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ZUSAMMENFASSUNG

Die Zelltherapie mit synthetischen Chimaren-Antigenrezeptor-T-Zellen (CAR-T-Zellen) konnte
bei Patienten mit fortgeschrittenen chemorefraktiren hamatologischen Neoplasien
langanhaltende Komplettremissionen induzieren. Leider erleiden jedoch mehr als die Halfte
aller behandelten Patienten einen Krankheitsriickfall. Ferner ist bei Patienten mit soliden
Tumoren die Wirksamkeit der CAR-T-Zellen bisher begrenzt. Zu den groRten Hindernissen fur
den langfristigen Erfolg der Therapie mit CAR-T-Zellen gehoéren die funktionelle Erschopfung
der CAR-T-Zellen und die Herunterregulierung von CAR-Zielantigenen auf Tumorzellen. In
diesem Zusammenhang wurde der Transkriptionsfaktor Interferon Regulatory Factor 4 (IRF4)
zuvor als wichtiger Faktor bei der funktionellen Erschépfung von T-Zellen identifiziert. Um die
Funktionalitdt von CAR-T-Zellen zu verbessern, haben wir die IRF4-Expression in CEA-
spezifischen CAR-T-Zellen mithilfe von Short-Hairpin (sh)-RNA-vermittelter Gen-Interferenz
herunterreguliert. Dennoch zeigen die CAR-T-Zellen mit IRF4-Herunterregulierung im
Vergleich zu herkémmlichen CAR-T-Zellen die gleiche Zytotoxizitat, IFNy-Sekretion und IL-2-
Sekretion. Allerdings offenbarten CAR-T-Zellen mit IRF4-Herunterregulierung in einem
repetitiven in-vitro-Antigenstimulationsmodell, das auf BxPC-3-Pankreaskarzinomzellen als
Zielzellen basiert, eine verbesserte Tumorzellkontrolle. Mechanistisch gesehen zeigten CAR-
T-Zellen mit IRF4-Herunterregulierung eine Hochregulierung von CD27, dessen Expression auf
CAR-T-Zellen mit einer verbesserten Funktionalitat und gedachtnisdhnlichen Eigenschaften in
Verbindung gebracht wurde. SchlieBlich offenbarten CAR-T-Zellen mit IRF4-
Herunterregulierung eine verstarkte Zytotoxizitat gegenliber Tumorzellen mit geringer CEA-
Expression, was eine Erhéhung der Antigenempfindlichkeit zeigt. Basierend auf unseren
Daten nehmen wir an, dass die CAR T-zellen mit Herunterregulierung von IRF4 eine
therapeutische Bedeutung erlangen kdnnten, wenn die Sensitivitat gegentiber Tumorzellen
mit geringer Antigenlast erhoht und eine hinreichende anti-Tumor Aktivitdt erzielt werden
soll.
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Therapie mit Chimaren-Antigenrezeptor (CAR) modifizierten-T-Zellen

Die Therapie mit synthetischen Chimaren-Antigenrezeptor-T-Zellen (CAR-T-Zellen) hat sich zu
einer entscheidenden Saule der modernen Krebsimmuntherapie entwickelt [1]. Im Gegensatz
zu einem herkdmmlichen T-Zell-Rezeptor ist ein CAR in der Lage, Oberflachenantigene
unabhangig von MHC-Molekiilen auf Zielzellen zu binden [1]. Nach der CAR-Bindung wird eine
Signalkaskade ausgel6st, die zur Aktivierung von CAR-T-Zellen und zur Initiierung von CAR-T-
Zell-Effektorfunktionen wie Proliferation, Zytokinsekretion und Abtétung von Zielzellen fuhrt
[1]. Bisher werden CAR-T-Zellen meist durch lentivirale oder gammaretrovirale Transduktion
von T-Zellen erzeugt (Abbildung 1) [2]. Zusétzlich gibt es alternative Gentransfermethoden
wie die nicht-virale Transduktion mit Hilfe des das Dornrdschen (,Sleeping Beauty”) -
Transposonsystem oder die transiente CAR-Expression die Elektroporation CAR-kodierender
MRNA [2]. Derzeit stellen autologe T-Zellen, die mittels Lymphapherese aus dem Blut von
Patienten gewonnen werden, das primare Ausgangsmaterial fiir die CAR-T-Zellproduktion dar
[2]. Um die Verflugbarkeit und Zuverlassigkeit der CAR-T-Zellproduktion zu verbessern,
wurden praklinische Studien zu universellen CAR-T-Zellen durchgefiihrt, die aus induzierten
pluripotenten Stammzellen (TiPS) oder gentechnisch verdnderten allogenen T-Zellen erzeugt
wurden [3, 4].

Bei einem CAR handelt es sich um einen synthetischen Antigenrezeptor, der aus einem von
Antikérpern abgeleiteten extrazelluldren "single-chain variable fragment" (scFv) besteht,
welches Uber ein flexibles Scharnier mit der Transmembran-Domane und den intrazelluldaren
Signaldoméanen verbunden ist (Abbildung 1) [1]. Ein scFv besteht aus der variablen Doméanen
der schweren (VH) und leichten Ketten (VL) eines herkdmmlichen Antikdrpers, die tber ein
kurzes flexibles Verbindungsstick (,Linker”) in VH-VL- oder VL-VH-Orientierung miteinander
verbunden sind [1]. Das flexible Scharnier, das den scFv physikalisch mit der Membran von T-
Zellen verbindet, stammt fir haufig aus dem extrazelluldren Teil des CD28-Molekiils, der
Scharnierdomane des CD8-alpha-Molekiils oder aus der IgG1 konstanten Domanen CH1-3 [1].
Im Allgemeinen umfasst die intrazelluldre Signaldomane eines CARs die CD3Z-Kette und eine
zusatzliche kostimulatorische Domane, die fir gewdhnlich aus dem intrazelluldren Teil von
CD28 oder 4-1BB besteht [1]. Wahrend CD28-kostimulierte CAR-T-Zellen ein grolReres
Ausmal’ an Effektorfunktionen, eine Neigung zur Glykolyse und eine Fahigkeit zur schnellen
Tumorregression aufweisen, zeichnen sich 4-1BB-kostimulierte CAR-T-Zellen durch
Gedachtnisdifferenzierung, Fettsdureoxidation und lange funktionelle Persistenz aus [5].

In Anbetracht der hohen Ansprechraten mit einem erheblichen Prozentsatz dauerhafter
Komplettremissionen bei Patienten mit verschiedenen austherapierten hamatologischen
Malignomen haben sowohl die FDA als auch die EMA den klinischen Einsatz verschiedenen
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CAR-T-Zellprodukten genehmigt [2, 5, 6]. Mittlerweile stehen CD19-spezifische CAR-T-Zellen
zur Behandlung der akuten lymphoblastischen Leukdmie (ALL), des groRzelligen B-Zell-
Lymphoms (LBCL), des follikularen Lymphoms (FL) und des Mantelzell-Lymphoms (ML) zur
Verfligung [2, 7]. Darliber hinaus haben sich CAR-T-Zellen, die das B-Zell-Reifungsantigen
(BCMA) erkennen, zu einer wichtigen therapeutischen Siule bei Patienten mit multiplem
Myelom (MM) entwickelt [8, 9]. Schliefllich werden derzeit zahlreiche klinische Studien
durchgefiihrt, um die Wirksamkeit von CAR-T-Zellen gegen eine Vielzahl von weiteren
hamatologischen Malignomen und soliden Tumoren zu bewerten [10].

] S\ >

CAR-T-Zell Infusion H CAR T-Zell Herstellung

/ - ] ! , R
. . ) CAR-T-Zellen
' < CAR-T-Zell Expansion .

o o LN
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Flexibles Scharnier
Kostimulation

Abbildung 1. Schematische Darstellung der CAR-T-Zell Therapie.
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1.2 Aktuelle Herausforderungen der CAR-T-Zell Therapie

Die Evolution der CAR-T-Zelltherapie wurde zunachst durch CD19-spezifische CAR-T-Zellen
vorangetrieben, die gegen verschiedene B-Zell Lymphome eingesetzt wurden [11]. CD19 stellt
ein nahezu ideales Antigen dar, da die CD19-Expression auf bdsartige und nicht-bdsartige B-
Zellen beschrankt ist [11]. Die Eliminierung der B-Zellen flihrt haufig zu einer
Hypogammaglobulinamie, die durch Immunglobulin-Substitutionstherapie behandelt
werden kann, was jedoch eine wiederholte Applikation erfordert [12]. Insgesamt wird ein
ideales CAR-T-Zell Zielantigen dadurch definiert, dass seine Expression ausschlieflich auf
bosartige Zellen oder im Falle von CD19 auf entbehrliche Zelltypen wie B-Zellen beschrankt
ist [11]. Insbesondere im Hinblick auf solide Tumoren, wie Bauchspeicheldriisenkrebs und
Brustkrebs, stellt das aktuell sehr (iberschaubare Repertoire an geeigneten Zielantigenen eine
entscheidende Herausforderung fiir den erfolgreichen Einsatz von CAR-T-Zellen dar [13]. Die
meisten bekannten Zielantigene auf soliden Tumoren werden auch von nicht-malignen Zellen
exprimiert, wodurch das Risiko schwerwiegender, potenziell todlicher ,On-Target-/Off-
Tumor“-Toxizitdaten entsteht [14]. Folglich ist das Bestreben, das Arsenal an CAR-T-Zellen, die
auf verschiedene, moglichst Tumor-selektive Antigene abzielen, kontinuierlich zu erweitern,
von entscheidender Bedeutung fir die Etablierung der CAR-T-Zelltherapie bei soliden
Tumoren [15].

Ferner beruht ein kritischer Resistenzmechanismus von Tumorzellen gegen den
antigenspezifischen Angriff von CAR-T-Zellen auf der Abschaltung oder Herunterregulierung
von Zielantigenen [16]. Beispielsweise kommt es bei der CD19-gerichteten CAR-T-Zelltherapie
bei einem betrachtlichen Teil dieser Patienten im Rezidiv zu einer aufgehobenen oder stark
herunterregulierten CD19 Expression auf den Lymphomzellen [17].

Ein weiteres erhebliches Hindernis fiir die Wirksamkeit von CAR-T-Zellen wird durch eine T-
Zell-intrinsische Dysfunktionalitat reprasentiert, die Ublicherweise als T-Zell-Erschopfung
bezeichnet wird [18, 19]. Zu den Hauptmerkmalen der T-Zell-Erschépfung gehdren ein
terminaler Effektorzell-Phdnotyp, die Expression inhibitorischer Rezeptoren (z. B. PD-1, TIM-
3, LAG-3, TIGIT und CD39), eine verminderte Proliferationskapazitdt, eine verminderte
Freisetzung inflammatorischer Zytokine (z. B. IL-2 und IFNy), Stoffwechselstérungen und eine
verringerte Zytotoxizitat [20, 21]. Zusammenfassend weisen erschopfte CAR-T-Zellen ein
allgemeines Funktionsdefizit auf, das die Grundlage fir refraktare/rezidivierende Tumoren
nach einer Behandlung mit CAR-T-Zellen bildet [21]. Die Transkriptionsfaktoren BLIMP-1 und
TOX wurden als Schliisselmediatoren erschopfungsbedingter Phanotypen in CAR-T-Zellen
identifiziert [22, 23]. Dementsprechend zeigten CAR-T-Zellen mit BLIMP-1-
Herunterregulierung oder TOX-Herunterregulierung eine geringere Veranlagung zur T-Zell-
Erschopfung, was in einer erhdhten CAR-T-Zell-Proliferation und Zytotoxizitat in-vitro sowie
in einer Uberlegenen CAR-T-Zell-Wirksamkeit in murinen Tumormodellen resultierte [24, 25].
Klinisch fuhrt die Erschopfung der CAR-T-Zellen zu einem Tumorrickfall/-fortschritt durch
einen vorzeitigen Verlust der CAR-T-Zellpersistenz oder der CAR-T-Zellfunktionalitat [24, 25].
Bei einem Verlust der CAR-T-Zellfunktionalitdt kommt es trotz der Anwesenheit zirkulierender
CAR-T-Zellen zu einem Tumorriickfall. Aktuelle Strategien zur Bewiltigung des Problems der
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Erschopfung von CAR-T-Zellen umfassen die Verwendung langlebiger, sich selbst
erneuernder, multipotenter T-Gedachtnisstammzellen (TSCMs) [26, 27], die Disruption
hemmender Molekiile [4, 28-31], die Koexpression stimulierender Molekiile [32-34] und den
Einsatz von Medikamenten wie Dasatinib [35]. Trotz all dieser MaBnahmen stellt die
Identifizierung geeigneter Zielantigene fir die CAR-T-Zell Therapie und die Bekampfung der
T-Zell-Erschopfung die wichtigsten Herausforderungen fiir die Verbesserung der modernen
CAR-T-Zelltherapie dar (Abbildung 2) [36, 37]. Durch CAR-T-Zellen hervorgerufenen
Toxizitdten wie das Zytokin-Freisetzungssyndrom (CRS) und das Immuneffektorzell-
assoziierte Neurotoxizitatssyndrom (ICANS) stellen weitere wichtige Herausforderungen dar,
die allerdings in den letzten Jahren durch den Einsatz einer geeigneten Supportivtherapie
ausreichend kontrolliert werden konnten [38].

