat fur Tumorzellen erhéht, andererseits gibt es auch Nachteile dieses
Konzeptes, die sich aus der MHC-restringierten Antigenprasentation erklaren.
Tumorzellen konnen der Uberwachung des Immunsystems durch
unzureichende Expression und/oder Dysregulation der Funktion einzelner
Komponenten des MHC-Klasse | Komplexes sowie weiterer Proteine, die an
der Prozessierung und dem Transport von Peptiden beteiligt sind (Khong und
Restifo 2002), entgehen. Des Weiteren kann die Spezifitit der TCR-
modifizierten T-Zellen durch den endogenen TCR beeinflusst werden. Der
Mechanismus ist auf den heterodimeren Aufbau des TCR zuriickzufiihren. Auf
der Zelloberflache konnen sich neben den Heterodimeren des nativen
endogenen TCR und den rekominanten TAA-spezifischen TCR-Heterodimeren
auch Heterodimere ausbilden, die aus endogenen und rekombinanten TCR-
Untereinheiten bestehen. Diese Fehlpaarung kann zu einer unerwinschten und
unbekannten Spezifitdtt der T-Zellen fihren und setzt auflerdem die

Expressionsdichte von TCR der gewiinschten Spezifitat herab (Schumacher
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2002). Daher werden zurzeit intensiv Mechanismen zur Verhinderung dieser
Heterodimere erforscht (Govers et al. 2010).

1.3 Chimare Antigen-Rezeptoren (CAR)

T-Zellen kénnen genetisch zur Expression des Antikdrper-basierenden
chimaren Antigen-Rezeptors CAR modifiziert werden, um T-Zellen eine
Antikdrper-ahnliche Spezifitat zu verleihen. Durch Kreuzvernetzung der CAR
erfolgt eine Signaltransduktion, die zur Aktivierung der T-Zellen und zur
Ausfihrung von Effektorfunktionen wie Antigen-spezifische Zytolyse und
Zytokinsekretion fuhrt (Gross et al. 1989; Gross und Eshhar 1992). Der CAR
vermittelt T-Lymphozyten Tumorantigen-spezifisch Effektorfunktionen und wird
daher auch als Immunrezeptor bezeichnet. Chimare Antigen-Rezeptoren
wurden Ende der 1980er Jahre entwickelt. Im Gegensatz zu TCR-modifizierten
T-Zellen konnen CAR-exprimierende T-Zellen Tumor-assoziierte Antigene
unabhangig von der MHC-restringierten Antigenpréasentation erkennen. Somit
ist die Erkennung von Tumorzellen, die eine dysregulierte MHC-Prasentation
aufweisen, gewadhrleistet. Die erste Variante der CAR bestand aus den
konstanten TCR-Doméanen der a- und [-Untereinheiten, welche mit den
variablen Antikorper-Doménen der schweren und leichten Kette Vy und V.
eines Antikorpers fusioniert waren. Die Expression zweier Proteinuntereinheiten
erforderte den Transfer einer bicistronischen Genkassette, welcher zu dieser
Zeit sehr ineffizient war. Durch die Verwendung der TCR-Domanen erreichte
man die Assoziation mit dem TCR-Komplex, war jedoch auf das Signal der
TCR-Signaldomanen festgelegt. Diese Probleme wurden durch die Fusion der
variablen Antikdrper-Domanen zu einer Einzelkettenbindedoméane (scFv) und
dem modularen Aufbau der zweiten CAR-Generation geldst. Bis heute
entspricht der Aufbau chimarer Antigen-Rezeptoren diesem Grundprinzip
(Abb.1).
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Abbildung 1: Modularer Aufbau eines CAR

CAR bestehen aus einer Bindedoméne, einem extrazellularen Gelenk- (hinge) und
Uberbriickungselement (spacer), einer Transmembran Region (TM) und der intrazellularen
Signaldoméne. Die Einzelkettenbindedoméane (scFv) ist von einem monoklonalen
Antikorper abgeleitet. Die Signaldomanen stammen aus TCR-Komplex Signhaldoménen

und/oder kostimulatorischen Molekulen. (Modifiziert aus Cartellieri et al. 2010)

Zur Generierung der Einzelkettenbindedoméane (scFv) der CAR werden die
DNS Sequenzen der variablen Domanen Vi und V| eines Antikdrpers fusioniert.
Die Einzelkettenbindedoméne ist mit einer intrazellularen Signaldomane
verknupft, die aus dem TCR-Protein CD3( der T-Zellen oder dem FceRI Fc-
Rezeptor der Mastzellen stammt. Bei der Kombination mehrerer
Signaldoméanen wird meist die Transmembrandomane der membran-
proximalen  Signaldoméne eingesetzt, kann jedoch auch durch
Transmembrandoménen anderer Proteine ausgetauscht werden. Zur
Verknipfung dieser drei Domanen wird im extrazellularen Teil haufig eine

Brickendomane verwendet, die dem Protein zusatzliche Stabilitdt durch
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Dimerisierung mit Hilfe von Disulfidbricken sowie Flexibilitat bei der
Antigenbindung verleiht. Bei den hier verwendeten Immunrezeptoren stammt
die Bruckendomane von der schweren Kette der konstanten Doméane des
humanen 1gG; (Cu2-Cps). Die Expression erfolgt bevorzugt durch retro- oder
lentivirale Vektoren, in welche die fusionierte DNS dieser Proteindomé&nen
zusammen mit der DNS fir das N-terminale Signalpeptid Kappa (k-leader oder
LK) kloniert wird. T-Zellen, die chimére Antigen-Rezeptoren exprimieren,
werden auch als , T-bodies" bezeichnet.

Der Aufbau chimarer Antigen-Rezeptoren der dritten Generation ist eine
Weiterentwicklung dahingehend, dass zu der aktivierenden Signaldoméne eine
oder mehr Signaldoménen mit kostimulatorischer Funktion zu einer
intrazellularen Domane fusioniert werden, so dass mit spezifischer Bindung an
das entsprechende Antigen ein kostimulatorisches Signal generiert wird. Dieses
fuhrt zu verstarkter Proliferation, Sekretion weiterer Immunzytokine wie
Interleukin-2 oder einer vermehrten Differenzierung zu Gedachtniszellen
(Abb.2). Mit der Kombination kostimulatorischer Signaldomanen kann das
haufige Fehlen der entsprechenden Liganden auf Tumorzellen kompensiert und
eine Anergie durch unvollstandige Aktivierung der T-Zelle verhindert werden.
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Abbildun g 2: CAR-vermittelte Effektorfunktionen genetisch modifizier ter T-Zellen

Die Tumorerkennung der T-Zelle durch die Bindung des CAR an das Tumor-assoziierte
Antigen fuhrt zur MHC-unabhéangigen T-Zell-Aktivierung. Zytotoxische T-Zellen eliminieren
Tumorzellen durch Sekretion von Perforin und Granzym sowie durch FasL und TRAIL
vermittelte Apoptose Signale. Zusétzlich werden proinflammatorische Zytokine sezerniert,

die stimulierend auf weitere Immunzellen wirken. (Modifiziert aus Cartellieri et al. 2010)

Durch Verwendung verschiedener scFv Spezifitaiten konnen auch nicht
klassische T-Zell-Antigene wie Carbohydrate erkannt und mit einer Vielzahl von
gewinschten Effektorfunktionen durch Kombination von Bindedomanen und
Signaldoméanen verbunden werden (Tabelle 1). Mit Hilfe von zytotoxischen T-
Lymphozyten, die chimare Antigen-Rezeptoren exprimierten, wurden in der
praklinischen Evaluationsphase erfolgversprechende Ergebnisse erzielt
(Hombach et al. 2006), die zum Teil in klinischen Studien bestétigt werden
konnten (Kershaw et al. 2006).
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Antigen Spezifitat Signaldoméne Neoplasie Referenzen
CEA CD3( / FceRly Karzinome des Urogenital- | (Gilham et al. 2002)
CEA CD28.CD3C traktes, Karzinome des (Hombach et al.
CEA CD37.CD134 Gastrointestinaltraktes, 2001)
CEA CD137.CD3C Mammakarzinom etc. (Koehler et al. 2007)
CD19 CD3C
Marin et al. 2007),
CD19 DAP10 (Marin et al. 2007)
(Imai und Campana
CD19 CD28.CD3C B-CLL, NHL, AML
2005)
CD19 CD137.CD3(¢
(Loskog et al. 2006)
CD19 CD244.CD3¢
) (Hombach et al.
CD30 CD3( Hodgkin-Lymphom
1998)
ErbB2 (HER2/neu) CD3( / FceRly ) ) (Stancovski et al.
Mammakarzinom,Urogenital- ) )
_ 1993)(Chmielewski
ErbB2 (HER2/neu) CD28.CD3C und Gastrokarzinome
et al. 2004)
TAG-72 (CA72-4) CD28.CD3C
_ (Hombach et al.
TAG-72 (CA72-4) |CD28.CD134.CD3C Pankreaskarzinom

1997)
TAG-72 (CA72-4) | CD28.CD137.CD3Z

(Reinhold et al.

HMW-MAA CD3C Malignes Melanom
1999)

Tabelle 1: Spezifitat ausgewahlter CAR

1.4 Vorteile der adoptiven T-Zell-Therapie

Im Gegensatz zu den klassischen Tumortherapien kann die Zell-Spezifitat bei
einer adoptiven T-Zell-Therapie definiert werden. Das ist sowohl durch eine
Selektion isolierter TIL durch Bindung an Tumorzellen des Patienten als auch
durch die genetische Modifikation von T-Zellen zur Expression rekombinanter
TCR oder CAR zu erreichen. Es ist das Ziel, durch definiert spezifische T-Zellen
die systemische Toxizitat der therapeutischen Behandlung zu verringern. Dabei
verhindert die Verwendung autologer T-Zellen eine GvHD durch alloreaktive T-
Zellen, wie sie nach allogener Stammzelltransplantation haufig auftritt. Die

zytotoxischen Lymphozyten sind im Gegensatz zu molekularen Therapeutika in
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der Lage, Gewebe aktiv zu penetrieren (von Andrian und Mackay 2000).
Deshalb wird erwartet, dass zellulare Therapeutika insbesondere bei soliden
Tumoren eine verbesserte Wirksamkeit erreichen. Durch die Fahigkeit von T-
Zellen zur Zielsuche (,Homing“) wird die systemische Toxizitat verringert und
die anti-Tumor Antwort durch lokale Akkumulation erhéht (Mora und von
Andrian 2006). T-Zellen, die rekombinante TCR exprimieren, kdnnen durch die
Kreuzaktivierung eine unzureichende Présentierung von Tumor-assoziierten-
Antigenen durch Antigen-prasentierende Zellen (APC) kompensieren. Die
dadurch fehlende Aktivierung, Proliferation und Persistenz von T-Zellen in der
unmittelbaren Umgebung des Tumors sowie das Ausbleiben pro-
inflammatorischer Mechanismen (Speiser et al. 1997) kann in einer Therapie
mit TCR-modifizierten T-Zellen umgangen werden. Waéhrend bei der
zielgerichteten molekularen Therapie eine definierte inhibitorische oder toxische
Wirkung erzielt wird, vermitteln TAA-spezifische T-Zellen ein breites Spektrum
an Effektorfunktionen. Neben der Antigen-spezifischen Zytolyse durch
Granzym/Perforin und TRAIL/FasL sezernieren die aktivierten T-Zellen pro-
inflammatorische Zytokine. IFN-y, TNF-a und IL-2 aktivieren lokal weitere Zellen
des Immunsystems. So gelangen Makrophagen, Mastzellen, Granulozyten und
weitere Lymphozyten in das Tumorgewebe und erhéhen die Wirksamkeit der
Immunantwort (Schroder et al. 2004; Hehlgans und Pfeffer 2005; Smith 1988).
Zudem bewirkt die Antigen-spezifische Aktivierung der T-Zellen deren
Proliferation und damit eine Amplifikation der anti-Tumor Antwort (Beecham et
al. 2000; Haynes et al. 2002; Redmond et al. 2009). Dieses Spektrum der
Effektorfunktionen kann durch den modularen Aufbau eines CAR mit
zusatzlichen Signaldomanen verstarkt werden, insbesondere die Proliferation,
die Aktivierung des Immunsystems und die Persistenz der T-Zellen. Einen
weiteren Vorteil stellt die vergleichsweise lange Lebenszeit von T-Zellen dar.
Wahrend molekulare Therapeutika eine Halbwertszeit von mehreren Tagen bis
wenigen Stunden aufweisen (LoBuglio et al. 1989), konnen T-Zellen 100 Tage
und langer in vivo persistieren. Aufgrund ihrer Fahigkeit der Differenzierung zu
Gedachtniszellen, nimmt man an, dass die Spezifitdit gegen das Tumorantigen

Uber Jahre aufrechterhalten wird (Blaese et al. 1995; Mitsuyasu et al. 2000).
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Abbildung 3: Uberblick (iber das Konzept der zellularen adoptiven Immuntherapie
(Aus Hawkins et al. 2010)

T-Zellen konnen mit rekombinanten Immunrezeptoren definierter Affinitat
ausgestattet werden. Im Gegensatz zu natirlich vorkommenden TCR mit einer
Affinitat von Kp = 100 puM bis 0,1 puM koénnen rekombinante TCR mit einer
Affinitat von bis zu Kp = 10® M generiert werden (Foote und Eisen 2000). Die
Affinitat kann durch Verwendung der Antikérper-basierenden CAR auf bis zu Kp
= 10 M erhoht werden. Dadurch wird die Therapie insbesondere bei niedrig
exprimierten TAA deutlich effizienter und wirkt einem Entkommen von
Tumorzellen mit geringer Expression des Tumorantigens entgegen. Chimare
Antigen-Rezeptoren  aktivieren T-Zellen unabhéangig von der MHC-
Antigenprasentation. Daher konnen Tumorzellen, die eine Dysregulation der
Funktion einzelner Komponenten des MHC-Klasse | Komplexes sowie weiterer
an der Prozessierung und dem Transport von Peptiden beteiligten Proteine
entwickeln, einer Erkennung durch CAR-exprimierende T-Zellen nicht
entgehen. Dartber hinaus kann bei chiméren Antigen-Reptoren durch die
Fusion kostimulatorischer Signaldomé&nen eine fehlende Kostimulation

aufrechterhalten werden, wenn Tumorzellen die Expression kostimulatorischer
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Liganden verlieren. Somit wird eine mdgliche Anergie modifizierter T-Zellen
unterbunden und eine Modifikation der Effektorfunktionen durch Kostimulation
erreicht. Wie in (Dudley et al. 2008) beschrieben, eignen sich zellulare
Therapien zur Kombination mit klassischen Chemo- oder Strahlentherapien, da
sie aufgrund der geringen systemischen Toxizitat nur eine geringe zuséatzliche
Belastung des Patienten darstellen. Ein Uberblick tber das Konzept der

adoptiven zellularen Immuntherapie vermittelt Abbildung 3.

1.5 Nachteile der adoptiven T-Zell-Therapie

Obwohl die adoptive zellulare Immuntherapie den klassischen und
zielgerichteten molekularen Therapien in vielerlei Hinsicht Uberlegen ist, haben
sich bei der praklinischen Evaluation in Tiermodellen und bei klinischen Studien
deutliche Risiken gezeigt. Durch die Verwendung autologer TIL mit
selektionierter Spezifitait wurde einerseits ein wirksames Therapeutikum
erschlossen, jedoch ist die Isolation der TIL aufwendig, TIL sind sehr selten, da
sie solide Tumore nur in geringer Zahl infiltrieren, und befinden sich in einem
anergen Stadium. Daher lassen sich TIL nur schwer aktivieren und zu einer
therapeutisch wirksamen Zellzahl expandieren. Einige weitere Probleme
ergeben sich aus der Konstruktion der rekombinanten Immunrezeptoren. Da
rekombinante TCR in Untereinheiten exprimiert werden und dabei
Heterodimere mit den Untereinheiten des endogenen TCR bilden kdnnen,
entstehen neben den gewilnschten Paarungen solche mit unbekannter
Spezifitat. Wurden bisher in klinischen Studien keine Nebenwirkungen aufgrund
solcher Fehlpaarungen entdeckt (Johnson et al. 2009; Morgan et al. 2006), so
beobachtete man jedoch in Tierversuchen einige Félle letaler off-target
Toxizitat, die durch eine Fehlpaarung der endogenen und rekombinanten TCR-
Untereinheiten verursacht wurden (Bendle et al. 2010). AuRerdem wird durch
die Fehlpaarung von endogenem und rekombinanten TCR-Untereinheiten die
Expressionsdichte der TAA-spezifischen TCR und damit die Aviditdt der T-
Zellen herab gesetzt. Im Gegensatz zum T-Zell-Rezeptor besteht der CAR aus
monomeren Untereinheiten, die bei Bildung der Immunsynapse in den TCR-

Komplex integriert werden. Daran ist die CD3-Transmembrandomane beteiligt,
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die den CAR durch Dimerisierungsstellen mit dem TCR-Komplex stabilisiert und
dadurch eine effizientere Antigen-spezifische Aktivierung der T-Lymphozyten
erreicht wird (Bridgeman et al. 2010). Es wurde jedoch ausgeschlossen, dass
die Bindung des TCR an den entsprechenden MHC/Peptid-Komplex zur CAR-
vermittelten Aktivierung fuhrt.

Die Immunogentiat des rekombinanten Molekils CAR wird unter anderem
durch die Bindedoméane bestimmt, die von einem monoklonalen Antikdrper nicht
humaner Herkunft stammt. Daher kdnnen Patienten im Verlauf einer CAR-
basierenden T-Zell-Therapie idiotypische Antikorper gegen die Bindedoméane
entwickeln. Es kommt zur Eliminierung CAR-exprimierender T-Zellen durch das
Immunsystem und einer geringen Therapieeffizienz. Zur Vermeidung einer
Immunerkennung CAR-modifizierter T-Zellen muss deshalb die Bindedoméane
humanisiert werden. Bei einer zellularen Behandlung muss wie bei den
zielgerichteten Therapien die individuelle Eignung fir jeden Patienten
festgestelt werden. Fur die Therapie mit genetisch modifizierten T-Zellen muss
in aufwendigen Studien festgestellt werden, welches Tumorantigen beim
jeweiligen Patienten als Zielantigen geeignet ist, um zu verifizieren, dass es auf
den Tumorzellen homogen exprimiert wird. Bei der Auswahl heterogen
exprimierter Antigene konnen Tumorzellen, die einen Verlust des Antigens
entwickelt haben, der Erkennung durch modifizierte T-Zellen entgehen.
Aufgrund der Tatsache, das viele Tumorantigene Autoantigene sind, d.h. auf
gesunden Zellen exprimiert werden, ergeben sich weitere Risiken einer CAR-
basierenden Therapie. Der Schwellenwert zur Aktivierung CAR-modifizierter T-
Zellen ist sowohl von der Dichte des spezifischen Antigens als auch von der
Affinitat der verwendeten Bindedomdne abhangig. T-Zellen mit einem
hochaffinen CAR kdnnen somit gesunde Zellen mit geringer Antigendichte
erkennen und diesen gegenuber Zytoxizitat vermitteln. Diese off-target Toxizitat
hat in einigen klinischen Studien zu schwersten Nebenwirkungen gefuhrt, weil
das gewahlte Zielantigen in niedriger Dichte von gesundem Gewebe exprimiert
wurde. Die off-target Toxizitdt fuhrte zu Schadigungen durch Lebertoxizitat
(Lamers et al. 2004) bis hin zu Zytokinstirmen mit Todesfolge (Morgan et al.
2010; Brentjens et al. 2010). Aufgrund dieser Vorfélle ist es bei adoptiven

zellularen Therapien erforderlich, Antigenexpressionsprofile zu erstellen.
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Gleichzeitig muss sorgféltig abgewagt werden, welche Affinitat die verwendeten
CAR aufweisen. Sehr hohe Affinitaten erhdhen das Risiko einer off-target
Toxizitat und kénnen durch sehr stark exprimierte Tumorantigene und eine
hohe Tumorlast verstarkt zu AICD (activation induced cell death) der T-Zellen
fuhren. Dagegen vermitteln geringe  Affinititen  durch  geringere
Kreuzvernetzung eine weniger starke Aktivierung. Zudem erhdht sich das
Risiko eines Ruckfalls durch eine Antigen-modulierenden Immunselektion.
Tumorzellen mit einer niedrigen Expression oder dem Verlust des Antigens
erfahren einen Selektionsvorteil, da sie der Erkennung durch CAR-modifizierte
T-Zellen entkommen. Des Weiteren hat sich in vitro gezeigt, dass stark
glykosylierte Tumorantigene wie Carbo-Anhydrate oder Antigen mit geringer
Mobilitdt, wie z.B. das auf Melanomen exprimierter Protein HMW-MAA (high
molecular weight melanoma associated antigen) eine geringere Bindung
aufweisen, als wenig modifizierte und mobile Polypeptidantigene wie z.B.
ErbB2. Die Auswahl eines Carbohydrat-Antigens als Zielantigen fir eine
zellulare Therapie kann somit zu einer geringeren Effizienz der Behandlung
fuhren. Wahrend bei TCR-modifizierten T-Zellen die héaufig auftretende
Dysregulation der MHC-Antigenprasentation zum Tumor escape fuhrt, kdnnen
CAR-modifizierte T-Zellen bei unzureichender Antigenexpression
maoglicherweise nicht ausreichend aktiviert werden. Da sie ausschlie3lich MHC-
unabhangig stimuliert werden, kdnnen sie keine Antigen-Kreuzprasentation
durch Stromazellen und Antigenprasentation durch eingewanderte Antigen-
prasentierende Zellen erfahren. Durch eine geringe Expression der Rezeptoren
CD95 oder DR4/DR5 und die dadurch verminderte Sensitivitdt der Tumorzellen
gegenuber FasL- oder TRAIL-vermittelter Apoptose kann es zu einer
Resistenzausbildung der Tumorzellen gegenuber zytotoxischen T-Zellen
kommen (Kershaw et al. 2005). Weitere Nachteile der zellularen Therapie
ergeben sich aus der Differenzierung der verwendeten T-Zellen. Nach der
Entnahme autologer T-Zellen missen diese stark expandiert werden, um
ausreichend hohe Zellzahlen fir eine wirksame Behandlung zu gewinnen.
Durch diese Prozedur werden die T-Zellen soweit differenziert, dass sie
einerseits Uber hohe zytotoxische Eigenschaften verfiigen. Andererseits kbnnen

diese T-Zellen nur schwach proliferieren, verfligen Uber eingeschrankte
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Homing-Féahigkeiten in die umliegenden sekundaren Lymphorgane,
supprimieren die Expression kostimulatorischer Rezeptoren und persistieren
aufgrund fortgeschrittener Alterung nicht lange. Durch den Einsatz solcher
terminal differenzierter T-Zellen wird die Wirksamkeit eine Therapie im Hinblick
auf einen Langzeiteffekt stark verringert.

Die haufigste Ursache der eingeschrankten Wirksamkeit einer zellularen
Immuntherapie ist der immunsuppressive Einfluss des Tumormilieus. In diesem
Mikromilieu sezernieren Stromazellen immunsuppressiv wirkende Faktoren wie
TGF-B, IL-10, VEGF sowie reaktive Sauerstoffspezies und bewirken eine
Tumor-induzierte Immunsuppression (Gorelik et al. 2002; Petersson et al.
1998). Durch regulatorische T-Zellen (Teg) und Tumor-assoziierte Makrophagen
(TAM) wird am Tumor eine Suppression Tumor-spezifischer T-Lymphozyten
erreicht (Nomura und Sakaguchi 2005). Der immunsuppressive Einfluss des
Tumormilieus treibt die zytotoxischen T-Zellen in Anergie und Apoptose, SO

dass deren Akkumulation am Tumor nicht zur Eliminierung des Tumors flhrt.

Adoptive T-Zell-Therapien sind individualisierte Therapien. Daher missen
anhand des individuellen genetischen Hintergrunds eines Patienten
Behandlungsstrategien entwickelt werden, welche sowohl die Therapie-
ansprache optimieren als auch das Nebenwirkungsprofil minimieren. Aus
diesem Grund erfordern zellulare Therapien einen hoheren Aufwand als die

klassischen oder zielgerichteten molekularen Therapien.

1.6 Optimierung der CAR-vermittelten Immuntherapie

In  zahlreichen praklinischen Modellen wurde die CAR-vermittelte
Immuntherapie evaluiert und in klinischen Studien bestétigt (Emtage et al. 2008;
Park et al. 2007). Die Therapieform wird derzeit hinsichtlich einer Vermeidung
von off-target Toxizitat, einer gezielten Kontrolle CAR-modifizierter T-Zellen in

Patienten und einer verbesserten Wirksamkeit der Therapie optimiert.

Aufgrund der in klinischen Studien aufgetretenen schweren Nebenwirkungen
sind Optimierungen besonders im Hinblick auf die Vermeidung von off-target

Toxizitdt erforderlich. Dazu zahlt die sorgfaltige Erstellung von
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Antigenexpressionsprofilen  gesunder Zellen. Damit sollen geeignete
Zielantigene identifiziert werden, die eine hohe homogene Expression im Tumor
aufweisen aber in gesundem Gewebe nicht exprimiert werden. Weitere
Malnahmen sind die Abstimmung der Antigen-spezifischen Aktivierungs-
schwellen durch Auswahl des Epitops des TAA und/oder der Affinitdt der
Einzelkettenbindedomane auf das spezifische Zielantigen (Hombach et al.
2007; Chmielewski et al. 2004). Durch die Mdglichkeit einer transienten CAR-
Expression mittels eines mMRNA-Elektrotransfers kann eine madgliche
Autoreaktivitat zeitlich limiert werden (Birkholz et al. 2009). Eine Erhéhung der
Tumorspezifitat konnte durch den Einsatz von T-Zellen mit koexprimierten CAR
unterschiedlicher Spezifitdt gewahrleistet werden, wodurch Antigenmuster als
Zielstruktur erschlossen werden ( Alvarez-Vallina und Hawkins 1996). Mit dieser
Strategie konnte daruber hinaus eine Minimierung der Therapieresistenz

erreicht werden, wenn Tumorzellen die Expression des Zielantigens verlieren.

Weitere Entwicklungen befassen sich mit einer gezielten Eliminierung CAR-
modifizierter T-Zellen. Induzierbare ,Selbstmord-Gene* konnen in CAR-
exprimierende T-Zellen eingebracht werden und im Fall von off-target Toxizitat
durch Applikation von Prodrugs zu einer Eliminierung dieser Zellen genutzt
werden (de Witte et al. 2008). Eine Alternative dazu stellt die Komplement-
vermittelte Depletion CAR-exprimierender T-Zellen dar. Dabei werden Epitop-
tags in den chimaren Antigen-Rezeptor eingebracht. Mit der Applikation von
lysierenden Antikdrpern, die an das Epitop-tag binden, soll das Komplement-
System des Patienten aktiviert und die Eliminierung der CAR-exprimierenden T-
Zellen gewahrleistet werden (Kieback et al. 2008).

Es wird eine Vielzahl von Strategien entwickelt, durch die eine verbesserte
Effizienz der Behandlungen erreicht werden soll. Mit Hilfe von
Weiterentwicklungen der Protokolle zur ex vivo Expansion soll einerseits eine
Erh6hung verfugbarer Mengen adoptiver T-Zellen generiert werden (Lamers et
al. 2008). Dabei ermoglicht die Expansion von T-Zellen in Zellkulturbeuteln eine
hohe Ausgangszellzahl und reduziert auflerdem die notwendigen
Verdopplungen, um eine fir die Therapie erforderliche Menge bereitzustellen.

Mit einer optimalen ex vivo Aktivierung kann andererseits die Persistenz
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transferierter adoptiver T-Zellen verlangert werden, indem Zellen mit frihen
Differenzierungsstadien injiziert werden (Gattinoni et al. 2005; Klebanoff et al.
2005). Durch die Expansion in Anwesenheit von Interleukin 15 wurden zentrale
T-Gedachtniszellen (T(cm) generiert, die eine verbesserte Migration zu
lymphoiden Geweben und Extravasation aus peripheren Blutgefal3en
aufweisen. Die Koexpression anti-apoptotischer Proteine in transferierten
modifizierten T-Zellen kann zur Desensibilisierung bezilglich des AICD oder
immunsuppressiver Einflisse des Tumormilieus und damit zur verbesserten
Persistenz  beitragen (Eaton et al. 2002). Weitere Signaldomanen
kostimulatorischer Rezeptoren, wie CD134 oder CD137 kodnnen in CAR
fusioniert werden, um eine Erhdéhung der Resistenz gegen AICD und eine
verbesserte Proliferation und Ausbildung von Gedéachtniszellen bewirken zu
konnen (Pulé et al. 2005; Wang et al. 2007).

Die Tumor-vermittelte Immunsuppression kann durch Prakonditionierungs-
therapien minimiert werden. Eine nicht-myeloablative Therapie mit den
zytostatischen Chemotherapeutika Fludarabin und Zyklophosphamid in
Kombination mit Ganzkorperbestrahlung deletiert die Lymphozyten des
Patienten einschliel3lich der immunsuppressiven regulatorischen T-Zellen.
Durch die Lymphodepletion werden aul3erdem Zellen eliminiert, die Zytokine
wie IL-7 und IL-15 konsumieren, das zu einer verbesserten homdoostatischen
Aktivierung der adoptiven T-Zellen fuhrt (Gattinoni, Finkelstein, et al. 2005).
Zudem zeigen Stromazellen durch diese Behandlung eine erhéhte
Antigenprasentation durch die Erh6éhung nekrotischer Tumorzellen. In
Kombination mit hoch dosierter myeloablativer Ganzkorperbestrahlung kann
eine weitere Verbesserung der therapeutischen Effizienz erreicht werden
(Dudley et al. 2008).
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1.7 Zielsetzung

Die Expression eines chimaren Antigen-Rezeptors (CAR) verleiht T-Zellen eine
MHC-unabhéngige Spezifitat. Jedoch muss das bisherige Konzept der
zellularen Therapie mit CAR-modifizierten T-Zellen sowohl im Hinblick auf die
Effizienz als auch im Hinblick auf die Sicherheit der Behandlung dringend
verbessert werden. T-Zellen mit der Expression eines CAR verfugen uber eine
nicht ausreichende Spezifitdt gegentber Tumorzellen. In klinischen Studien hat
sich gezeigt, dass das Targeting Tumor-assoziierter Antigene mit der
Erkennung gesunder Zellen mit geringer Expression und mit einer off-target
Toxizitdt assoziiert ist. Zudem sind CAR-exprimierende T-Zellen gegentber
Tumorzellen mit Verlust des Zielantigens unwirksam. Die Erkennung von zwei
Antigenen kann eine Erhdéhung der Spezifitdt fir Tumorzellen und damit eine

Ldsung des Problems darstellen.

In dieser Arbeit wird der Losungsansatz der Expression eines zweiten CAR
anderer Spezifitdt verfolgt, um Tumor-typische Antigenmuster zur selektiven
Unterscheidung zwischen Tumorzellen und gesundem Gewebe zu nutzen.
AulRerdem soll durch die Expression eines zweiten CAR die Tumorspezifitat im
Fall eines Antigenverlustes aufrechterhalten bleiben. Aufgrund des modularen
Aufbaus kann mit Hilfe der Koexpression von CAR eine Kombination
unterschiedlicher Tumorantigene erkannt werden. Durch die Verwendung
verschiedener Signaldomanen konnten zudem Effektorfunktionen kombiniert
und bei Erkennung Tumor-typischer Antigenmuster komplementiert werden.
Limitierungen in der Durchfihrung konnten sich dadurch ergeben, dass mit
EinfUhrung eines zweiten CAR Effektorfunktionen nicht vorhersehbar geéndert
werden. Die Erhohung der Selektivitat kann zudem eine Veranderung der

Antigen-abhéngigen Aktivierung der T-Zellen zur Folge haben.

Die experimentellen Untersuchungen befassen sich mit der Transduktion von T-
Zellen zur Koexpression zweier verschieden spezifischer CAR. Mit Hilfe
exprimierter Signaldomanen der Molekile CD3¢ und CD28 soll der Einfluss
einer funktionellen Komplementation in der Antigen-vermittelten T-Zell-

Aktivierung ermittelt werden. Dabei ist von besonderem Interesse, ob die T-
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Zellen mit verschiedenen CAR zwischen Zellen mit unterschiedlicher
Antigendichte differenzieren.

Durch dieses Konzept wird erwartet, dass Risiken durch die Erkennung
gesunder Zellen gemindert werden. Eine effiziente T-Zell-Aktivierung soll die
Eliminierung von Tumorzellen bei stark heterogener Antigenexpression
gewahrleisten. Die kurative Wirksamkeit einer Therapie konnte verbessert
werden, da Tumorzellen durch den Verlust eines Zielantigens nicht mehr der

Erkennung durch T-Zellen mit zwei CAR entgehen.
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2. Material

2.1  Stammldsungen und Puffer

10x PBS

1370 mM NaCl, 27 mM KCI, 1 M NayHPO,4, 20 mM KH,POy,, eingestellt mit HCI
auf pH 7,2 bis 7,4

PBS/T

1x PBS, 0,1% (v/v) Tween®-20 (Merck, Darmstadt)

Tris-HCI

10 mM Tris, eingestellt mit HCI auf pH 8,4 bis 9

10x TBS

0,5 M Tris, 1,5 mM NacCl, eingestellt mit HCI auf pH 7,4

TBS/T

1x TBS 0,1% (v/v) Tween®-20 (Merck, Darmstadt)

50 x TAE-Puffer

2M Tris, 1M Eisessig, 50 mM EDTA pH 8,0, eingestellt mit HCI auf pH 7,6 bis
7,8

2.2  Losungen fur die Agarose-Gelelektrophorese

Ethidiumbromid

Ethidium Bromide Solution, 10 mg/ml (Bio-Rad Laboratories, Minchen)
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Gel-Beladungspuffer
,0X DNA loading dye” (MBI Fermentas, St. Leon-Rot), 10 mM Tris-HCI (pH 7.6),
0.03% bromophenol blue, 0.03% xylene cyanol FF, 60% glycerol, 60 mM EDTA

GroRRen- und Massenstandards fur die Agarose-Gelelektrophorese

DNS-GroRRenstandard, ,ready-to-use”, (MBI Fermentas, St. Leon-Rot):

- GeneRuler™ 100bp DNS Ladder, #SM0243
- GeneRuler™ 1kb DNS Ladder, #SM0313

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
0’'GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, 0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use ready-to-use
bpng/dspg % bp bpng05pg %
10000 200 6O
SHDD 200 60
2 I — R R
1000 450 90 p—/, 4000 200 B0
00 450 9.0 — 1000 o— . 3500 300 B0
L~
) < 800 450 90 — 900 =——1" 3000 700 140
= — 700 450 90 — 800 — = 2500 250 50
! — B0 450 9.0 700 Z Bl 3000 250 50
3t 500 1150 23.0 600 = Bl 1500 250 50
B — 40 400 80 2
S — 500 Eaad — 1000 60.0 120
300 400 &0 2
g - 8750 250 50
= — 200 400 80 400 = _ 500 250 50
_ e I r
E 100 400 80 e L 250 250 50
= =
= o
] -~
= )
= - 200 £
(L3 plane, 8 cm length g4, 0.5 pofane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5 Vem, 1 h & 1XTAE, 7Vicm, 45 min
=5
=
= — 100
&=
[T

0.5 waflane, 20°cm lenagth gel,
1XTAE, 8VWem, 3 h
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DNS-Massenstandards, ,ready-to-use”, (MBI Fermentas, St. Leon-Rot):

- MassRuler™ DNS Ladder, high range, #SM0393
- MassRuler™ DNS Ladder, low range, #SM0383

MassRuler™ High Range DNA Ladder,
ready-to-use

bp no/20 i ngMS pl ngA0 E ng'S

{0000 200 150 100 50

—e000 180 120 B0 40

OO0 120 90 B0 X

—EB00 10 1m B0 B

- — 4000 80 60 40

z — 3000 80 45 30 15

3 — 5500 52 39 % 13

£ — 2000 40 30 W10

3 ~ {500 2 24 16 8
o]
4]
L
=]
=
3
F

10 pllane, & cm length gel,
1% TAE, 7 Wiem, 45 min

MassRuler™ Low Range DNA Ladder,
ready-to-use

bp 20 il ngd 15 ngd10 pl ngsSs

103 200 150 100 50
— 200 180 125 a0 45
I R (R
— GO0 120 & 60 a0

00 200 150 100 50
— 400 80 B0 40 20

45

I
[t
=
=
=
=
=
]
=
g
=

k.

— 100 20
— 20 16

Ma R
(=]
Ja

1.7% Top\ision™ LE G0 Agarose #R0491)

10 plAane, & cm length gel,
1XTEE, 5\iem, 1.5h

2.3

Medien fur Bakterienkultur und Medienzusatze

Alle Nahrmedien wurden vor dem Gebrauch 20 min autoklaviert. Hitzelabile

Zusatze (z.B. Antibiotika) wurden steril filtriert und dem Medium erst nach dem

Autoklavieren zugegeben.

LB-Medium

10 g/l Trypton, 5 g/l Hefe-Extrakt, 10 g/l NaCl

LB-Aqgar

11 LB-Medium; 15 g Bacto-Agar
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Ampicillin

Stammlésung 100 mg/ml Ampicillin (Merck/Calbiochem, Darmstadt), 100 pg/ml
(1:1000) zur Selektion Ampicillin-resistenter Bakterienstamme eingesetzt

Kanamycin

Stammloésung 25 mg/ml Kanamycin (Merck/Calbiochem, Darmstadt), 50 pg/ml

(1:500) zur Selektion Kanamycin-resistenter Bakterienstamme eingesetzt

X-Gal

Stammlosung 40 mg/ml X-Gal (Bio-Rad Laboratories, Minchen) in DMF,
eingesetzt fur die Blau/Weiss-Selektion 50 ul pro 10cm LB-Agar-Kulturplatte

IPTG

Stammlésung 0,1 M IPTG (Bio-Rad Laboratories, Minchen) in ddH0,
eingesetzt fur die Blau/Weil3-Selektion 50 pl pro 10cm LB-Agar-Kulturplatte

2.4 Bakterienstamme

E.coli DH5a

(Woodcock et al., 1989) F-, end Al, hsd R17 (rk-, mk-) sup E44, thi-1, lambda-,
recAl, gyrA96, ® 80 d lacZ & M15

2.5 Medien fur die Zellkultur und Medienzusatze

RPMI 1640 Medium

(Produkt Code 61870-010, GIBCO [/ Invitrogen GmbH, Darmstadt),
Formulierung ohne HEPES Puffer, mit GlutaMAX™ und Phenolrot
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D-MEM Medium

(Produkt Code 61965-026, GIBCO / Invitrogen GmbH, Darmstadt), ,High
Glucose” Formulierung ohne HEPES Puffer, mit GlutaMAX™ und Phenolrot

Fetales Kalberserum (FCS)

(Biochrom KG, Berlin, PAA Laboratories GmbH, Codlbe; PAN Biotech,
Aidenbach)

Penicillin-Streptomycin

100-fach Formulierung, 10000 U/ml Penicillin und 10000 pg/ml Streptomycin
(GIBCO / Invitrogen GmbH, Darmstadt)

Neomycin / G418

Stammlésung 100 mg/ml G418 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) in
ddH20, 0,1 bis 2 mg/ml eingesetzt zur Selektion Neomycin-resistenter Zellen

Hygromycin

HygroGold™ Stammlésung 100 mg/ml (Invivogen, Toulouse, Frankreich), 50

bis 200 pg/ml eingesetzt zur Selektion Hygromycin-resistenter Zellen

Amphotericin B

Fungizone® 100-fach Stammlésung 250 mg/ml Amphotericin B (GIBCO /
Invitrogen GmbH, Darmstadt)
Tiamulin

Stammlésung 10 mg/ml Tiamulin Fumarat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen) in 1xPBS, 10 pg/ml (1:1000) eingesetzt zur Mykoplasmen-
Prophylaxe
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Minocyclin

Stammlosung 5 mg/ml Minocyclin Hydrochlorid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen) in 1x PBS, 5 pg/ml (1:1000) eingesetzt zur Mykoplasmen-
Prophylaxe

Interleukin 2

Stammlésung 1,8x10° 1U/ml IL-2 aus Proleukin® (Chiron / Novartis Pharma
GmbH, Nirnberg) in ddH,O, 100 bis 1000 IU/ml eingesetzt zur Kultivierung von
PBL

2.6 Zelllinien

HEK 293T
(Pear et al. 1993)

Derivat von HEK 293-Zellen, exprimieren das SV40 large T-Antigen (CRL-

11268™; ATCC, Rockville, USA)

HEK 293T - #978
(nicht publiziert)

Derivat von HEK 293T-Zellen, sezernieren das CEA-spezifische Fusionsprotein
#978 SCA431scFv-Fc

HEK 293T - #1192
(in dieser Arbeit generiert)

Derivat von HEK 293T-Zellen, sezernieren das Fusionsprotein #1192 ErbB2-
eGFP
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MC38
(Lafreniere und Rosenberg 1986)

Methylcholanthrene induzierte Maus Kolon-Adenokarzinomzellen,  zur
Verfliigung gestellt von Dr. M. Neumaier, Universitat Heidelberg

MC38.B2

(in dieser Arbeit generiert)

Derivat von MC38 Zellen, exprimieren humanes ErbB2

MC38.B2.11l.C1 und MC38.B2.1V.H12

(in dieser Arbeit generiert)

Derivate von MC38.B2 Zellen, exprimieren humanes ErbB2

C15A3

(Robbins et al. 1991)

Derivat von MC38, exprimieren humanes CEA, zur Verfigung gestellt von Dr.
M. Neumaier, Universitat Heidelberg

C15A3.C2R

(in dieser Arbeit generiert)

Derivat von C15A3 Zellen, exprimieren humanes ErbB2

C15A3.C2R.E1, C15A3.C2R.C1 und C15A3.C2R.A7

(in dieser Arbeit generiert)

Derivat von C15A3.C2R Zellen, exprimieren humanes ErbB2

H498
(Park et al. 1987)

Humane kolorektale Adenokarzinomzellen (CCL-254™; ATCC, Rockville, USA),
sekretiert u.a. CA19-9
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OKT3
(Kung et al. 1982)

Maus Hybridomzellen (CRL-8001™; ATCC, Rockville, USA), sezernieren den
human-CD3-spezifischen Antikbrper OKT3

15E8

(Van Lier, Brouwer und Aarden 1988)

Maus Hybridomzellen, sezernieren den human-CD28-spezifischen Antikdrper

15E8, zur Verfugung gestellt von Dr. Van Lier, NCB Amsterdam, Niederlande

NS19-9
(Koprowski et al. 1979)

Maus Hybridomzellen (HB-8059™; ATCC, Rockville, USA) sezernieren den
human-CA19-9-spezifischen Antikdrper 1116-NS19-9

BW2064/36

(Kaulen et al. 1993)

Maus Hybridomzellen, sezernieren den anti-BW431/26 Idiotyp-Antikdrper
BW2064/36, zur Verfigung gestellt von Dr. K Bosslet, Behring-Werke, Marburg
BW2064/399

(Kaulen et al. 1993)

Maus Hybridomzellen, sezernieren den anti-BW431/26 Idiotyp-Antikdrper
BW2064/399, zur Verfugung gestellt von Dr. K Bosslet, Behring-Werke,
Marburg
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2.7 Priméare Zellen

Humane periphere Blutlymphozyten (PBL)

Lymphozyten wurden mittels Dichtezentrifugation aus sogenannten ,buffy
coats” (Leukozytenkonzentraten) isoliert und stammen von gesunden, zufallig

ausgesuchten Spendern der Blutbank der Universitat zu Kéln oder Dusseldorf

2.8  Antikorper und Proteine

2.8.1 Primarantikdrper, nicht konjugiert

Goat anti-human 19G;-UNLB

Polyklonaler human-1gG;-spezifischer Ziegenantikorper (Southern

Biotechnology Associates Inc., Birmingham USA)

Mouse 1gG; isotype control

Monoklonaler 1gG; Mausantikdrper (Southern Biotechnology Associates Inc.,
Birmingham USA), Klon-Nr.: 15H6

OKT3

Monoklonaler human-CD3-spezifischer Mausantikorper (Hybridomzellen), 1gG2a

Isotyp

15E8

Monoklonaler human-CD28-spezifischer Mausantikdrper (Hybridomzellen), 1gG;
Isotyp
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BW2064/36

Monoklonaler BW431/26scFv-spezifischer Idiotyp-Mausantikorper
(Hybridomzellen), 1gG; Isotyp

BW2064/399

Monoklonaler BW431/26scFv-spezifischer Idiotyp-Mausantikorper
(Hybridomzellen), IgG; Isotyp

NS19-9

Monoklonaler human-CA19-9-spezifischer Mausantikorper (Hybridomzellen),

IgG1 Isotyp

Mouse anti-human Interferon-y

Monoklonaler human-IFN-y-spezifischer Mausantikérper (BD PharMingen,
Hamburg), Klon-Nr.: NIB42, IgG; Isotyp

Mouse anti-human Interleukin-2

Monoklonaler human-IL-2-spezifischer Mausantikérper (BD PharMingen,
Hamburg), Klon-Nr.: 5344.111, 1gG; Isotyp

Anti-c-ErbB2/c-Neu (Ab-5) Mouse mAb (TA-1)

Monoklonaler human-ErbB2-spezifischer Mausantikdrper (Merck Calbiochem,
Darmstadt), Klon-Nr.: TA-1, IgG; Isotyp

2.8.2 Priméarantikdrper, konjugiert

Goat F(ab’), Anti-Human IgG (v chain specific), PE-labeled

Polyklonaler =~ PE-gekoppelter = human-lgGi-spezifischer  Mausantikdrper

(Southern Biotechnology Associates Inc., Birmingham USA), Maus-Ig absorbiert
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Biotin Mouse Anti-Human IL-2

Monoklonaler Biotin-gekoppelter human-IL-2-spezifischer Mausantikérper (BD
PharMingen, Hamburg), Klon-Nr.: B33.2, 1gG; Isotyp

Anti-Human Interferon-y monoclonal antibody, biotin-labeled

Monoklonaler Biotin-gekoppelter human-IFN-y-spezifischer Mausantikdrper
(Thermo Pierce Endogen, Rockfort, IL, USA), Klon-Nr.: B133.5, IgG; Isotyp

GFP antibody (Biotin)

Polyklonaler Biotin-gekoppelter GFP-spezifischer Ziegenantikérper (Abcam Inc.,
Cambridge, MA, USA)

