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CAR chimärischer Antigen Rezeptor 

CD Cluster of Differentiation  

CLL chronisch lymphatische Leukämie 

 DAG                Diacylglycerol 

DNA/DNS       deoxyribonucleic acid/Desoxyribonukleinsäure 

Fc fragment crystallisable 

 FcŮRI       hochaffiner IgE-Rezeptor  

FDA food and drug agency 
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IL-2  Interleukin-2 

KD  Gleichgewichtsdissoziationskonstante 

KLRG-1 Killerzellen-Lektin-ähnlicher Rezeptor der Unterfamilie G, Mitglied 1 

LAT Linker for activation of T cells 
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 LFA-1       lymphozytenfunktions-assoziiertes Antigen 1 

MAPK mitogen-aktivierte Proteinkinase 
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MTOC microtubule organizing center 

 PDZ        Proteininteraktionsdomäne  
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TCR T-Zell-Rezeptor 
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TM Transmembrandomäne 

TRUCK T cells redirected for antigen-unrestricted cytokine-initiated killing 

ZAP-70 zeta-assoziiertes Protein 70 

4-1BB CD137, kostimulatorische Domäne des CARs 
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 Zusammenfassung 

 

Adoptive T-Zell-Therapien mit chimären Antigenrezeptoren (CARs) zeigen langfristige Erfolge 

in der Behandlung fortgeschrittener hämatologischer Tumorerkrankungen; die Therapie 

solider Tumore stellt jedoch eine größere Herausforderung dar und ist noch in der Entwicklung. 

Die Aufklärung des Mechanismus der CAR-vermittelten T-Zell-Aktivierung ist eine wichtige 

Voraussetzung, um CAR T-Zellen so gestalten zu können, dass sie die Hürden solider Tumore 

überwinden.  

 

Der CAR ist mit dem physiologischen T-Zell-Rezeptor (TCR)/CD3-Komplex koexprimiert und 

nutzt dessen Signaldomänen. Es ist nicht bekannt, ob die CAR-vermittelte T-Zell-Aktivierung 

von der Anwesenheit des TCRs beeinflusst wird und ob es eine gegenseitige Aktivierung von 

CAR und TCR nach Erkennung des respektiven Antigens gibt.  

 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Expressionsdichte des CD3ɕ CARs unabhängig vom 

TCR-assoziierten CD3ɕ ist. In CD3ɕ KO T-Zellen konnte das für die Ausbildung des 

TCR-Komplexes benötigte CD3ɕ des TCRs nicht durch das CD3ɕ des CARs ersetzt werden. 

Eine Aktivierung des CARs bewirkte keine Phosphorylierung des TCR-assoziierten CD3ɕ. 

Umgekehrt induzierte eine Aktivierung des TCRs keine Phosphorylierung des CAR CD3ɕ. 

Folglich gab es keine Kreuzaktivierung der CAR und TCR Signale.  

 

Mit Hilfe von Interner Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie (TIRFM) und Ăfast AiryScanñ-

Mikroskopie wurde nachgewiesen, dass CAR und TCR auf Membranebene unabhängig 

voneinander eigene Kontaktregionen mit ihrem Zielantigen bilden. Nach Erkennung des 

respektiven Zielantigens können CAR und TCR jedoch in der Signalgebung kooperieren und 

Effektorfunktionen induzieren. Dies ermöglicht Boolesche UND-Funktionen bei der 

kombinatorischen Antigenerkennung durch CAR und TCR.  

 

Die hier generierten Daten deuten darauf hin, dass das tonische Signal eines TCR die 

CAR-vermittelte T-Zell-Aktivierung und das langfristige Überleben der T-Zelle unterstützen 

könnte. Der endogene TCR ist somit potentiell relevant für eine langfristige Aufrechterhaltung 

der T-Zell-Funktionen.  
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 Einleitung  

 

Mit Hilfe chimärer Antigenrezeptoren (CAR) können T-Zellen gezielt gegen tumorspezifische 

Oberflächenmerkmale ausgerichtet werden. Die reprogrammierte Immunantwort führt zur 

Tumorzelleliminierung. CAR T-Zellen sind in der Lage, fortgeschrittene hämatologische 

Tumorerkrankungen wie Chemotherapie-refraktäre lymphatische Leukämien vollständig und 

dauerhaft zu heilen 1. Carl June und Kollegen berichten in einer aktuellen Publikation (Februar 

2022) über zwei Patienten mit chronisch lymphatischer Leukämie (CLL), welche sich seit 

Behandlung mit CD19 CAR T-Zellen im Jahr 2010 immer noch in Komplettremissionen 

befinden. Im peripheren Blut dieser Patienten waren mehr als ein Jahrzehnt nach Injektion 

noch CAR T-Zellen nachweisbar 2. Die herausragenden Ergebnisse des CD19-CARs konnten 

mittlerweile in unabhängigen Zentren reproduziert werden 3. Die Therapie solider Tumore ist 

bis jetzt jedoch weniger erfolgreich.  