Zytotoxische Granula

i

o ©o
CAR Zielantigen | —» {.0 «—| CAR-T-Zelle
v
Tumorzelle
CAR Zielantigen CAR-T-Zell Erschopfung
Antigenverlust CAR-T-Zell-Dysfunktionalitat

o ® .

Antigenherunterregulierung | | Verlust der CAR-T-Zell Persistenz

i-e

Abbildung 2. Schematische Darstellung der Herausforderungen der CAR-T-Zell Therapie.
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1.3 Antigensensitivitdt der CAR-T-Zellen

In der CAR-T-Zell Therapie bezeichnet der Begriff ,Antigensensitivitat” die
Aktivierungsschwelle der CAR-T-Zellen als Reaktion auf eine antigenspezifische Stimulation
[39]. Mehrere Faktoren tragen zur Antigensensitivitdt von CAR-T-Zellen bei, beispielsweise
die modulare Komposition des CARs [40], die Expression kostimulatorischer Rezeptoren [39]
und die Konfiguration des intrazellularen Signalnetzwerks [41]. Was die Komposition des CARs
betrifft, so stellt die Affinitdt des Antigen-spezifischen scFv einen entscheidenden Faktor fiir
die Antigensensitivitait von CAR-T-Zellen dar [42]. Folglich weisen CAR-T-Zellen, die mit
hochaffinen scFvs ausgestattet sind, eine niedrigere Aktivierungsschwelle auf, was einer
erhohten Antigenempfindlichkeit entspricht [42]. Es wurde gezeigt, dass durch gezielte
Mutagenese des scFv die Antigensensitivitat von CAR-T-Zellen verbessert werden kann, was
folglich zu einer verbesserten Erkennung und Zerstérung Tumorzellen mit geringer
Antigendichte fiihrte [42]. Eine Erh6hung der scFv-Affinitdt konnte jedoch gleichzeitig das
Risiko fir ,On-Target-/Off-Tumor“-Toxizitdten erhohen, indem ein CAR-T-Zell-Angriff auf
nicht-maligne Gewebe ausgelost wird [14]. Dieser Vorbehalt betrifft insbesondere
Tumorantigene mit Expression in gesundem Gewebe, wie CSPG4 [43] oder HER2 [42].
Abgesehen vom scFv beeinflusst auch das flexible Scharnier, das den scFv mit der
Transmembrandomane verbindet, die Antigenempfindlichkeit von CARs [44]. Beispielsweise
sind CARs, die ein von CD28 abgeleitetes Scharnier enthalten, empfindlicher gegeniiber
Antigenen als CARs, die ein von CD8a abgeleitetes Scharnier verwenden [44]. Kiirzlich wurde
ein neuartiges CAR-Format veroffentlicht, das durch ein modifiziertes CD8a-Scharnier
charakterisiert ist, das eine intrinsische Resistenz gegenliber einer Spaltung aufweist [45].
CAR-T-Zellen mit diesem neuartigen spaltungsresistenten CAR zeigten in Mausmodellen fir
akute myeloische Leukdmie eine verbesserte Antigenempfindlichkeit, eine verstarkte
Amplifikation und eine erhdhte Funktionalitat [45].

Im Gegensatz zu herkdmmlichen T-Zell-Rezeptoren bendtigen CARs eine > 100-fach hohere
Antigendichte, um eine T-Zell-Aktivierung auszuldsen [39]. Ein moglicher Grund fir diesen
Unterschied in der Antigenempfindlichkeit ist die Architektur der durch CAR-Aktivierung
induzierten Kontaktstelle (Synapse) mit der Zielzelle [39]. Diese unterscheidet sich von der
herkdmmlichen durch TZR-Aktivierung induzierten immunologischen Synapse [39]. Bisher
publizierte Daten deuten darauf hin, dass CARs nicht in der Lage sind, nach der Aktivierung
durch entsprechende Zielantigene ausreichend akzessorische Molekiile zu rekrutieren [39].
Waéhrend TZRs LFA-1 und CD2 effektiv in die Synapse rekrutieren konnen, werden diese
Adhésionsmolekiile bei der CAR-gesteuerten Synapsenbildung grofRtenteils ausgeschlossen
[39]. Bemerkenswerterweise konnte die Blockade der CD2- und LFA-1-Wechselwirkung die
Unterschiede in der Antigenempfindlichkeit zwischen TZRs und CARs nivellieren [39].

Ein interessanter Ansatz zur Verbesserung des CAR-Designs durch Verkniipfung des scFv mit
den konstanten Domanen eines TZR fuhrte zu der Entwicklung von HLA-unabhangigen T-Zell-
Rezeptoren (HIT-Rezeptoren) [40]. Diese HIT-Rezeptoren sind in der Lage, Zielzellen zu
erkennen, die eine sehr geringe Anzahl von Zielantigenen tragen [40]. Beispielsweise
erkennen CD19-spezifische HIT-T-Zellen NALM®6-Leukdmiezellen bis zu einer Antigendichte
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von etwa 20 CD19-Molekiilen pro Zelle [40]. Mechanistisch gesehen kénnten eine erhdhte
Rekrutierung von CD2 und LFA-1 sowie eine moglicherweise verbesserte Rekrutierung des
intrazelluldren Gerlstproteins LAT die weitaus groflere Antigensensitivitait von HIT-
Rezeptoren im Vergleich zu herkdmmlichen CARs erklaren [40].

SchlieBlich kann die Konfiguration des intrazelluldren Signalnetzwerks in T-Zellen die
Antigenempfindlichkeit erheblich beeinflussen [28]. Kirzlich wurde berichtet, dass die
Ausschaltung des RAS-GTPase-aktivierenden Proteins RASA2 die Antigenempfindlichkeit von
CAR-T-Zellen erhoht [28]. RASA2 ist ein negativer Regulator der RAS-Signaliibertragung und
die Ablation der RASA2-Expression erhohte die Aktivitat des MAP-Kinase-Signalwegs [28].
Eine weitere Moglichkeit, die Antigensensitivitdt von CAR-T-Zellen auf Transkriptionsebene
zu steigern, ist die Koexpression des Transkriptionsfaktors c-Jun [41]. Fir Glypican-2-
spezifische CAR-T-Zellen wurde gezeigt, dass die Koexpression von c-Jun die Sensitivitat der
CART -Zellen gegeniiber Neuroblastomzellen erhoht, wobei Glypican-2 in klinisch relevanten
Mengen von etwa 5000 Molekilen pro Zelle exprimierten [41].

1.4 CAR-T-Zell Erschopfung

Der allmahliche Funktionalitatsverlust als Folge der wiederholte Aktivierung von CAR-T-Zellen
wird als ,,Erschopfung” der CAR-T-Zellen bezeichnet [20]. Urspriinglich wurde die Erschopfung
von T-Zellen in Mausmodellen, die chronische Virusinfektionen abbilden, beobachtet [23, 46].
Chronische Virusinfektionen dienen als starker Stimulus fiir eine anhaltende T-Zell-Aktivitat
[23, 46]. Im Laufe der Zeit kam es in diesen Modellen zu einer Akkumulation von terminal
differenzierten Effektor-T-Zellen [23, 46]. Terminal differenzierte Effektorzellen sind durch
einen CD45R0-CD62-/CD45RA+CD62L-Phanotyp und eine Expression inhibitorischer
Rezeptoren wie PD-1, TIM-3, LAG3, TIGIT und CD39 gekennzeichnet [23, 46]. Bezliglich ihrer
Funktionalitdt weisen erschopfte T-Zellen in der Regel ausgepréagte Proliferationsdefizite auf,
sezernieren geringe Mengen an inflammatorischen Zytokinen und zeigen eine erhdhte
Neigung zu Apoptose [20, 23, 46]. Mechanistisch gesehen sind eine Reihe von wichtigen
Transkriptionsfaktoren an der Initiierung und Aufrechterhaltung dieser Phanotypen beteiligt
[20, 23, 46]. Die Transkriptionsfaktoren T-Zellfaktor 1 (TCF-1) und B-Zell-Lymphom 6 (BCL-6)
werden Uberwiegend in naiven T-Zellen oder Gedachtnis-T-Zellen exprimiert, wobei sie die
Differenzierung von Effektorzellen verhindern [23, 46]. Im Gegensatz dazu treibt die
Expression von Interferon-regulatorischem Faktor 4 (IRF4) und B-Lymphozyten-induziertem
Reifungsprotein 1 (BLIMP1) die Differenzierung zu Effektorzellen voran und induziert
letztendlich erschopfungsbedingte Dysfunktionen [23, 46]. Praklinische Daten haben gezeigt,
dass die T-Zell-Erschépfung durch Uberexpression von gedichtnisférdernden
Transkriptionsfaktoren (z.B. TCF-1) [47] oder durch die Stummschaltung von
erschopfungsfordernder Transkriptionsfaktoren (z.B. BLIMP1) abgeschwacht werden kann
[25]. Bemerkenswerterweise flihrte die vollstandige Blockade der Effektordifferenzierung
nicht zu einer verbesserten Gesamtfunktion der T-Zellen, was durch die unzureichende
Kontrolle viraler Infektionen in Mausmodellen nach dem Transfer von T-Zellen mit deutlich
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aufgehobener Effektordifferenzierung deutlich wurde [23]. Tatsachlich ist die Bildung von T-
Zell-Effektoren fir die globale T-Zell-Funktionalitdt von entscheidender Bedeutung [23]. Eine
ubermalige T-Zell-Differenzierung gipfelt jedoch in terminalen Effektor-T-Zellen mit
verringerter Proliferationskapazitdit und einer erhohten Neigung zur funktionellen
Erschopfung [23].

Die tonische Aktivierung von CAR-T-Zellen ohne Antigenbindung des CARs oder endogenen
TZRs stellt eine weitere Hauptursache fiir die Erschopfung von CAR-T-Zellen dar [20]. An
dieser Stelle ist wichtig, dass herkdmmliche retrovirale Transduktionsverfahren zu einer
zufélligen Integration des Zielvektors in das Genom von T-Zellen und einer anschlielenden
CAR-Expression unter der Kontrolle viraler oder synthetischer Promotoren fiihren [48].
Aufgrund der hohen Transgenexpression, die zu einer Fille von CAR-Molekilen auf der T-
Zelloberflache fuhrt, wird eine Antigen-unabhdngige Selbstbindung von CAR-Molekilen
ausgelost [48]. Dadurch kommt es schlieRlich zu einer tonischen T-Zell-Aktivierung, was
wiederum transkriptionelle und phanotypische Verdanderungen induziert, die mit der
Erschopfung der CAR-T-Zellen vereinbar sind [48]. Eine prominente Strategie zur Minderung
der durch tonische CAR-Signale verursachten T-Zell-Erschépfung ist die gezielte Insertion des
CAR-Transgens in den Locus der T-Zell-Rezeptor-Alpha-Kette [48]. Diese TRAC-CAR-T-Zellen
exprimieren den CAR unter dem Promotor der TZR-Alpha-Kette, was eine regulierte CAR-
Expression auf niedrigerem Niveau als unter der Kontrolle viraler LTR Elemente sowie eine
optimierte CAR-Internalisierung und Re-Expression nach dem Antigenkontakt gewahrleistet
[48]. Infolgedessen weisen TRAC-CAR-T-Zellen praktisch kein tonisches Signal auf und zeigen
nach wiederholtem Antigenkontakt eine deutlich abgemilderte funktionelle Erschopfung [48].