APC Mouse Anti-Human CD3

Monoklonaler APC-gekoppelter human-CD3-spezifischer Mausantikdrper (BD
PharMingen, Hamburg), Klon-Nr.: HIT3a, 1gG2, Isotyp

Monoclonal Mouse Anti-Human CD3/FITC

Monoklonaler FITC-gekoppelter human-CD3-spezifischer Mausantikdrper
(DAKO, Glostrup, Danemark), Klon-Nr.: UCHT1, IgG; Isotyp

PE Anti-human CD340 (erbB2/HER-2) Antibody

Monoklonaler PE-gekoppelter human-ErbB2-spezifischer Mausantikorper
(Biolegend, San Diego, CA, USA), Klon-Nr.: 24D2, IgG; Isotyp

Polyclonal Rabbit Anti-Human IgG/HRP

Polyklonaler =~ Meerrettich-Peroxidase-gekoppelter  human-lgG-spezifischer

Kaninchenantikorper (DAKO, Glostrup, Danemark)
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2.8.3 Sekundarantikorper, konjugiert

Goat Anti-Mouse 1gG1 (y1 chain specific), PE-labeled

Polyklonaler =~ PE-gekoppelter = Maus-IgG;-spezifischer  Ziegenantikdrper
(Southern Biotechnology Associates Inc., Birmingham USA), human Ig

absorbiert

2.8.4 Proteine und Fusionsproteine

rekombinantes humanes IFN-y

Stammlosung 200 ng/ml Imukin® Interferon-y 1b (Boehringer Ingelheim,

Ingelheim, Schweiz)

Interleukin 2

Stammldsung 1,8x10° 1U/ml IL-2 aus Proleukin® (Chiron / Novartis Pharma
GmbH, Nurnberg) in ddH,O

CA19-9

Kulturiiberstdnde von H498 Zellen

SCA431scFv-Fc (#978)

Kulturiiberstande von HEK 293T - #978 Zellen, CEA-spezifisches Fusions-
protein, SCA431 ist ein murinisiertes Derivat der humanisierten Einzelketten-
bindedomane BW431/26, fusioniert mit human IgG;-Fc

ErbB2-eGFP (#1192)

Kulturiiberstande von HEK 293T - #1192 Zellen, Fusionsprotein aus extra-
zellularer humaner ErbB2 Doméane und eGFP, (Generierung s. Kap?)
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Recombinant Human ErbB2/HER2 Fc Chimera

Rekombinantes Fusionsprotein aus humanem ErbB2 und der humanen 1gG;-
Fc-Domane, C-terminales 6xHis-Tag (R&D Systems GmbH, Wiesbaden)

Mucin from bovine submaxillary glands

BSM Typ I-S, Stammlésung 10 mg/ml (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen) in PBS

Streptavidin-POD conjugate

Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltes Streptavidin aus Streptomyces avidinii

(Roche Diagnostics GmbH, Penzberg)

Albumin from bovine serum

BSA lyophilisiert, = 96% Reinheit (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)

2.9 Restriktionsendonukleasen und Restriktionspuffe r

Die folgenden Restriktionsenzyme (Roche Diagnostics GmbH, Penzberg)

wurden zu analytischen und préparativen Zwecken verwendet:

BamHlI, Bcll, Bglll, EcoRl, Hindlll, Ncol, Notl, Pvul, Scal, Sall, Xbal, Xhol

Die eingesetzten SURE/Cut Puffer (Roche Diagnostics GmbH, Penzberg) lagen

als 10fach Konzentrat vor und hatten folgende Zusammensetzung:

- Puffer A: 330 mM Tris-Acetat, 660 mM K-Acetat, 100 mM Mg-Acetat, 5
mM Dithiothreitol; pH 7.9

- Puffer B: 100 mM Tris-HCI, 50 mM MgCl,, 1 M NaCl, 10 mM 2-
MercaptoEtOH; pH 8,0

- Puffer H: 100 mM MgCl,, 1 M NaCl, 1 M Dithioerythritol; pH 7,5

- Puffer L: 100 mM Tris-HCI, 200 mM MgCI2, 10 mM Dithioerythritol,
pH 7.5
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- Puffer M: 100 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 1 M NaCl, 10 mM
Dithioerythritol; pH 7,5

2.10 Oligonukleotide
(Eurofins MWG-Operon, Ebersberg)

2.10.1 Klonierungsprimer, CAR-P2A in pCR2.1

Not-noNcol-Lk-S

Hybridisiert mit kappa-leader DNS (fett), fligt 5’ Notl-Restriktionsschnittstelle ein
[5-ACGTAGCGGCCGCATGGATTTTCAGGTGCAGATTTTCAGC -37]

Zeta-P2A-Ncol-AS

Hybridisiert mit dem 3’-Ende der DNS fur die CD3¢ Signaldoméne (fett), fugt die
DNS fur das 2A Peptid des Picornavirus sowie eine 3 Ncol-Restriktions-
schnittstelle ein
[5-ACGTACCATGGGACCGGGGTTTTCTTCCACGTCTCCTGCTTGCTTT-
AACAGAGAGAAGTTCGTGGCGCCGCTTCCGCGAGGGGGCAGGGCC-
TGCATGTGAAGGGC -3

2.10.2 Klonierungsprimer, ErbB2-eGFP

eGFP-Ncol-S (#595)

Hybridisiert mit dem 5’-Ende der DNS fur eGFP (fett), figt eine 5 Ncol-
Restriktionsschnittstelle ein
[5-CTGATCCCATGGTGAGCAAGGGCGAGG -3']

eGFP-Bcll-AS (#586)

Hybridisiert mit dem 3’-Ende der DNS fur eGFP (fett), fugt eine 3’ Bcll-
Restriktionsschnittstelle ein
[5-GATCGGTGATCATTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAG -37]

34



Material

ErbB2-Notl-S (#583)

Hybridisiert mit dem 5’-Ende der DNS fir humanes ErbB2 (fett), figt eine 5’
Notl-Restriktionsschnittstelle ein
[5-ATCTAGCGGCCGCATGGAGCTGGCGGCCTTGT-3]

ErbB2-Ncol-AS (#594)

Hybridisiert mit dem 3’-Ende der DNS fir den extrazellularen Teil des humanen
ErbB2 (fett), figt eine 5’ Ncol-Restriktionsschnittstelle ein
[5'-GACCTACCATGGCCGTCAGAGGGCTGGCTCTCTGC-3]

2.10.3 Sequenzierungsprimer, CAR-P2A in pCR2.1

SeqFc-AS (#76)

Sequenzierung der DNS fiur die Einzelkettenbindedoméne in CAR, hybridisiert
mit dem komplementaren DNS Strang fur die humane 1gG;-Fc Doméne
[5-CGGTCCCCCCAGGAGTTCAGGTGC-27]

[gGSES (#78)

Sequenzierung der DNS fir die Transmembran- und Signaldomanen in CAR,
hybridisiert mit dem kodierenden DNS Strang fur die humane 1gG;-Fc Domane
[5-“TGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCA-31]

hlgG-Seqg-5 (#127)

Sequenzierung der DNS fir die humane 1gG;-Fc Doméane in CAR, hybridisiert
mit dem kodierenden DNS Strang fur die humane 1gG;-Fc Doméne
[5*-CAACTGGTACGTGGACGGCG-31]
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hlgG-Seg-AS (#128)

Sequenzierung der DNS fir die humane 1gG;-Fc Doméane in CAR, hybridisiert
mit dem komplementaren DNS Strang fur die humane 1gG;-Fc Doméne
[5-CATTGCTCTCCCACTCCACGG-3]

M13(Forward)-20 (#186)

Sequenzierung der DNS fir Insertionen im Plasmid pCR2.1, hybridisiert mit
dem komplementaren DNS Strang des Plasmids pCR2.1
[5'-GTAAAACGACGGCCAG-31]

M13Reverse (#460)

Sequenzierung der DNS fir Insertionen im Plasmid pCR2.1, hybridisiert mit
dem kodierenden DNS Strang des Plasmids pCR2.1
[5*-CAGGAAACAGCTATGAC-31]

2.10.4 Sequenzierungsprimer, ErbB2-eGFP

eGFPseq-AS (#357)

Sequenzierung der DNS fir eGFP, hybridisiert mit dem komplementaren DNS
Strang fur das Plasmid pQCXIH
[5*-TTTACGTCGCCGTCCAGCTCGA-31]

c-ErbB2-S (#457)

Sequenzierung der DNS fur den extrazellularen Teil des humanen ErbB2,
hybridisiert mit dem kodierenden DNS Strang fur das Plasmid pQCXIH
[5*-ATGGAGCTGGCGGCCT-31
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c-ErbB2-S2 (#458)

Sequenzierung der DNS fur den extrazellularen Teil des humanen ErbB2,
hybridisiert mit dem kodierenden DNS Strang fur humanes ErbB2
[5'-GGACGAATTCTGCACAATGG-3']

c-ErbB2 5-AS (#476)

Sequenzierung der DNS fir den extrazellularen Teil des humanen ErbB2,
hybridisiert mit dem komplementaren DNS Strang fir eGFP
[5*-CTCGGGACTGGCAGGGAG-31]

c-ErbB2-S3 (#602)

Sequenzierung der DNS fir den extrazellularen Teil des humanen ErbB2,
hybridisiert mit dem kodierenden DNS Strang fir humanes ErbB2
[5*-GATAGACACCAACCGCTCTC-31

c-ErbB2-S4 (#603)

Sequenzierung der DNS fur den extrazellularen Teil des humanen ErbB2,
hybridisiert mit dem kodierenden DNS Strang fir humanes ErbB2
[5-CAGCCTTGCCCCATCAACT-3
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2.11 Vektoren

Fur die Expression der Immunrezeptoren #435, #537, #607, #637, #710, #714
und #961 wurden Expressionsvektoren verwendet, die sich vom retroviralen
Expressionsvektor pBullet ableiten. Sie verfigen neben den regulatorischen
Elementen (SV40 ori) und dem Resistenzgen (AmpY) uber eine
Expressionskassette, die unter der Kontrolle der CMV-Promotorsequenz steht.
Der Vektor pBullet leitet sich vom pStitch-Vektor ab, dem zwei Ncol- und eine

Xhol-Restriktionsstelle deletiert wurden (Weijtens et al., 1998).

Der Immunrezeptor #1156 wurde mit Hilfe des retroviralen Vektors pQCXIN
(Takara Bio Europe/Clontech, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich) exprimiert.
Dieser Vektor verfugt neben regulatorischen Elementen (SV40 ori) und dem
Resistenzgen (Amp") tber eine bicistronische Expressionskassette, welche die
Koexpression des Resistenzgens G418/Neo® iber eines intraribosomale
Eintrittsstelle (IRES) ermdglicht. Die Expressionskassette befindet sich unter
der Kontrolle des CMV Typ-1 Enhancers und des MSV Promotors in einer
Hybrid 5-LTR. Zudem zahlen Vektoren der pQCXI-Serie zu den sogenannten
selbst-inaktivierenden Vektoren, da nach einer Transduktion wé&hrend der
reversen Transkription ein Austausch des 5-LTR durch den inaktivierten 3-LTR
erfolgt. Dadurch wird eine Reduktion der sogenannten Promotorinterferenz und

eine effizientere Expression erreicht.

Zur gleichzeitigen Expression von zwei Immunrezeptoren (#1262 und #1263)
wurde der retrovirale Vektor pMP71-wPRE verwendet. Dieser Vektor verfligt
neben regulatorischen Elementen (SV40 ori) und dem Resistenzgen (Amp%)
Uber ein post-transkriptionales regulatorisches Element des Murmeltier
Hepatitis Virus (WPRE), welches als 3‘-Enhancer fungiert und damit die

Expression der bicistronischen Kassette verstarkt. (Engels et al., 2003).

Das Fusionsprotein ErbB2-eGFP (#1192) wurde mit Hilfe des retroviralen
Vektors pQCXIH (Takara Bio Europe/Clontech, Saint-Germain-en-Laye,
Frankreich) stabil exprimiert. Dieser Vektor der pQCXI-Serie unterscheidet sich
vom Vektor pQCXIN (s. oben) lediglich durch die Expression einer IRES-
verkniipften Hygromycin B Resistenz (HygroBF).
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Die stabile Expression des humanen ErbB2 (#1066) in den Zellklonen der Linie
MC38 wurde durch die Verwendung des Vektors pCMV5 erreicht. pCMV5
basiert auf dem Vektor pBR322 und verflgt neben regulatorischen Elementen
(SV40 ori) und dem Resistenzgen (Amp~) tiber einen CMV-Promotor, der die

Expression der Genkassette reguliert.

Die Klonierung von Zwischenprodukten zur Generierung der bicistronischen
Expressionskassette zweier CAR wurde mit Hilfe des Plasmids pCR®2.1
durchgefihrt, welches Bestandteil des TA-Cloning®-Kits ist (Invitrogen GmbH,
Darmstadt). Dieser Vektor liegt in linearisierter Form vor und verfugt Gber 5° T-
Uberhange, mit Hilfe derer man PCR-amplifizierte DNS ohne vorherige
Erzeugung kohéasiver uberlappender Enden mittels Restriktionsspaltung ligiert.
Die dafir notwendigen 3‘-A-Uberhange wurden durch die Verwendung
geeigneter Polymerasen (z.B. Taq) generiert. Der Vektor verfugt Gber zwei
Resistenz-Gene zur Selektion mit Ampicillin oder Kanamycin sowie eine
Expressionskassette fur das Enzym [(-Galactosidase (LacZ). Bei erfolgreicher
Insertion eines PCR-Produktes, wurde das LacZ Gen unterbrochen und die
Hydrolyse von X-Gal zu einem Indigofarbstoff konnte nicht mehr stattfinden, so
dass Kolonien mit erfolgreicher Insertion von solchen mit re-ligierten Plasmiden

durch die sogenannte Blau-Weil3-Selektion unterschieden werden konnten.

Die Generierung retroviraler Gen-Taxis zur Transduktion proliferierender
Lymphozyten wurde mit Hilfe der Plasmide pHIT60 und pCOLT erreicht. Diese
Vektoren kodieren fur die viralen Protein gag (Gruppen spezifische Antigene)
und pol (Reverse Transkriptase Polymerase) des murinen Moloney Leukamie
Virus (M-MuLV) sowie dem Hullprotein env des Gibbon Affen Leukdmie Virus
(GALV). Zusammen mit den retroviralen Expressionsvektoren konnten so
mittels Kotransfektion replikationsdefiziente Retroviren generiert werden, die in
der Lage waren, Lymphozyten zu infizieren und die Expressionskassette fur
Immunrezeptoren oder Fusionsproteine in das Wirtsgenom zu integrieren
(Weijtens et al., 1998).
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2.11.1 Retrovirale pBullet Expressionsvektoren

pBullet-Lk-CC49scFv-Fc-CD3C (#435)
(Hombach et al. 1997)

CAR mit Einzelkettenbindedoméane des human TAG-72 (CA72-4) spezifischen
Mausantikérpers CC49, humaner IgGi;-Fc Doméane sowie humaner CD3(

Transmembran- und Signaldoméne

pBullet-Lk-NS19-9scFv-Fc-CD3C (#537)
(Heuser et al. 2003)

CAR mit Einzelkettenbindedomane des human CA19-9/Mucl spezifischen
Mausantikérpers 1116-NS19-9, humaner 1gG;-Fc Domane sowie humaner

CD3¢ Transmembran- und Signaldoméane

pBullet-Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3C (#607)
(Hombach et al. 2001)

CAR mit Einzelkettenbindedomane des human CEA spezifischen
Mausantikérpers BW431/26, humaner 1gG;-Fc Domé&ne sowie humaner CD28
Transmembran- und Signaldomane und N-terminaler CD3¢ Signaldoméne

pBullet-Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28 (#637)
(Hombach et al. 2001)

CAR mit Einzelkettenbindedomane des human CEA spezifischen
Mausantikérpers BW431/26, humaner 1gG;-Fc Domé&ne sowie humaner CD28

Transmembran- und Signaldoméne

pBullet-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3C (#710)
(Chmielewski et al. 2004)

CAR mit Einzelkettenbindedomane des human ErbB2 spezifischen
Mausantikorpers C6-B1D2, humaner 1gG;-Fc Domane sowie humaner CD3(

Transmembran- und Signaldomane
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pBullet-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3C (#714)
(nicht publiziert)

CAR mit Einzelkettenbindedomane des human ErbB2 spezifischen
Mausantikoérpers C6-B1D2, humaner IgG;-Fc Doméane sowie humaner CD28

Transmembran- und Signaldomane und N-terminaler CD3¢ Signaldoméne

pBullet-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3{TM-CD28-CD3C (#961)
(nicht publiziert)

CAR mit Einzelkettenbindedoméne des human CEA spezifischen
Mausantikérpers BW431/26, humaner IgG;-Fc Doméane sowie humaner CD3(
Transmembrandoméane, humaner CD28 Signaldomane und N-terminaler CD3¢

Signaldoméne

CMV promotor

R/US

140 bp

S ~~SD

pBullet-CAR

SV40ori— ~ 7300 - 7500kp
136 bp R
U3RIUS — \
74 bp S
=
Xhol Rekombinanter Immunrezeptor

~ 1800 - 2100 bp

Abbildung 4: Rekombinante Immunrezeptor en im Vektor pBullet

In der Expressionskassette unter der Kontrolle des CMV-Promotors wurde die DNS fur die
rekombinanten Immunrezeptoren in die Multiple Klonierungsstelle MCS zwischen den
Restriktionsschnittstellen Ncol und Xhol eingefiigt. Der leere Vektor hat eine Gesamtlange
von 5406 bp.
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2.11.2 Retrovirale pQCXIN/H Expressionsvektoren

Promenmy K-leader

T/ Immunrezeptor /
"Illl,,
227

Fusionsprotein

5-LTRcmvimsy

PQCXIN / pQCXIH IRES

3-LTRm-MmuLv

Promsvao

Abbildung 5: Retrovirale pQXCIN/H Vektoren

In der Expressionskassette unter der Kontrolle des CMV-Promotors wurde die DNS fiur den
rekombinanten Immunrezeptoren #1156 BW-431/26scFv-Fc-CD28 (pQCXIN) oder das
rekombinante Fusionsprotein #1192 ErbB2-eGFP (pQCXIH) eingefiigt. Der leere Vektor hat
eine Gesamtlange von 7,4 kb (Neo) bzw. 7,8 kb (Hygro).

PQCXIN-Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28 (#1156)
(nicht publiziert)

CAR mit Einzelkettenbindedoméne des human CEA spezifischen
Mausantikérpers BW431/26, humaner 1gG;-Fc Domane sowie humaner CD28
Transmembran- und Signaldoméne; entspricht pBullet-Lk-BW431/26scFv-Fc-
CD28 (#637)
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pQCXIH-leader-ErbB2-eGFP (#1192)
(in dieser Arbeit generiert)

Rekombinantes Fusionsprotein mit humaner extrazellularer ErbB2 Doméane und
enhanced-GFP

2.11.3 Retrovirale pMP71-wPRE Expressionsvektoren

P/ CAR 1

P2A

pMP71-wPRE

CAR 2

WPRE

Abbildung 6: Retrovirale pMP71 Vektoren

In der Expressionskassette unter der Kontrolle des CMV-Promotors wurde die DNS fir den
rekombinanten Immunrezeptoren #1156 BW-431/26scFv-Fc-CD28 (pQCXIN) oder das
rekombinante Fusionsprotein #1192 ErbB2-eGFP (pQCXIH) eingefiigt. Der leere Vektor hat
eine Gesamtlange von 7,4 kb (Neo) bzw. 7,8 kb (Hygro).
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pMP71-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3(-P2A-Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28 (#1262)
(in dieser Arbeit generiert)

Bicistronische Expressionskassette zweier mittels P2A verkntipfter CAR:

- CAR mit Einzelkettenbindedoméne des human ErbB2 spezifischen
Mausantikoérpers C6-B1D2, humaner IgG;-Fc Doméane sowie humaner
CD3¢ Transmembran- und Signaldoméane; entspricht pBullet-Lk-C6-
B1D2scFv-Fc-CD3Z (#710)

- CAR mit Einzelkettenbindedomane des human CEA spezifischen
Mausantikérpers BW431/26, humaner IgG;-Fc Doméane sowie humaner
CD28 Transmembran- und Signaldoméane; entspricht pBullet-Lk-
BW431/26scFv-Fc-CD28 (#637)

PMP71-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3(-P2A-Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28-
CD3C (#1263)

(in dieser Arbeit generiert)

Bicistronische Expressionskassette zweier mittels P2A verkntipfter CAR:

- CAR mit Einzelkettenbindedomane des human ErbB2 spezifischen
Mausantikoérpers C6-B1D2, humaner IgG;-Fc Doméane sowie humaner
CD28 Transmembran- und Signaldomdne und N-terminaler CD3(
Signaldoméane;  entspricht  pBullet-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3(¢
(#714)

- CAR mit Einzelkettenbindedomane des human CEA spezifischen
Mausantikérpers BW431/26, humaner 1gG;-Fc Doméane sowie humaner
CD28 Transmembran- und Signaldomane und N-terminaler CD3(¢
Signaldoméane; entspricht pBullet-Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28 (#607)
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2.11.4 Sonstige Expressionsvektoren

pCOLT-GALV (#392)
(Weijtens et al. 1998)

Retrovirales Helfer-Plasmid zur Expression des Hullproteins env des Gibbon
Affen Leukamie Virus (GALV)

pHIT 60 (#393)
(Weijtens et al. 1998)

Retrovirales Helfer-Plasmid zur Expression der murinen Moloney Leukamie
Virus (M-MuLV) Proteine gag (Gruppen spezifische Antigene) und pol (Reverse

Transkriptase Polymerase)

pCMV5-ErbB2 (#1066)
(nicht publiziert)

Expressionsplasmid fir humanes ErbB2, zur Verfligung gestellt von Dr. Kosaku
Mimura (Cancer Center Karolinska, Karolinska Hospital, Stockholm,
Schweden).

2.11.5 pPCR®2.1 Klonierungsvektoren

pCR®2.1
(Invitrogen GmbH, Darmstadt)

Linearisiertes Plasmid mit 5-T-Uberhangen, TA-Cloning® Kit

PCR®2.1-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3C(-P2A (#1253)

(in dieser Arbeit generiert)

Zwischenprodukt zur Klonierung von pMP71-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3(-P2A-
Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28 (#1262), enthalt die DNS fiur den CAR Lk-C6-
B1D2scFv-Fc-CD3¢ (#710) 3° verkniupft mit der DNS fur P2A
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PCR®2.1-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3(-P2A (#1254)
(in dieser Arbeit generiert)

Zwischenprodukt zur Klonierung von pMP71-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3(-
P2A-Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3( (#1263), enthélt die DNS fur den CAR
Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3C (#714) 3‘ verknupft mit der DNS fur P2A

PCR®2.1-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3C-P2Ainy) (#1258)

(in dieser Arbeit generiert)

Zwischenprodukt zur Klonierung von pMP71-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3(-P2A-
Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28 (#1262), enthélt die invertierte DNS fir den CAR
Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3C (#710) 3' verknlpft mit der DNS fur P2A

PCR®2.1-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3C-P2Ainy,) (#1259)

(in dieser Arbeit generiert)

Zwischenprodukt zur Klonierung von pMP71-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3(-
P2A-Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3( (#1263), enthalt die invertierte DNS fur
den CAR Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3C (#714) 3' verknUpft mit der DNS fur
P2A

PCR®2.1-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3C-P2A-Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28iny,)
(#1260)

(in dieser Arbeit generiert)

Zwischenprodukt zur Klonierung von pMP71-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3(-P2A-
Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28 (#1262), enthélt die invertierte DNS fir den CAR
Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3C¢ (#710) und den CAR Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28
(#1156) verknUpft mit der DNS flr P2A
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PCR®2.1-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD-28-CD3(-P2A-Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28-
CD3inv) (#1261)

(in dieser Arbeit generiert)

Zwischenprodukt zur Klonierung von pMP71-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD-28-CD3(-
P2A-Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3( (#1263), enthalt die invertierte DNS fur
den CAR Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3¢ (#714) und den CAR Lk-
BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3C (#607) verknupft mit der DNS fur P2A

PCR®2.1-CD3(TM-CD28-CD3C (#965)
(nicht publiziert)

Zur Inversion der Expressionskassetten der Plasmide #1258 / #1259 genutzter
Vektor

PCR-Produkt

pCR® Vector
3.9 kb

pUC orj

Abbildung 7: Klonierungsprodukte im Vektor pPCR®2.1

In der Expressionskassette unter der Kontrolle des CMV-Promotors wurde die DNS fir den
rekombinanten Immunrezeptoren #1156 BW-431/26scFv-Fc-CD28 (pQCXIN) oder das
rekombinante Fusionsprotein #1192 ErbB2-eGFP (pQCXIH) eingefiigt. Der leere Vektor hat
eine Gesamtlange von 7,4 kb (Neo) bzw. 7,8 kb (Hygro).
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3 Methoden

3.1  Praparation von Plasmid-DNS

3.1.1 Midi-Praparation von Plasmid-DNS durch Bindung an eine

Anionen-Austauscher-Saule

(QIAFilter Midi Kit, QIAGEN GmbH, Hilden)
(NucleoBond® Xtra Midi, GmbH & Co. KG,Diiren)

Zur Praparation grol3erer Mengen DNS insbesondere fur Transfektionen und
Kotransfektionen wurden die oben beschriebenen Kits verwendet, die sowohl
hohe Reinheiten und Ausbeuten als auch eine geringe Belastung mit
bakteriellen Endotoxinen gewahrleisteten. Die Plasmid-Préaparationen erfolgten
nach Herstellerprotokoll. Das Volumen der Ubernachtkulturen betrug zwischen
50 und 100 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin oder 50 pg/ml Kanamycin.
Am Vorabend der Préparation wurde das Medium entweder mit Bakterien aus
Glycerol stocks oder Bakterienkolonien an geimpft und Gber Nacht im Schuttler
bei 37C und 200 rpm kultiviert. Durch die Praparation eluierte DNS wurde nach
Zugabe von 70% Isopropanol (v/v des Eluats) mittels Zentrifugation 1h bei 4T
und 6800 g gefallt, mit 70% Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert (15 min,
4C, 6800 g) und bei RT getrocknet. Die sedimentierte DNS wurde
anschlieBend in 200 pl 10 mM Tris-HCI, pH 8,4 bis pH 9, resuspendiert und
kurzfristig bei 4C oder langerfristig bei -20C ge lagert.

3.1.2 Mini-Praparation von Plasmid-DNS durch Bindung an eine

Anionen-Austauscher-Saule

(peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen)

Zur Préaparation kleinerer Mengen hoch reiner DNS insbesondere flr
Sequenzierungen oder empfindliche Klonierungen wurde das oben
beschriebene Kit verwendet. Die Plasmid-Praparationen erfolgten nach

Herstellerprotokoll. Das Volumen der Ubernachtkulturen betrug zwischen 1,5
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und 5 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin oder 50 pg/ml Kanamycin. Am
Vorabend der Pr&paration wurde das Medium entweder mit Bakterien aus
Glycerol stocks oder mit zuvor gezichteten Bakterienkolonien an geimpft und
Uber Nacht bei 37<C und 200 rpm kultiviert. Eluierte DNS wurde kurzfristig bei
45 oder langerfristig bei -20TC gelagert.

3.1.3 Schnellpraparation von Plasmid-DNS nach der Koch-
(boiling) Methode

Die gleichzeitige Analyse der DNS gezilchteter Bakterienkolonien wurde mit
dieser Methode durchgefuhrt. DNS, die mit dieser Methode prapariert wurde,
enthdlt gro3e Mengen an RNS sowie bakterieller Endotoxine und wurde
deshalb lediglich zur Restriktionsanalyse unter Verwendung von RNAse
eingesetzt. Zur Praparation wurden Bakterienkolonien von LB-Agarplatten in 5
ml Antibiotika-haltiges LB-Medium uberfihrt und Gber Nacht bei 37C und 200
rom kultiviert. 1,5 ml dieser Bakterien-Ubernachtkultur wurden am folgenden
Tag 1 Minute bei 10000 x g sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Zell-Sediment in 400 pl STET-L6sung (10 mM Tris-HCI, pH 8; 1 mM EDTA;
5 % (v/v) Triton-X-100; 0,1 M NaCl) resuspendiert. Die Suspension wurde mit
25 pl Lysozym-LOsung (10 mg/ml) durchmischt, fur 30 Sekunden gekocht und
anschlieBend fir 10 Minuten bei 10.000 x g bei RT zentrifugiert. Das aus
Zelltrummern bestehende Pellet wurde vorsichtig entfernt und die Plasmid-DNS
im Uberstand durch Zugabe von 40 pl 3 M NaAc (pH 5,2) und 420 upl
Isopropanol préazipitiert und durch Zentrifugation fir mindestens 30 Minuten bei
>13.000 x g und 4T sedimentiert. Nach Waschen mit 0,5 ml 70%-igem EtOH
wurde die DNS an der Luft oder im SpeedVac (Vacufuge 5301 Concentrator,
Eppendorf, Hamburg) getrocknet und in 40 pl 10 mM Tris-HCI, pH 8,4 bis pH 9
resuspendiert.
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3.2  Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

3.2.1 Photometrische Bestimmung

(Gene Quant RNA/DNS Calculator, Pharmacia, Freiburg)

Zur Bestimmung der Konzentration einer wassrigen Nukleinsdure-Losung
wurde mittels eines Foto-Spektrometers die Extinktion bei 260 nm und 280 nm
gegen Tris-HCI als Leerwert gemessen. Der Reinheitsgrad der Loésung wurde
durch den Extinktionskoeffizienten Ezeo/E2s0 abgeschatzt. Reine DNS-Losungen
besitzen einen Quotienten von 1,8. Bei 1 cm Strahlengang entspricht eine
OD2sonm = 1 der Nukleinsdure-Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger
DNS.

3.2.2 Mengenabschatzung im Agarosegel im Vergleich zu
Markerbanden

(MassRuler™ DNS Ladder, Fermentas, St. Leon-Rot)

Bei dieser Methode ist nur ungefahre Mengenabschéatzung bei gleichzeitiger
Identifikation de praparierten DNS moglich. Die zirkulare DNS wurde dafur
durch Restriktions-Endonukleasen linearisiert und auf ein 1%-iges Agarosegel
aufgetragen. Anschliel3end erfolgte die elektrophoretische Auftrennung. Unter
dem UV-Licht (245 nm) wurden die DNS-Banden mit Marker-DNS-Banden

gleicher GroRe und bekannter Konzentration verglichen (s. Kapitel 2.2).

3.3  Agarose-Gelelektrophorese

(Sub Cell GT / Mini-Sub Cell GT, Bio-Rad Laboratories, Miinchen)

Zur analytischen und préparativen Auftrennung der DNS wurden horizontale
Agarosegele mit TAE-Puffersystem verwendet. Die DNS Proben wurden mit
6fach Beladungspuffer (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) versetzt und mittels

Gelelektrophorese fiur 0,5 bis 1,5 h bei 8 bis 12 V pro cm Gelbreite aufgetrennt.
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Zur Anfarbung der DNS wurde der 1%-igen Agaroseldsung 2 pl Ethidiumbromid
pro 100 ml (Bio-Rad, 10 mg/ml) zugesetzt. Die Analyse erfolgte unter UV-Licht
(245 nm) durch Vergleich mit den oben beschriebenen GroRenstandards (s.
Kapitel 2.2).

3.4  Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarose
(QIAquick®, Qiagen, Hilden)

Die Auftrennung und Aufreinigung mittels Restriktionsspaltung fur die
Klonierung erzeugter DNS-Fragmente erfolgte durch die praparative Agarose-
Gelelektrophorese. AnschlieRend wurde die gewlnschte Bande unter UV-Licht
(245 nm) identifiziert, ausgeschnitten und das Gewicht des Gelstiicks bestimmit.
Die Gelpraparation von maximal 400 mg erfolgte nach Herstellerprotokoll.
Eluierte DNS-Fragmente wurden unmittelbar weiterverarbeitet oder kurzfristig
bei 4C gelagert.

3.5 Enzymatische Reaktionen mit doppelstrangiger D NS

3.5.1 Spaltung der doppelstrangigen DNS durch Restriktions-

Endonukleasen

Die verwendeten Enzyme (Roche Diagnostics, Penzberg) spalten die DNS an
definierten Schnittstellen, bei denen die DNS-Erkennungssequenz der
Spaltstelle entspricht. Diese Erkennungs- und Spaltsequenzen entsprechen
meist Palindromen der Buchstabencodes der Nukleinsdure-Basen. Eine
Spaltung erfolgt entweder asymmetrisch, so dass kohasive Uberlappende
Enden entstehen (,sticky ends®) oder symmetrisch, so dass gerade Enden
vorliegen (,blunt ends®). Aufgrund ihrer kohasiven Eigenschaften und
spezifischen Komplementaritdt mit anderen Uberlappenden Enden, werden
Restriktionsenzyme bei der Zusammensetzung gewunschter Gensequenzen
rekombinanter Protein verwendet. Bei der Restriktionsspaltung mit den oben

aufgelisteten Endonukleasen (s. Kapitel 2.9) wurden pro pg DNS 2 Units

51



Methoden

Restriktionsenzym eingesetzt. Eine Enzymeinheit (Unit) entspricht dabei der
definierten Menge an Enzym, die bei der fir das Enzym optimalen Temperatur
(meist 37 C) in einer Stunde 1 pg DNS in einem optimalen Puffersystem
spaltet. Um diese Reaktionsbedingungen fir die verschiedenen Restriktions-
enzyme zu schaffen, wurden die vom Hersteller mitgelieferten 10fach Puffer
verwendet. Die DNS wurde mit verschiedenen Restriktions-Endonukleasen
gleichzeitig geschnitten, wenn die geforderten optimalen Pufferbedingungen
erfullt waren. War dies nicht der Fall, insbesondere bei verschiedenen Optimal-
Temperaturen, wurde sequentiell gespalten. Wurde die zu unter-suchende DNS
mit der boiling-Methode prapariert, so wurde den Versuchsanséatzen zur
Restriktionsspaltung 0,5 ug RNAse A (Roche Diagnostics, Penzberg) beigefugt.

3.5.2 Ligation von DNS-Doppelstrangen mit Uberlappenden
kohasiven Enden durch T4-DNS-Ligase

Isolierte DNS-Fragmente mit kohé&siven Uberlappenden Enden wurden in einem
3 bis 5-fach molaren Uberschuss mit linearisierter Vektor-DNS gemischt. Nach
der Zugabe von 2 Units T4-DNS-Ligase (Roche Diagnostics, Mannheim) und
1/10 Volumen 10fach Ligationspuffer wurde der Reaktionsansatz Uber Nacht
bei 14 inkubiert (T3000 Thermocycler, Biometra Gm bH, Goettingen). Das
Gesamtvolumen betrug zwischen 10 und 20 pl. AnschlieRend wurde der
Ligationsansatz zur Transformation von kompetenten Bakterien eingesetzt oder

ein Teil zur langerfristig bei -20C gelagert.

3.6 Bakterienkultur

3.6.1 Herstellung chemokompetenter E.coli DH5a Bakterien

Am Vorabend des Herstellungstages wurden 5ml LB-Medium ohne Antibiotika
mit 10ul DH5a aus einem Aliquot der zuvor benutzten kompetenten Bakterien
an geimpft und Uber Nacht bei 37C und 200 rpm kultiviert. Am Versuchstag
wurden jeweils 200 ml LB-Medium ohne Antibiotika in 1l-Erlenmeyerkolben mit
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2ml Vorkultur an geimpft und im Schittler bei 37<C und 200 rpm bis zu einer
ODsgonm von maximal 0,4 (gegen LB-Medium) wachsen gelassen. Nach
Erreichen der optimalen Dichte kihlten die Kulturen auf Eis mind. 10min ab.
Von diesem Zeitpunkt an wurden alle Arbeitsschritte auf Eis und im 4T
Kihlraum ausgefuhrt. Die Bakterien wurden in einer vorgekuhlten Zentrifuge
10min bei 1600g und 4T ab zentrifugiert. Zur Verminderung zu hoher
Beschleunigungsbelastungen wurden die Brems- und Beschleunigungswerte
der Zentrifuge (Avanti® J-E, Beckman Coulter GmbH, Krefeld) herabgesetzt.
Der Uberstand wurde verworfen, und die Pellets mit 10ml eiskaltem CaCl.-
Puffer vorsichtig gelost und durch langsames Auf-und-Ab-Pipettieren
resuspendiert. Weitere 10ml Puffer wurden hinzugegeben und anschliel3end bei
4C und 1100g 7min ab zentrifugiert. Nach erneutem Verwerfen des
Uberstands wurden die Resuspension wie oben beschrieben wiederholt und die
Bakteriensuspension 30min auf Eis inkubiert. Es erfolgte eine weitere
Zentrifugation bei 4C und 1100g 7min. Die Uberstan d wurden verworfen und
die Bakterienpellets in 4ml Puffer wie beschrieben resuspendiert. Die vereinigte
Bakteriensuspension wurden zu jeweils 100 pl aliquotiert und sofort in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung bis zum Verbrauch oder merklicher
Abnahme der Kompetenz erfolgte bei -80C. Alle Materialien zum
Resuspendieren und Aliquotieren waren sterilisiert und wurden ab dem Vortag
des Versuchstages bei 4C gelagert. Die erzeugte Ko mpetenz wurde durch
Transformation mit jeweils 10 und 100 pg des Plasmids pUC19 (Invitrogen
GmbH, Darmstadt) getestet und mittels Auszéhlen der Kolonien bestimmt. Die
Kompetenz betrug zwischen 10° und 10’ cfu/ug DNS (Kolony-forming units pro
Hg DNS).

CaCl,-Puffer : 60mM CaCl,-Dihydrat
10mM PIPES
15 % (w/v) Glycerin

Vor der Zugabe von Glycerin wurde der Puffer mit 3 M NaOH auf pH 7

eingestellt.
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3.6.2  Transformation kompetenter E.coli DH5a Bakterien

(Hanahan 1983)

Bei —80 C gelagerte kompetente Bakterien (100 ul pro 1,5 ml Reaktionsgefafd)
wurden auf Eis aufgetaut und mit 5 bis 10 ul des Ligationsansatzes gemischt.
AnschlieBend wurden die Bakterien 30 Minuten auf Eis und fur 90 Sekunden
bei 42 T inkubiert. Danach wurden die Bakterien so fort fir 2 Minuten auf Eis
abgekuhlt. Nach Zugabe von 600 pl LB-Medium wurden die Bakterien zum
Erwerb der Resistenzeigenschaft (Ampicillin- oder Kanamycin-Resistenz) fir 1h
bei 37 T und 200 rpm inkubiert. Anschlie3end wurde aus jedem Eppendorf-
Gefall das Gesamtvolumen entnommen und auf Ampicillin-haltige LB-
Agarplatten mit dem ,Drigalsky“-Spatel ausgestrichen, wobei der Spatel nach
jedem Ausstrich in 70 % Ethanol eingetaucht und abgesengt wurde. Zur Blau-
Weil3-Selektion wurden die verwendeten LB-Agarplatten vor dem Ausstreichen
der Bakterien mit je 50 pl X-Gal und IPTG bestrichen.

3.7 Polymerase-Kettenreaktion

(Mullis et al. 1986)

Das Prinzip der PCR beruht auf einer zyklischen Wiederholung von drei
Reaktionsschritten, die im selben Ansatz bei unterschiedlichen Temperaturen
ablaufen. Im ersten Schritt werden die zu amplifizierenden DNS-Molekile
denaturiert. Im  folgenden  Schritt  hybridisieren unter geeigneten
Temperaturbedingungen zwei DNS-Oligonukleotide (Primer) mit je einem der
beiden DNS-Einzelstrange. Im dritten Schritt erfolgt die Verlangerung dieser
Startermolekile entlang der einzelstrangigen Matrize durch eine thermostabile
DNS-Polymerase. Die geeigneten Temperaturbedingungen fir das
Hybridisieren der beiden eingesetzten Primer ist von der Sequenz der Primer
abhéangig, welche einen optimalen Guanin- und Cytosin-Gehalt von 40 bis 60%
aufweisen sollten. Mit Hilfe der Software Vector NTI Advance™ (Invitrogen
GmbH, Darmstadt) wurden die optimalen Primer-Zusammensetzungen

berechnet und ihre Schmelzpunkte durch Berechnung aufeinander abgestimmit.
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Praparative PCR fur die Klonierung von Genkassetten wurden mit dem
Polymerase-Mix ,High Fidelity PCR Master” (Roche Diagnostics, Penzberg)
durchgeftihrt, welcher sowohl (Uber Korrekturlese-Mechanismen  zur
Minimierung von Mutationen bis zu einer Fragmentgrof3e von 5 kb verfligt als

auch die fur das TA-Cloning benétigten 3‘-A-Uberhange einfligt.

Die PCR-Reaktionen wurden in einem programmierbaren Heizblock (T3000
Thermocycler, Biometra GmbH, Goettingen) durchgefiihrt. Zudem konnte die
optimale Bedingung der Primerbindung in einem Temperaturgradienten ermittelt

werden (Mastercycler® gradient, Eppendorf, Hamburg).

Zur Amplifikation von DNS-Fragmenten wurde folgender Standardansatz

verwendet:

X Ul Matrizen-DNS (50-200 ng Plasmid-DNS)
2 pul Primer | (10 pmol)

2 ul Primer 11 (10 pmol)

25 ul High fidelity Master Mix (2x)

x Ml steriles ddH,O, PCR-geeignet

2 50 pl

Zur Amplifikation der DNS-Fragmente wurde folgendes Temperaturprofil

verwendet:

1) Hitzedenaturierung: 96 € 60 Sekunden

2.) Hitzedenaturierung: 96 € 60 Sekunden

3.)  Anlagerung der Oligonukleotide: 50-65 T 30-60 Sekunden
4.) Polymerisation (je nach Lange): 72 T 60-120 S ekunden

30-40 Reaktionszyklen (2. - 4.)
5.) Einmalige Endpolymerisation 72 T 4 Minuten
6.) Kihlung 4<C
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3.8 Plasmidsequenzierung nach der Kettenabbruch-Met  hode

(BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems GmbH,
Darmstadt)

Die DNS-Sequenzierung wurde nach der Didesoxy-Kettenabbruch Methode
(Sanger et al., 1975) durchgefihrt. Das Prinzip diese enzymatischen
Verfahrens beruht auf dem Einbau von fluoreszenzmarkierten 2’, 3' Didesoxy-
Nukleotiden (ddNTPs) in einen durch die DNS-Polymerase | neu synthetisierten
DNS-Strang. Dies fiihrt zum Abbruch der Synthese, da die fiur die
Kettenverlangerung bendtigte 3’-Hydroxylgruppe im Didesoxy-Nukleotid fehlt.
Auf diese Weise wird die Polymerisierung selektiv bei A, C, G oder T terminiert.
Es entsteht eine Vielzahl von unterschiedlich langen DNS-Fragmenten, die sich
durch ein fixes 5-Ende und ein variables, basenspezifisches 3-Ende
auszeichnen. Durch den Einsatz  von  vier unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen (A: dichloro Rhodamin 6G [R6G]; C dichloro-carboxy X
Rhodamin [ROX]; G dichloro Rhodamin 110 [R110]; T dichloro-tetramethyl
Rhodamin [TAMRA]) kénnen alle vier enzymatischen Sequenzier-Reaktionen
gleichzeitig in einem Reaktionsgefald durchgefiuhrt werden. Die anschliel3ende
Trennung der DNS-Fragmente und die Fluoreszenzanalysen wurden am

Cologne Center of Genomics (Universitat zu Kéln) durchgefuhrt.
Reaktionsansatz furr die Sequenzreaktion (optimiert fiir Ubernacht-PCR):

X ul Matrizen-DNS (150-300 ng)

2 ul Sequenzierungs-Oligonukleotide (10 pmol)
0,5yl Terminator-Ready-Reaction-Mix

2 ul 5-fach Puffer

Xul  ddH20

210l

56



Methoden

Der Reaktionsansatz wurde nach folgendem PCR-Programm amplifiziert:

1) Hitzedenaturierung: 96 € 60 Sekunden

2.) Hitzedenaturierung: 96 € 30 Sekunden

3.)  Anlagerung der Oligonukleotide: 50 € 15 Sekunden

4.) Polymerisation (je nach Lange): 60 T 240 Seku nden
90 Reaktionszyklen (2. - 4.)

5.) Kihlung 4 <C

Nach beendeter Polymerase-Kettenreaktion wurde das Probenvolumen mit 10
ul ddH,O aufgefillt und zur Auswertung der Sequenzreaktion zum Cologne
Center of Genomics (Universitdt zu Koln) dberfihrt, wo die Kapillar-
Elektrophorese sowie die Fluoreszenzanalysen stattfanden (Applied
Biosystems 3730 DNA analyzer, Applied Biosystems / Invitrogen GmbH,
Darmstadt) . Ausgewertete und digitalisierte Sequenzierungsdateien wurden mit
Hilfe des Programms ContigExpress® (Vector NTI Advance™; Invitrogen

GmbH, Darmstadt) abgeglichen.

3.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Die SDS-Page wurde mit Hilfe des NUPAGE® Novex® Tris-Acetat Systems in
einer XCell SureLock™ Mini-Cell Elektrophoresekammer durchgefihrt.
Reagenzien, Puffer und Standards sowie das verwendete Versuchsprotokoll

entstammen den Herstellerempfehlungen (Invitrogen GmbH, Darmstadt).

Die Probenaufbereitung der nicht reduzierten Zelllysate wurde auf Eis
durchgefiihrt und zur Erhaltung von Protein-Protein Wechselwirkungen nicht fir
10 min bei 70 inkubiert:

Probe X Ml
Tris-Glycine Native Sample Buffer (2X) 15 pl
ddH,O X ul
Endvolumen 30 pl
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Die aufbereiteten Proben wurden auf ein NUPAGE® Novex® Tris-Acetat
Gradienten-Gel mit 1 mm Dicke gegen 5 ul des farbmarkierten Proteinstandards
SeeBlue® Plus2 aufgetragen. Die Proben wurden 2h bei 150V im Laufpuffer
NuPAGE® Tris-Acetate SDS (50 mM Tricin, 10 mM Tris, 0.1% SDS, pH 8,24)
aufgetrennt.