 

Seit 2017 wurden sechs CAR T-Zell-Therapien von der US-amerikanischen  

Arzneimittelaufsichtbehörde FDA zugelassen. Alle bisher zugelassenen CAR T-Zell-Therapien 

basieren auf autologen T-Zellen mit intaktem endogenem TCR 4. Neben dem Großteil der 

autologen CAR T-Zell-Therapien befinden sich erste TCR-defiziente allogene 

CAR T-Zell-Produkte in der klinischen Erprobungsphase 4ï7. 

 

Als òLiving Drugsò heben sich CAR T-Zellen deutlich von klassischen Pharmazeutika ab 8. CAR 

T-Zellen wandern aktiv in Gewebe und verlassen sie wieder in die periphere Zirkulation, 

proliferieren und üben spezifische Effektorfunktionen aus. Inhibitorische Signale in der 

Tumorumgebung solider Tumoren reduzieren das Einwandern und die Aktivierung der 

CAR T-Zellen 9.  

 

CAR und TCR bedienen sich der gleichen Signalmoleküle bei der T-Zell-Aktivierung. Der 

Einfluss des endogenen TCR/CD3-Komplexes auf die Stabilität und Funktion des CAR und 

somit die CAR T-Zell-Aktivierung ist bis jetzt nicht ausreichend erforscht. Man verspricht sich, 

dass Erkenntnisse über eine mögliche Kreuzaktivierung und/oder Kooperation von CAR und 

TCR hierbei die Grundlage für die Entwicklung verbesserter CAR T-Zell-Therapien schaffen 

können. 
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 Generationen der chimären Antigenrezeptoren 

Der physiologische T-Zell-Rezeptor (TCR) ist ein Multi-Protein-Komplex, der die 

Signaldomänen auf mehrere Ketten aufteilt (in trans). Der klassische CAR hingegen verknüpft 

alle Domänen in einer einzigen Molekülkette (in cis) 10. Die von einem Antikörper abgeleitete 

Bindedomäne ermöglicht dem CAR die MHC-unabhängige Erkennung des Zielantigens 

(Abb. 1) 10. CARs der ersten Generation beinhalten nur das Primärsignal CD3‒. In der Klinik 

am besten erprobt sind CARs der zweiten Generation, welche neben der Signaldomäne eine 

kostimulatorische Domäne wie CD28 oder 4-1BB tragen 11. Diese zusätzliche Kostimulation 

fördert eine anhaltende T-Zell-Antwort und Persistenz 2. Die dritte Generation der CARs 

kombiniert zwei kostimulatorische Domänen. CARs der vierten Generation, sogenannte 

ĂT cells redirected for universal cytokine killingñ (TRUCKs), bieten die Möglichkeit zur 

Modulation des Tumormilieus und Rekrutierung weiterer Immunzellen durch induzierbare 

Sekretion von Zytokinen, Antikörpern oder anderen Molekülen 12,13. Neue CAR-Formate 

basieren auf der direkten Integration von Zytokinen in das CAR-Konstrukt 14. Einfügung von 

Interleukin-12 in die extrazelluläre Domäne des CARs verleiht der T-Zelle ähnliche 

Eigenschaften der natürlichen Killerzelle, welche sie zur Eliminierung antigen-negativer 

Tumorzellen einsetzen kann 15. Um die CAR T-Zell-Therapie an die individuellen 

Eigenschaften eines soliden Tumors anpassen zu können, bedarf es weiterer Optimierung der 

CARs.  

              

Abbildung 1: Aufbau des CARs 

Der CAR-Prototyp setzt sich aus einer extrazellulären Einzelkettenbindedomäne (scFv), fakultativ einer 

extrazellulären Brückendomäne, einer Transmembrandomäne (TM) und intrazellulären Signaldomänen 

zusammen. Der scFv leitet sich von einem monoklonalen Antikörper (variable Region der schweren und 

der leichten Ig Kette) ab. Die CD3‒ und CD28 Signaldomänen stammen aus dem TCR-Komplex der 

T-Zelle.   
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 Funktionsweise der CAR T-Zell-Immunsynapse 

Der initiale Schritt der CAR T-Zell-Aktivierung ist die Bindung des CARs an das entsprechende 

Zielantigen (Abb. 2). Im Gegensatz zum TCR, welcher bereits nach Erkennung von weniger 

als 10 Agonisten eine T-Zell-Antwort generiert 16, benötigt der CAR die Bindung an tausende 

Antigenmoleküle zur Einleitung der T-Zell-Aktivierung 17. Die Affinität der CAR-Liganden 

Bindung (KD-Werte im nanomolaren Bereich) ist höher als die Affinität der TCR-Liganden 

Bindung (KD-Werte im micromolaren Bereich) 18,19. 