Insbesondere vor dem Hintergrund der tonischen CAR-Aktivitdit wurde das Konzept der
voribergehenden Pause (,Transient rest”) als weiterer Ansatz untersucht, um der
Erschopfung von CAR-T-Zellen entgegenzuwirken [35]. Eine transiente Abschaltung des CAR-
Signals wurde durch den Einsatz des Multikinase-Inhibitors Dasatinib erreicht [35]. Dasatinib
ist in der Lage, die CAR-Aktivitat auf reversible Weise abzuschalten [35]. Eine durch Dasatinib
induzierte voriibergehende Ruhe konnte sowohl den Erwerb erschopfungsbedingter
Merkmale verhindern als auch bona fide erschopfte CAR-T-Zellen auf transkriptioneller,
phanotypischer und funktioneller Ebene in gedachtnisdhnliche, voll funktionsfahige CAR-T-
Zellen umprogrammieren [35].

1.5 Potentere CAR-T-Zellen durch shRNA-Interferenz

Nach der Identifizierung mehrerer entscheidender Mediatoren, die fiir die Erschépfung von
CAR-T-Zellen verantwortlich sind, hat die Verbesserung der Funktionalitat von CAR-T-Zellen
durch die Stummschaltung erschépfungsassoziierter Molekile an Bedeutung gewonnen [49].
Die shRNA-Gen-Silencing-Technik (Short Hair RNA) hat sich als elegantes Werkzeug zur
Modulation der Expression definierter Proteine in CAR-T-Zellen erwiesen [50]. Oft wird das
shRNA-Konstrukt von demselben Vektor wie der CAR kodiert, was den Herstellungsprozess
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der CAR-T-Zellen vereinfacht, da nur eine einzige Transduktion erforderlich ist, um die CAR-
Expression und die Gen-Stummschaltung zu ermaéglichen [50]. In einer ersten wegweisenden
Studie konnten eine erfolgreiche Kombination eines CD19-spezifischen CAR mit einer auf PD-
1 gerichteten shRNA demonstriert werden [49]. Nach antigenspezifischer Stimulation mit
Tumorzellen war die PD-1-Expression auf CAR-T-Zellen um etwa 50 % reduziert [49]. Zudem
zeigten CAR-T-Zellen mit PD-1-Herunterregulierung in-vitro eine erhéhte Proliferation und
flihrten bei tumortragenden Mausen zu einer besseren Tumorkontrolle [49]. In einer anderen
Studie wurde eine gleichzeitige Herunterregulierung von PD-1, LAG3 und Tim-3 in HER2-
spezifischen CAR-T-Zellen untersucht [51]. Die shRNA-kodierende Kassette wurde von einem
U6-Promotor transkribiert und die fiir den CAR kodierende Expressionskassette wurde von
einem CMV-Promotor kontrolliert [51]. Die Expression aller genannten inhibitorischen
Rezeptoren wurden deutlich reduziert. Ferner zeigten CAR-T-Zellen mit reduzierter
Expression dieser drei hemmenden Rezeptoren eine erhohte funktionelle Persistenz und
weniger erschopfte Phanotypen [51]. Abgesehen von inhibitorischen Oberflachenrezeptoren
wurde auch die  shRNA-vermittelte  Herunterregulierung  von bestimmten
Transkriptionsfaktoren, die an der Erschopfung von CAR-T-Zellen beteiligt sind, untersucht
[24]. CAR-T-Zellen ausgestattet mit zwei shRNAs, die auf die Transkriptionsfaktoren TOX1 und
TOX2 abzielen, beide entscheidende Regulatoren der T-Zell-Erschdpfung, zeigten eine stark
verminderte TOX-Expression [24]. In syngenen Melanom Mausmodellen Ubertrafen CAR-T-
Zellen mit shRNA-vermitteltem Abbau der TOX-Transkriptionsfaktoren herkdmmliche CAR-T-
Zellen hinsichtlich der Tumorkontrolle und der Verlangerung des Uberlebens [24]. Dariiber
hinaus bewahrte die TOX-Herunterregulierung die langfristige Funktionalitdt und wirkte der
Induktion von T-Zell-Erschopfung entgegen [24]. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass
die Herunterregulierung von inhibitorischen Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren durch
shRNA-Interferenz ein praktikabler und vielversprechender Weg zur Steigerung der
Wirksamkeit von CAR-T-Zellen ist.

1.6 Interferon Regulatory Factor 4 (IRF4)

Physiologisch wird die klonale Expansion, Regulation der Effektorfunktionen und
Verhinderung der Erschopfung durch eine Vielzahl von interagierenden Faktoren reguliert.
Dabei spielt der Interferon Regulatory Factor 4 (IRF4) Transkriptionsfaktor eine zentrale Rolle
in Lymphozyten. IRF4 reguliert eine grofle Anzahl von Genen, die verschiedene Prozesse der
Lymphozytenentwicklung und Lymphozyten-Effektorfunktionen steuern [52]. Darliber hinaus
wurde die Expression von IRF4 in myeloischen Zellen wie Makrophagen und dendritischen
Zellen nachgewiesen [52]. Im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern der IRF-Familie wird IRF4
nicht durch den Interferon-Signalweg reguliert [52]. In ruhenden Lymphozyten ist die IRF4-
Expression gering [52]. Nach Lymphozytenaktivierung steigen die IRF4-Level deutlich an [52].
Uber eine N-terminale DNA-Bindungsdomane ist IRF4 in der Lage, sich mit einer Vielzahl von
DNA-Sequenz Motiven zu verbinden [52]. Die DNA-Bindungsdomane des IRF4 Proteins ist mit
einer C-terminalen regulierenden Domadne verbunden, die die Expression von Interferon-
stimulierten Genen (ISGs) steuert [52]. Wahrend die DNA-Bindung IRF4 bevorzugt als Homo-
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dimer erfolgt, wurden in den letzten Jahren verschiedene Interaktionspartner zur Bildung
heterodimerer Komplexe mit IRF4 beschrieben [52]. In Kooperation mit
Transkriptionsfaktoren der AP1-Familie, z. B. BATF und c-Jun, kann IRF4 als Heterodimer an
(AP1)-IRF-Bindestellen (AICE) binden, um wichtige Transkriptionsprogramme in T-Zellen zu
steuern [52]. Physiologisch ist IRF4 vorwiegend an der Differenzierung und Funktionalitat von
CD8* T-Zellen beteiligt [52]. Insbesondere beeinflusst IRF4 die durch die T-Zell-Aktivierung
induzierte klonale Expansionsphase und den Erwerb von Effektorfunktionen [52]. Nach der
Stimulation durch den TZR steigt die IRF4-Expression proportional zur T-Zell-Aktivierung an
[52]. AnschlieRend heterodimerisiert IRF4 mit Transkriptionsfaktoren der AP1-Familie, um
Transkriptionsprogramme zu initiieren, die fir die Ausflihrung verschiedener
Effektorfunktionen verantwortlich sind [52]. Einerseits fordert IRF4 die T-Zell-Expansion,
indem es die T-Zell-Proliferation direkt steigert und der Apoptose durch die Suppression
proapoptotischer Gene entgegenwirkt [52]. Ferner steuert IRF4 die Expression
inflammatorischer Zytokine wie IFNy [52]. Drittens fordert IRF4 die Zytotoxizitdat von CD8" T-
Zellen [46]. Mechanistisch gesehen beruht der Einfluss von IRF4 auf die Zytotoxizitdt von T-
Zellen teilweise auf der Erh6hung des Expressionsniveaus von BLIMP-1, was wiederum die
Expression zytotoxischer Molekiile wie Granzym B steuert [46]. Schliel3lich verbessert IRF4
den Stoffwechsel von T-Zellen, indem es die aerobe Glykolyse und die Glukoseaufnahme
reguliert [52]. Zusammenfassend stellt IRF4 einen wesentlichen Faktor fir die T-Zell-
Funktionalitdt dar. Dementsprechend beeintrachtigt ein vollstandige Disruption von IRF4 in
CD8* T-Zellen die T-Zell-Funktionalitit erheblich, wohingegen eine Uberexpression von IRF4
die Proliferationskapazitit, das Uberleben, die Sekretion inflammatorischer Zytokine und die
Zytotoxizitat von CD8* T-Zellen deutlich erhoht [52]. Allerdings ist die erhdhte pro-
inflammatorische Aktivitat mit einer erhéhten Erschopfung der T-Zellen verbunden.

In den letzten Jahren wurde IRF4 als einer der Hauptverursacher von T-Zell-Erschopfung
identifiziert [46]. Erste Hinweise darauf, dass IRF4 bei der T-Zell-Erschopfung eine Rolle spielt,
wurden aus Mdusen gewonnen, die chronisch mit dem lymphozytdren Choriomeningitis-Virus
infiziert waren [46]. In diesen Tiermodellen zeigten virusreaktive T-Zellen eine hohe IRF4-
Expression [46]. Des Weiteren ging die hohe Expression von IRF4 mit dem Erwerb eines
umfassenden Phanotyps der T-Zell Erschopfung einher, der sich in der Expression
inhibitorischer Rezeptoren wie PD-1 und der verringerten Expression gedachtnisassoziierter
Regulatoren wie TCF1 widerspiegelte [46]. Wichtig ist, dass eine gezielte Verringerung der
IRF4-Expressionsniveaus den erschopfenden Phdnotyp umkehren und eine hochfunktionale
Population antigenspezifischer T-Zellen mit einem gedachtnisdhnlichen Phanotyp
aufrechterhalten konnte [46]. AuRerdem wurde eine hohe IRF4-Expression in einem Modell
flir CAR-T-Zell Erschopfung beobachtet [20]. In diesem Modell entwickeln CAR-T-Zellen durch
die Expression eines CARs mit hohem tonischem Signal schnell Anzeichen einer T-Zell-
Erschopfung [20]. Eine Uberexpression des Transkriptionsfaktors c-Jun konnte in diesem
Modell die Erschépfung der T-Zellen verhindern, was teilweise durch die Herunterregulierung
von IRF4 und anderen durch IRF4 regulierten erschopfungsassoziierten Genen begriindet
wurde [20]. Insgesamt deuten neuere Erkenntnisse darauf hin, dass IRF4 eine wichtige Rolle
bei der Etablierung und Aufrechterhaltung der T-Zell-Erschopfung spielt [20]. Daher kénnte
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die gezielte Kalibrierung der IRF4-Expression nitzlich sein, um die Erschopfung der CAR-T-
Zellen zu bekampfen ohne die Gesamtfunktionalitdt der CAR-T-Zellen zu beeintrachtigen.