3.10 Western Blot

Die Ubertragung der aufgetrennten Proteinproben in einem Tank-Blot mit dem
entsprechenden NUPAGE® Transferpuffer erfolgte mit Hilfe des XCell 1I™ Blot
Moduls. Das verwendete Versuchsprotokoll basiert auf den Herstellerangaben
(Invitrogen GmbH, Darmstadt). Die verwendete Membran aus dem Kit
iIBlot®Transfer Stack, PVDF Mini wurde 30 Sekunden in Methanol inkubiert,
kurz mit deionisiertem Wasser gewaschen und bis zur Proteintbertragung in
Transferpuffer gelagert. Blotting Pads sowie die Whatman Filterpapiere wurden
ebenfalls in Transferpuffer inkubiert und Luftblasen gegebenenfalls sorgfaltig
entfernt. Nach dem Zusammenbau des Blots wurden die Proteine in ca. 100 ml
Transferpuffer fur 1h bei 30V auf die PVDF Membran tbertragen.

Der Proteintransfer wurde im Anschluss mit einer Farbeldsung aus 0.1% (w/v)
Ponceau S in 5% Essigsaure Gberpriuft und damit gleichzeitig eine Fixierung der
Proteine auf der Membran erreicht. Die Banden des ProteingroRenstandards
wurden markiert und die freien unspezifischen Bindungsstellen der Membran
Uber Nacht bei 4T in 15 ml blocking Lésung ab gesa ttigt. Am folgenden Tag
wurde die Membran 3x 5 min und 1x 10 min in TBS/T gewaschen und 1-2h bei
Raumtemperatur mit dem Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Detektions-
antikorper Kaninchen anti-human-IgG (1:800) inkubiert. Nicht gebundener
Detektionsantikorper wurde anschlielend durch viermaliges zehnmindtiges
Waschen mit TBS/T entfernt und die Chemielumineszenz-Reaktion eingeleitet.
Dazu wurde die Membran mit Amersham ECL Detektionsreagenz 60 Sekunden
inkubiert und die Lumineszenz in der Dunkelkammer auf Amersham Hyperfilm

(GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg) Ubertragen. Die Entwicklung der Filme
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erfolgte an einer Agfa CURIX 60™ Entwicklungsmaschine (Agfa HealthCare
GmbH, Kaln).

Transferpuffer:
50 ml NuUPAGE® Transfer Buffer (20x; Invitrogen GmbH, Darmstadt), 100 ml
Methanol, 850 ml ddH,0

Blocking Puffer:
5 ml Roti®-Block (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe), 45 ml ddH;0, 2,5 g
fettarmes Milchpulver (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

Detektionslosung:
15 ml TBS, 0,75 g fettarmes Milchpulver, 150 ul Kaninchen Serum (DAKO,
Glostrup, Danemark), 18,75 pl Rabbit anti-human-lgG-HRP (1:800; DAKO,

Glostrup, Danemark)

Chemielumineszenz-Reagenz:
(Amersham ECL™ WesternBlotting Detection Reagents; GE Healthcare Europe
GmbH, Freiburg) jeweils 4ml der Lésungen 1 und 2 entsprechen 0,125 ml/cm?

Gesamtvolumen

3.11 Sandwich-ELISA

Die Beschichtung der Mikrotiterplatten (MaxiSorp™, Nunc GmbH, Wiesbaden)
erfolgte durch Ubernacht-Inkubation der Fangantikdrper in 50 pl Beschichtungs-
Puffer pro Vertiefung bei 4C. Zur Abséttigung der freien Bindungsstellen wurde
fur 2 bis 3h bei RT mit 3 % (w/v) BSA in PBS/T inkubiert und die Platten nach
Ausschlagen der Losung entweder bei -20C gelagert oder sofort weiter
verwendet. Uberschiissige BSA-Losung wurde anschlieBend durch einmaliges
Waschen mit je 200 pl PBS/T pro Vertiefung entfernt. Die zu untersuchenden
Lysate oder Zellkulturiiberstdande (50 ul/Vertiefung) wurden auf die
Mikrotiterplatte gegeben. Zur Konzentrationsbestimmung wurden
gegebenenfalls Verdinnungsreihen mit den zu vergleichenden rekombinanten
Proteinen in PBS/T mit 1% BSA (w/v) aufgetragen. Die Proben wurden tber
Nacht bei 4T inkubiert und anschlieBend dreimal mit PBS/T (200 ul pro
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Vertiefung) gewaschen. Die Inkubation mit den Biotin-gekoppelten Detektions-
Antikérpern in jeweils 50 pl pro Vertiefung erfolgte 1h bei RT. Anschlie3end
wurde dreimal mit PBS/T gewaschen, 30 Minuten mit einer Streptavidin-
gekoppelten Peroxidase inkubiert und nicht gebundene Peroxidase durch vier-
bis finfmaliges Waschen mit PBS/T entfernt. Der Test wurde durch Zugabe von
100pl ABTS-Substratldsung pro Vertiefung bei RT entwickelt. Die Absorption
bei einer Wellenlange von 405 nm abzuglich einer Referenzwellenlange von
490 nm wurde photometrisch bestimmt. Die Berechnung der Protein-
Konzentration erfolgte gegebenenfalls anhand der linearen Progression der
gemessenen Standardkonzentrationen. Alle Tests wurden als
Dreifachbestimmung durchgefuhrt, der Mittelwert der Zytokinkonzentration und

die Standardabweichung wurden bestimmt.

Beschichtungslosung IFN-y ELISA:
34 mM NayCOj3, 16 mM NaHCOg3, pH 9,6, 1 pg/ml Maus anti-human-IFN-y (BD
PharMingen, Hamburg)

Beschichtungslosung IL-2 ELISA:
0.1 M Na HPO4 pH 9, 1 pg/ml Maus anti-human-IL-2 (BD PharMingen,
Hamburg)

Beschichtungslosung Lysat ELISA:
Geeignete Antikdrperverdiinnung in PBS (z.B. 5 pg/ml BW2064/399)

Detektionslosung 1:

1% BSA (w/v) in PBS/T; 1 pg/ml Biotin Mouse Anti-Human IL-2 (BD
PharMingen, Hamburg), 0,5 pg/ml Anti-Human Interferon gamma Monoclonal
Antibody, Biotin-Labeled (Thermo Pierce Endogen, Rockfort, IL, USA) oder
1:32000 anti-GFP-Biotin Antikorper (Abcam Inc., Cambridge, MA, USA)

Detektionsldsung 2:
1% BSA (w/v) in PBS/T, 1:10000 Streptavidin-gekoppelte Peroxidase (Roche
Diagnostics, Penzberg) entspricht 50 U/ul

ABTS-Substratlosung:
1 mg/ml ABTS in ABTS-Puffer (Roche Diagnostics, Penzberg)
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Proteinstandard IFN-y:
1% BSA (w/v) in PBS/T; 1:10000 Imukin® (Boehringer Ingelheim, Ingelheim,
Schweiz) entspricht 20 ng/ml IFN-y

Proteinstandard IL-2:
1% BSA (w/v) in PBS/T; 1:900 der Stammlésung Proleukin® (Chiron / Novartis
Pharma GmbH, Nurnberg) entspricht 2000 U/ml IL-2

3.12 Zellkultur

3.12.1 Kulturbedingungen

Alle Zellkulturarbeiten wurden in Laboren der Sicherheitsstufe Il unter einer
Sterilbank der Sicherheitsklasse Il (Heraeus Thermo Scientific oder Kojar Tech
Oy) durchgefuhrt. Die Zellen wurden in Inkubatoren (Heraeus oder Samsung)
unter 5%-iger (RPMI 1640 Medium) oder 10%iger (D-MEM Medium) CO,-
Versorgung bei 37<C und 95 bis 100% relativer Luftf euchtigkeit (RH) kultiviert.
KulturgefalRe, Medien, Zusatze und Losungen wurden nach dem Autoklavieren
oder Steril-Filtrieren unter sterilen Bedingungen gehandhabt. Vor Gebrauch
wurden die verwendeten Medien, sowie Wasch- und andere Losungen auf die

geeignete Temperatur vorgewarmt oder abgekuhlt.

Kulturbedingungen HEK 293T Zelllinien:
D-MEM GIlutMAX™ High Glucose mit Phenolrot, 10% (v/v) FCS, 1% Penicillin-
Streptomycin, 37C, 95-100% RH, 10% CO ,

Kulturbedingungen H498, MC38- und Hybridomzelllinien:
RPMI 1640 GIlutMAX™ mit Phenolrot, 10% (v/v) FCS, 1% Penicillin-
Streptomycin, 37C, 95-100% RH, 5% CO »

Kulturbedingungen periphere Blutlymphozyten:

RPMI 1640 GIlutMAX™ mit Phenolrot, 10% (v/v) FCS, 1% Penicillin-
Streptomycin, 100 bis 1000 U/ml IL-2, 37T, 95-100% RH, 5% CO
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3.12.2 Passagieren adhéarenter Zellkulturen

Vor Erreichen einer 100%-igen Konfluenz oder pH-indiziertem Nahrstoffmangel,
welcher sich durch eine allmahliche Gelbfarbung des Indikators Phenolrot im
Kulturmedium erkennen lie3, wurden die Zellen nach Abnahme des
Zellkulturiberstandes mit sterilem PBS gewaschen, mit 1 bis 3 ml einer Trypsin-
Losung fur 3 bis 5 Minuten bei RT inkubiert und von der Kulturflaschen-
oberflache geldst. AnschlieBend wurden die gelésten Zellen in 10 ml
Kulturmedium resuspendiert, wodurch die Trypsin-Aktivitat irreversibel blockiert
wurde. Die abgeldsten Zellen wurden fir 3 min bei max. 400 g zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet in frischem Kulturmedium resuspendiert.
Ein Teil der Zellen (je nach Bedarf) wurde in die Zellkulturflasche

zuruckgegeben und in frischem Kulturmedium aufgenommen.

Trypsin-Lésung:
10% (v/v) Trypsin-EDTA Solution 10X (Sigma-Aldrich / SAFC Biosciences Ltd.,
Hampshire, UK) in PBS

3.12.3 Lymphozyten-Separation mittels Dichte-Zentrifugation

(optimiert nach Béyum 1968)

Die Leukozyten-Konzentrate (,buffy coats”) wurden durch die Blutbank der
Universitat zu Koéln oder Dusseldorf bereitgestellt und waren 4 bis 6 Stunden
nach der Blutentnahme verfiigbar. Mononukleare periphere Blutzellen (PBMC)
wurden mittels Dichte-Zentrifugation aus ,buffy-coat‘-Konserven separiert.
Dieses Verfahren macht sich die unterschiedliche Dichte der verschiedenen
Zellen des humanen Blutes zunutze. Dabei wird das Blut Uber eine
hochmolekulare Flissigkeit geschichtet, in welcher sich Blutzellen nach der
Zentrifugation in verschiedene, dichteabhéngige Phasen aufteilen. Hierfur
wurden 15 ml des Blutes eines gesunden Spenders 1:2 mit PBS verdinnt und
auf 15 ml Lymphoprep™(Axis-Shield PoC, Oslo, Norwegen) geschichtet.
Anschliel3end wurden die so geschichteten Zellen fur 30 min bei 800 g und
Raumtemperatur  zentrifugiert. Da hohe Beschleunigungswerte den

entstandenen Gradienten zerstéren, wurde die Zentrifuge auf minimale
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Beschleunigung gestellt. Nach der Zentrifugation wurde die oberste Phase
verworfen. Die Interphase mit den mononukledren Zellen wurde vorsichtig
abgenommen, mit 20 ml PBS gewaschen und 10 min bei 300 g und 4C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment
resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt. Das
Zellsediment wurde in 50 ml Kulturmedium resuspendiert und die Zellen mit
1000 U/ml IL-2, 200 ng/ml des anti-human-CD3 Antikérpers OKT3 und 50 ng
des anti-human-CD28 Antikorpers 15E8 stimuliert. Gegebenenfalls adharente
Zellen der PBMC setzten sich Uber Nacht an der Oberflache der
Zellkulturflasche fest und die nicht adharenten peripheren Blutlymphozyten
(PBL) wurden in einer neuen Flasche weiter kultiviert. Nach 3 tagiger
Aktivierung der PBL mit den oben beschriebenen Antikérpern, wurde die PBL

unter den entsprechenden Kulturbedingungen kultiviert.

3.12.4 Transfektion von Tumorzellen der Linie 293T

(jetPRIME™, Polyplus-transfection SA, llikirch, Frankreich)

Die DNS wird mit Hilfe von fein verzweigten Molekulen verpackt, deren positiv
geladene Amino-Gruppen die DNS umschlielen und die Passage durch die
Zellmembran erleichtern. Der DNS-jetPRIME™-Komplex bindet an negativ
geladene Proteine und Glykoproteine der eukaryotischen Zelle und ermdglicht
so die Endozytose in ein von einer einschichtigen Membran umhilltes
Lysosom. Das alkalische jetPRIME™-Reagenz wirkt bei pH < 5 als Puffer-
Substanz und erhdht den pH-Wert des Lysosomen-Kompartiments, so dass
lysosomale Nukleasen erfolgreich inhibiert werden. Zellen der Linie HEK 293T
wurden 24h vor der Transfektion in Kulturmedium in einer geeigneten
Zellkulturplatte so aus gesat und dass sie nach Inkubation tber Nacht eine
Konfluenz von 50-70% aufwiesen. Plasmid-DNS wurden in einem Eppendorf-
Gefall mit jetPRIME™-Puffer verdiunnt, 10s mittels Vortex durchmischt, mit
jetPRIME™ Transfektionsreagenz versetzt, wiederum 10s durchmischt und 10
min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Transfektionsansatze

tropfenweise zu den kultivierten Zellen in das Kulturmedium gegeben. Nach 24

63



Methoden

bis 48h Inkubation unter Kulturbedingungen wurden die Zellen fur Analysen

verwendet.

Transfektion in 6well Zellkulturplatten:

3x10° HEK 293T in 2 ml Kulturmedium pro Vertiefung
2 ug Plasmid-DNS in 200 pl jetPRIME™-Puffer

4 pl jetPRIME™

Transfektion in 10cm Zellkulturplatten:

2,5x10° HEK 293T in 10 ml Kulturmedium

10 pg Plasmid-DNS in 500 pl jetPRIME™-Puffer
20 pl jetPRIME™

3.12.5 Generierung stabil transfizierter Zellen

Zur Generierung von Zellklonen, die das gewiinschte Protein stabil exprimieren,
wurden Zellen mit DNS fiur einen Selektionsmarker kotransfiziert. Dabei wurden
die Vorgaben des Protokolls des verwendeten Transfektionsreagenz
jetPRIME™ Ubernommen. Um HygromycinB-resistente Zellen zu erzeugen, die
das gewinschte Protein exprimieren, wurde die Plasmid-DNS fur das
gewlnschte Protein im Verhaltnis 3:1 mit der Plasmid-DNS fir den
Resistenzmarker transfiziert. Eine vorherige Linearisierung der Plasmid-DNS
erhoéhte dabei die Wahrscheinlichkeit des stabilen Einbaus in das Genom der
transfizierten Zellen auf maximal 10™®. Nach 24 bis 48h befand sich die
Expression der transfizierten Proteine auf dem Hohepunkt und die Selektion mit
Hygromycin konnte durchgefuhrt werden. Transfizierte Zellen wurden in
geeigneter Dichte von maximal 5x10* Zellen pro Vertiefung in Mikrotiterplatten
aus gesat, so dass bei gro3ter Integrationswahrscheinlichkeit nur wenige Zellen
pro Vertiefung die Antibiotikaselektion Uberlebten und eine Durchmischung
entstehender monoklonaler Zellpopulationen minimiert wurde. Uber einen
Zeitraum von mehreren Wochen, die stark mit der Wachstumsrate der Zellen
variierte, wurde nach jeweils 3 bis 4 Tagen Inkubation das Kulturmedium mit
Hygromycin B ausgetauscht. Bevor eine 100%-ige Konfluenz oder eine

Durchmischung zweier Zellpopulationen auftrat, wurden die Zellen in gréf3eren
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Zellkulturplatten bis zu einer fur durchflusszytometrische Analysen geeigneten
Menge expandiert. Diese war bei der Verwendung der Kotransfektion essentiell,
da die Expression des gewlnschten Proteins nicht unmittelbar mit der

Resistenz gegen das Selektionsantibiotikum zusammenhing.

Selektionsmedium MC38 Zelllinien:

50 pg/ml Hygromycin B in Kulturmedium

Eine weitere Methode der stabilen Expression stellte die Transduktion dar. Die
Kotransfektion zur Produktion von Retroviren mit der Expressionskassette fur
das gewtnschte Protein nach Protokoll hatte zur Folge, dass die transfizierten
Zellen selbst transduziert wurden und somit die mit den Viren transportierte
Expressionskassette stabil in das Genom integrierte. Durch die Verwendung
eines bicistronischen retroviralen Expressionsvektors, der gleichzeitig fur ein
Resistenzgen gegen Hygromycin B kodiert, betrug die Wahrscheinlichkeit fur
das Entstehen stabil exprimierender Zellen ein Vielfaches der oben
beschriebenen Methode. Aus diesem Grund konnte auf die langwierige
Generierung von monoklonalen Zellpopulationen verzichtet werde und die
Selektion auf groReren Zellkulturplatten durchgefihrt werden. Bis zur Konfluenz
von annadhernd 100% wurde das Kulturmedium alle 3 bis 4 Tage mit frischem
Kulturmedium und Antibiotika ersetzt und die Zellen zur Expansion in wiederum
groere Zellkulturplatten tberfuhrt. Die Analyse der stabilen Expression des

gewinschten Proteins konnte anschlieRende durchfusszytometrisch erfolgen.

Selektionsmedium HEK 293T:
100 pg/ml Hygromycin B in Kulturmedium

3.12.6 Retrovirale Transduktion peripherer Blutlymphozyten

Retrovirale Vektor-DNS wurde mit der retroviralen Helfer-Plasmid-DNS pHIT60
und pCOLT in Zellen der Linie 293T mit Hilfe des jetPRIME™ Transfektions-
reagenz endozytotisch eingebracht. Das D-MEM Kulturmedium wurde nach 24h
verworfen und aktivierte PBL fur 24-72h mit den kotransfizierten HEK 293T
Zellen in RPMI-Kulturmedium und 1000 U/ml IL-2 kokultiviert. Wahrend dieser
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Inkubation wurden die Viren kontinuierlich in den Zellkulturiberstand sezerniert
und transduzierten die T-Lymphozyten. Nach der Kokultivierung wurden die T-
Lymphozyten vorsichtig von den adhéarenten 293T Zellen abgenommen und die

Rezeptorexpression durchflusszytometrisch bestimmit.

Transduktion in 6well Zellkulturplatten:
Maximal 1,5x10° PBL in maximal 10 ml Kulturmedium mit 2000 U/ml IL-2

Transduktion in 10cm Zellkulturplatten:
Maximal 5x10° PBL in maximal 35 ml Kulturmedium mit 2000 U/ml IL-2

3.12.7 Kryokonservierung von Zellen

Zur langfristigen Konservierung von Zellen wurden Zellen fir die Lagerung in
flissigem Stickstoff (-196C) oder einer -150C Kuh Itruhe (SANYO Biomedical
and Environmental Solutions, Wood Dale, IL, USA) vorbereitet. Daftir wurden
adharente Zellen trypsiniert, in Medium Utberfuhrt und durch Zentrifugation bei
400 g fir 3 min bei RT sedimentiert. Mindestens 5x10° Zellen wurden in 900 pl
frisches Kulturmedium aufgenommen und mit 10 % (v/v) DMSO versetzt. Diese
Zellsuspensionen wurden ziigig in Gefrier-Ampullen Uberfihrt und sofort auf Eis
gelagert. Mit dem auf -20C vorgekihlten Einfrierbe halter ,Cryo 1T Freezing
Container* (Nalgene Thermo Fischer Scientific, Rochester, NY, USA) wurden
die Zellen bei -80 T mit einer kontinuierlichen Rate von -1C pro Minute
eingefroren nach 24h bis 48h zur langfristigen Lagerung in flissigen Stickstoff
bzw. -150C Uberfuhrt.

Zur Verwendung kryokonservierter Zellen, wurden Gefrier-Ampullen
entnommen und auf Eis in die Zellkulturen tberfihrt. Dort erfolgte ein zlgiges
Auftauen im 37C Wasserbad und sofortige Resuspension in 10 ml frisches
Kulturmedium. Nach dreiminatiger Zentrifugation bei 400 g und RT wurden die
Zellen erneut in frischem Kulturmedium aufgenommen, in geeignete

Zellkulturbehalter Gberfihrt und entsprechend den Kulturbedingungen kultiviert.
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3.12.8 Herstellung von Zell-Lysaten

Die Herstellung der Zell-Lysate erfolgte durch Resuspension von 1x10°
Rezeptor tragender T-Zellen in 1 ml Lysispuffer. Nach einer 30 minttigen
Inkubation auf Eis wurde das Lysat fir 20 Minuten bei 6.000 g und 4 T
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ELISA-Tests eingesetzt oder mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und in Western Blots zur

Immundetektion auf Membran Ubertragen.

Lysis Puffer:

100 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI, 1 mg/ml Complete Proteinase Inhibitor Cocktail
(Roche Diagnostics, Penzberg), 1% (v/v) Triton-X-100 (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen)

3.13 Durchflusszytometrische Immunfluoreszenz-Analy sen

Transfizierte oder transduzierte Zellen wurden mit PBS gewaschen,
gegebenenfalls trypsiniert (adharente Zellen) und in Kulturmedium
resuspendiert. Etwa 2x 10° Zellen wurden in ein 5 ml BD Falcon™ Réhrchen
(BD Biosiences, Heidelberg) tberfuhrt. Die Zellen wurden 3 min bei 400 g
zentrifugiert und das Zellsediment zweimal mit je 2 ml PBS gewaschen. Nach
dem letzten Waschschritt wurden die Zellen in 100ul PBS resuspendiert. Ein
oder mehrere Detektions-Antikérper wurden zugegeben und die Probe 30 min
auf Eis inkubiert. Ab diesem Schritt wurden die Proben vor direkter
Lichteinstrahlung geschutzt. Nach der Inkubation wurden die Zellen zweimal mit
je 2 ml PBS gewaschen und 3 min bei 400 g zentrifugiert. AnschlieRend wurde
das Zellsediment gegebenenfalls fir eine weitere Inkubation mit einem
sekundaren Antikorper in 100 ul PBS, ansonsten in 400 ul PBS resuspendiert.
Je nach Experiment wurden kurz vor der Analyse 2 pl 7-AAD hinzugegeben und
bis zur durchflusszytometrischen Messung 10 min auf Eis inkubiert. Die
Auswertung der Immunfluoreszenz-Tests erfolgte mit Hilfe eines FACSCanto™-
oder FACSCalibur™-Durchflusszytometers unter Verwendung der FACSCanto-
Research-Software (FACSDiva™ analysis software Version 5.x, Becton
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Dickinson, Heidelberg) bzw. der FACSCalibur-Research-Software (CellQuest
Pro Version 4.x, Becton Dickinson, Heidelberg).

3.14 Magnetische Zellseparation MACS®

3.14.1 Indirekte Separation von T-Lymphozyten mittels Depletion

(Mitenyi Biotec, Bergisch Gladbach)

Die Sortierung humaner T-Lymphozyten erfolgte durch die Depletion nicht CD3
exprimierender Zellen aus peripheren Blutlymphozyten mit dem Pan-T Cell
isolation Kit Il am MidIMACS™ Separator. Die Separation wurde nach
Herstellerprotokoll an LS Saulen mit einer Kapazitat von bis 1x10% magnetisch
markierten Zellen durchgefiihrt. Mit dem enthaltenen Cocktail biotinylierter
Antikdrper gegen die Oberflachenproteine CD14, CD16, CD19, CD36, CD56,
CD123 und CD235a wurden in PBL oder PBMC enthaltene B-Lymphozyten, NK
Zellen, dendritischen Zellen, Monozyten, Granulozyten und erythroide Zellen
markiert. Eine anschlieRende Inkubation mit anti-Biotin Antikérper gekoppelten
magnetischen MicroBeads fuhrte zum Zurlckhalten markierter Zellen im
magnetischen Feld des MidIMACS™ Separators wahrend die nicht markierten
CD3 exprimierenden T-Lymphozyten ungehindert eluieren konnten. Eine
Kontrolle der Separationseffizienz am Durchflusszytometer ergab einen Anteil
CD3 exprimierender Zellen von 90 bis 100%. Durch die Depletion nicht CD3
exprimierender Zellen und den Erhalt unangetasteter T-Lymphozyten sind im
Gegensatz zur positiven Anreicherungsmethode sowohl Experimente mit nicht
aktivierten, ruhenden T-Zellen mdglich als auch die Aktivierung der T-Zellen
unter den gewtnschten und gleichbleibenden Bedingungen. Die Verwendung
hochreiner T-Zellpopulationen minimiert insbesondere bei Untersuchungen
spezifischer Zytotoxizitat die Auswirkung unspezifischer Zytolyse durch NK
Zellen. Zudem wird die Detektion von chimaren Antigen-Rezeptoren anhand der
humanen IgG;-Fc Domane beispielsweise bei sensitiven Immunoblots nicht
durch die Immunglobulin-Domé&nen der B-Zell und einiger Fc-Rezeptoren der
Phagozyten, B-Lymphozyten, NK-Zellen und dendritischer Zellen beeinflusst.
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3.14.2 Direkte Separation CAR-exprimierender T-Zellen mittels
Anreicherung

(Mitenyi Biotec, Bergisch Gladbach)

Die Anreicherung CAR-exprimierender T-Lymphozyten erfolgte mittels
indirekter magnetischer Markierung mit anti-PE MicroBeads am MidiMACS™
Separator. Die Separation wurde nach Herstellerprotokoll an LS Saulen mit
einer Kapazitdt von bis 1x10° magnetisch markierten Zellen durchgefiihrt.
Transduzierte und CAR-exprimierende Zellen wurden mit einem primaren
Antikdrper markiert, der entweder spezifisch fur die Bindedomane des
exprimierten CAR oder fur dessen humane IgG;-Fc Domane ist. Nicht PE-
konjugierte Primarantikdrper wurden in einem zweiten Schritt mit einem PE-
gekoppelten Sekundarantikdrper detektiert. Die anschlieRende Inkubation mit
anti-PE gekoppelten MicroBeads fuhrte zum Zurlckhalten markierter Zellen im
magnetischen Feld des MidIMACS™ Separators wahrend die nicht markierten
nicht CAR-exprimierenden T-Lymphozyten ungehindert eluieren konnten. Die
zuruckgehaltenen CAR-exprimierenden T-Lymphozyten wurden aul3erhalb des
magnetischen Feldes eluiert. Eine Kontrolle der Separationseffizienz am
Durchflusszytometer ergab einen Anteil CAR-exprimierender Zellen von 50 bis
90%. Durch die Anreicherung CAR-exprimierender Zellen konnten niedrige
Transduktionseffizienzen insbesondere bei bicistronischen CAR-Expressions-
kassetten kompensiert und so beispielsweise die Detektionsschwelle bei
durchflusszytometrische Analysen oder der Anteil nicht-transduzierter Zellen in
Aktivierungsexperimenten vermindert werden. Zur Verwendung positiv
angereicherter CAR-exprimierender T-Lymphozyten in Experimenten, in denen
eine CAR-vermittelte Aktivierung untersucht werden sollte, war eine an die
Sortierung anschlieBende Kultivierung der angereicherten Zellen unter IL-2
Entzug essentiell, da eine CAR-spezifische Separation anhand CAR-
spezifischer Antikorper zur Kreuzvernetzung dieser Rezeptoren und damit zu

einer transienten CAR-vermittelten Aktivierung fuhrte.
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3.15 Produktion monoklonaler Antikérper

3.15.1 Reinigung und Konzentration von Antikérpern und

Proteinen aus Zellkulturiiberstanden

Zur Expression der monoklonalen Antikérper OKT3, 15E8, NS19-9 und
BW2064/36 und BW2064/399 wurden die gleichnamigen Hybridomzellen unter
den entsprechenden Kulturbedingungen kultiviert. Der antikérperhaltige Kultur-
Uberstand wurde etwa alle 72h erneuert, gesammelt und bei -20C gelagert. Je
1 Liter des Kulturiiberstands wurde zentrifugiert (6800 g, 15 min, 4C), filtriert
(AusschlussgroRe 0,45 um) und affinitdtschromatografisch unter Verwendung
Antikorper-gekoppelter Agarose auf gereinigt. Die gesammelten Uberstande
wurden dazu tUber Nacht mit bei 4C mit Hilfe einer Peristaltikpumpe und einer
Geschwindigkeit von 1,5 ml/min Gber eine C 10/10 Agarosesaule gegeben
(Amersham / GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg). Im Anschluss wurden
die nicht gebundenen Proteine mit 50 ml PBS, pH 7,4 ausgewaschen. Die
Elution des Antikorpers erfolgte mit 25 ml 0,1 M Glycinpuffer, pH 3,0 in
Fraktionen zu je 1,5 ml mit Hilfe des Flussigchromatographiesystems
AKTAprime® (Amersham GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg). Die
Absorption der einzelnen Fraktionen wurde wéahrend der Elution photometrisch
bei 280 nm Wellenlange gemessen. Proteinhaltige Fraktionen wurden
zusammengegeben und in einem Dialyseschlauch (Spectra/Por®, Roth,
Karlsruhe) der Ausschlussgréfie 12000 bis 14000 MWCO (Molecular Weight
Cut Off) Uber Nacht bei 4 € in 2 Liter PBS, pH 7,4 unter leichtem Rihren
umgepuffert. Anschlieend wurden die Antikorper mit Hilfe von Vivaspin-
Rohrchen der AusschlussgroRe 10000 MWCO (Sartorius Stedim Biotec,
Goettingen) durch mehrmalige Zentrifugation ftir 30 min bei 5000 g und 4T auf
etwa 1 ml Endvolumen konzentriert. Die Proteinkonzentration wurde im

Anschluss photometrisch ermittelt.

Aufreinigung Maus anti-human-CD3 Antikdrpers OKT3:
Ziege anti-Maus-1gG,, Antikorper (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)
gekoppelte Agarose
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Aufreinigung Maus anti-human-CD28 Antikdrpers 15E8:
Ziege anti-Maus-1gG; Antikorper (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)
gekoppelte Agarose

Aufreinigung Maus anti-BW431/26 Idiotyp Antikorpers BW2064/36:
Ziege anti-Maus-lgG; Antikorper (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)
gekoppelte Agarose

Aufreinigung Maus anti-BW431/26 Idiotyp Antikorper BW2064/399:
Ziege anti-Maus-lgG; Antikorper (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)
gekoppelte Agarose

Aufreinigung Maus anti-human-CA19-9 Antikorper 1116-NS19-9:
Ziege anti-Maus-IgG; Antikorper (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)
gekoppelte Agarose

3.15.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Ultraviolettes (UV) Licht wird von den aromatischen Aminosauren Tryptophan,
Tyrosin und Phenylalanin, sowie von Disulfid-Briicken (Cystinen) in einem
Wellenlangenbereich von 250 bis 300 nm unterschiedlich stark absorbiert. Aus
der Aminosduresequenz kann nach (Pace et al. 1995) der molare
Extinktionskoeffizient €230 und daraus, unter Einbeziehung des
Molekulargewichtes, der biologische Extinktionskoeffizient ¢€xg0pio €rrechnet

werden:

€230biol = €280 [ MW = (Z Trp x 5500 + £ Tyr x 1490 + X Cys X 125) [/ MW

€280 = Molarer Extinktionskoeffizient bei 280nm [1 /(M x cm)]

MW = Molekulargewicht des Proteins [ g/mol ]

Der biologische Extinktionskoeffizient flr Antikérper (160 kDa) liegt bei 1,4
[ml/(mg x cm)]. Damit kann mit Hilfe des Lambert-Beer'schen Gesetzes die
Proteinkonzentration durch Absorptionsmessung bei 280 nm bestimmt werden:

71



Methoden

AbS250nm = €280biol X C X d

Abs,gonm = Absorption

€280biol = biologischer Extinktionskoeffizient [ ml/(mg x cm)]
c : Proteinkonzentration [mg/ml]

d : Schichtdicke der Kivette [cm]

3.16 Kultivierung auf oberflachengebundenen Antikor pern

Die zur Beschichtung verwendeten Antikérper wurden mit PBS verdinnt.
Gegebenenfalls wurden  Kombinationen von  Antikérpern  und/oder
Verdunnungsreihen erstellt. Polysorp® Mikrotiterplatten wurden den in PBS
geldsten Antikorpern beschichtet (50 pl pro Vertiefung), Gber Nacht bei 4C
inkubiert und freie Bindungsstellen anschlieend mit 200 pl Kulturmedium pro
Vertiefung fur 1h bei 37T ab gesattigt. Das Kultur medium wurde durch
Waschen mit 200 pl PBS pro Vertiefung entfernt und zu untersuchende T-
Lymphozyten in 200 pl Kulturmedium pro Vertiefung kultiviert. Bei der
Verwendung CAR-exprimierender T-Lymphozyten wurde je nach Experiment
und Voraktivierung 24 bis 48h durch IL-2 Entzug depriviert und jeweils
unmittelbar nach der Transduktion sowie unmittelbar vor der Kultivierung auf
den beschichteten Platten mehrfach mit PBS gewaschen. Fur die Kultivierung
wurde die Zellzahl bestimmt und T-Zellen anhand der durchflusszytometrisch
bestimmten Expressionsraten auf Immunrezeptor tragende Effektorzellen
normiert. Je nach Experiment wurden 1 bis 5x10* Rezeptor-tragende Zellen pro
Vertiefung ausplattiert und 48 bis 72h unter Kulturbedingungen inkubiert. Zur
Analyse der Zellkulturiberstande wurden maximal 150 pl pro Vertiefung
abgenommen und fir Zytokin-ELISA weiterverwendet oder bis zur Verwendung

bei -20C gelagert.
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Beispiele verwendeter Beschichtungen:

ErbB2-Fc + BW2064/399 [ug/ml]] —>
8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625

Abbildung 8: Tritrationsschema fiir die Bestimmung der Aktivierun gskinetik

Polysorp® Mikrotiterplatten wurden mit dem ErbB2-Fc Fusionsprotein und dem
BW2064/399 Antikérper im Verhéltnis 1:1 beschichtet. Dabei wurden in einer 8-stufigen
Verdinnungsreihe pro Vertiefung gleiche Konzentrationen (8 pg/ml bis 62,5 ng/ml) der

Proteine titriert (horizontal). Verwendung: — Kapitel 4.9 und 4.15

ErbB2-Fc [ug/ml]
4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,03125

n

a
2
1
0,5
0,25
0,125
0,0625
v 0,03125

BW2064/399 [ug/ml]

Abbildung 9: Zweidimensionale Tritration zur Simulation heteroge ner Antigendichte

Polysorp® Mikrotiterplatten wurden mit dem Fusionsprotein ErbB2-Fc (horizontal) und dem
BW2064/399 Antikérper (vertikal) beschichtet. Dabei wurden in einer 8-stufigen
Verdiinnungsreihe pro Vertiefung jeweils 4 pg/ml bis 31,25 ng/ml der Proteine titriert.

Verwendung: — Kapitel 4.10 und 4.16
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3.17 Kokultivierung mit Antigen-positiven Tumorzell en

CAR-exprimierende T-Lymphozyten wurde je nach Experiment und
Voraktivierung 24 bis 48h durch IL-2 Entzug depriviert und jeweils unmittelbar
nach der Transduktion sowie unmittelbar vor der Kultivierung auf den
beschichteten Platten mehrfach mit PBS gewaschen. Fir die Kultivierung wurde
die Zellzahl bestimmt und T-Zellen anhand der durchflusszytometrisch
bestimmten Expressionsraten auf Immunrezeptor tragende Effektorzellen
normiert. In einer vierstufigen Verdiunnungsreihe wurden z.B. 1x10* bis
1,25x10° Zellen pro Vertiefung auf 96-Loch-Rundbodenplatten (TPP®,
Trasadingen, Schweiz) mit konstanter Zahl an Antigen-positiven Tumorzellen
(z.B. 2,5x 10* Zellen pro Vertiefung) in einem Volumen von je 200 pl pro
Vertiefung kokultiviert. Je nach Experiment betrug das maximale Verhaltnis
zwischen Effektorzellen und Tumorzelle (E:T ratio) 1:1. Nach 48h wurden zur
Analyse der Zellkulturiiberstande 150 pl pro Vertiefung abgenommen und fur
Zytokin-ELISA weiterverwendet oder bis zur Verwendung bei -20C gelagert,
wahrend die Zytotoxizitdt der Effektorzellen anhand eines XTT-basierenden
Viabilitatstest der verbleibenden Zellen ermittelt wurde. Aus diesem Grund
wurden zum Vergleich stets nicht transduzierte T-Lymphozyten sowie mit
Antigen-defizienten Tumorzellen kokultivierte CAR-exprimierende T-Zellen

ausplattiert.

3.18 XTT-basierender Viabilitatstest

(Jost, Kirkwood und Whiteside 1992)

Die spezifische Zytolyse wurde in einem XTT-basierenden Viabilitatstest
bestimmt. Hierbei wurde der Umsatz des durch mitochondriale
Dehydrogenasen metabolisierten XTT zu einem wasserunléslichen Formazan-
Salz photometrisch bestimmt. Die Hohe des Umsatzes hangt direkt von der
Viabilitat der kokultivierten Zellen ab. Es wurden jeweils 100 pl XTT-
Markierungslosung pro Vertiefung zu den verbleibenden 50 pl Medium pro
Vertiefung gegeben, der Ansatz bei 37C und 5% CO, inkubiert und die

Extinktion in regelmafigen Zeitabstanden photometrisch bei einer Wellenlange
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von 450 nm abzlglich einer Referenzwellenlange von 650nm (ODys0-650)
bestimmt. Der maximale Umsatz von XTT wurde in den Vertiefungen
gemessen, die nur Tumorzellen enthielten. Als Hintergrundfarbung wurde die
OD der Vertiefungen bestimmt, die nur Kulturmedium enthielten. Des Weiteren
wurde der Anteil am Gesamtumsatz des XTT-Substrates bestimmt, der
ausschlie8lich auf die Effektorzellen zuriickzuftihren ist. Hierfir wurde die
gleiche Anzahl Lymphozyten wie auch im Versuchsansatz ohne Tumorzellen
kultiviert und die OD dieser Vertiefungen nach Zugabe des XTT-Substrates

bestimmt.

Bestimmung der spezifischen Zytotoxizitat [%]:

100 — [(ODg+7— ODE) / (OD7 — ODy)] x 100

[E = Effektorzellen; T = Tumorzellen; M = Medium]

Der Test wurde als Dreifachbestimmung durchgefuhrt, so dass Mittelwert der

Viabilitat und die Standardabweichung bestimmt werden konnten.

XTT-Markierungslosung pro Vertiefung:
50ul 1 mg/ml XTT (Biomol GmbH, Hamburg) in RPMI 1640, 1 ul 1,25 mM PMS
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen), 50ul RPMI-Kulturmedium
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4. Ergebnisse

4.1  Funktionelle Komplementation koexprimierter chi marer

Antigen-Rezeptoren

Um zu untersuchen, ob sich chimare Antigen-Rezeptoren mit unterschiedlichen
Signaldoméanen in T-Lymphozyten komplementieren, wurden CAR ausgewahlt,
deren Bindedomanen Uber unterschiedliche Spezifitat, z.B. fur die
Tumorantigene CEA oder ErbB2, verfigen und deren intrazellulare Domanen
verschiedene Signaltransduktionswege aktivieren, z.B. durch die CD3¢ Domane
oder die CD28 Domaéne. Letztere kbnnen ihre Funktion nur in Verbindung mit
dem Signal der CD3 Domane vermitteln. Effektorfunktionen der exprimierenden
T-Zelle nach Antigenbindung des CAR sollen Hinweise auf eine funktionelle
Komplementation zwischen den CAR geben. Im Folgenden wurden
Untersuchungen der Effektorfunktionen von T-Lymphozyten durchgefuhrt,
welche CD28 CAR und CD3¢ CAR koexprimierten.

4.1.1 Komplementierung der CAR #537 NS19-9scFv-Fc-CD3¢
und #637 BW431/26scFv-Fc-CD28

Der CEA-spezifische CAR #637 BW431/26scFv-Fc-CD28 mit CD28
Signaldoméane vermittelt ausschliel3lich das CD28 Signal, das ohne CD3 Signal
keine Sekretion von IFN-y und IL-2 induziert. Es sollte ermittelt werden, ob das
CD3 Signal durch Koexpression des CAR #537 NS19-9scFv-Fc-CD3C
komplementiert wird. Das Zielantigen fur den BW431/26scFv-Fc-CD28 CAR
#637 ist CEA, fur den NS19-9scFv-Fc-CD3( CAR #537 BSM. Als
Surrogatantigen fir CEA diente der anti-BW431/26 idiotypische Antikorper
BW2064/36. Mikrotiterplatten wurden mit dem Antikérper BW2064/36 sowie
zusatzlich mit dem anti-human-1gG; Antikorper, der die Fc-Domane der CAR
bindet, beschichtet. Zur Induktion der T-Zell-Aktivierung unabhangig vom CAR
wurde mit den anti-CD3 und anti-CD28 Antikdrpern OKT3 und 15E8 beschichtet
(Abb.10). Die Beschichtung mit einem IgGi-Antikorper irrelevanter Spezifitat
diente zur Kontrolle. Eine gleiche Anzahl von T-Zellen wurde zur Koexpression
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der CAR #537 und #637 retroviral kotransduziert und der Anteil CAR-tragender
Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Nicht modifizierte T-Lymphozyten und
T-Lymphozyten, welche den CAR #537 oder #637 exprimierten, dienten zum
Vergleich. Die T-Zell-Aktivierung wurde anhand der Sekretion der
proinflammatorischen Zytokine IFN-y und IL-2 im Kulturtiberstand bestimmt
(Abb.11). Dabei zeigt die IFN-y Sekretion die Aktivierung der CD3( Kette, die
IL-2-Sekretion die simultane Aktivierung der CD3( Ketten und der CD28 Kette

an.

BW2064/36 AK CA19-9
O OKT3 AK 15E8 AK
anti-CEA anti-CA19-9
% (&) (&)
anti-Fc AK L L
cb28 D3¢ co3g|'! CD28
#637 CAR #537 CAR TCR Komplex

modifizierte T-Zelle

Abbildung 10: Schema der Aktivierung modifizierter T-Zellen mit den CAR #537 und #637

Bei T-Lymphozyten mit den CD28 und CD3{ CAR #637 und #537 fuhrte die
Aktivierung des CAR #637 mit dem BW2064/36 Antikdrper zur Sekretion von
IFN-y und IL-2. Somit wurden in diesen T-Zellen die CD3( Kette und die CD28
Kette aktiviert und deren Signale komplementiert. Durch gleichzeitige Antigen-
unabhangige Aktivierung beider CAR mit dem anti-human-IgG; Antikérper, der
die CAR an der Brickendomane unabhangig von der Antigen-Bindedoméane
kreuzvernetzt, wurden ebenfalls IFN-y und IL-2 sezerniert. Eine gleichzeitige
Kreuzvernetzung der koexprimierten CAR fihrt ebenfalls zur Komplementierung
der CAR, wie die Bindung eines einzelnen Antigens. T-Lymphozyten mit dem
CAR #537 NS19-9scFv-Fc-CD3¢ wurden durch den CAR-spezifischen
Antikérper anti-human-lgG; zur IFN-y Sekretion aktiviert. Bei Stimulation dieser
Zellen mit dem anti-idiotypischen Antikérper BW2064/36, der an die
Einzelkettenbindedomane BW431/26 bindet, wurde keine Zytokinsekretion
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nachgewiesen. Daraus wird geschlossen, dass in den koexprimierenden T-
Zellen die CD28 Kette in der Lage ist, die Komplementierung der Signale durch
Aktivierung der CD3( Kette zu erreichen. Anti-CEA CAR #637 exprimierende T-
Zellen wurden weder durch den BW2064/36 Antikérper noch durch den anti-
human-IgG; Antikdrper zur IFN-y oder IL-2 Sekretion induziert. Der CD28 CAR
#637 kann das Signal der CD3¢ und CD28 Kette komplementieren, wenn der
CD3¢ CAR #537 koexprimiert wird. Inkubation mit einem Kontroll-lgG;-
Antikorper fuhrte zu keiner Steigerung der IFN-y und IL-2 Sekretion. Somit war
die T-Zell-Aktivierung Antigen-spezifisch. Alle T-Zellen wurden durch die
agonistischen anti-CD3 und anti-CD28 Antikdrper OKT3 und 15E8 zur IFN-y
und IL-2 Sekretion stimuliert und liel3en sich deshalb gleichermalRen aktivieren.
Die T-Zell-Aktivierung war CAR-vermittelt, weil nicht modifizierte T-Zellen nicht

durch das Antigen CA19-9 aktiviert wurden.
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anti-human- BW2064/36 Maus-lgG1 OKT3+15E8 anti-human- BW2064/36 Maus-lgG1 OKT3+15E8
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:>ohne CAR #537 CAR O#637 CAR  m#537 + #637 CAR

Abbildung 11: Zytokinsekretion von T -Zellen mit koexprimierten CAR

Die anti-CEA CAR #637 BW431/26scFv-Fc-CD28 mit CD28 Signaldomane und anti-CA19-
9 CAR #537 NS19-9scFv-Fc-CD3¢ mit CD3C Signaldomane wurden in T-Zellen einzeln
exprimiert oder koexprimiert. Der Anteil CAR-tragender Zellen betrug in einem
reprasentativen Experiment 27.8% (#537), 36,1 % (#637) und 40% (#537+#637).
Mikrotiterplatten wurden mit den Antikérpern anti-human-lgG; (5ug/ml), BW?2064/36
(5ug/ml), OKT3 (1pg/ml), 15E8 (5pg/ml) und Maus I1gG; (1pg/ml) beschichtet. Pro
Vertiefung wurden 3x10* CAR-tragende Zellen fiir 48h kultiviert. Als Vergleich wurden nicht
modifizierte T-Zellen verwendet. In Kulturiiberstanden wurden die IFN-y und IL-2
Konzentrationen mittels ELISA bestimmt. Der Test wurde als Dreifachbestimmung angelegt
und Mittelwerte sowie Standardabweichung bestimmt. Die statistische Analyse wurde mit
dem Student T-Test durchgefiihrt (*p < 0,05).
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Der CA19-9-spezifische CAR #537 NS19-9scFv-Fc-CD3¢ war nicht in der Lage,
T-Zellen zur IL-2 Sekretion zu aktivieren. Es sollte tGberpruft werden, ob dieser
CAR durch den koexprimierten CAR #6337 BWA431/26scFv-Fc-CD28 mit
ausschlief3licher CD28 Doméane funktionell komplementiert wird, so dass eine
IL-2 Sekretion durch Stimulation mit dem Antigen CA19-9 erfolgt.
Mikrotiterplatten wurden mit dem anti-CA19-9 Antikdrper NS19-9 beschichtet
und anschlieBend mit Zellkulturiberstdnden der humanen kolorektalen
Karzinom-Linie H498 inkubiert. Diese Zellen sezernierten das Antigen CA19-9,
welches durch den Antikdrper NS19-9 gebunden wird. Als Kontrolle wurde mit
den agonistischen anti-CD3 und anti-CD28 Antikérpern OKT3 und 15E8 sowie
mit dem anti-CA19-9 Antikérper ohne gebundenes CA19-9 beschichtet
(Abb.10). T-Zellen wurden durch retroviralen Gentransfer mit den CAR #537
NS19-9scFv-Fc-CD3¢ und #637 BW431/26scFv-Fc-CD28 ausgestattet und der
Anteil CAR-tragender Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Die Anzahl CAR-
tragender T-Zellen wurde normiert und die Zellen auf den beschichteten Platten
inkubiert. Nicht modifizierte T-Zellen und T-Zellen, welche die CAR #537 NS19-
9scFv-Fc-CD3( oder #637 BWA431/-Fc-CD28 exprimierten, dienten zum
Vergleich. Die T-Zell-Aktivierung wurde anhand der IFN-y und IL-2 Sekretion im
Kulturiberstand bestimmt (Abb.12).