 

Abbildung 2: Schritte der CAR-vermittelten Tumorzelleliminierung  

Die Antigenerkennung, Rezeptoraggregation und Ausbildung der Kontaktregion werden als Initiation der 

CAR-vermittelten Tumorzelleliminierung zusammengefasst, gefolgt von der Einschleusung zytolytischer 

Enzyme in die Zielzelle. Die Ablösung der CAR T-Zelle von der Tumorzelle und der fortschreitende 

Apoptoseprozess der Tumorzelle werden als Termination zusammengefasst. CAR T-Zellen eliminieren 

entweder weitere Tumorzellen und durchlaufen den beschriebenen Prozess erneut (Serial Killing) oder 

sterben durch Apoptose.  

 

Nach Bindung des Zielantigens wird der Kontakt durch Aggregation des Immunrezeptors 

verstärkt. Es kommt zur Bildung von ĂMicroclusternñ. Die Immunrezeptor Tyrosin-basierten 

Aktivierungsmotive (ITAMs) der CD3‒ Domäne rekrutieren die Kinase ZAP70 zur Zellmembran 

(Abb. 3). Die Aktivierung des TCRs induziert eine Phosphorylierung des Linker for activation 

of T cells (LAT) und verstärkt die Ausbildung von TCR-Microclustern 20.  Im Gegensatz zum 

TCR ist LAT für die Ausbildung der immunologische Synapse des CARs nicht zwingend 

erforderlich 21. Die kostimulatorische Domäne im CAR der zweiten und dritten Generation trägt 

möglicherweise zum LAT-unabhängigen CAR-Signaling bei 21. Die 

CD28-Transmembrandomäne des CARs vermittelt eine Heterodimerisierung mit endogenem 

CD28 22. Homodimere des endogenen CD28 können wiederum CAR-Clustering herbeiführen 

und somit das LAT-unabhängige CAR-Signaling verstärken. 
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Abbildung 3: Effektorfunktionen nach CAR-vermittelter T-Zell-Aktivierung. 

Die Antigenerkennung durch den CAR initiiert die Aktivierungskaskade der T-Zelle. Diese resultiert u.a. 

in der Freisetzung von Zytokinen, Sekretion zytolytischer Granula, Umstrukturierung der Aktinfilamente 

und Kalzium-Influx.  

 

Die nachgeschaltete Signaltransduktion führt zu Kalzium-Influx, MAPK-Aktivierung und 

Aktin-Remodelling. Die inhibitorisch wirkende Tyrosinphosphatase CD45 wird durch die 

Annäherung der Zellmembranen aus der Kontaktregion verdrängt und die T-Zell-Aktivierung 

initiiert 23,24. Die Polarisierung des T-Zell-Zentrosoms, welches auch als Mikrotubuli-

organisierendes Zentrum (MTOC) bezeichnet wird, resultiert in der Beförderung zytolytischer 

Granula der T-Zelle zur Kontaktregion. Bei der Ausbildung der TCR-Immunsynapse vermitteln 

das Lipid Diacylglycerol (DAG) als Second Messenger und die Proteinkinase C (PKC) die 

Rekrutierung des Motorproteins Dynein 25,26; dies hängt räumlich und zeitlich von der F-Aktin-

dDepletion im zentralen supramolekularen Aktivierungscluster (c-SMAC) ab 27. Dynein richtet 

die Mikrotubuli neu aus und das Zentrosom wird zur Immunsynapse bewegt. Das Zentrosom 

wird vom Golgi-Apparat, dem endosomalen Kompartiment, und lytischen Granula mit Perforin 

(PFN) und Granzym begleitet. Da das F-Aktin-depletierte c-SMAC in der CAR Synapse kleiner 

ist als in der TCR-Synapse, ist die Dynein-Rekrutierung möglicherweise weniger effizient.   

 

Zytolytische T-Zellen eliminieren Zielzellen meistens durch Freisetzung von Perforin und 

Granzym. Perforin und Granzyme werden durch Exozytose in den interzellulären Spalt 

ausgeschüttet. Perforin durchlöchert die Zielzellmembran und ermöglicht das Eindringen von 
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Granzym in die Zielzelle. Die Serinprotease Granzym B (GzmB) induziert in den Zielzellen 

Apoptose, indem sie Caspase und Substrate des Caspase-Signalwegs spaltet. T-Zellen 

können ebenfalls über alternative Wege wie die Interaktion von Fas-Ligand und Fas-Rezeptor 

Apoptose auslösen. Zelltod durch Apoptose resultiert in einer gezielten Beseitigung der 

betroffenen Zelle durch Fragmentierung und anschließende Phagozytose. Nach Ablösung von 

der Tumorzelle kommt es entweder zur Eliminierung weiterer Tumorzellen, dem sogenannten 

ĂSerial Killingñ 28, oder es folgt Anergie, Erschöpfung oder Zelltod der CAR T-Zelle. 