T-Zell Funktionalitat

IRF4 Uberexpression

IRF4 Disruption

Mechanismus

Proliferation

Starkere Proliferation

Geringere klonale
Expansion

IRF4 fordert
Proliferation

Uberleben

Kiirzeres Uberleben

IRF4 hemmt

s Uberl
angeres Uberleben Apoptose

Geringe Produktion
inflammatorischer

Vermehrte Produktion

inflammatorischer IRF4 férdert IFNy

Zytokin Sekretion

kreti
Zytokine Zytokine Sekretion
Schwichere Induktion von
Zytotoxizitat Starkere Zytotoxizitat i BLIMP-1 und
Zytotoxizitat
Granzym B

IRF4 reguliert
aerobe Glycolyse
und Glucose
Aufnahme

Reduzierter

Stoffwechselaktivierung | . Lo\

Metabolismus

Tabelle 1. Vielfdltige Funktionen von IRF4 in T-Zellen

1.7 CAR-T-Zellen mit kalibrierter IRF4-Expression

In einer kiirzlich publizierten Studie wurde die Chromatin Zuganglichkeit stimulierter CAR-T-
Zellen auf Einzelzellebene mithilfe von Einzellzell-ATAC-Sequenzierung analysiert [53]. Die
Ergebnisse bestdtigten, dass IRF4 ein Hauptfaktor fur die Erschopfung von T-Zellen ist [53].
Dariber hinaus konnte die shRNA-vermittelte Herunterregulierung von IRF4 die
Funktionalitat von CAR-T-Zellen wiederherstellen [53]. CAR-T-Zellen, die mit einer auf IRF4-
spezifischen shRNA transduziert wurden, wiesen im Vergleich zu Kontroll-CAR-T-Zellen eine
ungefahr 50-prozentige Reduzierung der IRF4-Expression mRNA-Ebene auf [53].
Uberraschenderweise hatte die Herunterregulierung von IRF4 keinen Einfluss auf die
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Proliferationskapazitdit von CAR-T-Zellen in vitro [53]. Dennoch verringerte die
Herunterregulierung von IRF4 das Expressionsniveau der inhibitorischen Rezeptoren PD-1
und TIM3 [53]. Ferner reduzierte die Herunterregulierung von IRF4 die Expression des
erschopfungsfordernden Transkriptionsfaktors TOX [53]. Im Allgemeinen nimmt IRF4 eine
zweischneidige Rolle ein, da es einerseits ein wichtiger Treiber fir die T-Zell-
Effektorfunktionalitat ist und es andererseits einen entscheidenden Treiber fiir funktionelle
Erschépfung von T-Zellen darstellt [53]. Im Gegensatz zu weniger differenzierten T-Zellen
steigerte die Herunterregulierung von IRF4 in terminal erschopften T-Zellen die Zytotoxizitat
durch eine Erhéhung der Granzym B Expression [53]. Zudem flhrte die IRF4-Reduktion zu
einer Verschiebung zu einem weniger differenzierten T-Zell Phanotyp [53]. Im Vergleich zu
Kontroll-CAR-T-Zellen, die einen Anteil zentraler Gedéachtnis-T-Zellen (TCM) von etwa 40 %
aufwiesen, erhohte die IRF4-Herunterregulierung den Anteil zentraler Gedachtnis-T-Zellen
auf 60 % [53]. Zentrale Gedachtnis-T-Zellen stellen aufgrund ihrer guten
Proliferationsfdahigkeit und einer verbesserten funktionellen Persistenz einen
erstrebenswerten T-Zell-Subtyp dar [27]. Neben phanotypischen Verdanderungen konnte
gezeigt werden, dass die Reduktion von IRF4 auch die Funktionalitdt von CAR-T-Zellen,
insbesondere die IFNy-Sekretion, verbessert [53]. In Mausen, die mit NALM6-Leukdamiezellen
inokuliert wurden zeigten CAR-T-Zellen mit IRF4-Herunterregulierung eine Uberlegene
Antitumorwirksamkeit, die im Vergleich zu CAR-T-Zellen mit Wildtyp-IRF4-Expression zu einer
starkeren Tumorregression und einem lingeren Uberleben fiihrte [53]. Obendrein wiesen
CAR-T-Zellen mit reduzierter IRF4-Expression im Vergleich zu Kontroll-CAR-T-Zellen ein
geringeres Expressionsniveau von inhibitorischen Rezeptoren wie PD-1 auf [53]. Insgesamt
weisen die Daten darauf hin, dass die Herunterregulierung von IRF4 das Potenzial hat, CAR-T-
Zellen vor der funktionellen Erschopfung zu schiitzen [53].

1.8 Ziele

Zu den entscheidenden Hindernissen fur den langfristigen Erfolg von CAR-T-Zellen in der
Therapie maligner Tumore gehoren die Erschopfung der CAR-T-Zellen und die
Herunterregulierung von CAR-Zielantigenen auf Tumorzellen [2]. Der Transkriptionsfaktor
Interferon Regulatory Factor 4 (IRF4) wurde als wichtiger Faktor bei der Erschopfung von T-
Zellen identifiziert [46]. Um die Erschopfung der T-Zellen in vitro zu analysieren, haben wir ein
in-vitro-Stresstestmodell entwickelt [54]. Dieses Modell basiert auf der wiederholten
Stimulation von CAR-T-Zellen mit Tumorzellen, um somit die CAR-T-Zellen in die funktionelle
Erschopfung zu treiben [54]. Um CAR-T-Zellen mit reduzierter IRF4-Expression zu erzeugen,
haben wir eine neuartige retrovirale Expressionskassette konstruiert, die sowohl fiir einen
CEA-spezifischen CAR als auch fiir eine shRNA kodiert. Die shRNA ist in eine miRNA30-
Umgebung eingebettet ist, damit die Transkription durch den CMV-Promotor innerhalb des
LTR erfolgen kann. Um die Funktionalitdt von CAR-T-Zellen zu verbessern, haben wir die IRF4-
Spiegel in CEA-spezifischen CAR-T-Zellen mithilfe von shRNA-Interferenz herunterreguliert.
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Abgesehen von der Erschopfung der T-Zellen stellt die Herunterregulierung von Antigenen
eine grolRe Hurde fir die CAR-T-Zell Therapie dar. Daher wird auch den Einfluss der IRF4-
Herunterregulierung auf die Antigensensitivitdat von CAR-T-Zellen in dieser Arbeit beleuchtet
werden.

Insgesamt lauten die Hypothesen dieser Arbeit:

1. Kann IRF4 in CEA-spezifischen CAR-T-Zellen mittels shRNA-Interferenz herunterreguliert
werden?

2. Beeintrachtigt die Herunterregulierung von IRF4 die Funktionalitdt von CAR-T-Zellen?

3. Wirkt sich die Herunterregulierung von IRF4 auf die Effektivitat und funktionelle
Erschopfung wahrend einer wiederholten Stimulation mit Tumorzellen in einem in-vitro-
Stresstest aus?

4. Ermoglicht die Herunterregulierung von IRF4 die Abtdotung von Zielen mit geringer
Antigendichte?
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2  MATERIAL

2.1 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien & Reagenzien

Firma

ABTS

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Germany

ABTS Buffer

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Germany

AccuCheck Counting Beads

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

Ampicillin Merck/CalBiochem, Darmstadt, Germany
Anti-Biotin MicroBeads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany
Bacto Agar Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

BD GolgiStop™ Protein Transport Inhibitor

BD Bioscience, San Jose, CA, USA

BSA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Germany

DMSO

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

eBioscience™ Fixable Viability Dye™ 780

eBioscience/ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Ethanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

Glycerin Merck/CalBiochem, Darmstadt, Germany

HEPES GIBCO/ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Isopropanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

MS Columns Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany

Pancoll PAN-Biotech GmbH, Aidenback, Germany

PBS 10x GIBCO/ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,

USA

PElpro® Transfection Reagent

Polyplus transfection, lllkirch, France

PenStrep

PAN-Biotech GmbH, Aidenback, Germany

Poly-L-Lysine

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Streptavidine-Peroxidase conjugate

Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland

Trypan Blue

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Germany

Trypsin/EDTA

PAN-Biotech GmbH, Aidenback, Germany

Tween®20

Merck, Darmstadt, Germany

Tabelle 2. Chemikalien und Reagenzien
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2.2 Kits

Kits

Firma

Cell Proliferation Kit Il

Roche Diagnostics, Mannheim, Germany

Fixation/Permeabilization Kit

BD Bioscience, San Jose, CA, USA

Human TNF-a Standard ABTS ELISA
Development Kit

PeproTech, Cranbury, NJ, USA

NucleBond® Xtra Midi Kit

Macherey Nagel GmbH, Diiren, Germany

Transcription Factor Buffer Set

BD Bioscience, San Jose, CA, USA

Transcription Factor Phospho Buffer Set

BD Bioscience, San Jose, CA, USA

BD Quantibrite™ PE Phycoerythrin
Fluorescence Quantitation Kit

BD Bioscience, San Jose, CA, USA

Tabelle 3. Kits

2.3 Zellkulturmedien

Medium

Company

D-MEM, High Glucose, GlutaMAX™ Zusatz

GIBCO/ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Hitze-inaktiviertes (HI) FCS (56°C, 30 min)

PAN-Biotech GmbH, Aidenback, Germany

RPMI1640 GlutaMAX™ Zusatz

GIBCO/ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Tabelle 4. Zellkulturmedien

2.4 Puffer
Puffer Zusammensetzung
Blocking buffer (ELISA) 1% BSA (w/v), 1x PBS
Coating buffer (ELISA) 0.1M NazHPQO,4, pH 9
LB agar 11 LB medium, 15 g Bacto Agar
LB medium 10 g/l tryptone, 5 g/l yeast extract, 10 g/l NaCl
PBS 10x 1.37 M NaCl, 27 mM KCI, 100 mM Na;HPO4, 20

mM KH,PO4, ddH,0; pH 7.4

PBS/Tween (PBS-T)

1x PBS, 0.1% (v/v) Tween®-20

FACS buffer

1x PBS, 2% (v/v) FBS

MACS buffer

1x PBS, 0.5% (v/v) FBS, 0.4% (v/v) EDTA

Tabelle 5. Puffer
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2.5 Antikorper

2.5.1 Unkonjugierte Antikorper

Antikoérper Spezies/Isotyp Firma/Quelle
Anti-human CD3, Klon OKT3 Mouse IgG2a Hybridom Zelllinie; CRL-8001,
ATCC
Anti-human CD28, Klon 15E8 Mouse IgG1 T;'g;')dom Zelllinie; (Van Lier et.,
Anti-human BW431/26scFv, Mouse 1eG1 Hybridom Zelllinie; (Bosslet et al.,
Klon BW2064/36 & 1985)
Anti-human IRF4, Klon IRF4.3E4 Rat 1gG1 Biolegend, San Diego, CA, USA
Tabelle 6. Unkonjugierte Antikorper
2.5.2 Konjugierte Antikorper
Antibody Species/Isotype Conjugate Company

Anti-human CD3

Miltenyi Biotec, Bergisch

Klon BW264/56 Mouse lgG2ax FITC Gladbach, Germany

e Wosehom e o b
SUTTON  owena o b
Anti-human CD70 recombinant human EITC Miltenyi Biotec, Bergisch
Klon REA292 lgG1 Gladbach, Germany

ﬁlr;t;'m‘_?;;‘lwﬂ Mouse IgG1k PerCP-Cy5.5 Eiso;\ege”d' San Diego, CA,
ﬁlr;tr:-glir;'\f;‘gGlT Mouse 1gG2ak PerCP-Cy5.5 LBJisoll‘egend, >an Diego, CA,
ﬁlr;tr:-l'cl)uKn_l'_\;n CD3 Mouse lgG2ak BVA21 LBJiSo,l‘egend, San Diego, CA,
§|r:)tri1-||’]-|9;‘2an CD86 Mouse 1gG2bk PerCP-Cy5.5 LBJiSo,l‘egend, San Diego, CA,
ﬁlr;tr:-:l;z\an 41BBL Mouse 1gG1k PE LBJiSo,l‘egend, San Diego, CA,
ﬁlr:r:'rc"g‘;;; cb28 Mouse IgG1k PerCP-Cy5.5 Eiso;\ege”d' San Diego, CA,
ﬁ{:)tr:-T:SZnELRM Rat IgG1Kk PE LBJiSo,l‘egend, San Diego, CA,
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Anti-human hlgG F(ab’)