T-Lymphozyten mit den anti-CEA-CD28 CAR #637 und anti-CA19-9-CD3¢ CAR
#537 sezernierten IFN-y und IL-2 durch Bindung an CA19-9. Der CAR #537 mit
CD3C Kette wurde durch den koexprimierten CAR #637 mit der CD28 Kette
funktionell komplementiert. T-Lymphozyten mit dem CAR #537 NS19-9scFv-Fc-
CD3C wurden nach Aktivierung durch CA19-9 zu einer Sekretion von IFN-y
aktiviert. Zur Induktion der IL-2 Sekretion war folglich die Koexpression des
CAR #637 notwendig. Der Bindeantikorper NS19-9 loste keine T-Zell-
Aktivierung aus, was die Antigen-Spezifitdt der funktionellen Komplementierung
anzeigt. Stimulation mit CA19-9 fihrte bei T-Zellen mit dem anti-CEA-CD28
CAR #637 nicht zur IFN-y oder IL-2 Sekretion. Die Signaldoméne des CAR
#637 wurde somit nur durch Koexpression des CAR #537 aktiviert. T-Zellen mit
dem CA19-9-spezifischen CAR sezernierten mehr IFN-y als T-Zellen mit den
koexprimierten CAR. Weil nicht modifizierte T-Zellen nicht durch CA19-9

aktiviert wurden, war die T-Zell-Aktivierung CAR-spezifisch. Alle T-Zellen liel3en
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sich gleichermal3en aktivieren, da sie durch die agonistischen anti-CD3 und
anti-CD28 Antikorper OKT3 und 15E8 zur Sekretion der gleichen IFN-y und IL-2

Konzentrationen stimuliert wurden.

Der CEA-spezifische CAR #637 mit CD28 Signaldomane und der CA19-9-
spezifische CAR #537 mit CD3( Signaldomane kann den jeweils anderen CAR
funktionell komplementieren, wenn beide in T-Zellen koexprimiert werden. Die
Bindung eines Antigens fuhrt in T-Zellen mit der Koexpression dieser CAR zur

IFN-y und IL-2 Sekretion wie die Kostimulation durch beide Antigene.
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Abbildung 12: Zytokinsekretion von T -Zellen mit koexprimierten CAR

Die CAR #637 BW431/26scFv-Fc-CD28 und #537 NS19-9scFv-Fc-CD3¢ wurden in T-
Zellen einzeln exprimiert und koexprimiert. Mikrotiterplatten wurden mit den Antikdrpern
NS-19-9 (5 und 10 pg/ml), OKT3 (1pg/ml) und 15E8 (5ug/ml) beschichtet und mit CA19-9
inkubiert. In einem reprasentativen Experiment betrug der Anteil CAR-tragender Zellen
27.8% (#537), 36,1 % (#637) und 40% (#537+#637). Pro Vertiefung wurden 2x10" CAR-
tragende Zellen fir 48h kultiviert. Als Vergleich wurden nicht modifizierte T-Zellen
verwendet. In Kulturiberstanden wurden die IFN-y und IL-2 Konzentrationen mittels ELISA
bestimmt. Der Test wurde als Dreifachbestimmung angelegt und Mittelwerte sowie
Standardabweichung bestimmt. Die statistische Analyse wurde mit dem Student T-Test
durchgefihrt (*p < 0,05).
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4.1.2 Komplementierung der CAR #710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3¢
und #637 BW431/26scFv-Fc-CD28

Es sollte in diesem Experiment ermittelt werden, ob der anti-ErbB2 CAR #710
C6-B1D2scFv-Fc-CD3¢ mit dem anti-CEA CAR #637 BW431/26scFv-Fc-CD28
funktionell komplementiert. Damit sollte einerseits Uberprift werden, ob die
zuvor beobachtete funktionelle Komplementation auch fir andere CAR
Spezifitaten zutrifft. Dazu wurden Mikrotiterplatten mit dem anti-BW431/26
Idiotyp Antikorper BW2064/36, dem ErbB2-Fc Fusionsprotein, dem anti-human-
IgG;: Antikorper, der die extrazellulare Fc-Doméne der CAR bindet, oder als
Kontrolle mit einem IgG;-Antikdrper irrelevanter Spezifitat beschichtet (Abb.13).
Bei T-Lymphozyten mit der Koexpression der CAR #710 C6-B1D2scFv-Fc-
CD3¢ und #637 BW431/26scFv-Fc-CD28 wurde der Anteil CAR-tragender
Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Die gleiche Anzahl CAR-tragender T-
Zellen wurde auf den beschichteten Platten inkubiert. Die T-Zell-Aktivierung
wurde anhand der Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IFN-y und IL-2
im Kulturiiberstand bestimmt (Abb.14).

BW2064/36 AK ErbB2-Fc
anti-CEA anti-ErbB2
% 3 3
anti-Fc AK L L
CD28 CD3C

#637 CAR #710 CAR

modifizierte T-Zelle

Abbildung 13: Schema der Aktivierung modifizierter T-Zellen mit den CAR #637 und #710

T-Lymphozyten mit den koexprimierten anti-CEA-CD28 CAR #637 und anti-
ErbB2-CD3C CAR #710 sezernierten durch Stimulation mit dem anti-
idiotypischen Antikorper BW2064/36, der an die CEA Bindedomane bindet, IFN-
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y und IL-2. Durch die Koexpression des CAR #710 wurden T-Zellen aktiviert
und die Signale der CD28 und CD3( Ketten komplementiert. T-Zellen mit der
Koexpression dieser beiden CAR wurden durch das ErbB2-Fc Fusionsprotein,
welches den CD3( CAR #710 kreuzvernetzt, ebenfalls zur IFN-y und IL-2
Sekretion aktiviert. Damit verursachte die zusatzliche Expression des anti-CEA-
CD28 CAR #637 eine Vervollstandigung der beiden CAR-Signale. Diese wurde
ebenfalls durch die gleichzeitige Kreuzvernetzung beider CAR mit dem anti-
human-1gG; Antikérper erreicht, angezeigt durch die Sekretion von IFN-y und
IL-2. Durch die Kostimulation beider CAR mittels des Fc-spezifischen
Antikbrpers wurde eine hohere Aktivierung bewirkt, als Uber die
Komplementation mit dem BW2064/36 Antikérper oder dem ErbB2-Fc
Fusionsprotein zu beobachten war. T-Lymphozyten mit dem CAR #710 C6-
B1D2scFv-Fc-CD3¢ wurden nach Aktivierung durch den anti-human-IgG;
Antikdrper und durch das ErbB2-Fc Fusionsprotein zu einer Sekretion von IFN-
y aktiviert. Dies bedeutet, dass die Sekretion von IL-2 durch die Koexpression
des CAR #637 BWA431/26scFv-Fc-CD28 hervorgerufen wurde. Durch
Stimulation mit dem anti-idiotypischen Antikbrper BW2064/36, der an die
Bindedomane BW431/26 des anti-CEA CAR bindet, wurde keine
Zytokinsekretion bei T-Zellen mit dem CAR #710 nachgewiesen. Die
Komplementierung des CD3( Signals wurde demnach durch Kreuzvernetzung
des koexprimierten CD28 CAR #637 mit diesem Antikdrper verursacht. T-
Zellen, welche den CD28 CAR #637 exprimierten, sezernierten weder IFN-y
noch IL-2. Die Bindung des anti-idiotypischen Antikdrpers BW2064/36 flhrte bei
koexprimierenden T-Zellen zur Aktivierung der CD3( Kette des CAR #710 durch
den CAR #637 und damit zu Komplementation der CAR-Signale. Die T-Zell-
Aktivierung war Antigen-spezifisch, da die Inkubation mit einem Kontroll-IgG;-
Antikdrper zu keiner Steigerung der IFN-y und IL-2 Sekretion fihrte. Alle T-
Zellen lieRRen sich durch die agonistischen anti-CD3 und anti-CD28 Antikérper
OKT3 und 15E8 =zur IFN-y und IL-2 Sekretion stimulieren und damit
gleichermal3en aktivieren. Nicht modifizierte T-Zellen wurden weder durch das
Fusionsprotein ErbB2-Fc noch durch den BW2064/36 Antikdrper zur Sekretion

von IFN-y und IL-2 aktiviert, so dass die T-Zell-Aktivierung CAR-vermittelt war.

82



IFN-y [ng/ml]

Ergebnisse

In T-Zellen mit der Koexpression der CEA-spezifischen CAR #637 mit CD28
Signaldoméane und der ErbB2-spezifischen CAR #710 mit CD3( Signaldoméne
kann die Kreuzvernetzung eines CAR den jeweils anderen CAR aktivieren und
eine funktionelle Komplementierung verursachen. Durch die Kostimulation
beider CAR werden T-Zellen jedoch starker zur IFN-y und IL-2 Sekretion
aktiviert als durch die Bindung eines CAR an sein Antigen. Die Koexpression
eines CD3( CAR mit einem CD28 CAR fuhrt zu einer verminderten Aktivierung
der T-Zellen durch den CD3(-CAR.
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Abbildung 14: Zytokinsekretion von T -Zellen mit koexprimierten CAR

Die anti-CEA CAR #637 BW431/26scFv-Fc-CD28 mit CD28 Signaldomane und die anti-
ErbB2-CAR #710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3C mit CD3¢ Signaldomane wurden in T-Zellen
einzeln exprimiert oder koexprimiert. In einem reprasentativen Experiment betrug der Anteil
CAR-tragender T-Zellen 39,9% (#537), 32% (#637) und 29,6% (#537+#637).
Mikrotiterplatten wurden mit den Antikérpern anti-human-lgG; (5ug/ml), BW?2064/36
(5ug/ml) und Maus-IgG; (1ug/ml) sowie dem Fusionsprotein ErbB2-Fc (1pg/ml) beschichtet.
Pro Vertiefung wurden 5x10* CAR-tragende Zellen fiir 72h kultiviert. Als Vergleich wurden
nicht modifizierte T-Zellen verwendet. In Kulturiberstanden wurden die IFN-y und IL-2
Konzentrationen mittels ELISA bestimmt. Der Test wurde als Dreifachbestimmung angelegt
und Mittelwerte sowie Standardabweichung bestimmt. Die statistische Analyse wurde mit
dem Student T-Test durchgefiihrt ( *p < 0,05).
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4.1.3 Komplementierung der CAR #435 CC49scFv-Fc-CD3¢ und
#961 BW431/26scFv-Fc-CD3(TM-CD28-CD3¢

In diesem Experiment sollte Gberpruft werden, ob die Verwendung einer CD3(
Transmembrandomé@ne mit zusétzlichen Dimerisierungsstellen und eine
fusionierte CD28/CD3( Signaldoméane die zuvor beobachtete Komplemen-
tierung zweier koexprimierter CAR verstarkt. Damit sollte die schwache
Immunogenitat eines stark glykosylierten Antigens kompensiert werden. In
diesem Experiment wurden der TAG-72-spezifische CAR #435 CC49scFv-Fc-
CD3¢ mit CD3C Signaldoméne mit dem CEA-spezifischen CAR #961
BW431/26scFv-Fc-CD3(TM-CD28-CD3¢ mit CD3¢ Transmembrandomane und
fusionierter CD28/CD3( Signaldomane koexprimiert. Als Surrogatantigen fir
den TAG-72-spezifischen CAR #435 wurde BSM eingesetzt. Mikrotiterplatten
wurden mit dem idiotypischen Antikérper BW2064/36, der an den CAR #961
bindet, und bovinem submaxillarem Mucin I-S, welches eine hohe Homologie
zu dem spezifischen Antigen TAG-72 aufweist und an den CAR #435 bindet,
beschichtet. Eine Beschichtung mit dem anti-human-1gG; Antikdrper sowie mit
einem IgG;-Antikorper irrelevanter Spezifitat wurde als Kontrolle durchgefihrt
(Abb.15). Aktivierte T-Zellen wurden durch retroviralen Gentransfer mit den
CAR #435 und #961 ausgestattet und der Anteill CAR-tragender Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt. Eine gleiche Anzahl CAR-tragender T-Zellen
wurde auf den beschichteten Platten inkubiert. Die T-Zell-Aktivierung wurde
anhand der IFN-y und IL-2 Sekretion im Kulturiberstand bestimmt (Abb.16).

84



Ergebnisse
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Abbildung 15: Schema der Aktivierung modifizierter T-Zellen mit den CAR #435 und #961

Bei T-Lymphozyten mit den beiden CAR #435 CC49scFv-Fc-CD3C und #961
BW431/26scFv-Fc-CD3(TM-CD28-CD3( fuhrte die Aktivierung des CAR #961
mit dem BW2064/36 Antikorper zur Sekretion von IFN-y und IL-2. Somit wurden
in diesen T-Zellen die CD3( Kette und die CD28 Kette der fusionierten
Signaldoméne des CAR #961 aktiviert. CAR mit fusionierter CD3( und CD28
Kette werden durch Koexpression eines CAR mit ausschlie3licher CD3(
Doméane nicht komplementiert. Eine Komplementation mit der Signalkette des
CAR #435 anhand einer IFN-y Sekretion kann nicht identifizert werden. Die
Kreuzvernetzung des CD3¢ CAR #435 durch BSM bewirkte in T-Zellen, die den
CAR #961 koexprimierten, die Sekretion von IFN-y und IL-2. Die Bindung von
BSM fihrte demnach zu einer Aktivierung der fusionierten CD3{ und CD28
Kette und somit zur Komplementation der Signale. Durch Antigen-unabhangige
Kostimulation der beiden CAR mit dem anti-human-lgG; Antikorper, der die Fc-
Doméane der CAR kreuzvernetzt, wurden ebenfalls IFN-y und IL-2 sezerniert.
Da der CAR #961 mit einer komplementierenden CD28/CD3( Signaldoméane
ausgestattet ist, wurden T-Zellen durch den anti-human-lgG; und den
BW2064/36 Antikdrper gleichermal3en aktiviert. Die Aktivierung zur IL-2
Sekretion wurde bei T-Zellen mit den koexprimierten CAR #435 und #961 bei
Kreuzvernetzung der Brickendomane beider CAR im Vergleich zur Bindung
des BW2064/36 Antikdrpers gesteigert. Die ermittelten IFN-y und IL-2
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Konzentrationen nach Stimulation mit BSM waren im Vergleich zur Stimulation
mit dem BW2064/36 Antikdrper und dem anti-human-lgG; Antikérper deutlich
geringer. Diese Beobachtung war Antigen-spezifisch, da dieses sowohl fir T-
Zellen mit dem CAR #435 CC49scFv-Fc-CD3C als auch fur T-Zellen mit dem
koexprimierten #961 BW431/26scFv-Fc-CD3(TM-CD28-CD3(¢ zutraf. Da beide
CAR in gleicher Dichte auf der T-Zell-Oberflache exprimiert wurden, bewirkt
BSM demnach eine weniger starke Kreuzvernetzung der CAR als der
BW2064/36 und der anti-human-lgG; Antikérper. Im Gegensatz zu der zuvor
beobachteten verringerten Aktivierung des CD3¢ CAR bei Koexpression eines
CD28 CAR war in dieser Untersuchung die Sekretion von IFN-y nicht
herabgesetzt. Das hohere Assoziationsvermogen der CAR durch die
Verwendung einer CD3( Transmembrandomane in Kombination mit der
fusionierten CD28/CD3¢ Signaldoméane des CAR #961 steigerte die funktionelle
Komplementationseffizienz. T-Zellen mit der Expression des CAR #435 wurden
durch den Antikdrper BW2064/36 nicht zur Zytokinsekretion aktiviert. Um die
CAR-Signale zu komplementieren, war die Koexpression des CEA-spezifischen
CAR #961 erforderlich. Die T-Zell-Aktivierung war Antigen-spezifisch, da die
Inkubation mit einem Kontroll-lgG;-Antikérper nicht zur Steigerung der IFN-y
und IL-2 Sekretion fuhrte. Alle T-Zellen wurden durch die agonistischen anti-
CD3 und anti-CD28 Antikorper OKT3 und 15E8 zur IFN-y und IL-2 Sekretion
stimuliert und konnten gleichermal3en aktiviert werden. Weil lediglich CAR-
exprimierende T-Zellen durch BSM, den BW2064/36 Antikdrper und den anti-
human-1gG; Antikdrper aktiviert wurden, jedoch nicht unmodifizierte T-Zellen,

war die Stimulation CAR-spezifisch.

Die Koexpression des CEA-spezifischen CAR #961 mit fusionierter CD3¢ und
CD28 Signalkette mit dem TAG72-spezifischen CAR #435 mit CD3( Kette fuhrt
zu einer Komplementation beider CAR-Signale. Die Bindung von BSM fuhrt in
T-Zellen mit der Koexpression dieser CAR zur IFN-y und IL-2 Sekretion wie es
bei der Kostimulation durch beide Antigene bewirkt wird. Durch Verwendung
der CD3¢ Transmembrandomane und der fusionierten CD3( und CD28
Signalkette wird die Kooperationseffizienz gegeniiber der Koexpression eines
CD28 Signal CAR gesteigert.
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Abbildung 16: Zytokinsekretion von T -Zellen mit koexprimierten CAR

Der anti-CEA CAR #961 BW431/26scFv-Fc-CD3(TM-CD28-CD3C mit fusionierter
CD28/CD3¢ Signaldomane sowie CD3¢ Transmembrandoméne und der anti-TAG72 CAR
#435 CC49scFv-Fc-CD3¢ mit CD3¢ Signaldomane wurden in T-Zellen einzeln oder in
Kombination exprimiert. Der Anteil CAR-tragender Zellen betrug in einem reprasentativen
Experiment 64,1% (#435), 10,8% (#961) und 28,1% (#435+#961). Mikrotiterplatten wurden
mit den Antikérpern anti-human-IgG; (5pg/ml), BW2064/36 (5ug/ml) und Maus-IgG,
(Lpg/ml) sowie BSM (100ug/ml) beschichtet. Pro Vertiefung wurden 2x10* CAR-tragende
Zellen fur 72h kultiviert. Als Vergleich wurden nicht transduzierte T-Zellen verwendet. In den
Kulturtiberstanden wurden die IFN-y und IL-2 Konzentrationen mittels ELISA bestimmt. Der
Test wurde als Dreifachbestimmung angelegt und Mittelwerte sowie Standardabweichung

bestimmt. Die statistische Analyse wurde mit dem Student T-Test durchgeftihrt ( *p < 0,05).
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4.2  Generierung ErbB2 und CEA exprimierender Tumorz  ell-
linien

Die Antigen-vermittelte T-Zell-Aktivierung soll anhand Antigen-exprimierender
Tumorzellen Uberpriuft werden. Um den gleichen genetischen Hintergrund und
eine gleiche Sensitivitat zur T-Zell-vermittelten Lyse zu gewahrleisten, wurden
Transfektanten der Tumorlinien MC38 und C15A3 zur Expression von ErbB2
und/oder CEA generiert. Mit der murinen Tumorzelllinie C15A3 stand bereits ein
MC38 Subtyp zur Verfiigung, der das humane CEA Antigen stabil exprimiert.
Aus den Zelllinien MC38 und C15A3 wurden mittels stabiler Transfektion
ErbB2" Transfektanten erzeugt. Dazu wurden MC38 und C15A3 Zellen jeweils
mit dem ErbB2 Expressionsplasmid pCMV5-ErbB2 (#1066) sowie dem
Hygromycin-B-Resistenz vermittelnden Plasmid pHyg (#145) kotransfiziert. Die
Antigene ErbB2 und CEA wurden durchflusszytometrisch detektiert (Abb.17).

Tumorzellen der Linie MC38 exprimierten nach stabiler Transfektion mit dem
Expressionsplasmid #1066 humanes ErbB2, jedoch kein CEA. Mit dem Plasmid
#1066 transfizierte C15A3 Zellen exprimierten ErbB2 und CEA. Die
Expressionsdichte des humanen ErbB2 war in transfizierten MC38 und C15A3
Zellen gleich. Nicht transfizierte MC38 Zellen exprimierten weder MC38 noch
CEA, wogegen nicht transfizierte C15A3 Zellen CEA exprimierten.

Es wurden erfolgreich Tumorzellen generiert, die bei gleichem genetischem
Hintergrund eine stabile Expression des humanen Tumorantigens ErbB2

aufweisen.
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Abbildung 17: Zellklone der Linien MC38 und C15A3 mit stabiler Er  bB2-Expression

Zur Expression des humanen Tumorantigens ErbB2 wurden Zellen der Linien MC38 und
C15A3 stabil mit den Expressionsvektoren #1066 pCMV5-ErbB2 und #145 pHyg transfiziert.
Die Selektion erfolgte unter 50ug/ml Hygromycin B. Die Durchflusszytometrische Analyse
exemplarischer Zellklone der Linien MC38 und C15A3 zeigt die Expression von ErbB2 und
CEA. Die ausgefillten Kurven stellen jeweils die Markierungen mit dem Fluorochrom-
gekoppelten Isotyp-Kontrollantikbrper dar. Die schwarzen Linien entsprechen den
Markierungen mit dem primaren Maus anti-ErbB2 Antikorper (2pg/ml) und dem sekundéren,
PE-gekoppelten anti-Maus-1gG; Antikérper (2,5ug/ml) bzw. dem priméren anti-CEA-Fc
Fusionsprotein (50ul Kulturiberstand) und dem sekundaren, FITC-gekoppelten anti-human-

1gG; Antikorper (5pug/ml) dar.
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4.3  Klonierung des ErbB2-eGFP Expressionsvektors

Der Nachweis gleichzeitiger Expression zweier CAR nach Kotransduktion ist
zur ldentifikation der jeweiligen CAR auf der Oberflache von T-Lymphozyten
notwendig. Dies erfolgte durch die Detektion der unterschiedlichen
Bindedomanen unter Verwendung der Idiotyp Antikbrper BW2064/36 oder
BW2064/399, welche die Einzelkettenbindedomane der anti-CEA CAR
spezifisch bindet. Um die ErbB2-Bindedomane C6-B1D2 der anti-ErbB2-CAR
zu identifizieren, wurde ein eGFP-gekoppeltes ErbB2-Protein generiert. Dieses
Fusionsprotein wurde von geeigneten Wirtszellen nach Transfektion in den
Kulturiberstand sezerniert. Im Folgenden werden die Schritte zur Klonierung
des Fusionsproteins beschrieben (Abb.18).

Aus dem ErbB2 Expressionsplasmid (#1066) wurde mit Hilfe des 5'-
Oligonukleotids ,ErbB2-Notl-S*, welches mit der DNS des ErbB2 Signalpeptids
hybridisiert und des 3'-Olignukleotids ,ErbB2-Ncol-AS*, welches mit der DNS
der extrazellularen ErbB2-Domaéne hybridisiert, DNS fur den extrazellularen Teil
von ErbB2 mit einer PCR amplifiziert. Mit den verwendeten Oligonukleotiden
wurden Restriktionsschnittstellen eingefluigt, die eine Ligation sowohl mit der fur
das eGFP Protein kodierenden DNS als auch mit dem retroviralen
Expressionsplasmid pQCXIH ermdglichten. Die eGFP DNS wurde mittels PCR
aus dem Expressionsvektor #1025 amplifiziert. Dazu wurden das 5'-
Oligonukleotid ,eGFP-Ncol-S*, welches mit dem 5'-Ende der eGFP DNS
hybridisiert und der 3‘-Oligonukleotids ,,eGFP-Bcll-AS*, das mit dem 3‘-Ende der
eGFP DNS hybridisiert, verwendet. Mit diesen Oligonukleotiden wurden die
Restriktionsschnittstellen eingefugt, welche eine Ligation sowohl mit der DNS
des extrazellularen ErbB2 Proteinfragments als auch mit dem retroviralen
Expressionsplasmid pQCXIH ermoglichten. Nach Restriktionsspaltung der
isolierten PCR-Fragmente mit dem Enzym Ncol wurde die DNS fur den
extrazellularen ErbB2 Teil an den Uberlappenden kohasiven Enden mit der DNS
fur das eGFP verknupft. Die Restriktionsspaltung an den 5'- und 3'-Enden der
fusionierten DNS mit den Enzymen Notl und Bcll erméglichte zudem die
Ligation in den mit Notl und BamHI gespaltenen retroviralen Expressionsvektor
pPQCXIH (#736). Das neu generierte Konstrukt wurde durch Sequenzierung

verifiziert und eignet sich sowohl fir den retroviralen Gentransfer als auch durch
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die Bereitstellung einer Hygromycin-Resistenz zur Selektion transduzierter
Zellen.

ErbB2-Ncol-AS

eGFP—NcoI—S eGFP-Bcll-AS

ErbB2-Notl-

#1066

pCMV5-ErbB2 PQCXIN-CAR-IRES-eGFP

Notl Ncol Ncol Bell
A A y 3

\ ErbB2 (ec) eGFP J

Notl
ABamHI
pQCXIH PQCXIH- ErbB2 (¢¢)-eGFP
Notl Ncol BamHI / Bcll-Fusion
........ Y A4 \ S

.........
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Abbildung 18: Generierung der Expressionskassette fur das Fusions protein #1192
ErbB2-eGFP

Die ErbB2; DNS fir die extrazellulare Doméane des ErbB2 und die eGFP DNS wurden
mittels PCR amplifiziert und die DNS-Fragmente mit Notl und Ncol bzw. Ncol und Bcll
gespalten. Die Fragmente wurden gereinigt und in das mit Notl und BamHI gespaltene
Plasmid pQCXIN (#736) inseriert. Die annotierte DNS-Sequenz der bicistronischen
Expressionskassette befindet sich im Anhang (S.160).
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4.4  Charakterisierung des Proteins ErbB2-eGFP

Das Protein ErbB2-eGFP wurde nach retroviraler Transduktion in 293T Zellen
produziert. HEK 293T Zellen, die mit DNS flr das Fusionsprotein #1192 ErbB2-
eGFP transduziert wurden, exprimierten das Protein eGFP, erkenntlich an der
Verschiebung der Fluoreszenzintensitat der Wellenlange 509 nm (Abb.19) und
im Fluoreszenzmikroskop leuchtenden Zellen (Abb.20). Dagegen wurde bei
Zellen, welche das Fusionsprotein #440 anti-CD30-Fc exprimierten, keine
eGFP Expression ermittelt. Zellklon 10 zeigte die hdchste Fluoreszenz-

verschiebung und wurde in anschlieR3enden Experimenten verwendet.

#440

#1192 Klon4

Zellzahl

#1192 Klon10

Fluoreszenzintensitat

b e
HEK 293T anti-CD30-Fc HEK 293T ErbB2-eGFP

Abbildung 19: Expression des ErbB2 -eGFP Proteins in 293T Zellen

Jeweils 2x10° 293T wurden zur Expression des Fusionsproteins #1192 ErbB2-eGFP
transduziert und (A) durchflusszytometrisch analysiert. Die Detektion der eGFP Doméane
erfolgte bei einer Emissionswellenlange von 509 nm unter Verwendung einer
Anregungswellenlange von 488 nm. Es wurden zwei Zellklone untersucht. Als Vergleich
dienten 293T Zellen, die mit DNS fir das Fusionsprotein CD30-Fc (#440) transduziert
waren. Transduzierte 293T wurden unter Hygromycin B Selektion (100ug/ml) fir 14 Tage
kultiviert und (B) im Fluoreszenzmikroskop untersucht (Anregungsfilter 330-385 nm). Als
Vergleich dienten 293T Zellen, die mit DNS fir das Fusionsprotein anti-CD30-Fc

transduziert waren.
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4.5 Nachweis der CAR Koexpression

Der Nachweis koexprimierter CAR erfordert die Identifikation individueller CAR
auf der Oberflache der T-Zellen. Aus diesem Grund wurden zur Unterscheidung
der anti-CEA und anti-ErbB2 CAR die jeweiligen Einzelkettenbindedoménen
nachgewiesen. Dazu wurden aktivierte kotransduzierte T-Zellen mit dem anti-
idiotypischen Antikorper BW2064/399 und dem PE-gekoppelten anti-Maus-1gG;
Antikdrper zur Detektion des anti-CEA CAR inkubiert. Anschlielend erfolgte
eine Inkubation dem Fusionsprotein #1192 ErbB2-eGFP, welches die anti-
ErbB2 Doméane C6-B1D2 bindet. T-Lymphozyten wurden mit dem APC-
gekoppelten Mausantikdrper anti-human-CD3 markiert. Als Vergleich dienten
Zellen, welche die CAR #710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3( und #1156
BW431/26scFv-Fc-CD28 separat exprimierten. Zur Ermittlung der Frequenz
CAR-tragender Zellen wurden nicht modifizierte T-Zellen verwendet (Abb.20).

Die Markierung der anti-CEA Bindedomé&ne BW431/26 in T-Zellen mit dem CAR
#1156 BW431/26scFv-Fc-CD28 oder der gleichzeitigen Expression der CAR
#710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3C und #1156 wurde nachgewiesen. Das
Fusionsprotein ErbB2-eGFP konnte die anti-ErbB2-Domane spezifisch binden
und verstarkte die FITC-vermittelte Fluoreszenz von T-Zellen mit dem anti-
ErbB2 CAR #710 sowie von T-Zellen mit der gleichzeitigen Expression der CAR
#710 und #1156. T-Zellen mit dem anti-CEA CAR #1156 BW431/26scFv-Fc-
CD28 wurden nicht durch das Fusionsprotein ErbB2-eGFP detektiert. Die
Analyse tranduzierter und kotransduzierter Zellen im Hinblick auf die
gleichzeitige Expression der zwei verschiedenen Einzelkettenbindedoménen
ergab einen Anteil von 11% koexprimierender T-Zellen bezogen auf die

Gesamtzahl der T-Zellen.
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Abbildung 20: CAR Koe xpression in T -Zellen

Die anti-CEA CAR #1156 BWA431/26scFv-Fc-CD28 und anti-ErbB2 CAR #710 C6-
B1D2scFv-Fc-CD3C wurden in T-Zellen einzeln oder simultan exprimiert. In T-Zellen, die
mit dem APC-gekoppelten anti-human-CD3 Antikdrper (5upl) markiert waren, erfolgte der
Nachweis der anti-CEA Bindedoméane BW431/26 durch Markierung mit dem priméaren
BW2064/399  Antikérper (10pg/ml) und dem PE-gekoppelten anti-Maus-1gG;
Sekundarantikorper (2,5ug/ml). AnschlieBend wurde die anti-ErbB2 Bindedoméane C6-B1D2
durch ErbB2-eGFP (200ul Kulturiiberstande) markiert. Der Anteil der CAR
koexprimierenden T-Lymphozyten betrug 11%.
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4.6  Zell-vermittelte Aktivierung koexprimierter CAR

4.6.1  Antigen-spezifische Zytolyse von Tumorzellen

Im folgenden Experiment wurde die Aktivierung der T-Zellen mit Koexpression
der CAR #710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3C¢ und #1156 BW431/26scFv-Fc-CD28
durch Kontakt mit Tumorzellen untersucht. Einerseits kann der CAR #1156 T-
Zellen nicht eigenstandig zu Effektorfunktionen aktivieren und ist auf die
primare Aktivierung durch einen CAR mit CD3(-Signaldomane angewiesen.
Andererseits kann der CAR #710 T-Zellen nicht zu Kostimulation-abhangigen
Effektorfunktionen, wie z.B. der IL-2 Sekretion, aktivieren. Anhand der CAR-
vermittelten Zytotoxizitdét wurde untersucht, in wie weit eine funktionelle
Komplementierung der jeweiligen Effektorfunktionen erfolgt. Aktivierte T-Zellen
wurden zur Koexpression der CAR kotransduziert. Als Vergleich wurden die
jeweiligen CAR einzeln exprimiert. Nachfolgend wurde die gleiche Anzahl CAR-
tragender T-Zellen zusammen mit Tumorzellen kokultiviert. Die Tumorzellen
exprimierten CEA und/oder ErbB2, wie mit Hilfe der Durchflusszytometrie

nachgewiesen wurde (Abb.21).
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Abbildung 21: CEA und ErbB2 Expression der Tumorzellen MC38 und C15A3

Durchflusszytometrische Analyse der Tumorzellen: alle Zellen besitzen den genetischen
Hintergrund der Linie MC38, die durch Transfektion zur Expression von CEA und/oder
ErbB2 modifiziert wurde. Die CEA Expression wurde durch Inkubation mit dem
Fusionsprotein SCA431scFv-Fc (#978; 50 pl Kulturiberstand) und anschlieRender
Detektion mit dem FITC-gekoppelten anti-human-IgG; (5 ug/ml) Antikérper bestimmt. Der
Nachweis der ErbB2 Expression erfolgte nach Bindung des anti-human-ErbB2 Antikorpers

(2 pg/ml) und Detektion durch den PE-gekoppelten anti-Maus-IgG; Antikérper (2,5 pg/ml).
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Die T-Zell-Aktivierung wurde anhand der CAR-vermittelten Zytotoxizitat durch
einen XTT-basierenden Viabilitatstests bestimmt (Abb.22).

T-Lymphozyten mit der Koexpression der anti-CEA CAR #1156 BW431/26scFv-
Fc-CD28 und anti-ErbB2 CAR #710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3C wurden durch
Bindung an CEA" und ErbB2" Tumorzellen konzentrationsabhingig zur
Zytolyse aktiviert. Tumorzellen, die jeweils ErbB2 oder CEA exprimierten,
wurden ebenfalls durch die CAR koexprimierenden T-Zellen lysiert. Daraus wird
geschlossen, dass die Koexpression zweier CAR die Selektivitat der T-Zellen
fur die Tumorzellen erhoht. Da T-Zellen mit der Koexpression der anti-CEA
CAR #1156 mit CD28 Signaldomane und anti-ErbB2-CAR #710 mit CD3(
Signaldoméane CEA exprimierenden Tumorzellen lysierten, wurden die Signale
der beiden CAR komplementiert. T-Lymphozyten mit dem anti-ErbB2 CAR #710
lysierten ErbB2" Tumorzellen, jedoch keine Tumorzellen, die ausschlieRlich
CEA exprimieren. Die Komplementation in T-Zellen mit beiden CAR wurde
demnach durch die Aktivierung des anti-CEA CAR #1156 verursacht. Weil T-
Lymphozyten mit dem CAR #1156 BW431/26scFv-Fc-CD28 keine Tumorzellen
lysierten, wurde die T-Zell-Aktivierung in koexprimierenden T-Zellen durch die
Koexpression des anti-ErbB2 CAR #710 mit CD3( Signaldomane
komplementiert. Die relative Zytotoxizitat gegeniiber ErbB2" Zielzellen war bei
T-Zellen mit der Koexpression der CAR #1156 und #710 im Vergleich zu T-
Lymphozyten, welche den anti-ErbB2-CAR #710 mit CD3( Signaldoméne
exprimierten, verringert. Nicht modifizierte T-Zellen lysierten keine Tumorzellen,
was die Spezifitat der CAR-vermittelten Zytolyse anzeigt. Die CEA™ und ErbB2
Zelllinie MC38 wurde durch keine CAR-exprimierenden T-Zellen lysiert.

T-Zellen, welche CAR mit CD28 Signaldomé&ne und CAR mit CD3(¢
Signaldoméane koexprimieren, komplementieren durch Kontakt mit Antigen-
exprimierenden  Tumorzellen funktionell. Die Komplementation durch
Tumorzellen mit beiden Antigenen ist jedoch effizienter. Die Koexpression
solcher CAR mit unterschiedlicher Spezifitdt erhoht die Selektivitat gegentber

Tumorzellen mit Antigenmuster entscheidend.
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Abbildung 22: Antig en-spezifische Zytolyse durch  funktionelle Interaktion

T-Zellen wurden zur Koexpression der CAR #1156 BW431/26scFv-Fc-CD28 und #710 C6-
B1D2scFv-Fc-CD3¢ sowie zur Expression der einzelnen CAR retroviral transduziert. Der
Anteil der CAR-tragenden T-Lymphozyten wurde durchflusszytometrisch bestimmt und
betrug in einem reprasentativen Experiment 65,2% (#710), 66,5% (#1156) und 62%
(#710+#1156). In einer Verdinnungsreihe wurden 2,5x10° bis 2x10* CAR-tragende Zellen
ausplattiert und mit 2,5x10" Tumorzellen fiir 48h kokultiviert. Als Kontrolle wurden nicht
modifizierte Zellen verwendet. Die Zytotoxizitat der Effektorzellen wurde mittels des XTT-
Viabilitatstests bestimmt. Der Test wurde als Dreifachbestimmung durchgefuhrt und
Mittelwerte sowie Standardabweichung bestimmt. Die E:T ratio entspricht dem Verhaltnis

von Effektorzellen (CAR-tragenden T-Zellen) zu Tumorzellen bei der jeweiligen
Kokultivierung.
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4.6.2  Antigen-induzierte Zytokin-Sekretion

Zusatzlich zur Antigen-vermittelten Zytolyse wurde die Sekretion der
proinflammatorischen Zytokine IFN-y und IL-2 in den Uberstanden der
kokultivierten Zellen bestimmt (Abb.23).

T-Lymphozyten mit der Koexpression der anti-CEA CAR #1156 BW431/26scFv-
Fc-CD28 und der anti-ErbB2 CAR #710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3¢ wurden durch
Tumorzellen mit der Expression von CEA und/oder ErbB2 zur IFN-y und IL-2
Sekretion aktiviert. Anhand der IFN-y und IL-2 Sekretion dieser T-Zellen durch
Kontakt mit CEA exprimierenden Tumorzellen, wurde die Komplementierung
der CAR-Signale nachgewiesen, angezeigt durch die IL-2 Sekretion bei
Kokultur mit ErbB2" Tumorzellen. Durch Kokultivierung mit Tumorzellen, die
beide Antigene exprimierten, wurden die bispezifischen T-Zellen starker zur
Zytokinsekretion induziert als durch Tumorzellen mit nur einem Antigen. Die
funktionelle Komplementierung durch Bindung beider Antigene ist demnach
effizienter als durch die Bindung eines Antigens.

Antigen-induzierte Aktivierung fuhrte bei T-Lymphozyten mit dem anti-ErbB2
CD3¢ CAR #710 durch Kontakt mit den ErbB2 exprimierenden Tumorzellen zur
Sekretion von IFN-y. T-Lymphozyten mit der Koexpression beider CAR wurden
jedoch weniger stark zur IFN-y Sekretion aktiviert als T-Lymphozyten mit dem
ErbB2 spezifischen CAR #710. Die ErbB2 vermittelte T-Zell-Aktivierung des
CAR #710 wird demnach durch Koexpression des CD28 CAR #1156 verringert.
T-Zellen mit dem CAR #710 wurden durch die Kokultivierung mit den CEA
exprimierenden Tumorzellen C15A3 nicht zur Sekretion von IFN-y induziert. Fur
eine T-Zell-Aktivierung durch diese Tumorzellen war somit die Koexpression
des anti-CEA CAR #1156 erforderlich. Als Kontrolle sezernierten T-
Lymphozyten mit dem CAR #1156 BW431/26scFv-Fc-CD28 weder nach
Kokultivierung mit CEA positiven Tumorzellen noch mit ErbB2" Tumorzellen
IFN-y. Eine Koexpression des CAR #710 mit CD3¢ Signaldoméane war fur die
Induktion der Zytokin-Sekretion durch diese Tumorzellen notwendig. Keine der
CAR-tragenden T-Lymphozyten wurden durch Kokultivierung mit den MC38
Tumorzellen zur IFN-y und IL-2 Sekretion aktiviert. Die Induktion der Zytokin-

Sekretion war folglich Antigen-spezifisch. Die nicht modifizierten T-Zellen
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sezernierten durch Kokultivierung mit Tumorzellen weder IFN-y noch IL-2.
Daher erfolgte die Induktion der Zytokin-Sekretion CAR-vermittelt.

Anhand der Zytokin-Sekretion wurde gezeigt, dass T-Zellen mit der
Koexpression von CAR mit CD28 Signaldomane und CAR mit CD3C
Signaldomane durch Kontakt mit Antigen-exprimierenden Tumorzellen
funktionell komplementieren. Die Antigen-induzierte Zytokin-Sekretion kann
gesteigert werden, wenn bispezifische T-Zellen an Tumorzellen mit beiden

Antigenen binden.
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Abbildung 23: Antigen -induzierte Zytokin -Sekretion modifizierter T -Zellen
T-Lymphozyten mit der Koexpression der anti-CEA CAR #1156 BW431/26scFv-Fc-CD28
und anti-ErbB2 CAR #710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3( sowie der jeweils einzelnen CAR wurden
mit CEA und/oder ErbB2 exprimierenden Tumorzellen fur 48h kokultiviert. In den
Uberstanden der Kokultivierung wurden die IFN-y und IL-2 Konzentrationen mittels ELISA
bestimmt. Uberstande aus der Kokultivierung mit nicht modifizierten T-Zellen dienten als
Vergleich. Der Test wurde als Dreifachbestimmung angelegt und Mittelwerte sowie
Standardabweichung bestimmt. Die Konzentrationen der Effektor-zu-Zielzell-Verhaltnisse
1:1,25 wurden zusammengefasst. Die statistische Analyse wurde mit dem Student T-Test
durchgefiihrt (*p < 0,05).
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4.7 Physikalische Assoziation chimarer Antigen-Reze  ptoren

CAR-Molekile bilden Dimere auf der Oberflache von T-Zellen. Die
Dimerisierung wird unterstitzt durch die CAR Fc-Doméne, die mit der hinge-
Region Disulfid-Briicken zu anderen IgG;-Doménen bildet. Es wurde
untersucht, ob Heterodimere zweier CAR mit unterschiedlicher Spezifitat
gebildet werden, was die Grundlage fur eine trans-Aktivierung der Signalketten
nach Bindung des Antigens sein konnte. Zum Nachweis der Heterodimere
wurden T-Lymphozyten mit Expression des CAR #710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3¢
oder des CAR #1156 BW431/26scFv-Fc-CD28 sowie der Koexpression beider
CAR verwendet. Die Anzahl CAR-tragender T-Zellen wurde normiert und unter
nicht reduzierenden Bedingungen lysiert. Die Proteine der Lysate wurden
mittels SDS-Page getrennt und anschlieBend im Western Blot Verfahren

nachgewiesen (Abb.24).

T-Zellen mit den koexprimierten CAR #710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3¢ und #1156
BW431/26scFv-Fc-CD28 wiesen sowohl die Monomere der entsprechenden
CAR als auch deren Homodimere auf. Die Masse eines Monomers des anti-
CEA-CD28 CAR #1156 betragt 61 kDa und die Masse eines anti-ErbB2-CD3(
CAR #710 Monomers entspricht 69,3 kDa. Die Homodimere der CAR Molekile
hatten eine entsprechend doppelte Masse. Ein Protein, welches ein
Heterodimer eines CAR mit CD3(¢ Signaldomane und CD28 Signaldoméne
darstellte, konnte nicht detektiert werden. Im Lysat der CAR #710
exprimierenden T-Zellen wurde Protein nachgewiesen, das der Grol3e
monomerer CAR mit CD3(¢ Signaldomane entsprach. Zusatzlich wurde Protein,
detektiert, das der dimeren Form dieser CAR entsprach. Bei T-Lymphozyten,
die den CAR #1156 BW431/26scFv-Fc-CD28 exprimierten, wurden im Lysat
ausschlie8lich Monomere der CAR Proteine nachgewiesen. Im Lysat nicht

modifizierter T-Zellen wurde kein CAR Protein detektiert.

Die beiden CAR #710 und #1156 liegen bei ihrer Koexpression in T-Zellen
jeweils sowohl als Monomere als auch als Homodimere vor. Eine Bildung von
Heterodimeren konnte mit dem Western Blot Verfahren nicht nachgewiesen

werden.
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Abbildung 24: Nachweis der CAR-Dimere und -Monomere

Nach CD3 sortierte T-Lymphozyten mit Expression der CAR #1156 BW431/26scFv-Fc-
CD28 und #710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3C sowie mit Koexpression dieser CAR wurden unter
nicht-reduzierenden Bedingungen lysiert. Der Anteil der CAR-tragenden Zellen betrug in
einem reprasentativen Experiment 49,1% (#710), 66,7% (#1156) sowie 52,7%
(#710+#1156). Die Lysate wurden elektrophoretisch mittels SDS-Page aufgetrennt. Die
Proteinubertragung auf eine PVDF-Membran wurde mit Ponceau-S-Farbeldsung tberpruift,
die gleichzeitig eine Fixierung der Proteine auf der Membran bewirkt. Im Western Blot
wurden die CAR anhand ihrer humanen IgG;-Doméne mit dem polyklonalen HRP-
gekoppelten anti-human-IgG Kaninchenantikérper (1:800) markiert. Die Detektion erfolgte
durch ECL Detektionsreagenz. Monomere des CAR #710 mit der CD3( Signaldoméane
haben eine Masse von ca. 69 kDa, Monomere des CAR #1156 mit der CD28 Signaldoméne
eine Masse von ca. 61 kDa. Die GréRe der CAR-Homodimere entsprach der doppelten

Masse der CAR-Monomere. Als Kontrolle dienten nicht modifizierte T-Zellen.