 

Während der physiologische TCR mit seiner Zielzelle nach einem geordneten Schema von 

supramolekularen Aktivierungsclustern eine TCR-Synapse 29 ausbildet (Abb. 4), ist die 

Kontaktregion des CARs weniger strukturiert. Die Akkumulation der lymphozytenspezifischen 

Tyrosinkinase (LCK) ist beim CAR im Gegensatz zum TCR disorganisiert 30. 

Lymphozytenfunktions-assoziiertes Antigen 1 (LFA-1) ist unregelmäßig in der CAR-

Immunsynapse verteilt. Durch die schwächere Adhäsion kann sich der CAR-vermittelte 

Kontakt schneller ablösen als der TCR-Kontakt 30.  

          

Abbildung 4: TCR-Synapse vs. CAR-Kontaktregion 

Die TCR-Synapse ist als distales, proximales und zentrales supramolekulares Aktivierungscluster (d-, 

p- und c-SMAC) organisiert. Im Zentrum des c-SMACs kommt es zur LCK-Akkumulation. Die CAR-

Kontaktregion ist unregelmäßiger in d- und c-SMAC aufgeteilt. LCK akkumuliert an mehreren Stellen in 

Mikroclustern (adaptiert von Davenport et al.30). 

 

 TCR-defiziente CAR T-Zellen 

Der Großteil der zum jetzigen Zeitpunkt klinisch eingesetzten CAR T-Zell-Produkte basiert auf 

T-Zellen mit endogenem TCR. Eine Integration der CAR-kodierenden DNS in den Lokus der 

TCR-Ŭ-Kette erzeugt TCR-defiziente CAR T-Zellen 31. Um allogene CAR T-Zell-Therapie zu 

ermöglichen, wird der Einsatz von TCR-negativen T-Zellen in der CAR T-Zell-Produktion 

erprobt 5. TCR-defiziente CAR T-Zellen zeigten jedoch in ersten Studien eine reduzierte 

Persistenz in vivo im Vergleich zu CAR T-Zellen mit endogenem TCR, die eine verlängerte 

Persistenz zeigten 32. Der CAR scheint nicht vollends in der Lage zu sein, die Signalfunktionen 

des endogenen TCRs zu ersetzen. 
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 Zielsetzung            

In dieser Arbeit wird untersucht, wie sich das Vorhandensein des endogenen 

TCR/CD3-Komplexes auf die Stabilität und Funktion des CARs und vice versa auswirkt. Dies 

ist von besonderer Bedeutung, da konventionelle CAR T-Zellen einen funktionalen 

TCR/CD3-Komplex exprimieren und somit mit dem TCR um Signalmoleküle kompetitieren. 

Eine Kreuzaktivierung würde zur Aktivierung von CAR und TCR bei Erkennung nur eines der 

beiden respektiven Zielantigene führen.  

 

Mit Hilfe von Interner Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie (TIRFM) und ĂFast AiryScanñ-

Mikroskopie wird untersucht, ob der TCR in die CAR Synapse integriert oder eine vom CAR 

unabhängige Kontaktregion mit dem Zielantigen ausbildet. Des Weiteren soll untersucht 

werden, ob es zu einer Kreuzaktivierung des CAR und TCR kommt. Hierfür wird die 

Phosphorylierung der CD3ɕ Kette analysiert, die ein frühes Ereignis in der T-Zell-Aktivierung 

darstellt. Außerdem wird die Sekretion von Zytokinen untersucht, die als Effektormoleküle des 

distalen Signalweges dienen.  

 

Die hierdurch gewonnenen Erkenntnisse fördern die Entwicklung neuer Strategien zur 

Integration der Signale des TCRs und des CARs, was wiederum neue Therapieansätze durch 

kooperative Erkennung durch TCR und CAR auf derselben T-Zelle ermöglicht.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

15 
 

 Publikation 

 

Barden M, Holzinger A, Velas L, et al. CAR and TCR form individual signaling synapses and 

do not cross-activate, however, can co-operate in T cell activation. Frontiers in Immunology 

2023; 14. https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2023.1110482. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

16 
 

 

 

 

 



 

17 
 

 

 

 

 



 

18 
 

 

 

 

 



 

19 
 

 

 

 

 



 

20 
 

 

 

 

 



 

21 
 

 

 

 

 



 

22 
 

 

 

 

 



 

23 
 

 

 

 

 



 

24 
 

 

 

 

 



 

25 
 

 

 

 

 



 

26 
 

 

 

 

 



 

27 
 

 

 

 

 


