Southern Biotechnology,

Polyklonal Goat F(ab')z gG PE AL, USA
Anti-human hlgG F(ab’) , Southern Biotechnology,
Polyklonal Goat F(ab')z gG FITc AL, USA
Anti-human TIM3 BD Bioscience, San Jose,
Klon 7D3 Mouse I1gG1k Bv421 CA, USA
Mouse Anti-STAT5, Klon BD Bioscience, San Jose,
47/stat5(pY694) Mouse lgG1k BV421 CA, USA
Anti-human CD62L BD Bioscience, San Jose,
Klon DREG-56 Mouse IgG1k Bva2l CA, USA
Anti-human CD45R0 BD Bioscience, San Jose,
Klon UCHL1 Mouse IgG2ak BV605 CA, USA
Anti-human CD8 BD Bioscience, San Jose,
Klon RPA-T8 Mouse I1gG1k Bv421 CA, USA
Anti-human CD80 BD Bioscience, San Jose,
Klon L307.4 Mouse C3H FITc CA, USA
Anti-human CD137 BD Bioscience, San Jose,
Klon 4B4-1 Mouse I1gG1k Bv421 CA, USA
Anti-human CD107a BD Bioscience, San Jose,
Klon HAA3 Mouse I1gG1k FITC CA, USA
Anti-human IL-2, Klon — BD Pharmingen™,
B33.2 Mouse lgG1 Biotin Hamburg, Germany
Anti-human IFN-y, Klon _ BD Pharmingen™,
42.B3 Mouse lgG1 Biotin Hamburg, Germany
Goat F(ab’)2 anti- .
human IgG antibody Goat F(ab")2 1gG Biotin Southern Biotechnology,
AL, USA
Polyklonal
Goat Anti-rat IgG1 . Sigma-Aldrich, St. Louis,
Polyklonal Goat IgG Peroxidase USA
Anti-beta-actin Santa Cruz
Mouse lgG1k Peroxidase Biotechnology, Dallas,
Klon C4
Texas, USA
Tabelle 7. Konjugierte Antikorper
2.6 Zytokine
Zytokine Firma

Proleukin® (IL-2 Standard)

Novartis Pharma GmbH, Basel, Switzerland

Tabelle 8. Zytokine
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2.7 Plasmidvektoren

ID

Plasmid

Charakteristik/Referenz

#392

pCOLT-GALV

Retroviraler Vektor mit der
Expressionskassette des
Gibbon-Affen-
Leukdamievirus-Hullproteins
(GALV env)

#393

pHIT 60

Retroviraler Vektor, der die
Expressionskassette der
Proteine gag und pol des
Moloney-Maus
Leukdmievirus (M-MulV)
enthalt

#2374 pBullet BW43126 FC_CD28 CD3z_mir30_shKanamycin

Retroviraler Vektor, der die
Expressionskassette fiir
einen CEA-spezifischen
CAR BW431/26scFv-Fc-
CD28-CD3C und eine shRNA
spezifisch flir Kanamycin
enthalt

#2439 pBullet_BW43126_hFC_CD28_CD3z_mir30_shIRF4_1

Retroviraler Vektor, der die
Expressionskassette fiir
einen CEA-spezifischen
CAR BW431/26scFv-Fc-
CD28-CD3T und eine
shRNA spezifisch fiir IRF4
(TRCN0O000433892) enthalt

#2440 pBullet_BW43126_hFC_CD28_CD3z_mir30_shIRF4_2

Retroviraler Vektor, der die
Expressionskassette fiir
einen CEA-spezifischen
CAR BW431/26scFv-Fc-
CD28-CD3C und eine shRNA
spezifisch fur IRF4
(TRCN0O000014764) enthilt

#1795

pQCX-eGFP

GFP Expressionsvektor

Tabelle 9. Plasmidvektoren
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2.8 Bakterienstaimme

Bakterienstamme

Beschreibung

E.Coli DH5a

F-, end A1, hsd R17 (rk-, mk-) sup E44, thi-1,
lambda-, recAl, gyrA96, ® 80 d lacZ 6 M15

Tabelle 10. Bakterienstimme

2.9 Zelllinien

Zelllinie

Eigenschaften

Referenz

HEK 293T

Menschliche embryonale
Nierenzelllinie 293 (ATCC
CRL-3216™), die das grole
T-Antigen SV40 stabil
exprimiert; Neomycin-
resistent

BxPC-3

Humane
Pankreaskarzinom-Zelllinie
mit hoher CEA-Expression

ATCC CRL-1420

BxPC-3-GFP

BxPC-3 Zelllinie,
transduziert mit humanem
GFP-Expressionsvektor
(#1795)

MIA PaCa-2

Humane
Pankreaskarzinom-Zelllinie
mit geringer CEA-
Expression

ATCC CRL-1687

MIA PaCa-2-GFP

MIA PaCa-2 Zelllinie,
transduziert mit humanem
GFP-Expressionsvektor
(#1795)

Tabelle 11. Zelllinien

2.10 Primare Zellen

Menschliche mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMZs) wurden aus frischem Blut
isoliert, das aus der Blutpldttchen- und Leukozytenfraktion einer Blutspende von gesunden
Spendern gewonnen wurde. Die Proben wurden vom Universitatsklinikum Regensburg
bereitgestellt und genehmigt (Ethik Nr. 21-2224-101).
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2.11 Software

Software Company
BioRender BioRender
FACS BD Bioscience
FlowJo FlowJo LLC
GraphPad Prism GraphPad Software, Inc
Microsoft Excel Microsoft
Miscrosoft Powerpoint Microsoft
Microsoft Word Microsoft
SnapGene Viewer SnapGene

Tabelle 12. Software

29



METHODEN

3 METHODEN

3.1 Bakterien

Alle Arbeiten mit Bakterien wurden in einem gentechnischen Labor der Sicherheitsstufe S2
durchgefihrt.

3.1.1 Bakterienkultur

Escherichia coli (E. coli) DH5a wurden (iber Nacht (bei 37 °C und 200 U/min) in fllissigem LB-
Medium oder auf einer LB-Platte kultiviert. 100 pug/ml Ampicillin (Amp) wurden hinzugefiigt,
um das Wachstum genetisch veranderter Bakterien, die das Amp-Resistenzgen tragen, zu
selektieren. Zur Langzeitlagerung wurden 700 pl Bakterienkultur mit 300 pl 87 % (v/v) Glycerin
gemischt und bei -80 °C gelagert.

3.1.2 Transformation von Bakterien

Kompetente DH5a-Zellen (gelagert bei —80 °C) wurden auf Eis aufgetaut und 10 ng Plasmid-
DNA wurden hinzugefiigt. Die Mischung aus Plasmid-DNA und Bakterien wurde fiir 90
Sekunden auf 42 °C erhitzt und dann zwei Minuten lang auf Eis abgekiihlt. Danach wurden die
Bakterien in 900 pl LB-Medium (ohne Antibiotikum) bei 37 °C unter Schitteln bei 200 U/min
60 Minuten lang inkubiert. Die Suspension wurde dann 5 Minuten lang bei 5000 x g
zentrifugiert, in 100 pl resuspendiert und mit einem Plattierungsspatel auf einer LB-
Agarplatte mit Ampicillin verteilt und iber Nacht bei 37 °C gelagert.

3.2 Arbeiten mit DNA

3.2.1 Plasmid-Aufreinigung

Far die Plasmid-Aufreinigung wurde das ,,NucleBond® Xtra Midi Kit“ (Macherey Nagel GmbH)
gemall den Herstellerangaben verwendet. Vor der DNA-Prdaparation wurden 100 ml
Bakteriensuspension hergestellt. AbschlieBend wurde die isolierte Plasmid-DNA in sterilem
H20 (destilliert) verdiinnt und bei —20 °C gelagert.
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3.2.2 Messung von DNA

Die DNA-Konzentration wurde spektrophotometrisch mit dem NanoDrop™ 1000-
Spektrophotometer (ThermoFisher Scientific) aus 1 ul DNA-Probe gemessen.

3.3 Zellkultur

3.3.1 Konditionen

Zellkulturexperimente wurden in einem Labor der Biosicherheitsstufe S2 unter einer Laminar-
Flow-Haube (Klasse Il) (HERASAFE 2030i, ThermoFisher Scientific) durchgefiihrt. Die Zellen
wurden in einer feuchten Atmosphare (95-100 %) mit 5 % oder 10 % (v/v) CO2 und 37 °C
inkubiert. Als Kulturmedien kamen DMEM und RPMI1640 (mit GlutaMAXTM, 10 % (v/v) FCS,
1 M HEPES, 10 mg/ml Streptomycin und 10.000 U/ml Penicillin) zum Einsatz.

3.3.2 Passagierung von adhdrenten Zellen

Nach der Entfernung des Mediums wurde Trypsin/EDTA hinzugefligt und die Zellen wurden
5-10 Minuten lang bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen in frischem
Zellkulturmedium geerntet und 5 Minuten lang bei 500 x g zentrifugiert. Anschliefend wurde
der Uberstand entfernt und das Zellpellet in frischem Kulturmedium resuspendiert und je
nach Wachstumsrate der einzelnen Zelllinie im Verhaltnis 1:20 oder 1:40 wieder in eine
Zellkulturflasche gegeben.

3.3.3 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden in 500 ul Gefriermedium A (60 % FCS + 40 % RPMI 1640) und 500 pl
Gefriermedium B (80 % FCS + 20 % DMSO) resuspendiert und in ein Kryoréhrchen tGberfihrt.
Kryoréhrchen wurden in einen Gefrierschrank mit -80 °C gestellt. Zum Auftauen wurden die
Kryoréhrchen in 10 ml Kulturmedium resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen 5
Minuten lang bei 300 x g zentrifugiert und in frischem Kulturmedium resuspendiert.
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3.3.4 Zellzéhlung

Die Zellen wurden mit Trypanblau und einer ,,Neubauer“-Zahlkammer (Celeromics) gezahlt.
Zur Bestimmung der Zellzahl wurde folgende Formel verwendet: Gesamtzahl der Zellen / 4 x
(Verdannung) x 100 x (Volumen) = Gesamtzahl der Zellen.

3.3.5 Isolierung mononukledrer Zellen des peripheren Blutes (PBMZs)

PBMZs wurden aus frischem Blut gesunder Spender mittels Dichtegradientenzentrifugation
gewonnen. Der Blutprobe wurde 1x PBS zugesetzt, bevor 25 ml des verdiinnten Blutes
vorsichtig auf 15 ml Human Pancoll Solution (PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland)
Ubertragen wurden. Danach wurde die Mischung zentrifugiert (2000 U/min mit einer
Bremsgeschwindigkeit von 3 bei 20 °C fir 20 Minuten). Als ndchstes wurden die Lymphozyten
gewonnen und dreimal mit 30 ml 1x PBS gewaschen (1400 U/min, 20 °C, 10 Minuten). Isolierte
PBMZs wurden kryokonserviert und bei -80 °C gelagert.

3.3.6 Transfektion von HEK 293T Zellen

Die Transfektion von 293T-Zellen erfolgte tber das Transfektionsreagenz PElpro® (Polyplus-
Transfektion). Zunachst wurden 293T-Zellen (3 x 106) tber Nacht in eine 10-cm-Petrischale
ausgesat, die in DMEM (mit 10 % FCS (v/v), 1 M HEPES, 10 mg/ml Streptomycin und 10.000
U/ml Penicillin), kultiviert wurde. Am nachsten Tag wurde die Vektor-DNA (10 pg in 10 pl) mit
Helferplasmid-DNA (5 pg in 5 pl pHIT60 und 5 pg in 5 ul pCOLT-GALV) und der
Transfektionsreagenzlosung (20 pl) in DMEM (500 ul) gemischt und 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurde der Uberstand der 293T-Zellen mit
RPMI1640+ GlutaMax™ (mit 1 M HEPES, 10 mg/ml Streptomycin und 10.000 U/ml Penicillin)
ausgetauscht. Dann wurde die DNA/Transfektionsreagenzmischung auf die 293T-Zellen
getropft. AnschlieBend wurden die 293T-Zellen tGber Nacht in einem 5 % (v/v) CO2-Inkubator
bei 37 °C inkubiert.