Das Western Blot Verfahren erfordert auch bei nicht-reduzierender
Bedingungen eine harsche Auftrennung der Proteine. Deswegen wurde in
einem ELISA Verfahren alternativ untersucht, ob zwei in T-Zellen koexprimierte
CAR mit unterschiedlicher Bindedomane Heterodimere bilden kdnnen. Die
Lysate von T-Lymphozyten, die den CAR #1156 BW431/26scFv-Fc-CD28
sowie den CAR #710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3( einzeln oder simultan
exprimierten, wurden in einer Verdinnungsreihe auf Mikrotiterplatten inkubiert,
welche mit dem anti-BW431/26 Idiotyp Antikbrper BW2064/399 zur Bindung
des anti-CEA CAR beschichtet wurden. Nicht gebundenes Lysat wurde durch
Waschen entfernt und gebundener anti-ErbB2 CAR mit Hilfe des
Fusionsproteins ErbB2-eGFP detektiert. Das ErbB2-eGFP Fusionsprotein
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wurde durch den polyklonalen, biotinylierten, GFP-spezifischen Antikorper
detektiert und mit Peroxidase-gekoppeltem Streptavidin inkubiert. Die
Entwicklung wurde mit dem Farbstoff 2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin)-6-
sulfonsaure (ABTS) durchgefiihrt und dessen Absorption photometrisch

nachgewiesen (Abb.25).

Im Lysat von T-Zellen, welche den CAR #710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3C und
#1156 BWA431/26scFv-Fc-CD28 koexprimierten, wurden CAR-Heterodimere
detektiert. Das Signal war abhangig von der Anzahl lysierter T-Zellen. Dagegen
wurde im Lysat von T-Lymphozyten, welche ausschliel3lich den CAR #710 oder
#1156 exprimierten, kein ErbB2-spezifischer CAR nach Bindung an den anti-
BW431/26-spezifischen Fang-Antikbrper nachgewiesen. Das Lysat nicht
modifizierter T-Zellen fuhrte zu nicht zur Detektion eines CAR. Mit Hilfe des
ELISA gelang der Nachweis, dass die beiden CAR #710 und #1156

Heterodimere bilden, wenn sie in T-Zellen koexprimiert werden.
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Abbildung 25: Nachweis der CAR -Heterodimere

Nach CD3 sortierte T-Lymphozyten mit Expression der CAR #1156 BW431/26scFv-Fc-
CD28 und #710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3C sowie mit Koexpression dieser CAR wurden unter
nicht-reduzierenden Bedingungen lysiert und die Lysate in einer Verdinnungsreihe auf
Mikrotiterplatten inkubiert, die mit dem BW431/26scFv-spezifischen Fang-Antikdrper
BW2064/399 (5ug/ml) beschichtet waren. Gebundene anti-ErbB2 CAR wurden mit dem
Fusionsprotein ErbB2-eGFP (200ul Kulturiberstédnde), das spezifisch von der C6-
B1D2scFv Doméane gebunden wird, detektiert. Das Fusionsprotein wurde mit dem
biotinylierten anti-GFP  Antikérper (1:32000), Peroxidase-gekoppeltem Streptavidin
(1:20000) und ABTS (1mg/ml) nachgewiesen. Als Kontrolle dienten nicht modifizierte T-
Zellen. Die Absorption wurde am Photometer bei 405 nm Wellenldnge gemessen. Der Test
wurde als Dreifachbestimmung durchgefuihrt und Mittelwerte sowie Standardabweichung

bestimmt. Die statistische Analyse wurde mit dem Student T-Test durchgefuhrt ( *p < 0,05).
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4.8 Klonierung des Plasmids pMP71-C6-B1D2scFv-Fc-CD  3(-
P2A-BW431/26scFv-Fc-CD28 (#1262)

Die Kotransduktion von Lymphozyten mit der monocistronischen
Expressionskassetten fur die jeweiligen CAR hatte den Nachteil, dass ein
grof3er Anteil der zu untersuchenden Effektorzellen nur einen CAR exprimiert.
Dies sollte verbessert werden durch die Verwendung einer bicistronischen
Expressionskassette, welche fir die DNS der beiden CAR kodiert. Innerhalb der
bicistronischen Expressionskassette wurde die CAR-DNS durch DNS fiur das
P2A-Peptid verknipft, welches einen ribosomalen ,skip-Mechanismus® auslst
und wahrend der Translation eine Spaltung zwischen den Polypeptidketten der
CAR verursacht, so dass die CAR Proteine anschlie3end in gleichen Anteilen
vorliegen. Zur Generierung der kodierenden DNS-Sequenz fir die beiden CAR
wurden die Nukleinsduresequenzen der CAR #1156 BW431/26scFv-Fc-CD28
und #710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3¢ mittels der DNS fur das 2A-Peptid eines
Picornavirus (P2A) verknUpft. Die bicistronische Expressionskassette wurde

Uber mehrere Zwischenschritte rekombiniert (Abb.26).

Im ersten Schritt wurde die DNS fir den CAR #710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3C aus
dem Plasmid pBullet mit Hilfe des 5‘-Oligonukleotids ,Not-noNcol-Lk-S*,
welches mit der DNS des Kappa Signalpeptids hybridisiert und des 3'-
Oligonukleotids ,Zeta-P2A-Ncol-AS*, welches mit der DNS der intrazellularen
CD3C Domane hybridisiert, mittels PCR amplifiziert. Dabei kodiert der nicht
hybridisierende Teil des verwendeten 3‘-Oligonukleotids fir das P2A-Peptid,
sodass die amplifizierte DNS ein Fusionsprodukt fur die CAR-Sequenz und die
3-terminale P2A-Sequenz kodierte. Unter Verwendung einer high-fidelity Tag-
Polymerase, welche wahrend der PCR-Reaktion 3'-Adenintberhange
generierte, wurde die Moglichkeit geschaffen, die amplifizierte DNS in den
pCR2.1 Klonierungsvektor zu ligieren, da dieser Uber 5'-Thymintberhange
verfugt. Ligierte Klone wurden durch Restriktionsanalyse und DNS-
Sequenzierung verifiziert. Die identifizierte DNS wurde mit den
Restriktionsendonukleasen Notl und EcoRI gespalten und in den ebenso
gespaltenen Vektor #965 pCR2.1-CD3(TM-CD28-CD3C ligiert. Dabei wurde das
Insert CD3(TM-CD28-CD3( des Vektors #965 verworfen und die DNS fiur das
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CAR-P2A Fusionskonstrukt Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3C-P2A invers inseriert, so
dass eine von zwei EcoRI-Restriktionsschnittstelle deletiert wurde. Dieser
Schritt war fur die spatere Fusion mit der DNS des zweiten CAR notwendig.
Nach der Ligation der DNS wurde dieses Zwischenprodukt durch eine partielle
Restriktionsspaltung mit den Enzymen Ncol und EcoRI im Verhdltnis 1:10
gespalten, so dass einige Nukleotide am 3‘-Ende der DNS fir Lk-C6-
B1D2scFv-Fc-CD3(-P2A deletiert wurden. Gleichzeitig wurde die DNS flr den
CAR Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28 aus dem ebenso gespaltenen Vektor #1156
PQXCIN an das 3‘-Ende der DNS fur Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3(-P2A inseriert.
In diesem Zwischenprodukt mit inverser Orientierung wurde die DNS fir die
gesamte bicistronische Expressionskassette fusioniert. In einem letzten Schritt
wurde die fusionierte DNS der bicistronischen Expressionskassette mittels
Spaltung durch die Restriktionsendonukleasen Notl und EcoRIl in den
retroviralen Vektor pMP71 dberfuhrt. Die annotierte DNS-Sequenz der

bicistronischen Expressionskassette befindet sich im Anhang (S.164).

105



Ergebnisse

Not-noNcol-Lk-S R\ Zeta-P2A-Ncol-AS ECORI ot
#710 PCR
+ pCR®2.1
pCR®2.1
pBullet-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3 ¢ Ncol
NotlA RANCN 1
TA-Cloning®
Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3 ¢-P2A
EcoRﬂgt' S ECoR!
ECORV ¢ N dNotl v
v Notl
- ~ #1253
+ #965
Ncol'
Ncol¥ pCR®2.1-Lk-C6-B1D2scFv-
pPCR®2.1-CD3(TM-CD28-CD3( Fc-CD3{-P2A
EcoR] Ncol Notl o
Yy ——Y 9
CD3(TM- . 4 i
CD28_CD3< Notl + EcoRlI %
z
—
Ncol EcoRl v I v
VV Ncol \
#1258
pCR®2.1-Lk-C6- pCR®2.1
B1D2scFv-Fc-CD3 ¢- + #1156
PQCXIN-LK-
BW431/26scFv-
Fc-CD28
Ncol
\ 4
EcoRl m Notl
4 A0 EcoRl l\#:ol
PQCXIN « > < > 1
EcoRI +Ncol EcoRI +Ncol 16bp
(partiell)
Ncol ¥ v
pCR®2.1-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3 {-P2A- 41260

Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28 (iny,)

106




Ergebnisse

Ncol
A4 #1260
E NotlA AECORl
coRlg ANotl + #1178
Ncol'
PCR®2.1-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3 ¢-P2A- pMP71-aTCR-IRES-BTCR
Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28 (jnv,)
E —
3 Ncol %
L v L
* +
g Notl /-\ 3 aTCR
o -
PCR®2.1 A BeoRl_ 12 RES.
BTCR il
#1262
pMP71-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3 ¢-P2A-
Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28
Notl Ncol EcoRl
........ \4 \ 4 Vo,

Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3 ¢ | P2A | Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28

.........

.........

bicistronische Expressionskassette #1262

Abbildung 26: Klonierung der bicistronischen Expressionskassette Lk-C6-B1D2scFv -
Fc-CD3Z-P2A-LK-BW431/26scFv-Fc-CD28 in pMP71 (#1262)

Die DNS fur den CAR C6-B1D2scFv-Fc-CD3C wurde mittels PCR aus dem Plasmid #710
amplifiziert und 3‘-terminal mit der DNS fur P2A verknipft. Das DNS-Fragment wurde mit
Hilfe des TA-Cloning® in das lineare Plasmid pCR®2.1 ligiert. Uber mehrere
Klonierungsschritte wurden durch Inversion des Inserts Schnittstellen deletiert und die DNS
fur den CAR BW431/26scFv-Fc-CD28 inseriert. Die bicistronische Expressionskassette
#1262, die fur die beiden P2A-verknipften CAR kodiert, wurde in den retroviralen
Expressionsvektor pMP71 ligiert.
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4.9  Funktionelle Charakterisierung koexprimierter CAR
#1262

4.9.1 Koexpression der CAR

HEK 293 T-Zellen wurden zur Koexpression der CAR BW431/26scFv-Fc-CD28
und C6-B1D2scFv-Fc-CD3C mit dem retroviralen bicistronischen Vektor #1262
transfiziert. Die Bindedomé&nen der CAR wurden auf der Oberflache von 293T
Zellen nachgewiesen. Zur Detektion des CEA-spezifischen CAR
BW431/26scFv-Fc-CD28 wurde mit dem fur die Bindedomé&ne BW431/26
spezifischen Antikbrper BW2064/399 inkubiert und dieser mit dem Maus-IgG;-
spezifischen, PE-gekoppelten Antikdrper detektiert. Der ErbB2-spezifische CAR
C6-B1D2scFv-Fc-CD3¢ wurde mit dem Fusionsprotein #1192 ErbB2-eGFP
nachgewiesen. Als Kontrolle dienten 293T Zellen, die mit der DNS flr jeweils
einen der betreffenden CAR transfiziert waren sowie nicht modifizierte Zellen
(Abb.27).

Transfektion der 293T Zellen mit dem retroviralen bicistronischen Vektor #1262
fuhrte zur Koexpression der CAR BW431/26scFv-Fc-CD28 und C6-B1D2scFv-
Fc-CD3¢ wie in der durchflusszytometrischen Analyse nachgewiesen wurde. Im
Vergleich dazu wurde bei 293T Zellen mit dem CAR #1156 BW431/26scFv-Fc-
CD28 nur die Bindedoméane BW431/26 und bei 293T Zellen mit dem CAR #710
C6-B1D2scFv-Fc-CD3¢ nur die Bindedoméane C6-B1D2 nachgewiesen. Bei
nicht transfizierten 293T Zellen wurde keine CAR-Expression detektiert. Die
Daten zeigen, dass die CAR mit Hilfe der bicistronischen Expressionskassette
koexprimiert werden und die Fahigkeit bewahrt haben, ihr jeweiliges Antigen zu

binden.
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Abbildung 27: Anti gen-Bindung der koexprimierten CAR #1262

Jeweils 3x10° HEK 293T Zellen wurden mit DNS transfiziert, die fiur die CAR #1156
BW431/26scFv-Fc-CD28, #710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3( oder #1262 BW431/26scFv-Fc-
CD28 plus C6-B1D2scFv-Fc-CD3( kodiert. Zur Prifung der anti-CEA Bindedoméne
BW431/26 auf ihre Bindungsfahigkeit wurden die Zellen mit dem BW2064/399 Idiotyp-
Antikérper (10 pug/ml) inkubiert und die Bindung durch den anti-Maus-1gG;-PE Antikdrper
(2,5 pg/ml) nachgewiesen. Kulturiiberstand mit dem Fusionsprotein ErbB2-eGFP (200 pl)
diente zum Nachweis der Bindungsfahigkeit der ErbB2-Bindedomé&ne C6-B1D2. Als

Kontrolle wurden nicht modifizierte 293T Zellen verwendet.
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T-Zellen wurden durch Transduktion mit dem retroviralen bicistronischen Vektor
#1262 mit den CAR BW431/26scFv-Fc-CD28 und C6-B1D2scFv-Fc-CD3C in T-
Lymphozyten ausgestattet. Die Zellen wurden zur Detektion der humanen 1gGs-
Domane der CAR mit dem PE-gekoppelten anti-human-lgG; Antikorper
inkubiert und mit dem FITC-gekoppelten anti-human-CD3 Antikorper zur
Identifikation der T-Lymphozyten markiert. Die Expression der CAR in T-Zellen

wurde durchflusszytometrisch bestimmt (Abb.28).

Die Expression der humanen IgG;-Fc Doméne der CAR BW431/26scFv-Fc-
CD28 und C6-B1D2scFv-Fc-CD3C in T-Zellen mit Hilfe des retroviralen
Gentransfers der bicistronischen Expressionskassette wurde nachgewiesen.
Der Anteil der CAR-tragenden T-Zellen betrug in einem typischen Experiment
circa 13,2%. Ein Vergleich mit zuvor durchgefiihrten Transduktionen von
monocistronischen Genkassetten zeigt, dass die Transduktionseffizienz durch

Verwendung einer bicistronischen Expressionskassette herabgesetzt wird.

ohne CAR #1262 CAR+CAR

1% 13,2%

CAR IgG;-Fc

v

CD3

Abbildung 28: Expression der CAR in humanen T -Zellen (#1262)

Aktivierte T-Zellen wurden zur Expression der CAR BW431/26scFv-Fc-CD28 und C6-
B1D2scFv-Fc-CD3¢ durch den bicistronischen, retroviralen Vektor #1262 transduziert und
durchflusszytometrisch analysiert. Zum Nachweis der CAR-Expression wurden die T-Zellen
mit dem FITC-gekoppelten Maus anti-human-CD3 Antikorper (5 pl pro 2x10° Zellen) und
dem PE-gekoppelten Ziege anti-human-lgG; Antikdrper (2,5 ug/ml) markiert. Als Kontrolle

dienten nicht modifizierte T-Zellen.
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4.9.2  Aktivierung der T-Zellen mit koexprimierten CAR

Der CEA-spezifische CAR BW431/26scFv-Fc-CD28 liefert das Signal des
kostimulatorischen Molekils CD28 und der ErbB2-spezifische CAR C6-
B1D2scFv-Fc-CD3( das Signal der CD3¢ Domane. Die Antigen-vermittelte
Aktivierung von T-Lymphozyten durch einen CAR mit CD3( Signaldomane
induziert T-Lymphozyten zur Sekretion von IFN-y, im Gegensatz zu CD28 CAR.
Anhand koexprimierter CAR sollte eine Komplementierung der CAR-
vermittelten Effektorfunktionen durch die funktionelle Interaktion untersucht
werden. Im folgenden Experiment wurde die Sekretion der Zytokine IFN-y als
Indikator fir das CD3¢ Signal und IL-2 als Indikator der CD28 Kostimulation bei
CD3C¢ Signal untersucht. Durch Verwendung der Dbicistronischen
Expressionkassette wurde sichergestellt, dass transduzierte T-Zellen Uber die
gleiche Expressionsdichte der jeweiligen CAR verfigen und T-Zellen mit der
Expression eines einzelnen CAR ausgeschlossen werden konnten.
Mikrotiterplatten wurden mit dem Fusionsprotein ErbB2-Fc als Ligand fur den
CD3C CAR und dem anti-BW431/26 Idiotyp Antikorper BW2064/399 als Ligand
fur den CD28 CAR sowie zur Kontrolle mit PBS beschichtet. Aktivierte T-Zellen
wurden zur Expression der einzelnen CAR #1156 BW431/26scFv-Fc-CD28 und
#710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3¢ sowie zur Koexpression mit der bicistronischen
Expressionskassette #1262 transduziert und der Anteil der CAR-
exprimierenden Zellen bestimmt. AnschlieBend wurden der Anteil der T-Zellen
mit der Koexpression der CAR #1262 mit dem PE-gekoppelten Ziege anti-
human-IgG; Antikérper markiert und mittels anti-PE ,MicroBeads" durch
magnetische Zellsortierung auf etwa 87% angereichert. Die sortierten Zellen
wurden 48h ohne IL-2 kultiviert. Die gleiche Anzahl CAR-tragender T-Zellen
wurde auf den beschichteten Platten inkubiert. Zur Kontrolle wurden nicht
modifizierte T-Zellen verwendet. Im Anschluss wurde die T-Zell-Aktivierung
anhand der Konzentrationen der pro-inflammatorischen Zytokine IFN-y und IL-2
bestimmt (Abb.29)

T-Lymphozyten mit den beiden CAR BWA431/26scFv-Fc-CD28 und C6-
B1D2scFv-Fc-CD3( (#1262) sezernierten durch Bindung an den anti-
idiotypischen Antikdrper BW2064/399, der den anti-CEA CAR mit der CD28
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Signaldoméane kreuzvernetzt, IFN-y und IL-2. Bindung dieser T-Zellen an das
ErbB2-Fc Fusionsprotein, welches den anti-ErbB2 CAR mit der CD3(
Signaldomane kreuzvernetzt, fihrte ebenfalls zur Sekretion von IFN-y und IL-2.
Daraus wird geschlossen, dass durch die Expression der bicistronischen
Kassette #1262 in T-Zellen eine Komplementierung der CAR-Signale erfolgt.
Die Bindung dieser T-Zellen an das ErbB2-Fc Fusionsprotein bewirkte eine
starkere Induktion zur IFN-y Sekretion als die Bindung an den Antikérper
BW2064/399. T-Lymphozyten mit dem CAR #710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3(
wurden durch das Fusionprotein ErbB2-Fc zu einer Sekretion von |FN-y
aktiviert. Die Induktion der T-Zellen zur IFN-y Sekretion wurde jedoch verringert,
wenn dieser CAR mit dem CD28 CAR koexprimiert wurde. Fir die Aktivierung
zur IL-2 Sekretion ist die Koexpression des CAR BW431/26scFv-Fc-CD28
erforderlich. Bei Stimulation dieser Zellen mit dem BW2064/399 Antikdrper via
anti-CEA CD28 Signal CAR wurde keine Zytokinsekretion nachgewiesen. Eine
CD28 Kostimulation bei CD3C Signal wird durch die Expression der
bicistronischen Genkassette in T-Zellen gewahrleistet. T-Zellen, die den CAR
#1156 BWA431/26scFv-Fc-CD28 exprimierten, sezernierten weder durch
Stimulation mit dem BW2064/399 Antikérper noch durch Stimulation mit dem
ErbB2-Fc Fusionsprotein IFN-y oder IL-2. Die T-Zell-Aktivierung zur IFN-y
Sekretion und die Komplementierung mit dem CD28 Signal dieses CAR wird
durch die Koexpression des CAR C6-B1D2scFv-Fc-CD3¢ bewirkt. Die T-Zell-
Aktivierung war Antigen-spezifisch, da die Inkubation der T-Zellen auf
Kontrolloberflachen zu keiner Zytokin-Sekretion fuihrte. Keines der Antigene

fuhrte zur Aktivierung nicht modifizierter T-Zellen.

Durch die Expression einer bicistronischen Genkassette fir zwei CAR in T-
Zellen wird eine Komplementierung der CAR-Signale erreicht, wie sie zuvor bei
kotransduzierten Zellen beobachtet wurde. T-Zellen verfigen durch den
Transfer der bicistronischen Expressionskassette tUber die Koexpression der
jeweiligen CAR. Einerseits ist die T-Zell-Aktivierung durch Kreuzvernetzung des
anti-ErbB2 CAR mit CD3¢ Signaldoméne effizienter als durch Kreuzvernetzung
des anti-CEA CAR mit CD28 Signaldoméane. Andererseits wird die Effizienz des
CAR mit CD3¢-Signal, T-Zellen zur Sekretion von IFN-y zu induzieren, durch

die Koexpression eines CAR mit CD28-Signaldoméane herabgesetzt.
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Abbildung 29: Zytokin -Sekretion der T -Zellen mit den koexprimierten CAR #1262
T-Zellen wurden zur Expression des CAR #1156 BW431/26scFv-Fc-CD28 und des CAR
#710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3C sowie durch die bicistronische Expressionskassette #1262 zu
ihrer Koexpression transduziert. Der Anteil der CAR-tragenden T-Lymphozyten betrug in
einem reprasentativen Experiment 34% (#710), 40,5% (#1156) und 13,2% (#1262). T-
Zellen mit der CAR Koexpression wurden durch magentische Zellsortierung auf einen Anteil
von 87% angereichert. Mikrotiterplatten wurden mit dem BW?2064/399 Antikorper (8ug/ml),
dem ErbB2-Fc Fusionsprotein (8pg/ml) oder PBS beschichtet. Jeweils 5x10* CAR-tragende
Zellen wurden pro Vertiefung ausplattiert und fur 72h kultiviert. Als Kontrolle wurden nicht
modifizierte T-Zellen verwendet. In den Kulturiiberstanden wurden die IFN-y und IL-2
Konzentrationen mittels ELISA bestimmt. Der Test wurde als Vierfachbestimmung angelegt
und Mittelwerte sowie Standardabweichung bestimmt. Die statistische Analyse wurde mit
dem Student T-Test durchgefiihrt (*p < 0,05).
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410 Kinetik der #710, #1156 und #1262 CAR-vermitte Iten
Aktivierung

Im folgenden Experiment wurde untersucht, ob sich die Expressionsdichte der
Antigene CEA und ErbB2 auf die Aktivierung von T-Lymphozyten mit der
Koexpression der CAR BW431/26scFv-Fc-CD28 und C6-B1D2scFv-Fc-CD3C
(#1262) oder mit der Expression der einzelnen CAR #710 oder #1156 auspragt.
Der Anteil der T-Zellen mit Expression der CAR #1156 BW431/26scFv-Fc-
CD28 und #710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3¢ sowie der Koexpression der beiden
CAR durch die Dbicistronische Expressionskassette #1262 wurde
durchflusszytometrisch bestimmt. Die T-Zellen mit der Koexpression der CAR
#1262 wurden mit dem PE-gekoppelten anti-human-lgG; Antikdrper markiert
und mittels anti-PE ,MicroBeads“ durch magnetische Zellsortierung zu etwa
87% angereichert. AnschlieRend wurden die Zellen 48h ohne IL-2 kultiviert.
Mikrotiterplatten wurden mit dem anti-BW431/26 Idiotyp Antikdrper
BW2064/399 und dem ErbB2-Fc Fusionsproteins in einer Verdinnungsreihe
beschichtet. Die Konzentrationen wurden so titriert, dass der BW2064/399
Antikérper und das ErbB2-Fc Fusionsprotein in jeder Vertiefung in gleichen
Verhéltnissen vorlagen. Da beide Antigene eine &hnliche Struktur darstellen,
wurde davon ausgegangen, dass sie gleich gut auf der Oberflache der
Mikrotiterplatte binden. Die gleiche Anzahl CAR-tragender T-Lymphozyten
wurde auf den Mikrotiterplatten kultiviert. Nicht modifizierte T-Zellen dienten als
Kontrolle. Die Bestimmung der T-Zell-Aktivierung wurde durch die Zytokine IFN-
y und IL-2 in den Kulturiberstanden bestimmt. Als Mal3 fiur die
Aktivierungsschwelle wurde die Konzentration der Antigene definiert, die zum
Erreichen der halbmaximalen Konzentration der sezernierten Zytokine
erforderlich war (Abb.30, Tab.2).

T-Lymphozyten, welche die CAR BW431/26scFv-Fc-CD28 und C6-B1D2scFv-
Fc-CD3( koexprimierten, wurden durch die Bindung an das Fusionsprotein
ErbB2-Fc und den BW2064/399 Antikorper zur Sekretion von IFN-y und IL-2
angeregt. T-Lymphozyten mit dem CAR #1156 BWA431/26scFv-Fc-CD28
wurden durch keine der verwendeten Konzentrationen des Antikorpers
BW2064/399 und des Fusionsproteins ErbB2-Fc zur Sekretion von IL-2 oder
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IFN-y aktiviert. T-Zellen mit dem CAR #710 C6-B1D2scFv-Fc-CD3 wurden zur
Sekretion von IFN-y aktiviert. Die T-Zellen mit der alleinigen Expression des
ErbB2-spezifischen CAR #710 wurden durch eine niedrigere Antigendichte zur
halomaximalen Sekretion von IFN-y stimuliert als T-Zellen mit den
koexprimierten CAR. T-Zellen mit dem ErbB2-spezifischen CD3( CAR #710
wurden durch Bindung des Antigens zu einer héheren maximalen IFN-y
Sekretion im Vergleich zu T-Zellen mit den koexprimierten CAR #1262
induziert. Nicht modifizierte T-Zellen wurden durch keines der Antigene zur

Sekretion von IFN-y und IL-2 aktiviert.

Es wurde gezeigt, dass die Aktivierungsschwelle von T-Zellen mit einem CD3(
CAR durch Koexpression eines CAR mit CD28 Signaldoméne erhoht wird.
Unter der Voraussetzung, dass beide CAR in gleicher Dichte exprimiert werden
und durch ein gleiches Vehéltnis der Antigene gleich stark kreuzvernetzt
werden, wird die Effizienz, T-Zellen zur Sekretion von IFN-y zu induzieren,
gleichzeitig verringert. Durch die Bindung zweier Antigene fuhrt die
Koexpression eines CD3¢ CAR und eines CD28 CAR zur Komplementierung

der CAR-Signale und zur Induktion kostimulatorischer Effektorfunktionen.

115



Ergebnisse

=
o
]

400 ~
350 o
300 H
250 A
200 o
150 o

100 \
50 %%
0
2 4 8 0,06250,1250,25 05 1 2 4 8

ErbB2-Fc + BW2064/399 AK [ug/ml]
Hohne CAR  ©#710 CAR  A#1156 CAR ©#1262 CAR+CAR

IL-2 [U/mi]

IFN-y [ng/ml]
OFRP N WPMUIO N XX

o
o
)
¢
ol
o
)
o
o
V)
ol
o
o1
H

Abbildung 30: CAR #710, #1156 und #1262 vermittel te T-Zell-Aktivierung

T-Zellen wurden zur Expression der CAR #1156 BWA431/26scFv-Fc-CD28, #710 C6-
B1D2scFv-Fc-CD3( sowie durch die bicistronische Expressionskassette #1262 zur
Koexpression der CAR transduziert. Der Anteil CAR-tragender T-Lymphozyten wurde
durchflusszytometrisch bestimmt und betrug in einem reprasentativen Experiment 14%
(#710), 40,5% (#1156) und 13,2% (#1262). T-Zellen mit der CAR Koexpression wurden
durch magnetische Zellsortierung auf einen Anteil von 87% angereichert. Mikrotiterplatten
wurden mit dem BW2064/399 Antikérper und dem ErbB2-Fc Fusionsprotein in einer
Verduinnungsreihe beschichtet. Jeweils 5x10* CAR tragende Zellen wurden pro Vertiefung
auf Antigen-beschichteten Mikrotiterplatten fiir 72h kultiviert. Als Kontrolle wurden nicht
modifizierte T-Zellen verwendet. In den Kulturiiberstanden der Kultivierung wurden die IFN-
y und IL-2 Konzentration mittels ELISA bestimmt. Der Test wurde als Vierfachbestimmung
angelegt und Mittelwerte sowie Standardabweichung bestimmt. (— Tab.2, S.117)
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Aktivierungs- Aktivierungs- Maximal Maximal
schwelle IFN-y schwelle IL-2 sezernierte sezernierte
[Konz. Antigene] | [Konz. Antigene] IFN-y Konz. IL-2 Konz.
ohne CAR - - - -
#710 CAR 100 ng/ml - 8 ng/ml -
#1156 CAR - - - -
#1262 CAR+CAR 960 ng/ml 2,23 pug/ml 3 ng/ml 330 U/ml

© @ ® @ ®

Tabelle 2: Antigenkonzentration zur CAR #710, #1156 und #1262  vermittelten T -Zell-
Aktivierung

Wertetabelle der Aktivierungsdaten aus Abbildung 30. In den Spalten 2 und 3 sind jeweils
die Antigen-Konzentrationen angegeben, die zum Erreichen der halbmaximalen IFN-y
Sekretion (Spalte 2) oder der halbmaximalen IL-2 Sekretion (Spalte 3) notwendig waren.
Spalte 4 und 5 stellen die maximale erreichten Zytokinkonzentrationen fir die Antigen-
spezifische Aktivierung dar. Die jeweils zum Erreichen der halbmaximalen
Zytokinkonzentration erforderliche Antigenmenge wurde anhand logarithmischer Regression

des linearen Bereichs berechnet.

Im folgenden Experiment sollte der Einfluss eines variablen Verhaltnisses der
Dichte beider Antigene auf der Oberflache auf die Aktivierung der T-Zelle mit
den koexprimierten CAR BW431/26scFv-Fc-CD28 und C6-B1D2scFv-Fc-CD3(
untersucht werden. Dazu wurde das Fusionsprotein ErbB2-Fc und der
Antik6rper BW2064/399 in unterschiedlichen Konzentrationsverhaltnissen auf
Mikrotiterplatten koadsorbiert. Gleiche Anzahl T-Lymphozyten mit der
bicistronischen Expressionskassette #1262 wurden auf den beschichteten
Mikrotiterplatten kultiviert. Anschlie3end wurde die T-Zell-Aktivierung anhand
der Konzentration der in den Kulturiberstand sezernierten Zytokine IFN-y und
IL-2 bestimmt. Als MalR fur die Aktivierungsschwelle wurden die
Konzentrationen der beschichteten Antigene definiert, die zum Erreichen der
jeweils halbmaximalen Zytokin-Konzentration erforderlich waren (Abb.31 und
32, Tab.3).
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T-Lymphozyten mit den CAR BW431/26scFv-Fc-CD28 und C6-B1D2scFv-Fc-
CD3¢ wurden durch die beschichteten Antigene zur Sekretion von IFN-y und IL-
2 aktiviert. Die maximal sezernierten Zytokin-Konzentrationen wurden durch die
Anwesenheit des zweiten Antigens konzentrationsabhéngig gesteigert.
Kostimulation durch das Fusionsprotein ErbB2-Fc, das den anti-ErbB2-CAR mit
CD3¢ Signaldoméane kreuzvernetzt, steigerte die IFN-y Sekretion effizienter als
Kostimulation durch den Antikérper BW2064/399, der den anti-CEA-CAR mit
CD28 Signaldomane kreuzvernetzt. Die Antigenkonzentration, die zum
Erreichen der halbmaximalen Zytokin-Konzentration erforderlich war, wurde
durch Anwesenheit des zweiten Antigens konzentrationsabh&ngig verringert.

T-Zellen mit der Koexpression eines CD3¢ CAR und eines CD28 CAR verfligen
Uber eine erhéhte Aktivierungsschwelle gegenuber T-Zellen mit der alleinigen
Expression des CD3( CAR. Diese Aktivierungsschwelle wird jedoch durch
zunehmende Expressionsdichte eines der Antigene verringert. Die
Komplementation der CAR-Signale zur Induktion kostimulatorischer
Effektorfunktionen wird durch die Anwesenheit des zweiten Antigens
gewahrleistet. Die Effizienz der T-Zell-Aktivierung wird mit zunehmender
Expressionsdichte des zweiten Antigens gesteigert. Die zusatzliche Bindung
des ErbB2-spezifischen CAR an sein Antigen pragt sich starker auf die
Herabsetzung der Aktivierungsschwelle und die Steigerung der Zytokin-

Sekretion aus als die zuséatzliche Bindung des CEA-spezifischen CAR an CEA.
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Abbildung 31: Zytokin -Sekretion der T-Zellen mit koexprimierten CAR #1262 in
Abhéngigkeit von der Antigenkonzentration

T-Zellen mit der Koexpression der CAR BW431/26scFv-Fc-CD28 und C6-B1D2scFv-Fc-
CD3{ (1x10* CAR-tragende Zellen) wurden auf Antigen-beschichteten Mikrotiterplatten fiir
48h kultiviert. Der Anteil der CAR-tragenden Zellen betrug in einem repréasentativen
Experiment 16,1%. In den Kulturiberstdnden wurden die IFN-y und IL-2 Konzentrationen
mittels ELISA bestimmt. (— Abb. 32 und Tab.3, S.120)
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Abbildung 32: Aktivierungsschwelle der T -Zellen mit den koexprimierten CAR #1262
in Abhangigkeit von der Antigenkonzentration

Die Berechnung der exemplarischen Aktivierungsschwellen erfolgte durch logarithmische
Regression des linearen Bereichs der entsprechenden Aktivierungsdaten aus Abbildung 31
(— Tab. 3, S.120).
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CEA ErbB2
|
Konzentration des Aktivierungs- Aktivierungs- Aktivierungs- Aktivierungs-
jeweils zweiten schwelle IFN-y schwelle IL-2 schwelle IFN-y schwelle IL-2
Antigens [BW2064/399] [BW2064/399] [ErbB2-Fc] [ErbB2-Fc]
31,25 ng/ml 0,35 pg/ml 0,47 pg/mi 0,76 pg/ml >4 ug/ml
62,5 ng/ml 0,38 pg/ml 0,25 pg/mi 0,63 pg/ml 0,32 pg/ml
125 ng/ml 0,24 pg/ml 50 ng/mi 0,74 pg/ml < 31,25 ng/mi
250 ng/ml 0,19 pg/ml < 31,25 ng/ml 0,69 pg/ml < 31,25 ng/mi
0,5 pg/ml 0,1 pg/ml < 31,25 ng/ml 0,68 pg/ml < 31,25 ng/mi
1 pg/ml 0,15 pg/ml < 31,25 ng/ml 0,72 pg/ml < 31,25 ng/mi
2 pg/mi 40 ng/mi < 31,25 ng/ml 0,6 pg/ml < 31,25 ng/mi
4 ug/ml < 31,25 ng/ml < 31,25 ng/ml 0,5 pg/ml < 31,25 ng/mi

®

Tabelle 3: Schwellenwerte der Antigenkonzentrationen zur Aktiv

@

®

mit den koexprimierten CAR BW431/26scFv-Fc-CD28 und
Wertetabelle der Aktivierungsdaten aus Abbildung 32. In den Spalten 2 bis 5 sind jeweils

@

®

ierung der T -Zellen

C6-B1D2scFv-Fc-CD3 ¢

die Antigen-Konzentrationen angegeben, die zum Erreichen der halbmaximalen IFN-y

Sekretion (Spalte 2 und 4) oder der halbmaximalen IL-2 Sekretion (Spalte 3 und 5)

notwendig waren. Die Konzentration des jeweils zweiten Antigens wird in der Spalte 1

angegeben. Spalte 2 und 3 stellen die Schwellenwerte fir die CEA-spezifische Aktivierung

dar, Spalte 4 und 5 stellen die Schwellenwerte fur die ErbB2-spezifische Aktivierung dar.
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4.11 Klonierung des Plasmids pMP71-C6-B1D2scFv-Fc-C D28-
CD3g-P2A-BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3 ¢ (#1263)

Um die Koexpression zweier unabhangiger chimarer Antigen-Rezeptoren mit
Spezifitat fur CEA (BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3() und ErbB2 (C6-B1D2scFv-
Fc-CD28-CD3Q) in T-Lymphozyten zu gewébhrleisten, wurde die bicistronische
Expressionskassette #1263 generiert. Innerhalb  der bicistronischen
Expressionskassette wurde die CAR-DNS durch DNS fur das P2A-Peptid
verknupft. Zur Zusammensetzung der DNS-Sequenz der beiden
Immunrezeptoren wurden die Nukleinsauresequenzen der CAR #1145
BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3¢ und #714 C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3¢ mittels
der DNS fir das P2A-Peptid verknipft. Aufgrund der hohen Homologie der
verwendeten DNS-Sequenzen die bicistronische Expressionskassette Uber
mehrere Zwischenschritte rekombiniert. Im Folgenden werden diese Schritte

beschrieben und an einem Klonierungsschema verdeutlicht (Abb.33).

Im ersten Schritt wurde die DNS fur den CAR #714 C6-B1D2scFv-Fc-CD28-
CD3C aus dem Plasmid pBullet mit Hilfe des 5‘-Oligonukleotids ,Not-noNcol-Lk-
S* welches mit der DNS des Kappa Signalpeptids hybridisiert und des 3'-
Oligonukleotids ,Zeta-P2A-Ncol-AS*, welches mit der DNS der intrazellularen
CD3¢-Doméne hybridisiert, mittels PCR amplifiziert. Dabei kodiert der nicht
hybridisierende Teil des verwendeten 3'-Oligonukleotids fur das P2A-Peptid,
sodass die amplifizierte DNS ein Fusionsprodukt fur die CAR- und die 3-
terminale P2A-Sequenz kodierte. Unter Verwendung einer high-fidelity Taqg-
Polymerase, welche wahrend der PCR-Reaktion 3'-Adenintberhange
generierte, wurde die Moglichkeit geschaffen, die amplifizierte DNS in den
pCR2.1 Klonierungsvektor zu ligieren, da dieser uber 5'-Thyminiberhange
verfugt. Erhaltene Klone wurden durch Restriktionsanalyse und DNS-
Sequenzierung verifiziert. Die identifizierte DNS wurde mit den
Restriktionsendonukleasen Notl und EcoRI gespalten und in den ebenso
gespaltenen Vektor #965 pCR2.1-CD3(TM-CD28-CD3( ligiert. Dabei wurde das
Insert CD3(TM-CD28-CD3( des Vektors #965 verworfen und die DNS fiur das
CAR-P2A  Fusionskonstrukt  Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3(-P2A  invers

inseriert, so dass eine von zwei EcoRI-Restriktionsschnittstelle deletiert wurde.
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Dieser Schritt war fur die spatere Fusion mit der DNS des zweiten CAR
notwendig. Nach der Ligation der DNS wurde dieses Zwischenprodukt durch
eine partielle Restriktionsspaltung mit den Enzymen Ncol und EcoRI im
Verhéltnis 1:10 gespalten, so dass einige Nukleotide am 3'-Ende der DNS fur
Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3C¢-P2A deletiert wurden. Gleichzeitig wurde die
DNS fur den CAR Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3¢ aus dem ebenso
gespaltenen Vektor #1145 pQXCIN an das 3‘-Ende der DNS fir Lk-C6-
B1D2scFv-Fc-CD28-CD3C-P2A inseriert. In diesem Zwischenprodukt mit
inverser Orientierung wurde die DNS fur die gesamte bicistronische
Expressionskassette fusioniert. In einem letzten Schritt wurde die fusionierte
DNS der bicistronischen Expressionskassette mittels Spaltung durch die
Restriktionsendonukleasen Notl und EcoRI in den retroviralen Vektor pMP71
Uberfahrt. Die annotierte DNS-Sequenz der bicistronischen Expressions-
kassette befindet sich im Anhang (S.170).

122



Ergebnisse

Not-noNcol-Lk-S R\ Zeta-P2A-Ncol-AS EcoRl

ANOtl
#714 PCR
0CR®2.1 +pCR®2.1
pBullet-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3 {  Ncol

Notl
OtA AANCN

hh

TA-Cloning®
Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3 {-P2A
Notl Ncol
EcoRIqy VAEcoRI
EcoRQ dNotl v
v ANOtI

- ~ #1254

+ #965
Ncol'
Ncol¥ pCR®2.1-Lk-C6-B1D2scFv-

PCR®2.1-CD3{TM-CD28-CD3( Fc-CD28-CD3Z-P2A

EcoR] Ncol Notl

\/ \ 4
CD3(TM- B
CD28-CD3C Notl + EcoRl
PR
Ncol EcoRl v v
VAY Ncol 4 e
pCR®2.1-Lk-C6-B1D2scFv- PCR®2.1

Fc-CD28-CD38-P2A jny.) + #1145

Notl + EcoRlI

PQCXIN-LK-
BW431/26scFv-
Fc-CD28-CD3¢
Ncol

A4

EcoRl /-\ Notl
4 A Ecosl l\#:ol
PQCXIN « > > ]
EcoRI +Ncol EcoRI +Ncol 16bp
(partiell)
NcoI'

pCR®2.1-LK-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3 -
P2A-L k-BW431/26sCcFv-Fc-CD28-CD3 iny,)

#1261

123



Ergebnisse

Ncol
\ 4

#1261
Notly /\ AECORI
EcoRlg ANotl + #1178

Ncol'
PCR®2.1-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3 ¢- PMP71-aTCR-IRES-BTCR
P2A-Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28- CD3 g(jny)

E —
S Ncol %
w v L
+ +
g Notl /-\ 3 aTCR
o] > -
< > A EcoRl
BTCR il
#1263
pMP71-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3 -
P2A-Lk-BWA431/26scFv-Fc-CD28-CD3 (
Notl Ncol EcoRl
........ \4 A4 \ A

Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3 ¢ | P2A | Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3 ¢

.........

.........

bicistronische Expressionskassette #1263

Abbildung 33: Klonierung der bicistronischen Expressionskassette Lk-C6-B1D2scFv -
Fc-CD28-CD3¢-P2A-Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3 in pMP71 (#1263)

Die DNS fiir den CAR C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3¢ wurde mittels PCR aus dem Plasmid
#714 amplifiziert und 3'-terminal mit der DNS fur P2A verknupft. Das DNS-Fragment wurde
mit Hilfe des TA-Cloning® in das lineare Plasmid pCR®2.1 ligiert. Uber mehrere
Klonierungsschritte wurden durch Inversion des Inserts Schnittstellen deletiert und die DNS
fir den CAR BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3( inseriert. Die bicistronische Expressions-
kassette #1263, die fiur die beiden P2A-verkniipften CAR kodiert, wurde in den retroviralen
Expressionsvektor pMP71 ligiert.
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4.12 Funktionelle Charakterisierung koexprimierter CAR
#1263

4.12.1 Koexpression der CAR

Zur Koexpression der CAR BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3¢ und C6-B1D2scFv-
Fc-CD28-CD3¢ wurden 293T Zellen mit dem retroviralen bicistronischen Vektor
#1263 transfiziert und die Bindedomanen der CAR auf der Oberflache
nachgewiesen. Der Nachweis des CEA-spezifischen CAR BW431/26scFv-Fc-
CD28-CD3( erfolgte durch Inkubation mit dem fur die Bindedomane BW431/26
spezifischen Antikdrper BW2064/399 und der Detektion mit dem Maus-IgG;-
spezifischen, PE-gekoppelten Antikdrper. Der ErbB2-spezifische CAR C6-
B1D2scFv-Fc-CD28-CD3¢ wurde mit dem Fusionsprotein #1192 ErbB2-eGFP
nachgewiesen. Als Kontrolle dienten 293T Zellen, die mit der DNS fur nur
jeweils einen der betreffenden CAR transfiziert waren sowie nicht modifizierte
Zellen (Abb.34).

Transfektion der 293T Zellen mit dem retroviralen bicistronischen Vektor #1263
fuhrte zur Koexpression der CAR BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3¢ und C6-
B1D2scFv-Fc-CD28-CD3C. Im Vergleich dazu wurde bei 293T Zellen mit dem
CAR #607 BWA431/26scFv-Fc-CD28-CD3¢ ausschlieldlich die Bindedoméne
BW431/26 und bei 293T Zellen mit dem CAR #714 C6-B1D2scFv-Fc-CD28-
CD3C nur die Bindedomane C6-B1D2 nachgewiesen. Bei nicht transfizierten
293T Zellen wurde keine CAR-Expression detektiert. Die Daten zeigen, dass
die CAR mit Hilfe der bicistronischen Expressionskassette #1263 koexprimiert
werden. Die Bindung der jeweiligen CAR an den BW2064/399 Antikorper bzw.
das Fusionsprotein ErbB2-Fc beweist ihre Fahigkeit, ihr jeweiliges Antigen zu

erkennen.
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Abbildung 34: Antigen -Bindung der koexprimierten CAR #1263

Jeweils 3x10° HEK 293T Zellen wurden mit DNS transfiziert, die fir die CAR #607
BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3¢, #714 C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3C oder #1263
BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3( plus C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3( kodiert. Zur Priifung der
anti-CEA Bindedomane BW431/26 auf ihre Bindungsfahigkeit wurden die Zellen mit dem
BW2064/399 Idiotyp-Antikérper (10 pg/ml) inkubiert und die Bindung durch den anti-Maus-
IgG1-PE Antikérper (2,5 pg/ml) nachgewiesen. Das Fusionsprotein ErbB2-eGFP (200 pl
Kulturiiberstand) diente zum Nachweis der Bindungsféhigkeit der ErbB2-Bindedoméne C6-

B1D2. Als Kontrolle wurden nicht modifizierte 293T Zellen verwendet.

126



Ergebnisse

Die Koexpression der CAR BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3¢ und C6-B1D2scFv-
Fc-CD28-CD3¢ in T-Zellen mit Hilfe des retroviralen Gentransfers der
bicistronischen Expressionskassette #1263 wurde durch die durchfluss-
zytometrische Analyse transduzierter T-Zellen nachgewiesen. Die T-Zellen
wurden mit dem anti-BW431/26 Idiotyp Antikbrper BW2064/399 inkubiert und
dieser anschlieBend mit dem PE-gekoppelten anti-Maus-1gG; Antikorper
detektiert. Nach erneuter Inkubation mit anti-PE Antikdrper gekoppelten
.MicroBeads" erfolgte die Anreicherung PE-markierter Zellen durch
magnetische Zellsortierung. Zum Nachweis des ErbB2-spezifischen CAR wurde
dessen Bindedomé&ne C6-B1D2 mit dem Fusionsprotein ErbB2-eGFP inkubiert.
Gleichzeitig wurden die T-Lymphozyten mit dem APC-gekoppelten anti-human-
CD3 Antikorper markiert. Der CEA-spezifische CAR wurde durch die
Markierung mit anti-BW431/26 Idiotyp Antikbrper BW2064/399 und dem PE-
gekoppelten anti-Maus-1gG; Antikorper detektiert (Abb.35).

In aktivierten, transduzierten T-Zellen wurde die Koexpression der CEA-
spezifischen Bindedoméne des CAR BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3( sowie die
ErbB2-spezifische Bindedomane des CAR C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3C
detektiert. Somit wurde die Expression der bicistronischen Genkassette
nachgewiesen. Die koexprimierten CAR haben die Fahigkeit bewahrt, ihr
jeweiliges Antigen zu binden. Die Transduktionseffizienz des retroviralen
Vektors #1263 betrug in einem reprasentativen Experiment ca. 10%. Durch

magnetische Zellsortierung wurde dieser Anteil auf ca. 50% erhoht.
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Abbildung 35: Koexpression der CAR in humanen T -Zellen (#1263)

T-Zellen wurden zur Koexpression der CAR BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3¢ und C6-
B1D2scFv-Fc-CD28-CD3¢ durch den bicistronischen retroviralen Vektor #1263
transduziert. Der Anteil CAR-tragender Zellen betrug in einem représentativen Experiment
etwa 10%. Nach der Inkubation mit dem Antikbrper BW2064/399 (10ug/ml), der gegen die
CEA-spezifische Bindedoméne des CAR BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3¢ gerichtet ist und
dem gegen diesen Antikorper gerichteten, PE-gekoppelten anti-Maus-IgG; Antikérper
(2,5ug/ml) erfolgte eine Anreicherung CAR-tragender Zellen mittels magnetischer
Zellsortierung. Die ErbB2-spezifische Bindedomane C6-B1D2 des CAR C6-B1D2scFv-Fc-
CD28-CD3¢ wurde anschlieBend durch Inkubation mit dem ErbB2-eGFP Fusionsprotein
(200p!  Kulturiiberstand) und zur Identifikation von T-Lymphozyten mit dem APC-
gekoppelten anti-human-CD3 Antikorper (5ul) markiert. Die CD3 exprimierenden Zellen

wurden durchflusszytometrisch analysiert. Nicht modifizierte T-Zellen dienten als Kontrolle.
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4.12.2 Aktivierung der T-Zellen mit koexprimierten CAR

Zuséatzlich zum Nachweis der Expression der extrazellularen Domanen sowie
der Spezifitat der CAR in der bicistronischen Expressionskassette #1263 wurde
eine Charakterisierung der zellularen Aktivierung untersucht. T-Zellen wurden
zur alleinigen Expression der CAR #607 BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3¢ und
#714 C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3C sowie zur Koexpression dieser CAR mit der
bicistronischen Expressionskassette #1263 transduziert und der Anteil der
CAR-exprimierenden Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Anschliel3end
wurden die T-Zellen mit der Koexpression der CAR #1263 mit dem PE-
gekoppelten anti-human-lgG; Antikérper markiert und mittels anti-PE
.MicroBeads" auf einen Anteil von etwa 50% angereichert. Die T-Zellen wurden
48h ohne IL-2 kultiviert, auf die gleiche Anzahl CAR-tragender Zellen normiert
und ausplattiert. Die Mikrotiterplatten wurden mit dem Fusionsprotein ErbB2-Fc,
das an den ErbB2-spezifischen CAR C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3¢ bindet und
dem anti-BW431/26 Idiotyp Antikorper BW2064/399, der an den CEA-
spezifischen CAR BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3C sowie zur Kontrolle mit PBS
beschichtet. Nicht modifizierte T-Zellen wurden zur Kontrolle verwendet. Die T-
Zell-Aktivierung wurde anhand der Konzentrationen der Zytokine IFN-y und IL-2
bestimmt (Abb.36).

T-Lymphozyten mit der Koexpression der CAR BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3(¢
und C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3( (#1263) sezernierten sowohl durch Bindung
an den BW2064/399 Antikérper als auch durch Bindung an das ErbB2-Fc
Fusionsprotein IFN-y und IL-2. Die Kreuzvernetzung des CEA-spezifischen
CAR durch den BW2064/399 Antikorper war genauso effizient wie die
Kreuzvernetzung des ErbB2-spezifischen CAR durch das ErbB2-Fc
Fusionsprotein. T-Lymphozyten mit dem CAR #714 C6-B1D2scFv-Fc-CD28-
CD3C wurden durch das Fusionsprotein ErbB2-Fc zu einer Sekretion von IFN-y
und IL-2 aktiviert. Bei Inkubation dieser Zellen mit dem BW2064/399 Antikdrper
wurde keine Zytokinsekretion nachgewiesen. Zur Aktivierung von T-Zellen mit
diesem Antikdrper war somit die Koexpression des CEA-spezifischen CAR
notwendig. T-Zellen, welche den CAR #607 BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3(
exprimierten, wurden durch den BW2064/399 Antikorper zur Sekretion IFN-y
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und IL-2 aktiviert, jedoch nicht durch Bindung des ErbB2-Fc Fusionsproteins.
Zur Aktivierung von T-Zellen mit dem Fusionsprotein war die Koexpression des
ErbB2-spezifischen CAR notwendig. Die Inkubation der T-Zellen auf
Kontrolloberflachen fihrte zu keiner Zytokin-Sekretion und somit war die T-Zell-
Aktivierung Antigen-spezifisch. Die Sekretion von IFN-y und IL-2 war CAR-
spezifisch, da keines der Antigene die Aktivierung nicht modifizierter T-Zellen

induzierte.

Es wurde gezeigt, dass T-Zellen durch die Expression einer bicistronischen
Genkassette fur zwei unabhangig funktionale CAR mit fusionierter CD28/CD3(
Signaldoméane Spezifitat fur zwei Antigene erhalten. Durch die Verwendung der
fusionierten CD28/CD3¢ Signhaldomanen wird eine effizientere
Komplementierung der CAR-Signale erreicht als durch die Koexpression zweier
CAR mit ausschlieBlicher CD28 und CD3( Signaldomane. Die T-Zell-
Aktivierung durch Kreuzvernetzung beider CAR ist gleich effizient. Die Effizienz
eines CAR mit fusionierter CD28/CD3¢ Signaldoméne, T-Zellen zur Sekretion
von IFN-y und IL-2 zu induzieren, bleibt durch die Koexpression eines zweiten

CAR solcher Konfiguration erhalten.
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Abbildung 36: Zytokin -Sekretion der T -Zellen mit den koexprimierten CAR #1263

T-Zellen wurden zur Expression des CAR #607 BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3C und des
CAR #714 C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3¢ sowie durch die bicistronische Expressions-
kassette #1263 zu ihrer Koexpression transduziert. Der Anteil der CAR-tragenden T-
Lymphozyten betrug in einem reprasentativen Experiment 19% (#607), 23,8% (#714) und
9,7% (#1263). T-Zellen mit der CAR Koexpression wurden durch magentische
Zellsortierung auf einen Anteil von 50% angereichert. Mikrotiterplatten wurden mit dem
BW2064/399 Antikdrper (8ug/ml), dem ErbB2-Fc Fusionsprotein (8ug/ml) oder PBS
beschichtet. Jeweils 5x10* CAR-tragende Zellen wurden pro Vertiefung ausplattiert und fiir
72h kultiviert. Als Kontrolle wurden nicht modifizierte T-Zellen verwendet. In den
Kulturiberstanden wurden die IFN-y und IL-2 Konzentrationen mittels ELISA bestimmt. Der
Test wurde als Vierfachbestimmung angelegt und Mittelwerte sowie Standardabweichung

bestimmt. Die statistische Analyse wurde mit dem Student T-Test durchgefuhrt ( *p < 0,05).
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413 Kinetik der CAR #607, #714 und #1263 vermittel ten
Aktivierung

Es wurde untersucht, wie die Expressionsdichte der Antigene CEA und ErbB2
die Aktivierung von T-Lymphozyten mit der Koexpression der CAR
BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3¢ und C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3( (#1263)
oder mit der Expression der einzelnen CAR #714 oder #607 beeinflusst. Dazu
wurden T-Zellen zur Expression der CAR #1156 BWA431/26scFv-Fc-CD28-
CD3C und #714 C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3( sowie zur Koexpression der
beiden CAR durch die bicistronische Expressionskassette #1263 transduziert.
Der Anteil der CAR-tragenden T-Lymphozyten wurde durchflusszytometrisch
bestimmt und T-Zellen mit der Koexpression der beiden CAR mit Hilfe der
magnetischen Zellsortierung auf einen Anteil von 50% angereichert. Dazu
wurden die Zellen mit dem PE-gekoppelten anti-human-lgG; Antikorper
markiert und mit anti-PE ,MicroBeads" inkubiert. Die T-Zellen wurden 48h ohne
IL-2 kultiviert und die gleiche Anzahl CAR-tragender Zellen auf beschichteten
Platten inkubiert. Als Kontrolle dienten nicht modifizierte T-Zellen.
Mikrotiterplatten wurden mit dem anti-BW431/26 Idiotyp Antikérper
BW2064/399 und dem ErbB2-Fc Fusionsprotein in einer Verdinnungsreihe
beschichtet. Die Konzentrationen wurden so titriert, dass der BW2064/399
Antikérper und das ErbB2-Fc Fusionsprotein in jeder Vertiefung in gleichen
Verhéltnissen vorlagen. Die Bestimmung der T-Zell-Aktivierung wurde durch die
Zytokine IFN-y und IL-2 in den Kulturiiberstdnden bestimmt. Als Maf3 fir die
Aktivierungsschwelle wurde die Konzentration der Antigene definiert, die zum
Erreichen der halbmaximalen Konzentration der sezernierten Zytokine
erforderlich war (Abb.37, Tab.4).

T-Lymphozyten mit der Koexpression der CAR BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3¢
und C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3C (#1263) wurden durch die Bindung an das
Fusionsprotein ErbB2-Fc und den BW2064/399 Antikdrper zur Sekretion von
IFN-y und IL-2 induziert. T-Lymphozyten mit dem CAR #607 BW431/26scFv-
Fc-CD28-CD3¢ wurden durch Inkubation mit dem Antikérper BW2064/399 und
dem Fusionsprotein ErbB2-Fc zur Sekretion von IL-2 oder IFN-y aktiviert. T-
Zellen mit dem CAR #714 C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3C wurden zur Sekretion
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von IFN-y und IL-2 aktiviert, wenn sie mit dem BW2064/399 Antikdrper und dem
ErbB2-Fc Fusionsprotein inkubiert wurden. Die T-Zellen mit der alleinigen
Expression des ErbB2-spezifischen CAR #714 wurden durch eine niedrigere
Antigendichte zur halbmaximalen Sekretion von IFN-y und IL-2 stimuliert als T-
Zellen mit den koexprimierten CAR. Dagegen lieRen sich T-Zellen mit dem
CEA-spezifischen CAR #607 durch eine etwa gleiche Antigendichte zur
halomaximalen IL-2 und IFN-y Sekretion aktivieren, wie T-Zellen mit der
Koexpression beider CAR. Die maximal sezernierten Zytokin-Konzentrationen
der T-Zellen mit der alleinigen Expression und der Koexpression der jeweiligen
CAR unterschieden sich nicht. Nicht modifizierte T-Zellen wurden durch keines

der Antigene zur Sekretion von IFN-y und IL-2 aktiviert.

Anhand der ermittelten Zytokinkonzentrationen wurde nachgewiesen, dass die
Aktivierungsschwelle von T-Zellen mit dem ErbB2-spezifischen CAR durch
Koexpression des CEA-spezifischen CAR erhdht wird. Umgekehrt bewirkt die
Koexpression des ErbB2-spezifischen CAR bei T-Zellen mit dem CEA-
spezifischen CAR eine geringflugige Herabsetzung der Aktivierungsschwelle.
Unter der Voraussetzung, dass beide CAR durch die bicistronische
Expressionskassette in gleicher Dichte exprimiert werden und durch ein gleiche
molare Konzentrationen der Antigene gleich stark kreuzvernetzt werden, bleibt
die Effizienz, T-Zellen zur Sekretion von IFN-y und IL-2 zu induzieren, jedoch

erhalten.
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Abbildung 37: CAR #607, #714 und #1263 vermittelte T -Zell-Aktivierung

T-Zellen wurden zur Expression der CAR #1156 BWA431/26scFv-Fc-CD28, #710 C6-
B1D2scFv-Fc-CD3¢ sowie durch die bicistronische Expressionskassette #1262 zur
Koexpression der CAR transduziert. Der Anteil der CAR-tragenden T-Lymphozyten wurde
durchflusszytometrisch bestimmt und betrug in einem reprasentativen Experiment 19%
(#607), 23,8% (#714) und 9,7% (#1263). T-Zellen mit der CAR Koexpression wurden durch
magentische Zellsortierung auf einen Anteil von 50% angereichert. Mikrotiterplatten wurden
mit dem BW2064/399 Antikérper und dem ErbB2-Fc Fusionsprotein in einer
Verdinnungsreihe beschichtet. Jeweils 5x10* CAR tragende Zellen wurden pro Vertiefung
auf Antigen-beschichteten Mikrotiterplatten fir 72h kultiviert. Als Kontrolle wurden nicht
modifizierte T-Zellen verwendet. In den Kulturiiberstanden der Kultivierung wurden die IFN-
y und IL-2 Konzentration mittels ELISA bestimmt. Der Test wurde als Vierfachbestimmung

angelegt und Mittelwerte sowie Standardabweichung bestimmt. (— Tab.4, S.135)

134



Ergebnisse

Aktivierungs- Aktivierungs- Maximal Maximal
schwelle IFN-y schwelle IL-2 sezernierte sezernierte
[Konz. Antigene] | [Konz. Antigene] IFN-y Konz. IL-2 Konz.
ohne CAR - - - -
#607 CAR 740 ng/ml 1,09 pug/ml 9.6 ng/ml 1700 U/ml
#714 CAR 120 ng/ml 430 ng/ml 8,8 ng/ml 1600 U/ml
#1263 CAR+CAR 520 ng/ml 1,04 pg/ml 8,3 ng/ml 1400 U/ml

@ @ ® @ ®

Tabelle 4: Antigenkonzentration zur CAR #607, #714 und #1263 v  ermittelten T -Zell-
Aktivierung

Wertetabelle der Aktivierungsdaten aus Abbildung 37. In den Spalten 2 und 3 sind jeweils
die Antigen-Konzentrationen angegeben, die zum Erreichen der halbmaximalen IFN-y
Sekretion (Spalte 2) oder der halbmaximalen IL-2 Sekretion (Spalte 3) notwendig waren.
Spalte 4 und 5 stellen die maximale erreichten Zytokinkonzentrationen fiir die Antigen-
spezifische Aktivierung dar. Die jeweils zum Erreichen der halbmaximalen
Zytokinkonzentration erforderliche Antigendichte wurde anhand logarithmischer Regression

des linearen Bereichs berechnet.

Es sollte untersucht werden, wie sich ein verandertes molares Verhaltnis beider
Antigene auf die Aktivierung der T-Zelle mit den koexprimierten CAR
BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3¢ und C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3( auspragt.
Das Fusionsprotein ErbB2-Fc und der Antikorper BW2064/399 wurden dazu in
unterschiedlichen Konzentrationsverhaltnissen auf Mikrotiterplatten beschichtet.
Der Anteil der T-Zellen mit der Koexpression der CAR durch die bicistronische
Expressionskassette #1263 wurde durchflusszytometrisch bestimmt und die
gleiche Anzahl CAR-tragender T-Lymphozyten auf den beschichteten
Mikrotiterplatten kultiviert. Die T-Zell-Aktivierung wurde im Anschluss anhand
der IFN-y und IL-2 Konzentrationen im Kulturiiberstand ermittelt. Die zum
Erreichen der jeweils halbmaximalen Zytokin-Konzentration erforderlichen
Konzentrationen der beschichteten Antigene wurden als Mal3 fur die
Aktivierungsschwelle definiert (Abb.38 und 39, Tab.5).
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T-Zellen mit der Koexpression der CAR BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3¢ und
C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3¢ wurden durch die beschichteten Antigene zur
Sekretion von IFN-y und IL-2 aktiviert und die maximal sezernierten Zytokin-
Konzentrationen durch die Anwesenheit des zweiten Antigens konzentrations-
abhangig gesteigert. Zusatzliche Bindung an das Fusionsprotein ErbB2-Fc, das
den anti-ErbB2-CAR kreuzvernetzt, steigerte die Zytokin-Sekretion effizienter
als Bindung an den Antikdrper BW2064/399, der den anti-CEA-CAR
kreuzvernetzt. Die zum Erreichen der halbmaximalen Zytokin-Konzentration
erforderliche Antigenkonzentration wurde durch Anwesenheit des zweiten
Antigens  konzentrationsabhangig verringert. Kostimulation mit dem
Fusionsprotein ErbB2-Fc verringerte die Aktivierungsschwelle effizienter als
Kostimulation mit dem Antikérper BW2064/399.

Es wurde zuvor nachgewiesen, dass die Aktivierungsschwelle von T-Zellen mit
der Expression des ErbB2-spezifischen CAR mit fusionierter CD28/CD3(
Signaldoméane durch Koexpression des CEA-spezifischen CAR mit fusionierter
CD28/CD3¢ Signaldoméne erhoht wird. Durch zunehmende Expressionsdichte
eines der Antigene wird diese jedoch herabgesetzt. Da beide CAR Uber eine
fusionierte CD28/CD3( Signaldomane verfugen, wird die Komplementation der
CAR-Signale zur Induktion kostimulatorischer Effektorfunktionen durch die
Anwesenheit eines Antigens gewahrleistet. Die Effizienz der T-Zell-Aktivierung
wird mit zunehmender Expressionsdichte des zweiten Antigens gesteigert. Die
Herabsetzung der Aktivierungsschwelle und die Steigerung der Zytokin-
Sekretion werden durch zusatzliche Kreuzvernetzung des ErbB2-spezifischen
CAR starker ausgepragt als die zusatzliche Kreuzvernetzung des CEA-

spezifischen CAR.
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Abbildung 38: Zytokin -Sekretion der T-Zellen mit koexprimierten CAR #1263 i n
Abhéngigkeit von der Antigenkonzentration

Jeweils 3x10* T-Zellen mit der Koexpression der CAR BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3Z und
C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3¢ wurden auf Antigen-beschichteten Mikrotiterplatten fiir 48h
kultiviert. Der Anteil der CAR-tragenden T-Zellen betrug in einem reprasentativen
Experiment 34,7%. In den Kulturiberstanden wurden die IFN-y und IL-2 Konzentrationen
mittels ELISA bestimmt. (— Abb. 39 und Tab.5, S.138)

1,2
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1 CEA = Antigen 2
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Abbildung 39: Aktivierungsschwelle der T -Zellen mit den koexprimierten CAR #1263
in Abhangigkeit von der Antigenkonzentration

Die Berechnung der exemplarischen Aktivierungsschwellen erfolgte durch logarithmische
Regression des linearen Bereichs der entsprechenden Aktivierungsdaten aus Abbildung 38
(— Tab.5, S.138).
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CEA ErbB2
I
Konzentration des Aktivierungs- Aktivierungs- Aktivierungs- Aktivierungs-
jeweils zweiten schwelle IFN-y schwelle IL-2 schwelle IFN-y schwelle IL-2
Antigens [BW2064/399] [BW2064/399] [ErbB2-Fc] [ErbB2-Fc]
31,25 ng/ml 0,86 pg/ml 1,16 pg/ml 0,47 pg/ml 0,81 pg/ml
62,5 ng/ml 0,67 pg/ml 1,04 pg/ml 0,44 pg/ml 0,81 pg/ml
125 ng/ml 0,63 pg/ml 0,94 pg/mi 0,4 pg/ml 0,82 pg/mi
250 ng/ml 0,43 pg/ml 0,85 pg/mi 0,34 pg/ml 0,77 pg/ml
0,5 pg/ml 0,19 pg/mi 0,39 pg/mi 0,27 pg/ml 0,65 pg/mi
1 pg/ml < 31,25 ng/ml 90 ng/mi 0,14 pg/ml 0,57 pg/ml
2 pg/mi < 31,25 ng/ml < 31,25 ng/ml < 31,25 ng/ml 0,28 pg/mi
4 ug/ml < 31,25 ng/ml < 31,25 ng/ml < 31,25 ng/ml 0,14 pg/mi

®

@

®

@

®

Tabelle 5: Schwellenwerte der Antigenkonzentrationen zur Aktiv ierung der T-Zellen
mit den koexprimierten CAR BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3 ¢ und C6-B1D2scFv-Fc-
CD28-CD3g

Wertetabelle der Aktivierungsdaten aus Abbildung 39. In den Spalten 2 bis 5 sind jeweils
die Antigen-Konzentrationen angegeben, die zum Erreichen der halbmaximalen IFN-y
Sekretion (Spalte 2 und 4) oder der halbmaximalen IL-2 Sekretion (Spalte 3 und 5)
notwendig waren. Die Konzentration des jeweils zweiten Antigens wird in der Spalte 1
angegeben. Spalte 2 und 3 stellen die Schwellenwerte fir die CEA-spezifische Aktivierung

dar, Spalte 4 und 5 stellen die Schwellenwerte fir die ErbB2-spezifische Aktivierung dar.
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4.14 Generierung von Tumorzelllinien mit unterschie  dlicher

ErbB2 Expressionsdichte

Zur Untersuchung, wie die unterschiedliche Expressionsdichte eines Antigens
die Aktivierung der T-Lymphozyten mit zwei unabhangigen CAR beeinflusst,
wurden Derivate der Tumorzellinie MC38 isoliert, die sich in der
Expressionsdichte des jeweiligen Antigens unterschieden. Dieses wurde
erreicht durch Einzelzellklonierungen der Zelllinien MC38.B2 (CEA/ErbB2") und
C15A3.C2R (CEA'/ErbB2"). Zur Detektion von ErbB2 wurden Zellen mit dem
PE-gekoppelten Maus anti-ErbB2 Antikorper markiert sowie zum Vergleich mit
einem PE-gekoppelten Isotyp-Kontrollantikbrper inkubiert und durchfluss-

zytometrisch analysiert (Abb.43).

Es wurden drei Klone der Zelllinie C15A3.C2R identifiziert, die bei gleicher CEA
Expressionsdichte humanes ErbB2 in unterschiedlicher Dichte exprimierten.
Zwei Klone der CEA negativen Zelllinie MC38.B2, die eine unterschiedliche
Expressionsdichte des humanen ErbB2 aufwiesen, wurden ebenfalls
identifiziert. Der Klon I1I.C1 der Zelllinie MC38.B2 exprimierte ErbB2 in gleicher
Dichte wie der Klon E1 der Zelllinie C15A3.C2R. Die Klone E1, C1 und A7 der
Linie C15A3.C2R und der Klon [Il.C1 Zelllinie MC38.B2 wurden fur weitere

Untersuchungen verwendet.
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MC38.B2.1V.H12 MC38.B2.11l.C1
CEA ErbB2* CEA ErbB2"

C15A3.C2R.E1 C15A3.C2R.C1
CEA" ErbB2* CEA" ErbB2*

ErbB2 Expression

. Isotyp Kontrolle |:| anti-ErbB2-PE AK

Abbildung 40: ErbB2 Expression der MC38.B2 und C15A3.C2R Subklone

v

C15A3.C2R.A7
CEA" ErbB2*

Die durchflusszytometrische Analyse von Zellklonen der Linien MC38 und C15A3 zeigt die

transgene ErbB2 Expression. Der Nachweis der ErbB2 Expression erfolgte mittels

Markierung mit dem PE-gekoppelten anti-human-ErbB2 Antikorper

(5 ub. Als

Isotypkontrolle diente die Inkubation mit einem PE-gekoppelten Maus-IgG; Antikdrper (5ul)

irrelevanter Spezifitat.
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4.15 Zell-vermittelte Aktivierung durch die koexpri mierten
CAR #1263

4.15.1 Antigen-spezifische Zytolyse von Tumorzellen

Im folgenden Experiment wurde untersucht, wie sich die Anwesenheit des
Antigens CEA auf die Aktivierung von T-Zellen mit der Koexpression zweier
unabhangig funktionaler CAR durch Kontakt mit Tumorzellen auspréagt, die
ErbB2 in unterschiedlicher Dichte exprimieren. Damit sollte die Aktivierung
gegenuber gesundem Gewebe mit geringer Antigen-Expression simuliert und
die Vorteile der Erkennung von Antigenmustern charakterisiert werden. T-
Zellen wurden zur Koexpression der CAR BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3C und
C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3¢ mit der bicistronischen Expressionskassette
#1263 ausgestattet sowie als Vergleich zur alleinigen Expression der jeweiligen
CAR #607 und #714 transduziert. Der Anteil der CAR-tragenden T-Zellen wurde
durchflusszytometrisch bestimmt und die koexprimierenden T-Zellen mittels
magnetischer Zellsortierung auf einen Anteil von etwa 50% angereichert. Die T-
Zellen wurden 48h ohne IL-2 kultiviert und die gleiche Anzahl CAR-tragender
Zellen in einer Verdiunnungsreihe zusammen mit Tumorzellen kokultiviert (Abb.
41). Als Kontrolle dienten Zellen der Linie MC38, die weder CEA noch ErbB2
exprimierten. Die CAR-vermittelte Zytotoxizitat modifizierter T-Zellen wurde

mittels eines XTT-basierenden Viabilitatstests bestimmt (Abb.42).

T-Lymphozyten mit der gleichzeitigen Expression der anti-CEA und anti-ErbB2
CAR #1263 wurden nach Bindung an CEA und ErbB2 koexprimierende
Tumorzellen konzentrationsabhangig zur spezifischen Zytolyse der jeweiligen
Zielzelllinien aktiviert. Abhangig von der ErbB2 Expressionsdichte wurde eine
Steigerung der Zytotoxizitat beobachtet. T-Lymphozyten mit der Koexpression
der CAR wiesen bei Tumorzellen mit den koexprimierten Antigenen CEA und
ErbB2 stets eine hohere Zytotoxizitat auf, als T-Lymphozyten mit alleiniger
Expression des ErbB2-spezifischen CAR #714. Das zeigt, dass T-Zellen mit der
Koexpression zweier unabhangig funktionaler CAR Antigenmuster erkennen.
Tumorzellen mit koexprimierten Antigenen werden effizienter durch T-Zellen mit

koexprimierten CAR unterschiedlicher Spezifitat lysiert als T-Zellen, die CAR-
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vermittelte Spezifitdt fir ein Antigen aufweisen. T-Lymphozyten mit der
Koexpression der CAR wurden durch Tumorzellen, die ausschlie3lich CEA
oder ErbB2 exprimierten weniger stark zur Zytolyse aktiviert als T-Lymphozyten
mit den jeweils einzelnen CAR. Es wurde damit nachgewiesen, dass die
Koexpression zweier unterschiedlich spezifischer CAR mit CD28/CD3(
Signaldoméane Tumorzellen mit einem Antigen weniger effizient erkennen und
lysieren als T-Zellen, die nur einen CAR bestimmter Spezifitat exprimieren. T-
Lymphozyten mit dem anti-ErbB2 CAR #714 wurden durch Bindung an ErbB2
exprimierende Tumorzellen konzentrationsabhangig zur Zytolyse der jeweiligen
Zielzellen aktiviert. Dabei wurde ebenfalls eine Zunahme der Zytotoxizitat mit
erhohter ErbB2 Expressionsdichte beobachtet. Insbesondere Tumorzellen, die
ausschlief3lich ErbB2 in niedriger Dichte exprimierten, wurden durch T-Zellen
mit dem ErbB2-spezifischen CAR #714 effizienter lysiert als durch
koexprimierende T-Zellen. T-Zellen mit der Koexpression der beiden CAR
lysierten dagegen Tumorzellen effizienter als T-Zellen mit dem anti-ErbB2 CAR,
wenn die Tumorzellen CEA koexprimierten. T-Zellen, die CAR koexprimieren,
erkennen und lysieren Zellen mit niedriger Antigenexpression weniger gut,
wenn ausschlie3lich ein Antigen exprimiert wird. Sobald das zweite Antigen
koexprimiert wird, lysieren T-Zellen mit der CAR Koexpression die Tumorzellen
effizienter als T-Zellen mit der alleinigen Expression des spezifischen CAR. T-
Lymphozyten mit dem CEA-spezifischen CAR #607 wurden durch Kontakt mit
CEA" Tumorzellen konzentrationsabhangig zur spezifischen Zytolyse der
jeweiligen Zielzellen induziert. Aufgrund der hohen Expressionsdichte des
Antigens CEA auf der Oberflache der Tumorzellen, lysierten diese T-Zellen
Antigen-positive Zellen effizienter als T-Zellen mit der Koexpression der CAR.
Das bedeutet, dass T-Zellen mit der alleinigen Expression eines CAR Zellen
wirksam erkennen und lysieren, die das Antigen in ausreichend hoher Dichte
exprimieren. Es erfolgte keine Zytolyse bei Kokultivierung von T-Lymphozyten
mit dem ErbB2-spezifischen CAR #714 mit der CEA" und ErbB2 Zelllinie
C15A3. Umgekehrt lysierten T-Lymphozyten mit dem CEA-spezifischen CAR
#607 BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3C die CEA™ und ErbB2" Zelllinie
MC38.B2.1Il.C1 die T-Lymphozyten mit dem CAR #607 BW431/26scFv-Fc-
CD28-CD3C. Die zZytolyse von Tumorzellen war Antigen-spezifisch, da die CEA
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und ErbB2" Zelllinie MC38 nicht durch CAR-exprimierende T-Zellen lysiert
wurden.

| @

MC38
B2.I.C1] -

CEA

as as a3 o4 a3 ™

\ 2%

ErbB2

Abbildung 41: Antigenexpression der verwendeten Zielzellen

Durchflusszytometrische Analyse der zur Kokultur eingesetzten Zielzellen: alle Zellklone
sind Derivate der Linie MC38 mit transgener Expression von ErbB2 und/oder CEA. Die
CEA Expression wurde durch Inkubation mit Kulturiiberstand, welcher das Antikdrper-
Fusionsprotein SCA431scFv-Fc (#978; 50 pl) enthielt und anschlieRender Detektion mit
dem PE-gekoppelten Ziege anti-human-IgG; (2,5 pg/ml) Antikérper bestimmt. Der
Nachweis der ErbB2 Expression erfolgte durch Bindung des anti-human-ErbB2 Antikérpers

(2 pg/ml) und Detektion durch den FITC-gekoppelten anti-Maus-lgG; Antikorper (5 pg/ml).
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Abbildung 42: Antigen -vermittelte Zytolyse von Tumorzellen mit unterschiedlicher
Antigenexpression

T-Zellen wurden mit DNS fiir den anti-CEA CAR #607 BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3(, den
anti-ErbB2 CAR #714 C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3( sowie beide CAR (#1263) transduziert
und Zellen mit den koexprimierten CAR #1263 mittels magnetischer Zellsortierung auf
einen Anteil von etwa 50% angereichert. Jeweils 1,25x10° bis 1x10* CAR-tragende T-
Zellen wurden in einer Verdunnungsreihe zusammen mit 2x10* Tumorzellen fiir 48h
kokultiviert. Der Anteil der CAR-tragenden T-Lymphozyten betrug in einem reprasentativen
Experiment 20,3% (#607), 22,5% (#714) und 50% (#1263). Die Zytotoxizitat der
Effektorzellen wurde mittels des XTT-Viabilitatstests bestimmt. Der Test wurde als
Dreifachbestimmung durchgefiihrt und Mittelwerte sowie Standardabweichung bestimmt.
Die E:T ratio entspricht dem Verhdltnis von Effektorzellen (CAR-tragenden T-Zellen) zu

Tumorzellen bei der jeweiligen Kokultivierung.
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4.15.2 CAR-vermittelte IFN-y-Sekretion

T-Lymphozyten mit der Koexpression der anti-CEA und anti-ErbB2 CAR #1263
wurden durch Zielzellen mit den koexprimierten Antigenen CEA und ErbB2 zur
Sekretion von IFN-y aktiviert (Abb.43). Dabei wurde die Konzentration des
sezernierten IFN-y mit steigender ErbB2 Expressionsdichte auf den Zielzellen
erhoht. Aul3erdem wiesen T-Lymphozyten mit koexprimierten CAR bei Kokultur
mit CEA" und ErbB2" Tumorzellen stets eine starkere IFN-y Sekretion auf als T-
Lymphozyten mit der alleinigen Expression des ErbB2-spezifischen CAR. T-
Zellen mit der Koexpression zweier unabhangiger CAR erkennen demnach
Antigenmuster und werden durch Kontakt mit Tumorzellen, welche die Antigene
koexprimieren starker zur IFN-y Sekretion aktiviert als T-Zellen, die lediglich ein
Antigen erkennen. T-Lymphozyten mit den koexprimierten CAR wurden durch
Tumorzellen, die ausschlief3lich CEA oder ErbB2 exprimierten weniger stark zur
IFN-y Sekretion induziert als T-Lymphozyten mit den jeweils einzelnen CAR.
Das zeigt, dass Tumorzellen ohne Antigenmuster von T-Zellen, die zwei
unterschiedlich spezifische CAR mit CD28/CD3( Signaldomane koexprimieren,
weniger effizient erkannt werden und als von T-Zellen, die einen CAR
bestimmter Spezifitat exprimieren. T-Lymphozyten, die mit dem anti-ErbB2 CAR
#714 ausgestattet waren, wurden durch Kontakt mit ErbB2 exprimierenden
Tumorzellen zur IFN-y  Sekretion aktiviert. Mit erhoéhter ErbB2
Expressionsdichte wurde eine Steigerung der T-Zell-Aktivierung ermittelt. Bei
Bindung von Tumorzellen, die ausschlielich ErbB2 in niedriger Dichte
exprimierten, wurden die T-Zellen mit der alleinigen Expression des anti-ErbB2
CAR #714 effizienter aktiviert als die T-Zellen mit der Koexpression beider
CAR. Hingegen aktivierte die Bindung von Tumorzellen mit dergleichen ErbB2
Expressionsdichte, aber zusatzlicher CEA Expression, T-Zellen mit den
koexprimierten CAR effizienter als mit der alleinigen Expression des anti-ErbB2
CAR #714. Die Daten zeigen, dass T-Zellen, die CAR unterschiedlicher
Spezifitat und CD28/CD3( Signaldomane koexprimieren, durch Zellen mit
niedriger Antigenexpression weniger gut aktiviert werden, wenn ausschlief3lich
ein Antigen exprimiert wird. Bei Koexpression der CEA und ErbB2 spezifischen
CAR werden T-Zellen durch CEA" und ErbB2" Tumorzellen effizienter aktiviert

als T-Zellen mit der alleinigen Expression eines spezifischen CAR. T-
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Lymphozyten mit dem CEA-spezifischen CAR #607 wurden durch Bindung an
CEA exprimierende Tumorzellen zur Antigen-vermittelten IFN-y Sekretion
induziert. Die hohe CEA-Expressionsdichte flihrte zu einer starkeren Aktiverung
T-Zellen mit dem CAR #607 BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3( als T-Zellen mit
den koexprimierten der anti-CEA und anti-ErbB2 CAR. T-Zellen mit der
alleinigen Expression eines CAR Zellen werden demnach durch Tumorzellen,
die das Antigen in ausreichend hoher Dichte exprimieren, wirksam aktiviert.
Durch die Kokultivierung von T-Lymphozyten mit dem ErbB2-spezifischen CAR
#714 mit der CEA-positiven und ErbB2-negative Zelllinie C15A3 wurde keine
Zytokin-Sekretion induziert. T-Lymphozyten, die den CEA-spezifischen CAR
#607 BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3¢ exprimierten, wurden durch die CEA™ und
ErbB2" Zelllinie MC38.B2.1Il.C1 ebenfalls nicht aktiviert. Die CEA™ und ErbB2
Zelllinie MC38 induzierte keine IFN-y Sekretion bei CAR-exprimierende T-
Zellen. Die IFN-y Konzentration durch Kontakt mit Tumorzellen war somit

Antigen-vermittelt.

Durch diese Serie von Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Koexpression
zweier unabhangiger CAR mit unterschiedlicher Spezifiat in T-Zellen die
Selektivitat der Eliminierung von Tumorzellen mit Antigenmuster erhéht. Solche
T-Zellen werden durch Tumorzellen mit der Koexpression zweier Antigene
effizienter zur Zytokinsekretion und Zytolyse aktiviert als T-Zellen mit nur einem
CAR. Dagegen wird durch die Koexpression der CAR die Fahigkeit von T-
Zellen herabgesetzt, Tumorzellen mit nur einem Antigen zu erkennen,

insbesondere wenn das Antigen in niedriger Dichte exprimiert wird.
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Abbildung 43: IFN-y Sekretion modifizierte r T-Zellen durch Tumorzellen  mit
unterschiedlicher Antigenexpression

In Uberstanden der Kokultivierung von Tumorzellen mit T-Lymphozyten, welche den anti-
CEA CAR #607 BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3(, den anti-ErbB2 CAR #714 C6-B1D2scFv-
Fc-CD28-CD3C sowie beide CAR (#1263) exprimierten, wurde die IFN-y Konzentration
mittels ELISA bestimmt. Der Test wurde als Dreifachbestimmung angelegt und Mittelwerte
sowie Standardabweichung bestimmt. Die Konzentrationen der jeweils hdchsten Effektor-
zu-Zielzell-Verhaltnisse 1:2 wurden zusammengefasst und abgebildet. Die statistische
Analyse wurde mit dem Student T-Test durchgefihrt (*p < 0,05).
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5. Diskussion

Mit dem Konzept der zellularen Therapie mit CAR-modifizierten T-Zellen wird
Patienten eine definierte Spezifitdt gegentber Tumorzellen verliehen. Die
Spezititat ist oft nicht ausreichend, um gesunde Zellen mit einer niedrigen TAA-
Expression von Tumorzellen mit erhéhter TAA-Expression zu differenzieren.
Dadurch ist es in der Kklinischen Erprobung zu schweren Nebenwirkungen
gekommen, die sogar zum Tod von zwei Patienten fuhrten. Weiterhin begrenzt
heterogene Antigenexpression und Antigen-modulierende Immunselektion die
Effizienz der Therapie wesentlich. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob ein
Verfahren zur Steigerung der Spezifitat und Wirksamkeit der CAR-basierenden
adoptiven T-Zell-Therapie darin bestehen kann, einen zweiten verschieden
spezifischen CAR in T-Zellen zu exprimieren.

T-Zellen wurden durch Kotransduktion zweier CAR-Expressionskassetten
generiert. Durchflusszytometrische Analysen bestatigten die Koexpression der
beiden CAR. Ein Vorteil dieser Methode bestand in einer vergleichsweise
hohen Transduktionseffizienz der einzelnen Expressionskassetten. Die
Koexpression war demnach mit Hilfe der Kotransfektion leicht realisierbar. Als
Nachteil erwies sich, dass es bei der Kotransduktion zu einer zufalligen
Infektion von T-Zellen mit den jeweiligen Retroviren und damit zur zufalligen
Integration von Genkopien der jeweiligen CAR kommt. In der
durchflusszytometrischen Analyse wurde ermittelt, dass daraus einerseits T-
Zellen resultierten, die jeweils einen der CAR allein exprimierten oder die CAR
in unterschiedlicher Dichte exprimierten. Der Anteil bispezifischer CAR T-Zellen
betrug etwa 10% im Vergleich zu T-Zellen mit nur einem CAR, deren Anteil
mehr als 30% betrug.

Zur Generierung von T-Zellen, die zwei CAR ausschlie3lich simultan
exprimierten war deshalb eine bicistronische Expressionskassette erforderlich.
Dazu wurden retrovirale, bicistronische Expressionsvektoren generiert, die fur
die DNS zweier CAR kodieren, welche mit DNS fur das P2A-Peptid verknupft
waren. Nach Transfektion mit diesem Vektor koexprimierten infizierte T-Zellen
beide CAR. Dieses beruht darauf, dass die Verwendung des P2A-Peptids eine

Translation beider Transkripte in gleichem Verhéltnis gewahrleistet, wie

148



Diskussion

durchflusszytometrische Analysen bestatigten. Im Vergleich hat diese Methode
eine verringerte Transduktionseffizienz von maximal 35% (monocistronisch bis
90%). CAR exprimierende T-Zellen konnten jedoch mit magnetischer

Zellsortierung einfach angereichert werden.

Dimerisierungsstellen in der Fc-Domane und der CD3{ Transmembrandoméane
verstarken die Bildung von Dimeren gleicher CAR auf der Zelloberflache und
damit die T-Zell-Aktivierung nach Bindung des Antigens. Bei Koexpression von
CAR verschiedener Spezifitat kénnen bei gleicher Struktur Heterodimere
entstehen. Dieses wurde gewahrleistet durch die Koexpression von CAR, die
mit einer humanen 1gG;-Fc-Domane ausgestattet waren. CAR mit CD3(
Transmembran- und Signaldomane sind in der Lage Uuber ihre
Transmembrandoméane eine zusatzliche Verknipfung zwischen den
Monomeren zu erreichen und bilden daher stabilere Dimere als CD28 CAR und
Monomere zweier unterschiedlicher CAR. Dass die beiden koexprimierten CAR
zu ihren jeweiligen Homodimeren assoziieren wurde durch das Western Blot
Verfahren bestatigt. Der sandwich-ELISA zeigte, dass zwei verschiedene CAR

mit Fc-Domane bei ihrer Koexpression Heterodimere bilden kdnnen.

In weiteren Experimenten sollte untersucht werden, ob die Assoziation eine
funktionelle Konsequenz fiir die CAR-vermittelte T-Zell-Aktivierung hat. Dieses
wird sichtbar durch die Bindung des Antigens fur den ersten CAR und die
Aktivierung der Signalkette des zweiten CAR. Zur Identifikation der jeweiligen
CAR-Signale wurden zwei CAR mit unterschiedlicher Signaldoméane verwendet.
Als Indikator fur die Aktivierung der T-Zellen wurde die Sekretion der pro-
inflammatorischen Zytokine genutzt. Ein CAR mit CD3( Signaldomane aktiviert
T-Zellen zur Sekretion von IFN-y, wogegen ein CAR mit alleiniger CD28
Signaldoméane T-Zellen nach Bindung des spezifischen Antigens nicht aktiviert.
Lediglich in Verbindung mit einem CD3( Signal kann dieser CAR die
Kostimulation entfalten, durch die T-Zellen zur Sekretion von IL-2 angeregt
werden. Aus diesem Grund wurden in T-Zellen ein CD3C und ein CD28 Signal-
CAR koexprimiert. Zur Generierung der individuellen CAR-Signale wurden CAR
unterschiedlicher Spezifitdt eingesetzt. Tumor-assoziierte Antigene sind haufig

gemeinsam auf gastrointestinalen Tumoren exprimiert. Anhand der Proteine
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CA19-9, TAG-72, CEA und ErbB2 wurde in vitro eine sinnvolle Kombination der
Tumorantigene  simuliert, wie sie in Kolorektal, Mamma- oder
Ovarialkarzinomen auftreten kann. Um eine funktionelle Komplementation
zweier koexprimierter CAR zu untersuchen, wurde Uberprift, ob die Bindung
des Antigens fir den einen CAR die Signalkette des zweiten CAR aktiviert.
Durch Bindung an die entsprechenden rekombinanten Antigene oder
idiotypischen Antikorper, die als Surrogatantigen dienten, wurden bispezifische
T-Zellen aktiviert. Bindung des Antigens fir den CD3( Signal-CAR flhrte zur
Aktivierung der T-Zellen und einer IL-2-Sekretion durch Aktivierung der CD28
Signalkette des zweiten CAR. Umgekehrt wurden T-Zellen durch Bindung des
Antigens fir den CD28 Signal-CAR zur Sekretion von IFN-y durch die CD3¢
Signalkette des zweiten CAR aktiviert. Diese Daten zeigen, dass koexprimierte
CAR mit dem gewahlten modularen Aufbau funktionell komplementieren.
Anhand verschieden kombinierter Tumorantigene wurde gezeigt, dass die
Kooperation der CAR mit Fc-Domane nicht auf eine Antigenkombination
festgelegt ist, sondern ein funktionales Prinzip darstellt. Die Effizienz der T-Zell-
Aktivierung wird von den Antigenen beeinflusst. Bindung von Carbohydrat-
Antigenen bewirkte eine weniger effiziente Kooperation zur T-Zellaktivierung als
Bindung von Polypeptidantigenen. Eine Aktivierung durch Kooperation der
beiden koexprimierten CAR erwies sich stets als weniger effizient als eine
Aktivierung durch gleichzeitige Bindung beider Antigene oder die Bindung
beider CAR durch den anti-human-lgG; Antikérper, der spezifisch die Fc-
Doméane beider CAR bindet. Dieses ist begriindet durch die Kreuzvernetzung
beider CAR und deren stabilere Assoziation zu Homodimeren. Die Aktivierung
der Signaldoméne des CD3( CAR durch direkte Bindung an dessen Antigen
war effizienter als durch komplementative Bindung des CD28 Signal-CAR an
sein Antigen. Dies konnte darauf zurtickzufihren sein, dass nur etwa 10-15%
der eingesetzten Zellen die CAR koexprimieren. Dagegen spricht, dass T-
Zellen, welche zwei CAR dieser Konfiguration durch Transduktion der
bicistronischen Expressionskassette #1262 koexprimierten, zu den gleichen
Ergebnissen fuhrten. In T-Zellen, welche das bicistronische Konstrukt
exprimierten, war die Effizienz der kooperativen Aktivierung im Vergleich zur

Aktivierung eines alleinigen CAR ebenfalls gering. Das konnte durch die
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geringere Stabilitat der Heterodimere zweier verschiedener CAR gegentuber
den Homodimeren eines einzelnen exprimierten CAR verursacht werden. Eine
geringere Expressionsdichte der Heterodimere fuhrt damit zu einer weniger
effizienten T-Zell-Aktivierung. Die Aktivierung der Signaldomane des CD3( CAR
durch direkte Bindung an dessen Antigen war bei T-Zellen mit alleiniger CAR-
Expression effizienter als bei T-Zellen mit der Koexpression zweier CAR.
Dieses konnte in koexprimierenden T-Zellen durch eine verminderte Anzahl an
Homodimeren des CD3{ CAR durch die Assoziation zu Heterodimeren beider
CAR erklart werden. Eine geringere Expressionsdichte der Homodimere fihrt
damit zu einer weniger effizienten T-Zell-Aktivierung in T-Zellen mit der CAR
Koexpression.