3.3.7 Retrovirale Transduktion von human T-Zellen

Kryokonservierte PBMZs wurden aufgetaut und am selben Tag mit anti-CD3-mAK (OKT-3),
anti-CD28-mAK (15E8) und IL-2 (1000 IU/ml) stimuliert. IL-2 (200 1U/ml) wurde nach der
Aktivierung regelmaRig supplementiert (Tage 2, 3 und 4). Die retrovirale Transduktion wurde
am Tag +2 und am Tag +3 nach der Aktivierung durchgefihrt. T25-Zellkulturflaschen wurden
Uber Nacht bei 4 °C mit 2 ml Poly-L-Lysin (10 pg/ml) beschichtet. Als ndchstes wurden die T25-
Zellkulturflaschen gespiilt und frischer retroviraler Uberstand in einer Menge von 5 ml pro
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Flasche hinzugefligt. AnschlieBend wurden die T25-Zellkulturflaschen 30 Minuten lang bei 32
°C und 3000 x g zentrifugiert. Abschliefend wurden die T-Zellen in 5 ml retroviralem
Uberstand resuspendiert und 90 Minuten lang bei 32 °C und 1600 x g zentrifugiert. Vier Tage
nach der Stimulation wurden die CAR-T-Zellen durch magnetisch aktivierte Zellsortierung
(MACS) isoliert, indem sie zuvor mit einem biotinylierten Ziegen-F(ab')2-Anti-Human-1gG-
Antikorper markiert und anschliefend auf MS-Sdulen unter Verwendung von Anti-Biotin-
Mikrobeads aufkonzentriert wurden.

3.3.8 Durchflusszytometrie (FACS)

Fir die Farbung von Oberflaichenmarkern wurden die Zellen in 50 pl FACS-Puffer mit
Antikorpern (siehe Abschnitt ,,Material®) 15 Minuten lang bei 4 °C inkubiert. Die intrazelluldre
Farbung erfolgte durch Fixierung und Permeabilisierung der Zellen mit dem , Transcription
Buffer Set” flir 30 Minuten bei 4 °C. Fir die STAT5-Farbung wurde das , Transcription Factor
Phospho Buffer Set” verwendet. Die Lebend/Tot-Diskriminierung wurde mit dem
Viabilitatsfarbstoff eFluor 780 durchgefiihrt. Die Gates wurden gemaR Fluoreszenz-Minus-
Eins-Kontrollen (FMO) gesetzt. Die Immunfluoreszenz wurde mit einem BD FACSLyric (BD
Biosciences) ausgestattet mit FACSuite-Software detektiert. Die Daten wurden mit FlowJo
analysiert.

3.3.9 Western Blot

Nach einer 24-stiindigen Kokulturperiode mit BxPC-3-Zellen wurden CAR-T-Zellen lysiert (3 x
10° Zellen pro Kondition). AnschlieRend wurden die Lysate durch SDS-PAGE in 4—12 % (w/v)
Bis-Tris-Gelelektrophorese unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. AnschlieRend
erfolgte das Blotting die Markierung zuerst mit dem Anti-IRF4-mAK (Verdiinnung 1:200) und
anschlieBend mit dem Peroxidase-markierten Anti-Ratten-IgG1-Antikérper (Verdinnung
1:5000). Als nédchstes wurden die Membranen abgezogen und der Peroxidase-konjugierten
Anti-B-Actin-Antikorper (Verdiinnung 1:20.000) aufgetragen. SchlieRlich wurden die Banden
mittels Chemolumineszenz (ChemiDoc Imaging System, BioRad) nachgewiesen.

3.4 Assays

3.4.1 Zytokinsekretion

Tumorzellen wurden in 96-well-Flachbodenplatten ausgesat (1 x 10° Zellen/Well). Am
nachsten Tag wurden T-Zellen hinzugefiigt (1 x 10° Zellen/Well). Fir einige Experimente
wurde der monoklonale Antikorper BW2064/36 liber Nacht auf 96-Well-Platten anstelle von
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Tumorzellen beschichtet. Nach 48-stiindiger Inkubation wurden die KulturGberstanden
eingefroren und zur anschlieBenden Analyse von IL-2, TNF und IFN-y mittels ELISA bei -80 °C
gelagert.

3.4.2 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die spezifischen Antikorper fir IL-2 (1 pg/ml Maus-Anti-Human-IL-2), TNF (1 pg/ml Maus-
Anti-Human-TNF) und IFN-y (1 pg/ml Maus-Anti-Human-IFN- y) wurden Uber Nacht bei 4 °C
auf MaxiSorp™-Mikrotiterplatten aufgetragen. AnschlieBend wurden die Platten zunachst mit
in 1x PBS gelostem 1 % (w/v) BSA (200 ul/Well) fur 2 Stunden inkubiert (Raumtemperatur auf
einem Plattenschittler bei 300 U/min) und dreimal mit PBS-T (200 pl) gewaschen. Als
nachstes wurden die Uberstinde aufgetaut und auf die Platten gegeben (50 pl/Well und
Standardproben 100 pl/Well). Die Platten wurden 2 Stunden lang bei 300 U/min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Platten viermal mit PBS-T (200 pl) gewaschen
und mit den biotinylierten Detektionsantikérpern (1 pg/ml Biotin-Maus-Anti-Human-IL-2, 1
ug/ml Biotin-Maus-Anti-Human-TNF, 0,5 ug/ml Biotin-Maus-Anti-Human-IFN-y) in 1% (w/v)
BSA in PBS-T (50 pl/Well) bei Raumtemperatur auf einem Plattenschittler bei 300 U/min fur
1 Stunde inkubiert. AnschlieRend wurden die Platten viermal mit PBS-T (200 pl/Well)
gewaschen und mit Streptavidin-POD (1:10.000 in 1 % (w/v) BSA in PBS-T, 50 ul/Well) far 30
Minuten auf Raumtemperatur bei 300 U/min inkubiert. Nach funfmaligem Waschen mit PBS-
T (200 pl/Well) wurde ABTS (10 mg/ml in 1 ml ABTS 10x-Puffer und 9 ml ddH20, 50 pl/Well)
zugegeben. SchlieBlich wurde die Absorption (Absorption 405 nm, 1-Ref. 405 — 490 nm) mit
einem Tecan Spark Mikroplatten-Reader gemessen.

3.4.3 Phycoerythrin QuantiBRITE Antigendichte-Quantifizierungsassay

Der QuantiBRITE PE-Assay (LOT: #60550, BD) wurde verwendet, um die Dichte von CEA auf
der Oberflache von Tumorzellen zu bestimmen. CEA wurde mit einem PE-markierten Anti-
CEA-Antikorper (siehe Abschnitt Material) angefdrbt. Der Assay basiert auf einem
vorkalibrierten Standard-Bead-Set. Die Kalibrierung mit PE-markierten beads, die eine
bekannte Anzahl an pro bead gebundenen PE-Fluorophormolekiilen tragen, kann die
Intensitat der durch Durchflusszytometrie erhaltenen Fluoreszenzsignale in die Anzahl der
Fluorophore Ubersetzen.

3.4.4 CD107a Degranulations Assay

Tumorzellen wurden tber Nacht in Platten in 96-well-Flachbodenplatten (0,05 x 106 Zellen
pro Well) ausgesat. Am Ende jeder Runde (R1-3) des repetitiven Stimulationsassay wurden T-
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Zellen mit BxPC-3-Zellen in der Gegenwart von 1 uM Monensin und einem FITC-konjugierten
anti-CD107a-Antikorper erneut mit Tumorzellen stimuliert. Nach vier Stunden wurden die T-
Zellen auf Viabilitat (Viabilitatsfarbstoff eFluor 780), CAR (Goat-F(ab')2-anti-Human-1gG-PE-
Antikorper), CD8 (BV421-konjugierter anti-CD8-Antikorper) und CD4 (APC-konjugierter anti-
CDA4-Antikorper) gefarbt. Anschliefend wurde die Degranulation (CD107a*-Zellen) mittels
Durchflusszytometrie bestimmt.

3.4.5 Zytotoxizitats Assay

T-Zellen (0,125-10 x 10* Zellen/Well) wurden fiir 24 Stunden (in einigen Experimenten fir 72
Stunden) in 96-Well-Rundbodenplatten mit Zielzellen (jeweils 1 x 10* Zellen/Well) in
dekrementierenden Effektor zu Zielzelle Verhaltnissen (1:1, 1:2, 1:4, 1:8) kokultiviert.
AnschlieBend wurde ein XTT-basierter kolorimetrischer Assay unter Verwendung des ,Cell
Proliferation Kit II“ eingesetzt, um die spezifische Zytotoxizitat zu bestimmen. Die Viabilitat
von Tumorzellen wurde als Mittelwert von sechs Wells bestimmt, die nur Tumorzellen
enthielten, abzliglich des mittleren Hintergrundniveaus von Wells, die nur mit Medium gefllt
waren. Die Hintergrundbildung von Formazan aufgrund der Anwesenheit von T-Zellen wurde
aus dreifachen Wells berechnet, die T-Zellen in der gleichen Anzahl enthielten wie in den
entsprechenden Versuchskonditionen. Der Prozentsatz lebensfahiger Tumorzellen in wurde
anhand der folgenden Formel bestimmt: Lebensfahigkeit (%) = [OD (Versuchskonditionen —
entsprechende Anzahl an T-Zellen)] / [OD (Tumorzellen ohne T-Zellen — Medium)] x 100. Die
entsprechende Zytotoxizitat (%) wurde als 100 — Viabilitat (%) definiert.

3.4.6 Repetitiver Stimulations Assay

GFP-markierte BxPC-3-Zellen wurden in 12-Well-Platten mit ausgesat (0,1 x 10° Zellen pro
Well). Am niachsten Tag wurden CAR-T-Zellen (0,1 x 10°) hinzugefuigt. Drei Tage spater (Runde
1, R1) wurden die Wells geerntet (anfinglicher Uberstand). Nach der Trypsinisierung wurde
die Platte mit T-Zellmedium gefiillt und mit dem anfinglichen Uberstand gepoolt.
AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS gespilt und in 1 ml T-Zellmedium resuspendiert.
Danach wurden 100 pl zur Zellzdhlung (lebende GFP+-Tumorzellen und lebende CD3+/CAR+
CAR-T-Zellen) Uber FACS mit Hilfe von ,Counting beads” (,CountBright”, ThermoFisher)
verwendet. Die restlichen 900 pl wurden auf eine neue 12-Well-Platte mit 0,1 x 10® BxPC-3-
Zellen gegeben und im Anschluss fiir vier Tage lang inkubiert (Runde 2, R2). Die Stimulation
wurde fiir Runde 3 (R3) und Runde 4 (R4) wiederholt. Beziiglich der phanotypischen Analysen
mittels Durchflusszytometrie wurden unmarkierte BxPC-3-Zellen ausgesat und fir drei
Runden (R1-R3) repetitiv stimuliert.
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4  ERGEBNISSE

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten bereits in dem Journal Frontiers in Immunology
publiziert werden:

Harrer DC, Bezler V, Hartley J, Herr W, Abken H. IRF4 downregulation improves sensitivity and
endurance of CAR T cell functional capacities. Front Immunol. 2023 May 23;14:1185618. doi:
10.3389/fimmu.2023.1185618. PMID: 37287982; PMCID: PM(C10243527.

Die im Folgenden dargelegten Ergebnisse und Abbildungen sind in modifizierter und
erganzter Form aus der entsprechenden Publikation entnommen.