Des Weiteren wurde Uberprift, ob die Bindung des Antigens fur den CD28
Signal-CAR die Signalkette des zweiten CD3( Signal-CAR aktiviert und die
Zytolyse von Tumorzellen ausldst. Es wurde gezeigt, dass der CEA-spezifische
CD28 Signal-CAR #1156 durch Bindung seines Antigens die CD3( Signalkette
des CAR #710 aktivierte und die Tumorzellen durch die T-Zellen lysiert wurden.
Die T-Zell-Aktivierung wurde durch die Sekretion der Zytokine IFN-y und IL-2
bestatigt. Die CD28 Signalkette des CAR #1156 wurde durch die Bindung des
koexprimierten CD3( Signal-CAR #710 an ErbB2 aktiviert, angezeigt durch die
Sekretion von IL-2. Uber den genauen Mechanismus der Komplementierung ist
bisher wenig bekannt. Durch die Bildung der CAR-Heterodimere konnten
Kofaktoren der CD28 Signaldoméne in direkte Nahe der CD3( Signaldoméane
rekrutiert werden. Finney et al. (1998) haben herausgefunden, dass die PI3-
Kinase bei CAR mit funsionierter CD28/CD3( Signaldomane konstitutiv mit dem
CAR assoziiert ist und damit den CD28-Signalweg initiieren kann. Dieser
Mechanismus koénnte auch bei dimerisierten CAR mit CD3( und CD28
Signaldoméane zur Initiation des CD28 Signalweges fuhren und damit die

Komplementation der CAR Signale ausldsen.

Da T-Zellen durch die Kokultivierung mit CEA" Zellen IFN-y und IL-2-
sezernierten, wurde die Aktivierung der CD3( Kette des ErbB2-spezifischen
CAR #710 und der CD28 Signalkette des CEA-spezifischen CAR #1156 durch
Bindung an CEA nachgewiesen. Die Komplementation war CAR-vermittelt und

erfolgte nur in koexprimierenden T-Zellen. Es wurde beobachtet, dass ErbB2*
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Tumorzellen T-Zellen mit der alleinigen Expression des CD3¢ Signal-CAR #710
starker zur spezifischen Zytolyse aktivierten als T-Zellen mit der Koexpression
der CD28 und CD3¢ CAR. Offenkundlich ist die Aktivierung des CD3( Signal-
CAR #710 weniger effizient, wenn dieser mit dem CD28 Signal-CAR #1156
koexprimiert wird. Die Kostimulation beider koexprimierter CAR durch
Tumorzellen, die ErbB2 und CEA gleichzeitig exprimierten, erwies sich dariber
hinaus als wenig effizient. Die Aktivierung durch ein Antigen, die im Vergleich
zu T-Zellen mit der alleinigen Expression des CD3( CAR geringer effizient war,
wurde durch die Kostimulation mit dem zweiten Antigen nicht kompensiert.
Diese Ergebnisse wurden durch die IFN-y Sekretion als Marker fur die T-Zell-
Aktivierung bestétigt. Obwohl alle Zielzellen tber einen identischen Hintergrund
verfuigten, kann eine unterschiedlich starke Aktivierung durch die jeweiligen
Linien nicht ausgeschlossen werden, da die Expression von ErbB2 und CEA mit

jeweils unterschiedlichen Antikdrpern nachgewiesen wurde.

Zusammenfassend zeigen alle Daten, dass durch die Koexpression von CD3(
Signal-CAR und CD28 Signal-CAR eine kooperative Aktivierung der T-Zelle
erfolgte und damit die funktionelle Interaktion dieser CAR nachgewiesen wurde.
Die kooperative Aktivierung innerhalb dieser CAR-Konfiguration ist weniger
effizient als die Kostimulation mit beiden Antigenen. Zweitens scheint die
Koexpression eines CD28 Signal-CAR die T-Zell-Aktivierung durch den CD3(
Signal-CAR herabzusetzen. Eine mogliche Erklarung fir die eingeschrankte
Wirksamkeit kdnnte erneut darauf hinweisen, dass durch den Transfer mit Hilfe
der Kotransduktion T-Zellen, die ausschlieBlich den CD28 Signal-CAR
exprimierten, weder zur kooperativen Aktivierung noch zur direkten Stimulation
des CD3C Signal-CAR beitragen. Andererseits konnten T-Zellen, die den CD28
Signal-CAR im Verhaltnis zum CD3( Signal-CAR starker exprimierten, weniger
stark zur Zytolyse aktiviert werden als T-Zellen mit starkerer Expression des
CD3¢ Signal-CAR. Da die Zytolyse durch die Aktivierung der CD3( Kette
induziert wird, kbnnen CD28 CAR nicht zur T-Zell-Aktivierung beitragen und
wirden durch eine erhéhte Diche die Oberflachen-Expression der CD3¢ CAR
weiter herabsetzen. Eine LOsung ist die Verwendung der bicistronischen
Expressionskassette #1262. Derartig modifizierte T-Zellen mussten jedoch

durch eine etwa zehnfache Menge Antigen stimuliert werden, um zur Sekretion
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der halomaximalen IFN-y-Konzentration aktiviert werden zu kdnnen als T-Zellen
mit einem CD3C Signal-CAR. Damit fuhrt die Koexpression eines CD28 Signal-
CAR zu einer Erhdhung der Aktivierungsschwelle. Die Koexpression des CD28
CAR fuhrt zur Bildung von Heterodimeren beider CAR und kdnnte somit zu
einer verminderten Anzahl an CD3( CAR Homodimeren beitragen. Dieses
bewirkt eine weniger effiziente T-Zell-Aktivierung. Dagegen wird die Qualitat der
T-Zell-Antwort geandert, da T-Zellen durch die Koexpression eines CD28
Signal-CAR zur Sekretion von IL-2 aktiviert werden. In T-Zellen, die einen CD3(
Signal-CAR und einen CD28 Signal-CAR koexprimieren, tritt demnach
einerseits eine Interaktion auf, die eine kooperative Aktivierung verursacht.
Andererseits fuhrt die Koexpression eines CD28 CAR zu einer inhibierenden
Wirkung, welche die Aktivierungseffizienz verringert und den Schwellenwert zur
Antigen-spezifischen Aktivierung erhoht. Fur eine klinische Anwendung wirde
eine kombinierte Expression von CD3¢ Signal-CAR und CD28 Signal-CAR
demnach eine Desensibilisierung gegentber gesunden Zellen mit geringer TAA
Expression bedeuten. Andererseits wird jedoch die Effizienz dieser
bispezifischen T-Zellen verringert, was durch Erhéhung der Anzahl
modifizierten T-Zellen kompensiert werden konnte. Das kdnnte jedoch zu einer
hoheren Belastung des Patienten fihren und die eingesetzten T-Zellen missten
starker expandiert werden, wodurch sie wiederum weniger effizient fur eine

Therapie werden.

Eine effizientere Losung als die Koexpression von CD3( Signal-CAR und CD28
Signal-CAR konnte daher die Expression eines niedrig affinen CD28/CD3(
Signal-CAR darstellen. Durch diesen kénnte eine Desensibilisierung gegentiber
gesunden Zellen mit niedriger TAA Expression erfolgen und gleichzeitig der
Erhalt der Aktivierungseffizienz gewahrleistet werden. Daher wurde untersucht,
in wieweit die Koexpression eines CD3¢ Signal-CAR und eines CD28 Signal-
CAR einen Vorteil bei der T-Zell-Aktivierung in Abhangigkeit von der
Antigendichte bedeuten kann. Die Titration der Antigene zeigte, dass die
Kostimulation-vermittelte IL-2-Sekretion durch die Anwesenheit des zweiten
Antigens beeinflusst wird. Die schwache kooperative Aktivierung der T-Zelle zur
IL-2-Sekretion durch die koexprimierten CAR wird mit zunehmender Dichte des

zweiten Antigens verstarkt. Die Schwelle zur Aktivierung von CD3( Signalen
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wie der IFN-y-Sekretion wird nicht wesentlich durch zunehmende Stimulation

beeinflusst.

Fur eine klinische Anwendung bedeutet dies, dass die Erkennung von Tumor-
typischen Antigenmustern zu einer verstarkten Kostimulation von T-Zellen mit
koexprimierten CD3¢ Signal-CAR und CD28 Signal-CAR flihrt. Das kann eine
Erhéhung der T-Zell-Proliferation und eine bessere Aktivierung anderer
Immunzellen durch verstarkte IL-2-Sekretion bewirken. Eine kooperative
Verstarkung der Zytotoxizitat kann jedoch durch diese CAR Kombination nicht
erreicht werden. Die Schwelle zur Aktivierung von CD3( Signalen wie der IFN-
y-Sekretion wird durch zunehmende Stimulation des CD28 Signal-CAR nicht
wesentlich beeinflusst. Bei der Bindung von Tumorzellen mit etwa gleich stark
exprimierten Antigenen kann die Koexpression unterschiedlich spezifischer
CD28 und CD3C CAR einen therapeutischen Vorteil bedeuten. Die vollstandige
Aktivierung der T-Zellen durch CD28-Kostimulation wird nur durch die
Erkennung von Tumorzellen erreicht, die das Tumor-typische Antigenmuster
exprimieren. Dadurch wird die Tumor-Spezifitdt im Vergleich zu T-Zellen mit
einem CAR, der durch eine fusionierte CD28/CD3( Signaldomane ebenfalls
kostimulatorisch aktivieren kann, wesentlich erhoht. Die Kombination von CD3(
Signal CAR und CD28 Signal CAR kann jedoch auch einen therapeutischen
Nachteil bedeuten, sofern das spezifische Tumorantigen fiir den CD3¢ CAR in
geringer Dichte exprimiert ist. Insbesondere im Fall einer Antigen-
modulierenden Immunselektion kann das zu einer verminderten Wirksamkeit
fuhren. T-Zellen mit den CAR C6-B1D2scFv-Fc-CD3C und BW431/26scFv-Fc-
CD28 sind in der Lage, Tumor-typische Antigenmuster zu erkennen. Die
Kombination solcher CD3( Signal CAR und CD28 Signal CAR kann die
Spezifitat einer therapeutischen Anwendung erhéhen und mittels Kooperation
der CAR die Kostimulation bei unterschiedlicher Antigendichte gewahrleisten.
Gleichzeitig wird jedoch die Effizienz solcher T-Zellen zur Vermittlung von
Zytotoxizitdt herabgesetzt und die Schwelle zur Aktivierung von
Effektorfunktionen erhdht. Das Targeting von zwei TAA auf Tumorzellen mit T-
Zellen, die CD3¢ Signal-CAR und CD28 Signal-CAR koexprimieren, stellt ein
vermindertes Risiko zu off-target Toxizitat durch Erhohung der Spezifitat dar.
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Eine Steigerung der Wirksamkeit kann durch diese CAR-Kombination nicht

erreicht werden.

In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass die Assoziation verschiedener
koexprimierten CAR weniger stabil ist als die Assoziation der Homodimeren
gleicher CAR. Infolge dessen war die kooperative T-Zell-Aktivierung durch ein
Antigen stets geringer als durch die direkte Bindung eines CAR und die
Kostimulation beider CAR. Ein CD28 Signal-CAR kann zu dieser verringerten
Aktivierungseffizienz beitragen, in dem er den koexprimierten CD3¢ Signal-CAR
weniger stark aktivieren kann als umgekehrt. Durch die Aktivierung mit titrierten
Antigenen wurde gezeigt, dass die Dichte des Antigens, das der CD28 Signal-
CAR bindet, die Aktivierungskinetik der T-Zellen weniger stark beeinflusst, als
die Dichte des Antigens, das der CD3( Signal-CAR bindet. Die Art des Antigens
oder deren Mobilitdt auf der Zielzelle scheint einen Einfluss auf die funktionelle
Kooperation zu haben. Dies zeigt sich insbesondere bei der Verwendung von
bispezifischen T-Zellen mit CAR-Spezifitat fur Carbohydrat-Antigene, was zu
einer weiteren Verringerung der kooperativen Aktivierung im Vergleich zur
Stimulation mit Polypeptidantigenen fuhrte. Um die geringere Aktivierung zu
kompensieren, wurde statt des CD28 Signal-CAR ein CD28/CD3¢ Signal-CAR
mit einem CD3( Signal-CAR koexprimiert. Mit dieser Kombination von CAR
konnten T-Zellen durch funktionelle Interaktion effizienter zur Sekretion der
Zytokine IFN-y und IL-2 aktiviert werden. Einerseits bewirkt die Fusion der
Signaldomanen CD28 und CD3( einer verstarkte IFN-y- und IL-2-Sekretion.
Andererseits wurde durch die Verwendung einer CD3( Transmembrandomane
eine weitere Stabilisierung von Heterodimeren mit dem CD3( Signal-CAR

erreicht.

Die Effizienz der T-Zell-Aktivierung war bei Koexpression der CAR #1263 C6-
B1D2scFv-Fc-CD28-CD3¢ und BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3( gegentber den
jeweiligen einzeln exprimierten CAR gleich. Der Vergleich mit der vorherigen
CAR-Kombination zeigt somit, dass die Effizienz der T-Zell-Aktivierung von der
Konfiguration der koexprimierten CAR abhangt. T-Zellen mit CAR mit
fusionierten CD28/CD3¢ Signaldomanen verfigen ebenfalls Gber eine erhdhte

Aktivierungsschwelle im Vergleich zu T-Zellen mit den entsprechend einzeln
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exprimierten CAR. In T-Zellen, die zwei verschieden spezifische CD28/CD3(
Signal-CAR koexprimieren, findet demnach eine funktionelle Kooperation statt,
welche die Aktivierungseffizienz erhalt, obwohl der Schwellenwert zur Antigen-
spezifischen Aktivierung erhdht wird. Fir eine klinische Anwendung wirde eine
kombinierte Expression von CD28/CD3(¢ Signal-CAR eine Desensibilisierung
gegeniber gesunden Zellen bedeuten, die das TAA in niedriger Dichte
exprimieren. Durch die gleichzeitig hohe Wirksamkeit dieser bispezifischen T-
Zellen wirden Tumorzellen mit hoher TAA Expression effizient eliminiert. Es
konnte nachgewiesen werden, dass die Kostimulation zur Sekretion von IFN-y
und IL-2 durch die Anwesenheit des zweiten Antigens beeinflusst wird. Die
kooperative Aktivierung der T-Zelle durch Bindung eines Antigens wird
demnach mit zunehmender Dichte des zweiten Antigens verstarkt. Damit
unterscheidet sich die Koexpression zweier verschieden spezifischer
CD28/CD3¢ CAR entscheidend von der zuvor untersuchten CAR-Kombination.
Da beide CAR die Antigen-vermittelte Zytolyse induzieren kodnnen und
gleichzeitig die Aktivierungsschwelle fur das jeweils andere Antigen
herabsetzen, wirden Tumorzellen mit stark unterschiedlicher Expression der

beiden Antigene ebenfalls wirksam eliminiert.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass T-Zellen mit der Koexpression zweier
CD28/CD3¢ CAR verschiedener Spezifitdt in der Lage sind, Tumor-typische
Antigenmuster zu erkennen. Es wird erwartet, dass eine kombinierte
Expression solcher CAR die Selektivitat der adoptiven T-Zell-Therapie erhoht
und dadurch eine Erhéhung der Schwelle zur Aktivierung gegeniber gesunden
Zellen bewirkt, die eines der TAA in niedriger Dichte exprimieren. Die Effizienz
solcher T-Zellen zur Vermittlung von Zytotoxizitat bleibt dagegen erhalten.
Durch die kooperative Aktivierung der koexprimierten CAR erhéht sich die
Sensitivitat gegentber den Antigenmustern, wodurch ein vermindertes Risiko
zur off-target Toxizitdt entsteht. Dieses zeigt sich besonders, wenn die

spezifischen Tumorantigene in stark unterschiedlicher Dichte exprimiert sind.

Die Ursache fur die Erhohung der Aktivierungsschwelle ist nicht ausreichend
untersucht. Es besteht einerseits die Moéglichkeit, dass durch die Expression

verschieden affiner Immunrezeptoren die Aviditdt der bispezifischen T-Zelle
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verringert wird. Im Fall der Koexpression der anti-CEA CAR BW431/26scFv-Fc-
CD28-CD3C und anti-ErbB2 CAR C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3¢ wurde eine
Erh6éhung der Schwelle im Vergleich zu Zellen mit der separaten Expression
der nachgewiesen werden. Die Affinitdten der jeweiligen Bindedoménen
betragen fiir den anti-CEA CAR Kp= 10™"° M (Boeckmann et al. 1990) sowie fiir
den anti-ErbB2 CAR Kp = 1,5x 10 M (Chmielewski et al. 2004). Eine
simultane Expression dieser CAR verandert die Aviditdt der T-Zellen. Der
Einfluss  unterschiedlicher CAR-Affinitaiten auf die Erhdéhung der
Aktivierungsschwellen konnte mittels Koexpression zweier CAR mit gleicher
Spezifitat aber unterschiedlicher Affinitat, wie sie in Chmielewski et al. (2004)
beschrieben wurden, untersucht werden. Durch die Verwendung gering affiner
Bindedomanen konnte das Risiko der off-target Toxizitat weiter minimiert
werden. In bispezifischen T-bodies kann auch bei weniger affinen CAR
aufgrund der beobachteten kooperativen Wirkung eine hohe Selektivitat

gegenuber Antigenmustern beibehalten werden.

Um Effektorfunktionen effizienter zu vermitteln, missen CAR Dimere bilden
(Bridgeman et al. 2010). Durch die Dimerisierung verschiedener CAR kann
andererseits die Dichte an Homodimeren herabgesetzt und somit eine
Erh6éhung der Aktivierungsschwelle bewirkt werden, wenn Monomere nicht
bindungsfahig sind (Moritz und Groner 1995; Hombach et al. 2000). Durch die
Expression eines zweiten rekombinanten CAR ohne Dimerisierungspotential
konnte die Bildung von Heterodimeren verhindert und so die Folgen auf die
Aktivierungsschwelle untersucht werden. Dieses konnte beispielsweise dadurch
erreicht werden, dass ein CAR ohne IgG;-Fc-Doméane mit einem CAR mit
Brickendomane und unterschiedlicher Transmembrandoméne koexprimiert
wird.  Nicht-funktionale, nicht-spezifische ,dummy“-CAR mit hohem
Dimerisierungspotential konnten therapeutisch eingesetzt werden. Mit solchen
CAR konnte man die Dichte an Homodimeren des spezifischen, funktionalen
CAR herabsetzen und so das Risiko einer off-target Toxizitdt minimieren.
Dieses konnte eine Rolle spielen, wenn hochaffine Bindedoméanen eingesetzt
werden miussen, Antigenmuster nicht zur Verfiugung stehen und durch
Expression des Zielantigens in gesundem Gewebe Komplikationen zu erwarten

sind.
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Das Risiko einer zunehmend ineffizienten T-Zell-Aktivierung steigt mit der
Dauer einer T-Zell-Therapie. In klinischen Studien wurde beobachtet, dass ein
Grol3teil der persistierenden spezifischen T-Zellen inaktiv war. Die Ausstattung
von EBV-spezifischen T-Zellen mit CAR hat gezeigt, dass diese Zellen durch
eine kunstliche EBV-Infektion erneut zu Tumor-spezifischer Zytolyse aktiviert
werden konnten (Savoldo et al. 2007). Mit der Einfihrung eines zweiten CAR
konnte die Reaktivierung solcher Zellen ebenfalls erreicht werden. Dessen
Bindedomane, die keine kdrpereigenen Proteine erkennen sollte, kénnte durch
systemische Gabe eines geeigneten Liganden gegen diese Bindedoméane zur
Signalgenerierung aktiviert werden. Die Kombination von mehreren
kostimulatorischen Domanen wie CD28, CD137 oder CD134 konnte zu einer
optimalen Reaktivierung der Zellen genutzt werden. Insgesamt ergibt sich aus
der Koexpression eines zweiten CAR in T-Zellen eine Vielzahl an
Moglichkeiten, um eine adoptive T-Zell-Therapie wirksamer und sicherer zu
gestalten.

Bisher gibt es nur wenige Untersuchungen an T-Zellen mit einer Koexpression
von CAR oder zu bispezifischen T-Zellen. Alvarez-Vallina und Hawkins (1996)
entwickelten die Mdglichkeit, fehlende Kostimulation durch die Expression eines
CAR mit CD28 Signaldomane zu kompensieren. Die unterschiedlich
spezifischen CAR aktivierten T-Zellen nach Bindung beider Antigene
synergistisch. Beide CAR waren nicht mit Brickendoméanen ausgestattet und
konnten nicht dimerisieren, sodass eine kooperative Aktivierung und die
Komplementation beider CAR nicht im Fokus der Untersuchungen stand. Patel
et al. (2000) generierten CAR mit zwei verknlUpften Bindedomanen zur
Erkennung von zwei unterschiedlichen Tumorantigenen. Mit dieser Strategie
sollte die Spezifitat der T-Zellen erhalten werden, wenn ein Antigen wahrend
der Progression der Tumorerkrankungen supprimiert wird. Eine verbesserte
Differenzierung zwischen Tumorzellen und gesunden Zellen mit niedriger TAA
Expression wurde mit diesem Konzept jedoch nicht angestrebt. Aufgrund der in
jungster Zeit in klinischen Studen aufgetretenen fatalen Nebenwirkungen wird
die Koexpression eines zweiten CAR zur Erhohung der Tumor-Selektivitat
erneut diskutiert. Daher ist eine préklinische Evaluation dieser Strategie von

grof3em Interesse.
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Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Die adoptive Immuntherapie mit Tumor-reaktiven T-Zellen mit chiméren
Antigen-Rezeptoren ist eine vielversprechende Strategie zur Behandlung
fortgeschrittener Tumorerkrankungen. Die Selektivitat modifizierter T-Zellen hat
sich in klinischen Studien jedoch als nicht ausreichend erwiesen. Jingste
klinische Studien zeigten fatale Nebenwirkungen durch mangelnde Selektivitat
CAR-exprimierender T-Zellen, die gesunde Zellen erkannten und eine massive
Autoaggression induzierten. Die simultane Erkennung von zwei Antigenen

durch zwei CAR stellt mdglicherweise eine Losung dieser Probleme dar.

Diese Arbeit hat sich deshalb mit der Koexpression von zwei CAR
verschiedener Spezifitat in T-Lymphozyten befasst. Bispezifische T-Zellen
wurden mit Hilfe der Kotransduktion der jeweiligen CAR oder durch eine
bicistronische  Expressionskassette generiert. CAR mit einer 19Gs-
Brickendomane zeigen bevorzugte Dimer-Bildung. Die CAR-Assoziation fuhrte
zu Homo- wie auch zu Heterodimeren. Die Effizienz der T-Zell-Aktivierung ist
von der Konfiguration der CAR abhéangig und wurde durch Verwendung der
fusionierten CD28/CD3¢ Signaldoméane weiterhin verbessert im Vergleich zur
Koexpression eines CD28 und eines CD3( CAR. Die Selektivitat der
bispezifischen T-Zellen gegeniuber koexprimierten Antigenen wurde erheblich
verbessert, wobei die Bindung des zweiten Antigens zur gesteigerten T-Zell-
Aktivierung fuhrte. Die Aktivierungsschwelle der T-Zelle fir das Antigen wurde
dabei erh6dht, so dass Zellen mit geringer Antigenexpression nicht mehr erkannt

wurden.

Durch diese Strategie werden eine Desensibilisierung CAR-modifizierter T-
Zellen gegenuber gesunden Zellen mit einem Antigen und die Erkennung von
Antigenmustern  ermoglicht. Die Koexpression zweier unterschiedlich
spezifischer CAR in T-Zellen ist deshalb einer Modifikation mit nur einem CAR
Uberlegen und ermdoglicht die Verbesserung der Selektivitat der gerichteten

adoptiven T-Zell-Therapie.
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7. Anhang

7.1 DNS-Sequenz des Fusionsproteins ErbB2-eGFP (#11 92)

Die DNS fir das rekombinante Fusionsprotein ErbB2-eGFP im pQCXIH-Vektor
(#1192) umfasst 2679 bp. Restriktionsschnittstellen, die der Klonierung dienten,
sind mit Fettdruck gekennzeichnet. Die abgeleitete Aminosauresequenz wird im
Ein-Buchstaben-Code Uber der Nukleotidsequenz aufgefihrt und ist annotiert.

Das Stopp-Codon ist mit einem Stern (*) markiert.

2679 bp

A
A 4

o
3

Notl Ncol Bcll / BamHlI
Fusion

ErbB2-eGFP (#1192)
Nukleotidsequenz incl. Stopp-Codon und Signal-Peptid [bp]: 2679

Proteinmasse ohne Signalpeptid [kDa]: 96,3
Aminosauresequenz ohne Signalpeptid [AS]: 870
Position Signal-DNS-Sequenz [bp]: 1 — 66
Position ErbB2 ) [bp]: 67 — 1956

Position eGFP [bp]: 1960 - 2676

Position Stopp-Codon [bp]: 2677 - 2679
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-12

49

109

169

229

289

349

409

469

529

589

649

709

769

829

889

ErbB2 Signalpeptid

l
’MEL A A L

ATCCGCGGCC QT CGAGCT GECGECCTTG
TAGGCGCCGG JBCCTCGA CCGCCGGAAC

C RWG L L L
TGCCGCTGEG GECTCCTCCT
ACGGCGACCC CCGAGGAGGA

A L L
CGCCCTCTTG
GCGGGAGAAC

P P G A
CCCCCCGGAG CCGCGAGCAC CCAAGIGTIGC
GGGEEECCTC GECAECTCGTG GGTTCACACG

A S P E THL D M L
GCCAGICCCG AGACCCACCT GGACATGCTC
CGGTCAGGEEC TCTGGGTGGA CCTGTACGAG

Q G N L E L T Y L P
CAGGGAAACC TGGAACTCAC CTACCTGCCC
GICCCTTTGG ACCTTGAGTG GATGGACGGEG

Il Q EV QGY V L I
ATCCAGGAGG TGCAGGGCTA CGTGCTCATC
TAGGTCCTCC ACGTCCCGAT GCACGAGTAG

QRLR I VR GTOQ
CAGAGGCTGC GGATTGTGCG AGGCACCCAG
GTCTCCGACG CCTAACACGC TCCGTGGGTC

L DNG DPL N N T
CTAGACAATG GAGACCCGCT GAACAATACC
GATCTGTTAC CTCTGGCCGA CTTGITATGG

L R E L QL R S L T
CTGCGGGAGC TGCAGCTTCG AAGCCTCACA
GACGCCCTCG ACGTCGAAGC TTCGGAGTGT

RNPQ LCY QDT
CGGAACCCCC AGCTCTGCTA CCAGGACACG
GCCTTGGGEG TOGAGACGAT GGTCCTGTGC

N QL A L T L I D T
AACCAGCTGG CTCTCACACT GATAGACACC
TTGGTCGACC GAGAGTGIGA CTATCTGIGG

P MCK G SR C WG
CCGATGTGTA AGGGECTCCCG CTGCTGGGGA
GCGCTACACAT TCCCGAGEEC GACGACCCCT

R T v C A GG CAR
CGCACTGTCT GIGCCGGTGG CTGTIGCCCGC
GCGTGACAGA CACGGCCACC GACACGEECG

HE QC A AG CTG
CATGAGCAGTI GIGCTGCCGG CTGCACGEEC
GITACTCGTCA CACGACGECC GACGTGCCCG

HF NH S G I C E L
CACTTCAACC ACAGTGCCAT CTGTGAGCTG
GIGAAGTTGG TGTCACCGTA GACACTCGAC

D TFE S MP NPE
GACACGITTG AGTCCATGCC CAATCCCGAG
CTGTGCAAAC TCAGGTACGG GITAGGGCTC

T ACP Y NY L ST
ACTGCCTGIC CCTACAACTA CCTTTCTACG
TGACGGACAG GGATGITGAT GGAAAGATCC

67,—» ErbB2 extrazellulare Domane
A SIT QVvV C T G T D M K L

ACCGGCACAG ACATGAAGCT
TGGCCGTGIC TGTACTTCGA

RHLY QGSC
CGCCACCTCT ACCAGGGCTG
GOGGTGGAGA TGGTCCCGAC

T NA S L S F
ACCAATGCCA GCCTGTCCTT
TGGTTACGGT CGGACAGGAA

A°HNOQ VRO
GCTCACAACC AAGTGAGGCA
CGAGTGTTGG TTCACTCCGT

L FED NY A
CTCTTTGAGG ACAACTATGC
GAGAAACTCC TGITGATACG

T PV T G A S
ACCCCTGICA CAGGGEECCTC
TGGGGACAGT GTCCCCGGAG

E Il L K G GV
GAGATCTTGA AAGGAGEGEGT
CTCTAGAACT TTCCTCCCCA

I L WK DI F
ATTTTGIGGA AGGACATCTT
TAAAACACCT TCCTGTAGAA

NR SR A CH
AACCGCTCTC GGGCCTGCCA
TTGGCGAGAG CCCGGACGGT

E S S E D CQ
GAGAGITCTG AGGATTGICA
CTCTCAAGAC TCCTAACAGT

C K GP L P T
TGCAAGGEGEEC CACTGCCCAC
ACGITCCCCG GTGACGEGTG

P K HS DCL
CCCAAGCACT CTGACTGCCT
GCGTTCGTGA GACTGACGGA

H CWPA L VT
CACTGCCCAG CCCTGGTCAC
GIGACGGGIC GGGACCAGTG

GRY T F GA
GGCCGGTATA CATTCGECGC
CCGGCCATAT GTAAGCCCCG

DV GS CTL
GACGTGGGAT CCTGCACCCT
CTGCACCCTA GGACGTGCGA

R L P
GCGECTCCCT
CGCCGAGGEEA

Q V V
CCAGGTGGTG
GGTCCACCAC

L QD
CCTGCAGGAT
GGACGTCCTA

vV P L
GGTCCCACTG
CCAGCGGTGAC

L AV
CCTGGECCGTG
GGACCGGCAC

P G G
CCCAGGAGGEC
GGGTCCTCCG

L1 Q
CTTGATCCAG
GAACTAGGTC

H K N
CCACAAGAAC
GGTGITCTTG

P C S
CCCCTGITCT
GGGGACAAGA

S L T
GAGCCTGACG
CTCGGACTGC

D C C
TGACTGCTGC
ACTGACGACG

A C L
GGCCTCGCCTC
CCGGACGGAG

Y N T
CTACAACACA
GATGITGTGT

S CV
CAGCTGTGTG
GTCGACACAC

v C P
CGTCTGCCCC
GCAGACGEEG
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949

1009

1069

1129

1189

1249

1309

1369

1429

1489

1549

1609

1669

1729

1789

1849

ErbB2 extrazellulare Domane

L HNOQ E VT
CTGCACAACC AAGAGGTGAC
GACGIGITGG TTCTCCACTG

P CAR V CY
CCCTGTGCCC GAGTGICGCTA
GGGACACGEG CTCACACGAT

T SAN I QE
ACCAGTGCCA ATATCCAGGA
TGGTCACGGT TATAGGTCCT

L PE S F DG
CTGCCGGAGA GCTTTGATGG
GACGCGCCTCT CGAAACTACC

L QVF ETL
CTCCAAGTGT TTGAGACTCT
GAGGTTCACA AACTCTGAGA

D SL P DL S
GACAGCCTCGC CTGACCTCAG
CTGICGGACG GACTGGAGTC

H NGA Y S L
CACAATGECG CCTACTCCCT
GIGITACCGC GGATGAGCGA

S L RE L GS
TCACTGAGGG AACTGGCECAG
AGTGACTCCC TTGACCCGTC

V H TV P WD
GI'GCACACGG TGCCCTGGGA
CACGIGTGCC ACGGGACCCT

A NR P E D E
GCCAACCGGEC CAGAGGACGA
CGGTTGECCG GICTCCTGCT

R GHC WGP
CGAGGGCACT GCTGEEEGTCC
GCTCCCGTGA CGACCCCAGG

G Q E C V E E
GGCCAGGAGT GCGTGGAGGA
CCGGICCTCA CGCACCTCCT

A RHC L P C
GCCAGGCACT GITTGCCGTG
CGGTCCGTGA CAAACGGCAC

F G P E A D Q
TTTGGACCGG AGGCTGACCA
AAACCTGECC TCCGACTGGT

vV AR C P S G
GTGGCCCGCT GCCCCAGCGG
CACCGGGECGA CGGEGEGTCGCC

P DEE GAZC
CCAGATGAGG AGGGCGCATG
GGICTACTCC TCCCGCGTAC

A E D
AGCAGAGCGAT
TCGICTCCTA

G L G
TGGTCTGEEC
ACCAGACCCG

F A G
GITTGCTGCEC
CAAACGACCG

D P A
GGACCCAGCC
CCTGGGTCGG

E E |
GGAAGAGATC
CCTTCTCTAG

V F Q
CGTCTTCCAG
GCAGAAGGTC

T L Q
GACCCTGCAA
CTGGGACGIT

G L A
TGGACTGECC
ACCTGACCGG

QL F
CCACCTCTTT
GGTCGAGAAA

C V G
GIGTGTGGEGEC
CACACACCCG

G P T
AGGGCCCACC
TCCCCGEGTGG

C RV
ATGCCGAGTA
TACGCCTCAT

H P E
CCACCCTGAG
GGTGGGACTC

C V A
GIGTGTGECC
CACACACCGG

vV K P
TGTGAAACCT
ACACTTTGCGA

Q P C
CCAGCCTTGC
GGTCGGAACG

—

G T Q R CE K
GGAACACAGC GGTGTGAGAA
CCTTGIGTCG CCACACTCTT

M E H L R E V
ATGGAGCACT TGCGAGAGGT
TACCTCGIGA ACGCTCTCCA

C K K | F G S
TGCAAGAAGA TCTTTGGGAG
ACGTTCTTCT AGAAACCCTC

S NTA P L Q
TCCAACACTG CCCCGCTCCA
AGGTTGTGAC GGGGCGAGGT

T GY L Y I S
ACAGGTTACC TATACATCTC
TGTCCAATGG ATATGTAGAG

NLQV I RG
AACCTGCAAG TAATCCGGGG
TTGGACGTTC ATTAGGCCCC

G L G I S WL
GGGCTGGEECA TCAGCTGECT
CCCGACCCGT AGTCGACCGA

LI HH NTH
CTCATCCACC ATAACACCCA
GAGTAGGTGG TATTGIGGGT

R NPH QAL
CGGAACCCGC ACCAAGCTCT
GOCTTGGGOG TGGTTCGAGA

E GL A CH Q
GAGGGCCTGG CCTGCCACCA
CTCCCGGACC GGACGGTGGT

Q CVN CSOQ
CAGTGTGTCA ACTGCAGCCA
GTCACACAGT TGACGTCGGT

L Q G L P R E
CTGCAGGGEEC TCCCCAGCGA
GACGTCCCCG AGGGGTCCCT

CQPQ NG S
TGTCAGCCCC AGAATGGCTC
ACAGTCGGGG TCTTACCGAG

C AHY K DP
TGTGCCCACT ATAAGGACCC
ACACGGGTGA TATTCCTGGG

DL SY MP.I
GACCTCTCCT ACATGCCCAT
CTGGAGAGGA TGTACGGGTA

P 1 N C T H S
CCCATCAACT GCACCCACTC
GGGTAGTTGA CGTGGGTGAG

C S K
GTGCAGCAAG
CACGTCGTTC

R AV
GAGGCCAGTT
CTCCCGTCAA

L A F
CCTGGCATTT
GGACCGTAAA

P E Q
GCCAGAGCAG
CGGICTCGTC

A WP
AGCATGECCG
TCGTACCGEC

R I L
ACGAATTCTG
TGCTTAAGAC

G L R
GGGECTGCEC
CCCCGACGCG

L C F
CCTCTCCTTC
GGAGACGAAG

L H T
GCTCCACACT
CGAGGTGTGA

L C A
GCTGTGCECC
CGACACGCGG

F L R
GITCCTTCGG
CAAGGAAGCC

Y V N
GTATGTGAAT
CATACACTTA

vV T C
AGTGACCTGT
TCACTGGACA

P F C
TCOCTTCTGC
AGGGAAGACG

W K F
CTGGAAGTTT
GACCTTCAAA

cC v D
CTGTGITGGAC
GACACACCTG
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1909

1969

2029

2089

2149

2209

2269

2329

2389

2449

2509

2569

2629

ErbB2 extrazellulare Domane

1956

1960

<«

L bDbDbK G CP
CTGGATGACA AGGECTGCCC
GACCTACTGI TCCCGACGGEG

eGFP ——»

K GE E L F T
AAGGCCGAGG AGCTGITCAC
TTCCCGCTCC TCGACAAGTG

N GH K F SV
AACGGCCACA AGTTCAGCGT
TTGCCGGTGI TCAAGTCGCA

T L K F I C T
ACCCTGAAGT TCATCTGCAC
TGGGACTTCA AGTAGACGTG

TLTY GVOQ
ACCCTGACCT ACGGCGTGCA
TGGGACTGGA TGCCGCACGT

FFKS A MP
TTCTTCAAGT CCGCCATGCC
AAGAAGTITCA GGCGGTACGG

D GNY KTR

A E Q

R A S P L T ‘A

‘MVS

CGCCGAGCAG AGAGCCAGCC CTCTGACGEC CATGAGAGC
TCTCGGTCGG GAGACTGCCG GTACACTCG

GCGECTCGTC

G VvV V
CCEEGTGETG
GCCCCACCAC

S G E
GICCGGCGAG
CAGGCCCECTC

T G K
CACCGGCAAG
GIGECCGTTC

C F S
GIGCTTCAGC
CACGAAGTCG

E G Y
CGAAGGCTAC
GCTTCCGATG

A E V

P I L vV E L D
CCCATCCTGG TCGAGCTGGA
GGGTAGGACC AGCTCGACCT

G EGD ATY
GGCGAGGEECG ATGCCACCTA
CCGCTCCCGC TACGGTGGAT

L PV P WPT
CTGCCCGTGC CCTGGECCCAC
GACGGGCACG GGACCGEGTG

R Y P D H MK
CCGCTACCCCG ACCACATGAA
GCGATGGEEC TGGTGTACTT

VQER T I F
GTCCAGGAGC GCACCATCTT
CAGGTCCTCG CGTGGTAGAA

K FE G DTL

GACGGCAACT ACAAGACCCG CGCCGAGGTG AAGTTCGAGG GCGACACCCT

CTGCCGTTGA TGITCTGGEC

I E L K G 1 D
ATCGAGCTGA AGGGCATCGA
TAGCTCGACT TCCCGTAGCT

Y NY N S H N
TACAACTACA ACAGCCACAA
ATGITGATGT TGTCGGIGIT

V NF K | R H
GIGAACTTCA AGATCCGCCA
CACTTGAAGT TCTAGGCGGT

Q QNT P11 G
CAGCAGAACA CCCCCATCGG
GTCGTCTTGT GGGGGTAGCC

T Q S A L S K
ACCCAGTCCG CCCTGAGCAA
TGGGTCAGEC GGGACTCGT T

FV T A A G I
TTCGTGACCG CCGCCGGGAT
AAGCACTGEC GGECGGCCCTA

GCGGCTCCAC

F K E
CTTCAAGGAG
GAAGITCCTC

vV Y |
CGICTATATC
GCAGATATAG

N I E
CAACATCGAG
GITGTAGCTC

D G P
CGACGGECCCC
GCTGCCEEEE

D P N
AGACCCCAAC
TCTGCEEGITG

T L G
CACTCTCGGC
GIGAGAGCCG

TTCAAGCTCC CGCTGIGGGA

D G N | L G H
GACGGCAACA TCCTGGGEGCA
CTGCCGTTGI  AGGACCCCGT

M A D K Q K N
ATGGCCGACA AGCAGAAGAA
TACCGECTGI TCGICTTCTT

D GSV QL A
GACGGCAGCG TGCAGCTCGC
CTGCCGTCGC ACGTCGAGCG

V L L P D NMH
GTGCTGCTGC CCGACAACCA
CACGACGACG GCCTGITGGT

E K RD HMYV
GAGAAGCGCG ATCACATGGT
CTCTTCGCGC TAGTGTACCA

76
M D E L Y K| ~*

ATGGACGAGC TGTACAAGTA
TACCTGCTCG ACATGITCAT

eGFP

G D V
CGGCGACGTA
GCCGCTGCAT

G K L
CGGCAAGCTG
GCCGITCGAC

L Vv T
CCTCGTGACC
GGAGCACTGG

Q HD
GCAGCACGAC
CGTCGTGCTG

F K D
CTTCAAGGAC
GAAGITCCTG

V N R
GGTGAACCGC
CCACTTGECG

K L E
CAAGCTGGAG
GITCGACCTC

G I K
CGGCATCAAG
GCCGTAGTTC

D HY
CGACCACTAC
GCTGGTGATG

Y L S
CTACCTGAGC
GATGGACTCG

L L E
CCTGCTGGAG
GGACGACCTC

ATGATCCCGA
TACTAGGCT
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7.2  DNS-Sequenz der bicistronischen Expressionskass  etten

7.2.1 pPMP71-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3(-P2A-Lk-
BW431/26scFv-Fc-CD28 (#1262)

Die DNS fur die P2A-verknipften rekombinanten Immunrezeptoren
BW431/26scFv-Fc-CD28 und C6-B1D2scFv-Fc-CD3( im pMP71-Vektor
(#1262) umfasst 3747 bp. Restriktionsschnittstellen, die der Klonierung dienten,
sind mit Fettdruck gekennzeichnet. Die abgeleitete Aminosauresequenz wird im
Ein-Buchstaben-Code uUber der Nukleotidsequenz aufgefthrt und ist annotiert.

Das Stopp-Codon ist mit einem Stern (*) markiert.