4.1 CAR-T-Zellen mit reduzierter IRF4-Expression

4.1.1 T-Zellen zeigen eine Hochregulierung von IRF4 nach Aktivierung

Gegenstand dieser Arbeit ist die Entwicklung von CAR-T-Zellen mit reduzierter IRF4-
Expression. Dazu wurde in einem ersten Schritt die IRF4-Expression mittels intrazellularer
IRF4-Farbung und nachfolgender Durchflusszytometrie in T-Zellen vor und nach Stimulation
durch den CAR bestimmt. CAR-T-Zellen wurden durch retroviraler Transduktion mit einem
CEA-spezifischen CAR der zweiten Generation mit CD28-Kostimulation erzeugt. Nicht
transduzierte Zellen wurden lediglich durch Aktivierung der T-Zellen und anschlieRende
Expansion mit IL-2 erzeugt. Es ist bekannt, dass IRF4 durch TCR Aktivierung in konventionellen
T-Zellen hochreguliert wird. Allerdings gibt es nur wenige Daten Uber die IRF4-Expression in
CAR-T-Zellen. Untransduzierte T-Zellen und CEA-spezifische CAR-T-Zellen wurden durch ihren
TCR mit Hilfe von immobilisiertem anti-CD3-mAK OKT-3 und anti-CD28-mAK 15E8 stimuliert.
Durch die agonistischen Antikdrper OKT-3 und 15E8 wird eine starke T-Zell Aktivierung
erreicht. Die Aktivierung mit OKT-3 und 15E8 wurde zuséatzlich zur Aktivierung fiir die
retrovirale Transduktion durchgefiihrt. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurden
die Zellen geerntet und die IRF4-Expression gemessen. Wie in Abbildung 3 dargestellt, zeigt
sich nach Stimulation sowohl eine Zunahme der IRF4-Expression in CD8" wie auch in CD4* T-
Zellen. Auffallend ist, dass CAR-T-Zellen bereits eine hohere IRF4-Expression vor Stimulation
aufweisen als untransduzierte T-Zellen. Zusammenfassend kann konstatiert werden, dass
IRF4 in CAR-Zellen nach Stimulation hochreguliert wird.
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Abbildung 3. Untransduzierte T-Zellen und CAR-T-Zellen zeigen eine Hochregulierung von IRF4
nach TZR/CD28 Stimulation.

T-Zellen wurden durch ihren TCR/CD28 aktiviert und CAR T-Zellen anschlieRend durch retrovirale Transduktion
erzeugt. Untransduzierte Zellen wurden durch Aktivierung und anschlielende Expansion mit IL-2 erzeugt, jedoch
ohne retrovirale Transduktion. Intrazelluldre Farbung von IRF4 in CD8* (linkes Feld) und CD4* T-Zellen (rechtes
Feld) ohne (PBS) oder nach Stimulation mit beschichtetem anti-CD3-mAK OKT-3 (2,5 pug/ml) und anti-CD28-mAK
15E8 (5 pug/ml). Dargestellt ist ein reprasentativer T-Zell Spender von fiinf Spendern.

4.1.2 CAR-T-Zellen ausgestattet mit einer IRF4-spezifischen shRNA weisen eine
reduzierte IRF-4 Expression bei stabiler CAR-Expression auf

Um CAR-T-Zellen mit reduzierter IRF4-Expression zu erzeugen, haben wir eine retrovirale
Expressionskassette entwickelt, die konstitutiv sowohl fiir einen CEA-spezifischen CAR (CEA-
287) als auch fiir eine IRF4-spezifische shRNA kodiert. Diese ist in eine miRNA30-Umgebung
eingebettet, damit die shRNA-Transkription durch den CMV-Promotor innerhalb des LTR
(Abbildung 4A) ermdglicht wird. Es wurden initial zwei IRF4-spezifische shRNAs getestet: CEA-
28C-11 und CEA-28C-12. Als Kontrollkonstrukt (CEA-28Z-K) diente ein Vektor, der sowohl fiir den
CEA-spezifischen CAR (CEA-28C) kodiert als auch fiir eine etablierte Kontroll-shRNA, die gegen
das im humanen System nicht existenten Kanamycin-Gen gerichtet ist [32]. Nach retroviraler
Transduktion zeigten CEA-28C-11-CAR-T-Zellen und CEA-287-12-CAR-T-Zellen dhnliche CAR-
Expressionsniveaus (Abbildung 4B). CEA-28-K-CAR-T-Zellen zeigten eine etwas niedrigere
Transduktionsrate (Abbildung 4B). CAR*-Zellen wurden durch magnetisch aktivierte
Zellsortierung (MACS) angereichert, was bei mehr als 90% CAR*-Zellen zu gleichen Anteilen
an CAR* Zellen fuhrte. In weiteren Analysen wurden angereicherte CAR-T-Zellpraparate mit
gleicher Anzahl CAR T-Zellen verwendet.
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Abbildung 4. CAR-T-Zellen ausgestattet mit einer IRF4-spezifischen shRNA weisen eine
gleichermaBBen hohe CAR-Expression auf.

(A) Schematische Darstellung der verwendeten CAR-Konstrukten. (B) CAR-Expression in T-Zellen nachgewiesen
durch Farbung mit einem Phycoerythrin (PE)-markierten Goat-Anti-lgG-Antikdrper vor (obere FACS-plots) und
nach (untere FACS-plots) magnetischer Zelltrennung (MACS). Dargestellt ist einer von vier reprasentativen
Spendern. (C) Prozentsatz der CAR-exprimierenden Zellen nach MACS-Anreicherung. Die Daten stellen
Mittelwerte + SEM von vier Spendern dar, p-Werte wurden durch den ungepaarten t-Test berechnet, ns: nicht
signifikant.

4.1.3 Herunterregulierung der IRF4-Expression in CAR-T-Zellen

Um die Herunterregulierung von IRF4 in durch die IRF4-spezifische shRNA zu verifizieren,
wurde die IRF4-Expression in CEA-spezifischen CAR-T-Zellen Uber einen Zeitraum von 72
Stunden nach der Co-Kultivierung mit CEA* BxPC-3-Pankreaszellen gemessen. Durch die CAR-
Stimulation wurde IRF4 nach vier Stunden sowohl in CD8* als auch in CD4* CAR-T-Zellen
hochreguliert, wobei die IRF4-Expression nach 24-48 Stunden einen Hohepunkt erreichte,
gefolgt von einem Riickgang auf den Ausgangswert nach 72 Stunden (Abbildung 5A).
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Im Vergleich zu Kontroll-CEA-28C-K-CAR-T-Zellen mit shRNA irrelevanter Spezifitat zeigten die
mit der IRF4-spezifischen shRNA transduzierte CAR-T-Zellen zu allen Zeitpunkten eine
signifikant verringerte IRF4-Expression. Beide IRF4-shRNA-Konstrukte waren bei der
Reduzierung der IRF4-Expression dhnlich wirksam. In weiteren Analysen verwendeten wir das
CEA-28C-11-Konstrukt. Zusatzlich wurde die Herunterregulierung von IRF4 24h nach
antigenspezifischer Aktivierung in CEA-28C-11 transduzierten T-Zellen durch Western-Blot-
Analyse bestatigt (Abbildung 5B). Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass das retrovirale
Ein-Vektor-System eine konstitutiven CAR-Expression zusammen mit der
Herunterregulierung von IRF4 durch shRNA ermdglicht, was den Herstellungsprozess von
entsprechenden CAR-T-Zell Produkten erleichtert.
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Abbildung 5. Reduktion der IRF4-Expression in CAR-T-Zellen.

(A) Intrazelluldre Farbung von IRF4 nach Stimulation mit CEA* BxPC-3-Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten
in CD8" (linkes Diagramm) und CD4* CAR T-Zellen (rechtes Diagramm) mit Hilfe der DurchfluRzytometrie. CAR-
T-Zellen wurden durch TCR/CD28 Aktivierung von PBMZs und anschlieBende retrovirale Transduktion erzeugt.
Untransduzierte Zellen wurden durch Aktivierung von PBMZs und anschlieRende Expansion mit IL-2 erzeugt,
jedoch ohne retrovirale Transduktion. Die Daten stellen Mittelwerte + SEM von fiinf Spendern dar, die p-Werte
wurden durch den ungepaarten t-Test berechnet, * = p < 0,05, *** = p < 0,001. (B) Western Blot, der die IRF4-
Proteinexpression in untransduzierten (UT) T-Zellen, CEA-287-K (Ctrl) CAR T-Zellen und CEA-28Z-11 (I1) CAR T-
Zellen nach einer 24-stiindigen Kokulturperiode mit BxPC-3-Zellen zeigt. Dargestellt ist ein reprdsentativer
Spender aus einer Gesamtheit von drei Spendern.
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4.2 Die Herunterregulierung von IRF4 hat keinen negativen Einfluss auf die
Funktionalitat der CAR-T-Zellen

4.2.1 Zytotoxizitit von CAR-T-Zellen mit reduzierter IRF4-Expression

Als nachstes wurde die Zytotoxizitat von CEA-28(-11 CAR-T-Zellen mit herunterreguliertem
IRF4 im Vergleich zu Kontroll-CEA-28C-K CAR-T-Zellen mit irrelevanter shRNA analysiert. Dazu
wurden CAR-T-Zellen zusammen mit CEA" 293T-Zellen und CEA* BxPC-3-Pankreaszellen
kultiviert. Die Zytotoxizitit wurde nach 24 Stunden mittels XTT-Assay bestimmt. Uber
verschiedene Effektor-Ziel-Verhaltnisse hinweg waren sowohl| CEA-28¢-11 als auch CEA-287-K
gleichermaBen wirksam bei der Abtotung von BxPC-3-Zellen (Abbildung 6A). Ferner wurde
keine signifikante Antigen-unabhangige Zytotoxizitdt gegeniber 293T-Zellen beobachtet
(Abbildung 6A). Insgesamt wurde keine Beeintrachtigung der Zytotoxizitat von CAR-T-Zellen
durch die Herunterregulierung von IRF4 in CAR-T-Zellen beobachtet.
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Abbildung 6. Zytotoxizitdat von CAR-T-Zellen mit reduzierter IRF4-Expression.

Die Zytotoxizitat von CEA-28C-K (Ctrl) CAR T-Zellen und CEA-28C-11 (11) CAR T-Zellen nach einer 24-stiindigen Ko-
Kultur mit CEA* BxPC-3-Zellen (linkes Diagramm) und CEA™ 293T-Zellen (rechtes Diagramm) wurde bei den
angegebenen Effektor-Ziel-Verhaltnissen durch einen XTT-basierten kolorimetrischen Assay gemessen. Die
Daten stellen Mittelwerte £ SEM von sechs Spendern dar, die p-Werte wurden durch den ungepaarten t-Test
berechnet.

4.2.2 Zytokinsekretion von CAR-T-Zellen mit reduzierter IRF4-Expression

Neben der Zytotoxizitdt wurde auch die Zytokinsekretion nach einer antigenspezifischen CAR
Stimulation mittels ELISA analysiert. Im Anschluss an eine 48-stlindige Koinkubation mit BxPC-
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3-Zellen sezernierten CEA-28¢-11 und CEA-28(-K dahnliche Mengen an IFN-y, IL-2, und TNFa
(Abbildung 7). Die Antigen-unabhdngige Zytokinsekretion nach Ko-Kultur mit CEA™ 293T-
Zellen oder ohne Tumorzellen befand sich im Bereich des Messhintergrundes (Abbildung 7).
In der Zusammenfassung lasst sich feststellen, dass durch die Herunterregulierung von IRF4
in CAR-T-Zellen keine Beeintrachtigung der Zytokinsekretion der CAR-T-Zellen beobachtet
wurde.
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Abbildung 7. Zytokinsekretion von CAR-T-Zellen mit reduzierter IRF4-Expression.