: 1959 bp >
......... x C6-B1D2scFv hu-1gGi-hinge/Fc | CD3{twmic)
Notl samil -
: 1722 bp >
......... CD28rwicy | hu-lgGi-hinge/Fc | BW431/26scFv | 3
| BamHl Ncol

Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3(-P2A-Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28
Nukleotidsequenz incl. Stopp-Codon und Signal-Peptiden [bp]: 3747
Position P2A-DNS-Sequenz [bp]: 1960 - 2025
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Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD3C
Proteinmasse ohne Signalpeptid [kDa]: 69,3

Aminosauresequenz ohne Signalpeptid [AS]: 632
Position Signal-DNS-Sequenz [bp]: 1 — 63
Position C6-B1D2scFv [bp]: 64 — 843

Position human IgG;-hinge/Fc [bp]: 844 - 1560
Position CD3{rwic) [bp]: 1561 - 1959

Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28

Proteinmasse [kDa]: 61

Aminosauresequenz ohne leader-Peptid [AS]: 553
Position Signal-DNS-Sequenz [bp]: 2026 — 2088
Position BW431/26scFv [bp]: 2089 — 2823
Position human 1gG;-hinge/Fc [bp]: 2824 - 3540
Position CD28rwmic) [bp]: 3541 - 3744

Position Stopp-Codon [bp]: 3745 - 3747

1 kappa-Signalpeptid
IMDFQVQIFSFLLISAS

-12 ACAGGCGGCC GETGGATTT TCAGGTGCAG ATTTTCAGCT TCCTGCTAAT CAGTGCCTCA
TGTCCGCCGG CTGACCTAAA AGICCACGTC TAAAAGTCGA AGGACGATTA GTICACGGAGT

64]—> C6-B1D2scFv
v I MS RIPA MAQ V QL V QS G A EV

49 GICATAATGI CTAGACCGGEC GATGGCCCAG GTGCAGCTGG TGCAGICTGG GGCAGAGGTG
CAGTATTACA GATCTGECCG CTACCGGEGTIC CACGICGACC ACGTCAGACC CCGICTCCAC

K K P GG ESL KI S CKGS GY S F TS
109 AAAAAGCCCG GGGAGTCTCT GAAGATCTCC TGTAAGGGIT CTGGATACAG CTTTACCAGC
TTTTTCGGEEC CCCTCAGAGA CTTCTAGAGG ACATTCCCAA GACCTATGTC GAAATGGTCG

Y wl A WV R QMP GKOGL EY M G L I
169 TACTGGATCG CCTGGEGTGCG CCAGATGCCC GGGAAAGGECC TGGAGTACAT GGGGECTCATC
ATGACCTAGC GGACCCACGC GGTCTACGGEG CCCTTTCCGG ACCTCATGTA CCCCGAGTAG

YPGD SDT KYS PSFQ GQV T1 S
229 TATCCTGGTG ACTCTGACAC CAAATACAGC CCGTCCTTCC AAGGCCAGGT CACCATCTCA
ATAGGACCAC TGAGACTGTG GTTTATGTCG GGCAGGAAGG TTCCGGTCCA GTGGTAGAGT

v DK S VvSsST AYL QWSS L KP S D S

289 GICGACAAGT CCGICAGCAC TGCCTACTTG CAATGGAGCA GTCTGAAGCC CTCGGACAGC
CACGCTGTTCA GGCAGICGTG ACGGATGAAC GITACCTCGT CAGACTTCGG GAGCCTGICG
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349

409

469

529

589

649

709

769

829

889

949

1009

1069

1129

1189

1249

C6-B1D2scFv =~ ——»

AV Y F CAR HDV
GCCGTGTATT TTTGITGCGAG ACATGACGTG
CGGCACATAA AAACACGCTC TGTACTGCAC

WP EW L GV WGAOQ
TGGCCTGAAT GGCTGGECGT ATGGGGECCAG
ACCGCGACTTA CCGACCCGCA TACCCCGGTC

G GS G GGG s GG
GGCGGTTCAG GCGGAGGTGG CTCTGGCGGT
CCGCCAAGTC CGCCTCCACC GAGACCGCCA

PSVS AAP GOQK
CCCTCAGTGT CTGOGGCCCC AGGACAGAAG
GGGAGTCACA GACGCCGGGG TCCTGTCTTC

N1 GN NYV S WY

AACATTGGGA ATAATTATGT
TTGTAACCCT TATTAATACA

L I Yy D H TN
CTCATCTATG ATCACACCAA
GAGTAGATAC TAGTGIGGTT

S GT S A S L
TCTGGCACCT CAGCCTCCCT
AGACCGTGGA GTCGGAGGGA

Y C AS WDY
TACTGTGCCT CCTGGGACTA
ATGACACGGA GGACCCTGAT

ATCCTGGTAC
TAGGACCATG

R P A
TCGGECCCCGCA
AGCCGEECGT

Al S
GGCCATCAGT
CCGGTAGTCA

T L S
CACCCTCTCG
GIGGGAGAGC

GY CT DRT
GGATATTGCA CCGACCGGAC
CCTATAACGT GCGCTGGECCTG

G T L V TV S
GGCACCCTGG TCACCGTICTC
CCGTGGGACC AGTGGCAGAG

G GSQ S VL
GGOGGATOGC AGTCTGTGTT
CCGOCTAGCG TCAGACACAA

v T I § C S G
GICACCATCT CCTGCTCTGG
CAGTGGTAGA GGACGAGACC

Q QL P GTA
CAGCAGCTCC CAGGAACAGC

GTCGTCGAGG GTCCTTGTCG

GV P D R F S
GGGGTCCCTG ACCGATTCTC
CCCCAGGGAC TGCCTAAGAG

G F R S E D E
GGGTTCCGGT CCGAGGATGA
CCCAAGGCCA GCGCTCCTACT

G WV F G G G
GCCTGGGTGTI TCGECGGAGG
CCGACCCACA AGCCECCTCC

T VL G
ACCGTCCTAG GTGCGGATCC CGCCGAGCCC
TGGCAGGATC CACGCCTAGG GCGCECTCGEG

P CP A P E L L G G
CCGTGCCCAG CACCTGAACT CCTGGGGEGGA
GGCACGGGTC GTGGACTTGA GGACCCCCCT

K DT L M1 S R TP
AAGGACACCC TCATGATCTC CCGGACCCCT
TTCCTGIGGG AGTACTAGAG GGCCTGGEGGA

844 human IgG ;-hinge/Fc
AlD P A E P K S P D

H E D P E V K
CACGAAGACC CTGAGGTCAA
GIGCTTCTGG GACTCCAGIT

K T K P R E E
AAGACAAAGC CGCGGGAGEA
TTCTGTTTCG GCGCCCTCCT

VLI HQ DWL
GTCCTGCACC AGGACTGGCT
CAGGACGTGG TCCTGACCGA

L P AP I E K
CTCCCAGCCC CCATCGAGAA
GAGGGTCGEG GGTAGCTCTT

V Y T L P P S
GI'GTACACCC TGCCCCCATC
CACATGTGEG ACGGGEGGTAG

F N W
GITCAACTGG
CAAGTTGACC

Q Y N
GCAGTACAAC
CGTCATGTTG

N G K
GAATGGCAAG
CTTACCGTTC

T I S
AACCATCTCC
TTGGTAGAGG

R D E
CCGCCGATGAG
GGCCCTACTC

K T H
AAATCTCCTG ACAAAACTCA
TTTAGAGGAC TGTTTTGAGT

PSVF L FP
COGTCAGTCT TCCTCTTCCC
GGCAGTCAGA AGGAGAAGGG

E VTOC V VYV
GAGGTCACAT GCGTGGTGGT
CTCCAGTGTA CGCACCACCA

Y v D G V E V
TACGTGGACG GCGTGGAGGT
ATGCACCTGC CGCACCTCCA

S T YR V VS
AGCACGTACC GGGTGGICAG
TCGTGCATGG CCCACCAGTC

E Y K C K V S
GAGTACAAGT GCAAGGTCTC
CTCATGITCA CGITCCAGAG

K A K G Q P R
AAAGCCAAAG GGBCAGCCCCG
TTTCGGTTTC CCGICGEEEC

L T KN Q V S
CTGACCAAGA ACCAGGTCAG
GACTGGITCT TGGTCCAGIC

C A K
TTGCGCAAAG
AACCCGITTC

S G G
CTCAGGTGEA
GAGTCCACCT

T Q P
GACGCAACCG
CTGCGITGEC

S § S
AAGCAGCTCC
TTCGTCGAGG

P K L
CCCCAAACTC
GGGGTTTGAG

G S K
TGGCTCCAAG
ACCGAGGTTC

A DY
GCCTGATTAT
CCGACTAATA

T K L
GACCAAGCTG
CTGGTTCGAC

T C P
CACATGCCCA
GIGTACGGGT

P K P
CCCAAAACCC
GGGTTTTGGG

D V S
GGACGTGAGC
CCTGCACTCG

H N A
GCATAATGCC
CGTATTACGG

VvV L T
CGTCCTCACC
GCAGGAGTGG

N K A
CAACAAAGCC
GITGITTCGG

E P Q
AGAACCACAG
TCTTGGTGTC

L T C
CCTGACCTGC
GGACTGGACG
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1309

1369

1429

1489

1549

1609

1669

1729

1789

1849

1909

1969

2029

human IgG ;-hinge/Fc — >

L v K G F Y P S DI
CTGGTCAAAG CGCTTCTATCC CAGCGACATC
GACCAGITTC CGAAGATAGG GITCGCTGTAG

E NNY KTT P PV
GAGAACAACT ACAAGACCAC GCCTCCCGTG
CTCTTGITGA TGITCTGGTG CGGAGGGECAC

S KL T VDK S RW
AGCAAGCTCA CCGIGGACAA GAGCAGGTGG
TCGTTCGAGT GGCACCTGTT CTCGTCCACC

M HEA L HN HY T
ATGCATGAGG CTCTGCACAA CCACTACACG
TACGTACTCC GAGACGTGIT GGTGATGIGC

1561 CD
K D P K ’L CcCyYy L L D
AAAGATCCCA AACTCTGCTA CCTGCTGGAT
TTTCTAGGGT TTGAGACGAT GGACGACCTA

1624
T A L F LIRVKFS

ACTCCCTTGT TCCTGAGAGT GAAGITCAGC
TGACGGAACA AGGACTCTCA CTTCAAGICG

-T™

CD

GQNQ L YN EL N
GGCCAGAACC AGCTCTATAA CGAGCTCAAT
CCGGTCTTGG TCGAGATATT GCTCGAGTTA

D KRR GRD P EM
GACAAGAGAC GTGGECCCCGA CCCTGAGATG
CTGTTCTCTG CACCGGCCCT GGGACTCTAC

E GL Y NEL Q K D
GAAGCGCCTGT ACAATGAACT GCAGAAAGAT
CTTCCGGACA TGITACTTGA CGICTTTCTA

M K GE R RR G K G
ATGAAAGCECG AGCGCCGGAG GGGCAAGSEG
TACTTTCCGC TCGCGECCTC CCCGITCCCC

AT KD T Y D AL H
GCCACCAAGG ACACCTACGA CGCCCTTCAC
CGGTGGTTCC TGTGGATGCT GCGGGAAGT G

P2A ——>»
AT NF S L L K Q A
GCCACGAACT TCTCTCTGIT AAAGCAAGCA
CGGTCCTTGA AGAGAGACAA TTTCGITCGT

kappa-Signalpeptid —>

DFQV QI F S F L
GATTTTCAGG TGCAGATTTT CAGCTTCCTG
CTAAAAGTCC ACGTCTAAAA GTCGAAGGAC

AV EW E SN G QP
GCCGTGGAGT GGGAGAGCAA TGGEGECAGCCG
CGGCACCTCA CCCTCTCGIT ACCCGICGEC

L DS D G S F
CTGGACTCCG ACGGCTCCTT
GACCTGAGEC TGCCGAGGAA

F L Y
CTTCCTCTAC
GAAGGAGATG

Q Q G N V F S
CAGCAGGGGA ACGTCTTCTC
GTCGICCCCT TGCAGAAGAG

cC SV
ATGCTCCGTG
TACGAGGCAC

Q KSL S L S
CAGAAGAGCC TCTCCCTGTC
GTCTTCTCGG AGAGGGACAG

P G K
TCCGGGTAAA
AGGCCCATTT

G I L F I Y G
GGAATCCTCT TCATCTATGG
CCTTAGGAGA AGTAGATACC

vV I L
TGTCATTCTC
ACAGTAAGAG

-IC

R S A D AP A
AGGAGCGCAG ACGCCCCCEC
TCCTCGCGIC TGCGEEEECG

Y Q Q
GTACCAGCAG
CATGGTCGTC

L GR R E E Y
CTAGGACGAA GAGAGGAGTA
GATCCTGCTT CTCTCCTCAT

D V L
CGATGITTTG
GCTACAAAAC

G G K P R R K
GGGGGAAAGC CGAGAAGGAA
CCCCCTTTCG GCTCTTCCTT

N P Q
GAACCCTCAG
CTTGGGAGIC

K M A E AY S E I G
AAGATGECGG AGGCCTACAG TGAGATTGGG
TTCTACCGCC TCCGGATGIC ACTCTAACCC

H D GL Y QG
CACGATGECC TTTACCAGGG
GIGCTACCGG AAATGGTCCC

L S T
TCTCAGTACA
AGAGTCATGT

1960
M Q A L P P R |G S G

ATGCAGECCC TGCCCCCTCG CGGAAGCGEC
TACGTCCGGG ACGGEEGAGC GCCTTCGCCG

2026

G DV E E NP
GGAGACGTGG AAGAAAACCC CGGTCCCATG
CCTCTGCACC TTCTTTTGEG GCCAGGGTAC

L1 S A S VI M S R
CTAATCAGIG CCTCAGICAT AATGICTAGA
GATTAGTCAC GGAGTCAGTA TTACAGATCT

G PIM
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BW431/26scFv

IGVHS QVQ LQE SGPG L VR

P S Q

2089 GGIGICCACT CCCAGGTCCA ACTGCAGGAG TCAGGICCAG GICTTGIGAG ACCTAGCCAG

2149

2209

2269

2329

2389

2449

2509

2569

2629

2689

2749

2809

2869

2929

CCACAGGTGA GGGTCCAGGT TGACGTCCTC AGTCCAGGTC CAGAACACTC
BW431/26sckv. = —»
T L S L T ¢C T Vv s G F T 1 § S GY

ACCCTGAGCC TGACCTGCAC CGIGICTGGEC TTCACCATCA GCAGTGGITA
TGGGACTCGG ACTGGACGTG GCACAGACCG AAGIGGTAGT CGTCACCAAT

WV RQ PPG RGL EWI G Y I Q
TGGGTGAGAC AGCCACCTGG ACGAGGTCTT GAGTGGATTG GATACATACA
ACCCACTCTG TCGGTGGACC TGCTCCAGAA CTCACCTAAC CTATGTATGT

I T NY NPS L KS RV TM L V D
ATCACTAACT ACAACCCCTC TCTCAAAAGT AGAGTGACAA TGCTGGTAGA
TAGTGATTGA TGITGGGGAG AGAGTTTTCA TCTCACTGTT ACGACCATCT

NQFS L RL SSV TAAD TAYV
AACCAGTTCA GCCTGAGACT CAGCAGCGTG ACAGCCGCCG ACACCGCGGT
TTGGTCAAGT CGGACTCTGA GICGTCGCAC TGTCGECGEC TGTGGCGCCA

AARED YDY HWY S DVW G QG
GCAAGAGAAG ACTATGATTA CCACTGGTAC TCCGATGICT GGGGCCAAGG
CGITCTCTTC TGATACTAAT GGIGACCATG AGGCTACAGA CCCCGGITCC

T vsSS GGG GSG GGGS G GG
ACCGTCTCCT CAGGAGGTGG TGGATCGGGEC GGTGECGEGT CGGGETGECGG
TGGCAGAGGA GICCTCCACC ACCTAGCCCG CCACCGCCCA GCCCACCGCC

Il QL T QSP SSL SASV GDR
ATCCAGCTGA CCCAGAGCCC AAGCAGCCTG AGCGCCAGCG TGGGTGACAG
TAGGTCGACT GGGTCTCGGG TTCGTCGGAC TCGOGGTCGC ACCCACTGTC

T CST S$S S VSY MHWY Q QK
ACCTGTAGTA CCAGCTCGAG TGTAAGITAC ATGCACTGGT ACCAGCAGAA
TGGACATCAT GGTCGAGCTC ACATTCAATG TACGTGACCA TGGTCGICTT

AP KL LI Y S$TS NLAS GVP
GCTCCAAAGC TGCTGATCTA CAGCACATCC AACCTGCECTT CTGGTGIGCC
CGAGGTTTCG ACGACTAGAT GICGTGTAGG TTGGACCGAA GACCACACGG

s 6GsS GG s GT DFT ST I S S L Q
AGCGGTAGCG GTAGCGGTAC CGACTTCACC TCCACCATCA GCAGCCTCCA
TCGCCATCGC CATCGCCATG GCTGAAGIGG AGGTGGTAGT CGICGGAGGT

I AT Y Y CH QWS S YPT F G Q
ATCGCCACCT ACTACTGCCA TCAGTGGAGT AGITATCCCA CGITCGGCCA
TAGCGGTGGA TGATGACGGT AGTICACCTCA TCAATAGGGT GCAAGCCGGT

2824 human IgG ;-hinge/Fc
V EI K Vv|]D P A EP K S P D K TH

GIGGAGATCA AAGTGGATCC CGCCGAGCCC AAATCTCCTG ACAAAACTCA
CACCTCTAGT TTCACCTAGG GCGGCTCGGEG TTTAGAGGAC TGTTTTGAGT

P CPA PEL L GG P SV F L FP
CCGTGCCCAG CACCTGAACT CCTGGGGEGEGA CCGTCAGTCT TCCTCTTCCC
GGCACGGGTC GTGGACTTGA GGACCCCCCT GGCAGTCAGA AGGAGAAGGEG

K DT L M1 S RTWP EVTC V VYV
AAGGACACCC TCATGATCTC CCGGACCCCT GAGGTCACAT GCGTGGTGGT
TTCCTGTGGG AGTACTAGAG GGCCTGGEGGA CTCCAGTGTA CGCACCACCA

TGGATCGGTC

S WH
TAGCTGGCAC
ATCGACCGTG

Y S G
GIACAGTGGT
CATGICACCA

T S K
CACCAGCAAG
GIGGTCGITC

Y Y C
CTATTATTGT
GATAATAACA

T T V
GACCACGGTC
CTGGTGCCAG

G S D
CCGATCTGAC
GCCTAGACTG

vV T |
AGTGACCATC
TCACTGGTAG

P G K
GCCAGGTAAG
CGGTCCATTC

S R F
AAGCAGATTC
TTCGICTAAG

P E D
GCCAGAGGAC
CGGTCTCCTG

G T K
AGGGACCAAG
TCCCTGGITC

T C P
CACATGCCCA
GIGTACGGGT

P K P
GGGTTTTGGG
D V S

GGACGTGAGC
CCTGCACTCG
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2989

3049

3109

3169

3229

3289

3349

3409

3469

3529

3589

3649

3709

human IgG  ;-hinge/Fc

—

H E D P E V K
CACGAAGACC CTGAGGTCAA
GIGCTTCTGG GACTCCAGIT

K T K P R E E
AAGACAAACGC CGCGGGAGGA
TTCTGTTTCG GCGCCCTCCT

VLI HQ DWL
GTCCTGCACC AGGACTGGCT
CAGGACGTGG TCCTGACCGA

L PAP I E K
CTCCCAGCCC CCATCGAGAA
GAGGGTCGEG GGTAGCTCTT

VY T L P P S
GIGTACACCC TGCCCCCATC
CACATGTGGEG ACGGEGEGGTAG

L vV K G F Y P
CTGGICAAAG CCTTCTATCC
GACCAGTTTC CGAAGATAGG

E NNY KT T
GAGAACAACT ACAAGACCAC
CTCTTGITGA TGITCTGGTG

S KL T V DK
AGCAAGCTCA CCGTGGACAA
TCGTTCGAGT GGCACCTGTT

M HEA L HN
ATGCATGAGG CTCTGCACAA
TACGTACTCC GAGACGIGIT

3541
KDPKIFWV

AAAGATCCCA AATTTTGGGT
TTTCTAGGGT TTAAAACCCA

L v T VvV A F I
CTAGTAACAG TGGCCTTTAT
GATCATTGIC ACCGGAAATA

S DY M NMT

F N W
GITCAACTGG
CAAGITGACC

Q Y N
GCAGTACAAC
CGTCATGTTG

N G K
GAATGGCAAG
CTTACCGTTC

T 1 S
AACCATCTCC
TTGGTAGAGG

R D E
CCGGGATGAG
GGCCCTACTC

S D |
CAGCGACATC
GICCCTGTAG

P P V
GCCTCOCGTG
CGGAGGGCAC

S R W
GAGCAGGT GG
CTCGICCACC

H Y T
CCACTACACG
GGTGATGTCGC

CD28-TM
L V V

GCTGGTGGTG
CGACCACCAC

3622

I F W
TATTTTCTGG
ATAAAAGACC

P R R

Y v D G V E V
TACGTGGACG GCGTGGAGGT
ATGCACCTGC CGCACCTCCA

S T YR V VS
AGCACGTACC GGGTGGTCAG
TCGTGCATGG CCCACCAGTC

E Y K C K V S
GAGTACAAGT GCAAGGTCTC
CTCATGITCA CGITCCAGAG

K A K G QPR
AAAGCCAAAG GGCAGCCCCG
TTTCGGTTTC COGTCGGGGC

L T KN QV S
CTGACCAAGA ACCAGGTCAG
GACTGGTTCT TGGTCCAGTC

AV E W E S N
GCCGTGGAGT GGGAGAGCAA
CGGCACCTCA CCCTCTCGIT

L bDbsS D G S F
CTGGACTCCG ACGECTCCTT
GACCTGAGGEC TGCCGAGGAA

Q QGN V F S
CAGCAGGGGA ACGTCTTCTC
GTCGTCOOCT TGCAGAAGAG

Q KSL S L S
CAGAAGAGCC TCTCCCTGTC
GTCTTCTOGG AGAGGGACAG

vV G GV L AC
GITGGTGGAG TCCTGECTTG

CAACCACCTC AGGACCGAAC
CD28-IC
VIR S K R S R

GTGAGGAGTA AGAGGAGCAG
CACTCCTCAT TCTCCTCGIC

P GP T R K H

AGTGACTACA TGAACATGAC TCCCCGCCGC CCCGEECCCA CCCGCAAGCA
TCACTGATGT ACTTGTACTG AGGGECGECG GEECCCCEGT GEECGTTCGT

CD28-IC

4—|3744
A AY R SI*

Y AP P R DF

H N A
GCATAATGCC
CGTATTACGG

V L T
CGTCCTCACC
GCAGGAGT GG

N K A
CAACAAAGCC
GITGITTCGG

E P Q
AGAACCACAG
TCTTGGTGIC

L T C
CCTGACCTCGC
GGACTGGACG

G QP
TGGGCAGOCG
ACCCGTCGGC

F LY
CTTCCTCTAC
GAAGGAGATG

cC SV
ATGCTCCGIG
TACGAGGCAC

P G K
TCCGGGTAAA
AGGCCCATTT

Y S L
CTATACCTTG
GATATCGAAC

L L H
GCTCCTGCAC
CGAGGACGT G

Y Q P
TTACCAGCCC
AATGGTCGCEG

TATGCCCCCC CACGCGACTT CGCAGCCTAT CGCTCCTGAA GATCCGGAAT TCGAGCATCT
ATACGGEGEEEG GTGCGCTGAA GCGTCGGATA GCGAGGACTT CTAGGCCTTA AGCTCGTAGA
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7.2.2  pMP71-Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3Z-P2A-Lk-
BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3C (#1263)

Die DNS fur die P2A-verknipften rekombinanten Immunrezeptoren
BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3¢ und C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3¢ im pMP71-
Vektor (#1263) umfasst 4230 bp. Restriktionsschnittstellen, die der Klonierung
dienten, sind mit Fettdruck  gekennzeichnet. Die abgeleitete
Aminosauresequenz wird im Ein-Buchstaben-Code Uber der Nukleotidsequenz
aufgefuhrt und ist annotiert. Das Stopp-Codon ist mit einem Stern (*) markiert.

. 2103 bp >
......... 5| C6-B1D2scFv |hu-1gG;-hinge/Fc [ CD28(rmic) | CD3Gc
Notl BamHI "
: 2058 bp >
......... CD3¢uc) |CD28(rwic) | hu-1gGi-hinge/Fc [BW431/26scFv | 5
EcoRl BamHl Ncol

Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3C-P2A-Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3C
Nukleotidsequenz incl. Stopp-Codon und Signal-Peptiden [bp]: 4230
Position P2A-DNS-Sequenz [bp]: 2104 - 2169
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Lk-C6-B1D2scFv-Fc-CD28-CD3(
Proteinmasse ohne Signalpeptid [kDa]: 75

Aminosauresequenz ohne Signalpeptid [AS]: 680
Position Signal-DNS-Sequenz [bp]: 1 — 63
Position C6-B1D2scFv [bp]: 64 — 843

Position human IgG;-hinge/Fc [bp]: 844 — 1560
Position CD28twic) [bp]: 1561- 1764

Position CD3{c) [bp]: 1765 - 2103

Lk-BW431/26scFv-Fc-CD28-CD3C
Proteinmasse ohne Signalpeptid [kDa]: 74

Aminosauresequenz ohne Signalpeptid [AS]: 665
Position Signal-DNS-Sequenz [bp]: 2170 — 2232
Position BW431/26scFv [bp]: 2233 — 2967
Position human 1gG;-hinge/Fc [bp]: 2968 - 3684
Position CD28wic) [bp]: 3685 — 3888

Position CD3(c) [bp]: 3889 - 4227

Position Stopp-Codon [bp]: 4228 — 4230

kappa-Signalpeptid

M DF QVOQ I F S F L L | S A S
-12 ACAGGCGGCC GETGGATTT TCAGGTGCAG ATTTTCAGCT TCCTGCTAAT CAGTGCCTCA
TGTCCGCCGG CTGACCTAAA AGICCACGTC TAAAAGTCGA AGGACGATTA GTICACGGAGT

64 C6-B1D2scFv
VIMSRIPAMAQVQLVQSGAEV

49 GICATAATGI CTAGACCGGEC GATGGCCCAG GTGCAGCTGG TGCAGICTGG GGCAGAGGTG
CAGTATTACA GATCTGECCG CTACCGGEGTC CACGICGACC ACGTCAGACC CCGTICTCCAC

K K P GG ESL KI S CKGS GY S F TS
109 AAAAAGCCCG GGGAGTCTCT GAAGATCTCC TGTAAGGGIT CTGGATACAG CTTTACCAGC
TTTTTCGGEEC CCCTCAGAGA CTTCTAGAGG ACATTCCCAA GACCTATGTC GAAATGGTCG

Y wl A WVR QMP G K G L E Y M G L I

169 TACTGGATCG CCTGGGTGCG CCAGATGCCC GGGAAAGGCC TGGAGTACAT GGGGCTCATC
ATGACCTAGC GGACCCACGC GGICTACGGEG CCCTTTCCGG ACCTCATGTA CCCCGAGTAG
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229

289

349

409

469

529

589

649

709

769

829

889

949

1009

1069

1129

C6-B1D2scFv  ——p

Y P G D S DT K'Y S
TATCCTGGTG ACTCTGACAC CAAATACACGC
ATAGGACCAC TGAGACTGIG GITTATGICG

vV DKS VST AYL
GI'CGACAAGT CCGTCAGCAC TGCCTACTTG
CAGCTGITCA GGCAGICGIG ACGGATGAAC

A VY F CAR HDYV
GCCGIGTATT TTTGIGCGAG ACATGACGTG
CGGCACATAA AAACACCCTC TGTACTGCAC

WP EW L GV WGDAQ
TGGCCTGAAT GGCTGGEGECGT ATGGGEGECCAG
ACCGGACTTA CCGACCCGCA TACCCCGGTC

G GS G GGG s GG
GGCGGTTCAG GCGGAGGTGG CTCTGGCGGT
CCGCCAAGTC CGCCTCCACC GAGACCGCCA

PSVS AAP GOQK
CCCTCAGTGT CTGOGGCCCC AGGACAGAAG
GGGAGTCACA GACGCCGGGG TCCTGTCTTC

N1 G N NY V
AACATTGGGA ATAATTATGT
TTGTAACCCT TATTAATACA

L I Yy D H TN
CTCATCTATG ATCACACCAA
GAGTAGATAC TAGTGIGGTT

S GT S A S L
TCTGGCACCT CAGCCTCCCT
AGACCGTGGA GTCGGAGGGA

Y C A S WDY
TACTGTGCCT CCTGGGACTA
ATGACACGGA GGACCCTGAT

T VL G
ACCGTCCTAG GTGCGGATCC
TGGCAGGATC CACGCCTAGG

P CP A P E L
CCGTGCCCAG CACCTGAACT
GCCACGGEGTC GTGGACTTGA

K DT L M I S
AAGGACACCC TCATGATCTC
TTCCTGTGEG AGTACTAGAG

H E D P E V K
CACGAAGACC CTGAGGTCAA
GIGCTTCTGG GACTCCAGIT

K T K P R E E
AAGACAAAGC CGCGGGAGEA
TTCTGITTCG GCGCCCTCCT

VLI HQ DWL
GTCCTGCACC AGGACTGGCT
CAGGACGTGG TCCTGACCGA

844 human IgG
AI D P A EP

S WY
ATCCTGGTAC
TAGGACCATG

R P A
TCGGECCCCGCA
AGCCGEECGT

Al S
GGCCATCAGT
CCGGTAGTCA

T L S
CACCCTCTCG
GIGGGAGACGC

P S F Q G QV
CCGTCCTTCC AAGGCCAGGT
GGCAGGAAGG TTCCGGTCCA

QWS S L K P
CAATGGAGCA GTCTGAAGCC
GITACCTCGI CAGACTTCGG

GY CT DRT
GGATATTGCA CCGACCGGAC
CCTATAACGT GGCTGECCTG

G T L V TV S
GGCACCCTGG TCACCGICTC
CCGTGGGACC AGTGGCAGAG

G GSQ S VL
GGOGGATOGC AGTCTGTGIT
CCGOCTAGCG TCAGACACAA

v T I § C S G
GICACCATCT CCTGCTCTGG
CAGTGGTAGA GGACGAGACC

Q QL P GTA
CAGCAGCTCC CAGGAACAGC
GTCGTCGAGG GTCCTTGTCG

GV P D R F S
GGGGTCCCTG ACCGATTCTC
CCCCAGGGAC TGCCTAAGAG

G F R S E D E
GGGITCCGGT CCGAGGATGA
CCCAAGGCCA GCGCTCCTACT

G WV F G G G
GGCTGCGTGT TCGGCGGAGG
CCGACCCACA AGCCGCCTCC

1-hinge/Fc

CGCCGAGCCC
GCGECTCGGEG

L G G
CCTGGGEEEA
GGACCCCCCT

R T P
CCGGACCCCT
GGCCTGGEEGA

F N W
GITCAACTGG
CAAGITGACC

Q Y N
GCAGTACAAC
CGTCATGTTG

N G K
GAATGGCAAG
CTTACCGTTC

K §S P D K TMH
AAATCTCCTG ACAAAACTCA
TTTAGAGGAC TGTTTTGAGT

PSVF L FP
COGTCAGTCT TCCTCTTCCC
GGCAGTCAGA AGGAGAAGGG

E VT C V VYV
GAGGTCACAT GCGTGGTGGT
CTCCAGTGTA CGCACCACCA

Y v D G V E V
TACGTGGACG GCGTGGAGGT
ATGCACCTGC CGCACCTCCA

S T YR V VS
AGCACGTACC GTGIGGICAG
TCGTGCATGG CACACCAGTC

E Y K C K V S
GAGTACAAGT GCAAGGTCTC
CTCATGITCA CGITCCAGAG

T I S
CACCATCTCA
GIGGTAGAGT

S D S
CTCGGACAGC
GAGCCTGTCG

C A K
TTGCGCAAAG
AACGCGITTC

S G G
CTCAGGTGGA
GAGTCCACCT

T Q P
GACGCAACCG
CTGCGITGEC

S § S
AAGCAGCTCC
TTCGTCGAGG

P K L
CCCCAAACTC
GGGGTITTGAG

G S K
TGGCTCCAAG
ACCGAGGTTC

A DY
GGCTGATTAT
CCGACTAATA

T K V
GACCAAGGTC
CTGGITCCAG

T C P
CACATGCCCA
GIGTACGGGT

P K P
CCCAAAACCC
GGGTTTTGGG

D V S
GGACGTGAGC
CCTGCACTCG

H N A
GCATAATGCC
CGTATTACGG

VvV L T
CGTCCTCACC
GCAGGAGTGG

N K A
CAACAAAGCC
GITGITTCGG

172



Anhang

1189

1249

1309

1369

1429

1489

1549

1609

1669

1729

1789

1849

1909

1969

2029

human IgG ;-hinge/Fc

—

L P AP I E K
CTCCCAGCCC CCATCGAGAA
GAGGGTCGEG GGTAGCTCTT

V Y T L P P S
GI'GTACACCC TGCCCCCATC
CACATGTGEG ACGGGEGGTAG

L vV K G F Y P
CTGGICAAAG CCTTCTATCC
GACCAGTTTC CGAAGATAGG

E NNY KT T
GAGAACAACT ACAAGACCAC
CTCTTGTTGA TGTTCTGGTG

S KL T V DK
AGCAAGCTCA CCGTGGACAA
TCGTTCGAGT GGCACCTGTT

M HEA L HN
ATGCATGAGG CTCTGCACAA
TACGTACTCC GAGACGTGTIT

1561
K D P K JF WYV

AAAGATCCCA AATTTTGGGT
TTTCTAGGGT TTAAAACCCA

L v T VvV A F I
CTAGTAACAG TGGCCTTTAT
GATCATTGIC ACCGGAAATA

S DY M NMT
AGTGACTACA TGAACATGAC

T I S

K A K G Q P R

E P Q

AACCATCTCC AAAGCCAAAG GGCAGCCCCG AGAACCACAG

TTGGTAGAGG

R D E
CCCCGATGAG
GGCCCTACTC

S D |
CAGCGACATC
GICCCTGTAG

P P V
GCCTCOCGTG
CGGAGGGCAC

S R W
GAGCAGGT GG
CTCGICCACC

HY T
CCACTACACG
GGTGATGTGC

CD28-TM
L V V

GCTGGTGGTG
CGACCACCAC

1642

I F W

TTTCGGTTTC CCGICGEEEC

L T KN Q V S
CTGACCAAGA ACCAGGTCAG
GACTGGITCT TGGTCCAGIC

AV E W E S N
GCCGTGGAGT GGGAGAGCAA
CGGCACCTCA CCCTCTCGIT

L bDbsS D G S F
CTGGACTCCG ACGECTCCTT
GACCTGAGGEC TGCCGAGGAA

Q QGN V F S
CAGCAGGGGA ACGTCTTCTC
GTCGTCOOCT TGCAGAAGAG

Q KSL S L S
CAGAAGAGCC TCTCCCTGTC
GTCTTCTOGG AGAGGGACAG

vV 6 GV L AC
GITGGTGGAG TCCTGCECTTG
CAACCACCTC AGGACCGAAC

D28-IC
R S K R S R

\Y

TCTTGGTGIC

L T C
CCTGACCTGC
GGACTGGACG

G QP
TGGGECAGCCG
ACCCGTCGCC

F LY
CTTCCTCTAC
GAAGGAGATG

cC SV
ATGCTCCGTG
TACGAGGCAC

P G K
TCCGGGTAAA
AGGCCCATTT

Y S L
CTATACCTTG
GATATCGAAC

L L H

TATTTTCTGG GIGAGGAGTA AGAGGAGCAG GCTCCTGCAC

ATAAAAGACC

P R R
TCCCCGCCGC

CACTCCTCAT TCTCCTCGIC

P G P T R KH
CCCGGGCCCA CCCGCAAGCA

TCACTGATGT ACTTGTACTG AGGGECGECG GEECCCCEGT GEECGTTCGT

Y AP P R DF
TATGCCCCAC CACGCGACTT
ATACGGEGEGTG GTGCGCTGAA

A DAP AY Q
GCAGACGCCC CCGCGTACCA
CGTCTGCGEG GGCGCATGGT

R R EE Y DV
CGAAGAGAGG AGTACGATGT
GCTTCTCTCC TCATGCTACA

K P R R KNP
AAGCCGAGAA GGAAGAACCC

A AY
CGCAGCCTAT
GCGTCGGATA

Q G Q
GCAGGGCCAG
CGTCCCGGTC

L D K
TTTGGACAAG
AAACCTGITC

Q E G
TCAGGAAGGC

1765

R S
CGCTCCCTGA GAGTGAAGTT
GCGAGGGACT CTCACTTCAA

N QL Y NE L
AACCAGCTCT ATAACGAGCT
TTGGTCGAGA TATTGCTCGA

R R GR D P E
AGACGTGECC GGGACCCTGA
TCTGCACCGG CCCTGGGACT

LY NE L QK
CTGTACAATG AACTGCAGAA

TTCGCCTCTT CCTTCTTGGEG AGICCTTCCG GACATGITAC TTGACGICTT

A E A Y S E I
GCGGAGGECCT ACAGTGAGAT
CGCCTCCGGA TGTCACTCTA

GLYOQ GL S
GGCOCTTTACC AGGGTCTCAG

G M K
TGGGATGAAA
ACCCTACTTT

T A T
TACAGCCACC

G E R R R G K
GGCGAGCGECC GGAGGGGECAA
CCGCTCGCGG CCTCCCCGTT

K DT Y DAL
AAGGACACCT ACGACGCCCT

CCGGAAATGG TCCCAGAGTC ATGTCGGTGG TTCCTGTGGA TGCTGCGGGA

CGAGGACGTG

Y Q P
TTACCAGCCC
AATGGTCGCGG

CD3 ¢-IC
I L R V K F S R S

CAGCAGGAGC
GTCGICCTCG

N L G
CAATCTAGGA
GITAGATCCT

M G G
GATGGGGEEEA
CTACCCCCCT

D K M
AGATAAGATG
TCTATTCTAC

G H D
GGGGCACGAT
CCCCGTGCTA

H M Q
TCACATGCAG
AGTGTACGTC
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Anhang

2089

2149

2209

2269

2329

2389

2449

2509

2569

2629

2689

2749

2809

2869

2929

2104

2A
AL PP RIGS GAT NFSL L KQ A GD

GCCCTGCCCC CTCGCGGAAG CGGCGCCACG AACTTCTCTC TGITAAAGCA AGCAGGAGAC
CGGGACGEEG GAGCGCCTTC GCCGCGGTGC TTGAAGAGAG ACAATTTCGT TCGICCTCTG

[—ﬁppa-Signalpeptid
V EEN P GP|MDF QVQI F S F L L I

GIGGAAGAAA ACCCCGGTCC CATGGATTTT CAGGTGCAGA TTTTCAGCTT CCTGCTAATC
CACCTTCTTT TGGGGCCAGG GTACCTAAAA GTCCACGTCT AAAAGTCGAA GGACGATTAG

2233 BW431/265CFv
S ASV I MS RIGV HSQV QL Q E S G

AGTCGCCTCAG TCATAATGIC TAGAGGIGIC CACTCCCAGG TCCAACTGCA GGAGTCAGGT
TCACGGAGIC AGTATTACAG ATCTCCACAG GTGAGGGTCC AGGTTGACGT CCTCAGTCCA

2170

P GLV RPS QTUL SLTC TVS GFT
CCAGGTCTTG TGAGACCTAG CCAGACCCTG AGCCTGACCT GCACCGTGIC TGGCTTCACC
GGTCCAGAAC ACTCTGGATC GGTCTGGGAC TCGGACTGGA CGIGGCACAG ACCGAAGT GG

I §$ S G Y SW HWV RQPZP GRG L EW
ATCAGCAGIG GITATAGCTG GCACTGGEGTG AGACAGCCAC CTGGACGAGG TCTTGAGTGG

TAGICGICAC CAATATCGAC CGTGACCCAC

Il GYI QY S G1 T
ATTGGATACA TACAGTACAG TGGTATCACT
TAACCTATGT ATGTCATGTC ACCATAGTGA

T ML V DT S K NOQ
ACAATGCTGG TAGACACCAG CAAGAACCAG
TGITACGACC ATCTGIGGTC GITCTTGGTC

ADTA V Y Y
GCCGACACCG CGGTCTATTA
CGGCTGTGEC GCCAGATAAT

C AR
TTGTGCAAGA
AACACGTTCT

vV WG6Q G6GT T V TV
GICTGGGEECC AAGGGACCAC GGTCACCGTC
CAGACCCCGG TTCCCTGGTG CCAGIGGCAG

G S GG G GS DI Q
GGGTCGGEGTG GCGECGGATC TGACATCCAG
CCCAGCCCAC CGCCGCCTAG ACTGTAGGTC

S vGGD RV T I TC
AGCGTGGEGTG ACAGAGTGAC CATCACCTGT
TCGCACCCAC TGTCTCACTG GTAGTGGACA

WY QQ KPG KAUP
TGGTACCAGC AGAAGCCAGG TAAGGCTCCA
ACCATGGTCG TCTTCGGTCC ATTCCGAGGT

A S GV PSR F S G
GCTTCTGGTG TGCCAAGCAG ATTCAGCGGT
CGAAGACCAC ACGGITCGIC TAAGICGCCA

DI A
GGACATCGCC
CCTGTAGCGG

I § S L QP E
ATCAGCAGCC TCCAGCCAGA
TAGICGICGG AGGTCGGTCT

P T F G QG T K V E
CCCACGITCG GCCAAGGGAC CAAGGTGGAG
GGGTGCAAGC CGGTTCCCTG GITCCACCTC

TCTGICGGTG GACCTGCTCC AGAACTCACC

N Y NP S L K S RV
AACTACAACC CCTCTCTCAA AAGTAGAGTG
TTGATGTTGG GGAGAGAGIT TTCATCTCAC

F S LR L SS V TA
TTCAGCCTGA GACTCAGCAG CGTGACAGCC
AAGTCGGACT CTGAGTICGTC GCACTGICGG

E DY D Y HW Y F D
GAAGACTATG ATTACCACTG GTACTTCGAT
CTTCTGATAC TAATGGTGAC CATGAAGCTA

S S GG G G S G G G
TCCTCAGGAG GTGGTGGATC GEECGGTGEEC
AGGAGTCCTC CACCACCTAG CCCGCCACCG

L T QS PSS L S A
CTGACCCAGA GCCCAAGCAG CCTGAGCECC
GACTGGGTCT CGGGITCGIC GGACTCGCGG

s T S SV S Y MH
AGTACCACCT CGAGITGTAAG TTACATGCAC
TCATGGTCGA GCTCACATTC AATGTACGIG

K L L | Y S T S N L
AAGCTGCTGA TCTACAGCAC ATCCAACCTG
TTCGACGACT AGATGICGIG TAGGTTGGAC

S GS GG T DbDF TF T
AGCGGTAGCG GTACCGACTT CACCTTCACC
TCGCCATCGC CATGCCTGAA GTGGAAGTGG

T YY C HQW S S Y
ACCTACTACT GCCATCAGIG GAGTAGITAT
TGGATGATGA CGGTAGICAC CTCATCAATA

,-hinge/Fc

2968 man-lgG
I K v]D P A E P K S

ATCAAAGTGG ATCCCGCCGA GCCCAAATCT
TAGITTCACC TAGGGCGCECT CGCGTTTAGA
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Anhang

2989

3049

3109

3169

3229

3289

3349

3409

3469

3529

3589

3649

3709

3769

3829

human-lgG ;-hinge/Fc

—>

PDKT HTGC
CCTGACAAAA CTCACACATG
GGACTGTTTT GAGTGTGTAC

VFLF PPK
GTCTTCCTCT TCCOCCCAAA
CAGAAGGAGA AGGGGGGTTT

T CV V V DV
ACATCCGIGG TGGTGGACGT
TGTACGCACC ACCACCTGCA

D GV E V HN
GACGCGCGTGG AGGTGCATAA
CTGCCGCACC TCCACGTATT

Y RV V S VL
TACCGGEGTGG TCAGCGICCT
ATGGCCCACC AGTCGCAGGA

K C KV § NK
AAGTGCAAGG TCTCCAACAA
TTCACGITCC AGAGGITGTIT

K GQP REP
AAAGGGCAGC CCCGAGAACC
TTTCCCGTCG GGGCTCTTGG

K NQV s L T
AAGAACCAGG TCAGCCTGAC
TTCTTGGTCC AGTCGGACTG

EWE S NG Q
GAGTGGGAGA GCAATGGGCA
CTCACCCTCT CGTTACCCGT

S D GS F F L
TCCGACGCECT CCTTCTTCCT
AGGCTGCCGA GGAAGAAGGA

G NV F S C S
GGGAACGTCT TCTCATGCTC
CCCTTGCAGA AGAGTACGAG

S L S L S P G
AGCCTCTCCC TGICTCCGGEG
TCGGAGAGEG ACAGAGGECCC

G VL A CY S
GGAGTCCTGG CTTGCTATAG
CCTCAGGACC GAACGATATC

CD28-TM ——»

S KRS R L L
AGTAAGAGGA GCAGGCTCCT
TCATTCTCCT CGTCCGAGGA

P T R K H 'Y Q
CCCACCCGCA AGCATTACCA
GGGTGGECGT TCGTAATGGT

PP C
CCCACOGTGC
GGGTGGCACG

P K D
ACCCAAGGAC
TGEGITCCTG

S H E
GAGCCACGAA
CTCGGTGCTT

A K T
TGCCAAGACA
ACGGTTCTGT

T V L
CACCGICCTG
GIGGCAGGAC

AL P
AGCCCTCCCA
TCGGGAGSGT

Q V Y
ACAGGTGTAC
TGTCCACATG

cC L V
CTGCCTGGTC
GACGGACCAG

P E N
GCCGGAGAAC
CGECCTCTTG

Y S K
CTACAGCAAG
GATGICGITC

vV M H
CGTGATGCAT
GCACTACGTA

K K D
TAAAAAAGAT
ATTTTTTCTA

L L V
CTTCGCTAGTA
GAACGATCAT

H S D
GCACAGTGAC
CGIGICACTG

P Y A
GCCCTATGCC
CGGGATACGG

P AP E L L G
CCAGCACCTG AACTCCTGGG
GGTCGTGGAC TTGAGGACCC

T L M| S R T
ACCCTCATGA TCTCCCGGAC
TGGGAGTACT AGAGGGECCTG

D P EV K FN
GACCCTGAGG TCAAGITCAA
CTGGGACTCC AGITCAAGIT

K P R E E QY
AAGCCGCGEG AGGAGCAGTA
TTCGGCGCCC TCCTCGTCAT

HQDW L NG
CACCAGGACT GGCTGAATGG
GTGGTCCTGA CCGACTTACC

AP I E K T
GCCCCCATCG AGAAAACCAT
CGGGGGTAGC TCTTTTGGTA

T L PP S R D
ACCCTGCCCC CATCCCGGGA
TGGGACGEEG GTAGEECCCT

K GF Y P S D
AAAGGCTTCT ATCCCAGCGA
TTTCCGAAGA TAGGGTCCGCT

NY KT T P P
AACTACAAGA CCACGCCTCC
TTGATGTTCT GGTGCGGAGG

L T v D K SR
CTCACCGTGG ACAAGAGCAG
GAGTGGCACC TGITCTCGIC

E AL H NHY
GAGCGCTCTGC ACAACCACTA
CTCCGAGACG TGITGGTGAT

3685

P K
CCCAAATTTT GGGTGCTGGT
GGGTTTAAAA CCCACGACCA

T V A F I 1 F
ACAGTGCECCT TTATTATTTT
TGTCACCGGA AATAATAAAA

Y M NM T P R
TACATGAACA TGACTCCCCG
ATGTACTTGI ACTGAGGGGEC

P P R D F A A
CCCCCACGCG ACTTCGCAGC
GGEGGEGTGCEC TGAAGCGTCG

CD28-TM
’F W V L V

G P S
GGGACCGTCA
CCCTGCCAGT

P E V
CCCTGAGGTC
GGGACTCCAG

W'Yy V
CTGGTACGIG
GACCATGCAC

N S T
CAACAGCACG
GITGICGTGC

K E Y
CAAGGAGTAC
GITCCTCATG

S K A
CTCCAAAGCC
GAGGTTTCGG

E L T
TGAGCTGACC
ACTCGACTGG

I AV
CATCGCCGTG
GTAGCGGCAC

V L D
CGIGCTGGAC
GCACGACCTG

W Q Q
GTGGCAGCAG
CACCGTCGTC

T Q K
CACGCAGAAG
GIGCGICTTC

vV V G
GGIGGITGGT
CCACCAACCA

3766

W Vv
CTGGGTGAGG
GACCCACTCC

Y R S
CTATCCGCTCC
GATAGCGAGG

[«
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Anhang

3889

3949

4009

4069

4129

4189

CD3t-IC

L RV K F SR SAD APAY QOQG
CTGAGAGTGA AGTTCAGCAG GAGCGCAGAC GCCCCCGCGT ACCAGCAGGG
GACTCTCACT TCAAGICGIC CTCGCGTCTG CGGEGGEECCCA TGGTICGrecc

L YNE L NL GRR EEYD VL D
CTCTATAACG AGCTCAATCT AGGACGAAGA GAGGAGTACG ATGITTTGGA
GAGATATTGC TCGAGITAGA TCCTCGCTTCT CTCCTCATGC TACAAAACCT

GRDWP E MG GKUP RRIKN P QE
GGCCCGGACC CTGAGATGGEG GGGAAAGCCG AGAAGGAAGA ACCCTCAGGA
CCGECCCTGG GACTCTACCC CCCTTTCGGEC TCTTCCTTCT TGGGAGTCCT

NEL Q KDK MAE AYSE I GM
AATGAACTGC AGAAAGATAA GATGGCGGAG GCCTACAGTG AGATTGGGAT
TTACTTGACG TCTTTCTATT CTACCGCCTC CGGATGICAC TCTAACCCTA

R RRG KGH DGL Y QGL STA

CGCCCGAGEG GCAAGGGEGECA CGATGECCTT TACCAGGGTC TCAGTACAGC
GCGECCTCCC CGTTCCCCGT GCTACCGGAA ATGGTCCCAG AGICATGTCG

CD-IC<—\4227
T YDA L HM QAL P P RI~*

Q N Q
CCAGAACCAG
GGTCTTGGTC

K R R
CAAGAGACGT
GITCTCTGCA

G L Y
AGGCCTGTAC
TCCGGACATG

K G E
GAAAGCCGAG
CTTTCCGCTC

T K D
CACCAAGGAC
GIGGITCCTG

ACCTACGACG CCCTTCACAT GCAGGCCCTG CCCCCTCCCT AAAGATCCGG AATTCGAGCA
TGGATGCTCC GGGAAGTGTA CGTCCGGGAC GGGGGAGCGA TTTCTAGECC TTAAGCTCGT
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