ELISA-basierte Quantifizierung der Zytokinsekretion von CEA-287-K (Ctrl) CAR T-Zellen und CEA-28Z-11 (11) CAR T-
Zellen (1 x 10° CAR-T-Zellen) nach einer 48-stiindigen Ko-Kultur mit CEA* BxPC-3-Zellen (1 x 10° Zellen), CEA
293T-Zellen (1 x 10° Zellen) oder ohne Tumorzellen in 200 pl Medium (w/o). Aus den Uberstdnden der Ko-Kultur
wurde die Konzentration von IFN-y (linkes Diagramm), IL-2 (mittleres Diagramm) und TNFa (rechtes Diagramm)
bestimmt. Die Daten stellen Mittelwerte £ SEM von mindestens flinf Spendern dar, die p-Werte wurden durch
den ungepaarten t-Test berechnet, ns bedeutet nicht signifikant.

4.3 Die Herunterregulierung von IRF4 verbessert die Aktivitdt von CAR-T-
Zellen unter repetitiven Stimulationsbedingungen

4.3.1 Eine reduzierte Expression von IRF4 steigert die Reduktion der Tumorzellen
durch CAR-T-Zellen wdhrend wiederholter Stimulation mit Tumorzellen

Das Ziel dieser Arbeit war es, durch Reduktion der IRF4-Expression die Erschopfung von CAR-
T-Zellen als Folge der wiederholten Antigenstimulation langfristig in CAR-T-Zellen zu mildern.
Um die CAR-T-Zellen hinsichtlich funktioneller Erschopfung in-vitro zu charakterisieren,
wurde ein in-vitro Stress Test basierend auf der repetitiven Stimulation von CAR-T-Zellen mit
CEA* BxPC-3 Zellen benutzt. Konkret wurden die Effektorfunktionen von CAR-T-Zellen
wahrend vier aufeinanderfolgenden Stimulationsrunden (Runde 1-4) durch Koinkubation mit
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GFP-markierten CEA* BxPC-3-Zellen getestet, wobei jede Runde drei bis vier Tage dauerte.
CEA-28C-K-CAR-T-Zellen mit physiologischen IRF4-Spiegeln expandierten zunachst innerhalb
der ersten Stimulationsrunde. Danach folgte in den weiteren Runden eine Kontraktionsphase
(Abbildung 8A). In dhnlicher Weise zeigten CAR-T-Zellen mit reduzierter IRF4-Expression
zundachst eine Expansion. Auch hier folgte eine schnelle Kontraktionsphase, die keinen groRen
Unterschied zu Kontroll-CAR-T-Zellen aufwies. In Bezug auf die anti-Tumorzell Aktivitat
zeigten sowohl CEA-287-K CAR-T-Zellen als auch CEA-28C-11 CAR-T-Zellen in den ersten beiden
Runden eine nahezu vollstandige Eliminierung von BxPC-3-Zellen. In den letzten beiden
Stimulationsrunden hingegen wurde ein deutlicher Riickgang der Zytotoxizitat gegenliber den
Krebszellen beobachtet. In der letzten Runde (Runde 4) waren CAR-T-Zellen mit reduzierten
IRF4-Spiegeln noch in der Lage, ungefdhr die Halfte der ausgesdten BxPC-3-Zellen zu
eliminieren, wohingegen die zytotoxische Kapazitit der CEA-287-K Kontroll-CAR-T-Zellen
praktisch erloschen war (Abbildung 8A). Ausgehend von einem relativen 1:1 Verhaltnis stieg
das CD8/CDA4-T-Zell-Verhaltnis wahrend der wiederholten Antigenstimulation an, d.h. die
Anzahl der CD8* T-Zellen nahm gegeniiber CD4* Zellen zu (Abbildung 8B). Die Daten zeigen,
dass CAR-T-Zellen mit reduzierten IRF4-Expression im Vergleich zu konventionellen CAR-T-
Zellen eine verbesserte Tumorzellkontrolle wahrend repetitiver Stimulation aufweisen.
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Abbildung 8. Eine reduzierte IRF4 Expression steigert die Tumorzellkontrolle von CAR-T-Zellen.

(A) CEA-287-K (Ctrl) CAR T-Zellen und CEA-28Z-11 (I1) CAR T-Zellen (Start mit 1 x 10°> CAR-T-Zellen) wurden vier
Stimulationsrunden (R1-R4) mit GFP-markierten CEA* BxPC-3-Zellen (1 x 10° Tumorzellen zu Beginn jeder Runde)
unterzogen. Am Ende jeder Runde wurden CAR-T-Zellen (lebende CD3* CAR*) (linkes Diagramm) und BxPC-3-
Zellen (lebende GFP* Zellen) (rechtes Diagramm) mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Die Daten stellen
Mittelwerte + SEM von sechs Spendern dar, die p-Werte wurden durch den ungepaarten t-Test berechnet, ns
bedeutet nicht signifikant und * bedeutet p < 0,05. (B) Phanotypische Analyse von CD8* CAR T-Zellen wéhrend
der repetitiven Antigenstimulation. CAR-T-Zellen durchliefen drei Runden (R1-R3) repetitiver Stimulation mit
unmarkierten BxPC-3-Zellen. Am Ende jeder Runde wurde das CD8/CD4-T-Zell-Verhaltnis mittels
Durchflusszytometrie bestimmt.

4.3.2 funktioneller Erschépfung von CAR-T-Zellen unter repetitiver Stimulation

Um aufzukldaren, ob CAR-T-Zellen mit reduzierter IRF4 Expression sich in dem
Expressionsprofil von Oberflachenmarkern, die mit funktioneller Erschopfung assoziiert sind,
unterscheiden, erfolgte eine Analyse dieser Marker unter repetitiver Antigenstimulation
mittels Durchflusszytometrie. Insgesamt wurden die CAR-T-Zellen in drei Runden (R1-R3) mit
BxPC-3-Zellen stimuliert. Am Ende jeder Runde wurde die Expression von PD-1, TIM-3 und
TIGIT separat fir CD8*- und CD4*- CAR-T-Zellen erfasst. TIM-3 wurde wahrend der ersten
beiden Runden der repetitiven Stimulation in CEA-28(-I11 CAR-T-Zellen in einem hdheren
Ausmald exprimiert als in CEA-287-K Kontroll-CAR-T-Zellen. Die Hochregulierung von PD-1 und
TIGIT war in CEA-28C-11-CAR-T-Zellen und CEA-287-K-Kontroll-CAR-T-Zellen dhnlich (Abbildung
9). Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich die Expression von Markern assoziiert
mit funktioneller Erschépfung unter repetitiver Stimulation in CAR-T-Zellen mit reduzierter
IRF4 Expression nicht wesentlich von konventionellen CAR-T-Zellen unterschied.
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Abbildung 9. Expression von Markern assoziiert mit funktioneller Ersch6pfung von CAR-T-Zellen
unter repetitiver Stimulation.

Phanotypische Analyse von CEA-28C-K (Ctrl) CAR T-Zellen und CEA-28Z-11 (I11) CAR T-Zellen unter repetitiver
Antigenstimulation. CAR-T-Zellen durchliefen drei Runden (R1-R3) der Antigenstimulation mit BxPC-3-Zellen. Am
Ende jeder Runde wurden CAR-T-Zellen auf CD8 oder CD4 gefarbt und hinsichtlich der Expression von PD-1 (A),
TIM-3 (B) und TIGIT (C) weiter charakterisiert. Die Daten stellen geometrische Mittelwerte *+ SEM von
mindestens vier Spendern dar, p-Werte wurden durch gepaarten t-Test berechnet, ns bedeutet nicht signifikant,
* bedeutet p < 0,05, ** bedeutet p <0,01.

4.3.3 Effektor-Geddichtnis-T-Zell Differenzierung von CAR-T-Zellen unter repetitiver
Stimulation

Um zu beleuchten, ob CAR-T-Zellen mit reduzierter IRF4 Expression sich in der der Effektor-
Gedachtnis-T-Zell Differenzierung unterscheiden, wurde diese nach repetitiver
Antigenstimulation mittels Durchflusszytometrie charakterisiert. Insgesamt wurden die CAR-
T-Zellen in drei Runden (R1-R3) mit BxPC-3-Zellen stimuliert. Am Ende jeder Runde wurde die
Expression von CD62L und CD45R0 separat auf CD8*- und CD4*- CAR-T-Zellen erfasst.
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Ausgehend von einer relativ dhnlichen Verteilung von CD45RO*/CD62L* zentralen
Gedachtnis-T-Zellen und CD45R0*/CD62L Effektor-Gedachtniszellen wechselten sowohl CAR-
T-Zellen mit als auch ohne IRF4-Herunterregulierung gleichermalien wahrend der repetitiven
Stimulation von einer zentralen Gedachtnis Differenzierung zu einer Effektor-Gedachtnis
Differenzierung (Abbildung 10). CEA-287-I1 CAR-T-Zellen und Kontroll-CAR-T-Zellen
unterschieden sich nicht relevant in ihrer Effektor-Gedachtnis-Differenzierung (Abbildung
10).
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Abbildung 10. Effektor-Gedachtnis-T-Zell Differenzierung von CAR-T-Zellen unter repetitiver
Stimulation.

Phanotypische Analyse von CEA-28Z-K (Ctrl) CAR T-Zellen und CEA-28Z-I1 (I11) CAR T-Zellen unter repetitiver
Antigenstimulation. CAR-T-Zellen durchliefen drei Runden (R1-R3) der Antigenstimulation mit BxPC-3-Zellen. Am
Ende jeder Runde wurden CAR-T-Zellen auf CD8 oder CD4 gefarbt und hinsichtlich Effektor-Gedachtnis-T-Zell
Differenzierung charakterisiert: SCM = Stammgedachtniszelle (CD45R0+ CD62L+), EM = Effektor-Gedachtniszelle
(CD45R0O+ CD62L-), CM = Zentrale Gedachtniszelle (CD45RO+ CD62L+), E = Effektor (CD45R0O- CD62L-). Die Daten
stellen geometrische Mittelwerte + SEM von mindestens vier Spendern dar, p-Werte wurden durch gepaarten
t-Test berechnet, ns, nicht signifikant, * p < 0,05, ** p <0,01.
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4.3.4 Expression kostimulatorischer Rezeptoren auf CAR-T-Zellen unter repetitiver
Stimulation

Am Ende der repetitiven Stimulation (Runde 3) war CD27 wesentlich starker in CD8* CEA-28C-
I1 CAR-T-Zellen exprimiert als in Kontroll-CAR-T-Zellen (Abbildung 11). Der Effekt war auf
CD8*-T-Zellen beschriankt und wurde in CD4*-CEA-287-I1 CAR-T-Zellen nicht beobachtet.
Interessanterweise zeigen publizierte Daten, dass die Hochregulation von CD27 in CD8* CAR-
T-Zellen mit einer verbesserten CAR-T-Zell Funktionalitdt und anhaltenden Remissionen bei
mit CAR-T-Zellen behandelten Patienten assoziiert war [55]. Zusatzlich zu CD27 wurde auch
die Expression der kostimulierenden Molekiile CD28 und CD137 unter repetitiver Stimulation
gemessen. Sowohl bei den CD8*- als auch bei den CD4* CAR-T-Zellen war die Hochregulierung
von CD28 zu allen Zeitpunkten in den CEA-287-K-Kontroll-CAR-T-Zellen starker ausgepragt als
in den CEA-28C-11-CAR-T-Zellen. Wahrend CD137 am Ende der ersten Runde vorwiegend in
CD8* CAR-T-Zellen hochreguliert war, zeigten CD4* CEA-28(-I1 CAR-T-Zellen am Ende der
dritten Runde eine signifikant héhere Expression von CD137 als CEA-28C-K Kontroll-CAR-T-
Zellen.
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Abbildung 11. Expression von kostimulatorischen Markern auf CAR-T-Zellen unter repetitiver
Stimulation.

Phanotypische Analyse von CEA-28Z-K (Ctrl) CAR T-Zellen und CEA-28Z-I1 (I11) CAR T-Zellen unter repetitiver
Antigenstimulation. CAR-T-Zellen durchliefen drei Runden (R1-R3) der Antigenstimulation mit BxPC-3-Zellen. Am
Ende jeder Runde wurden CAR-T-Zellen auf CD8 oder CD4 gefarbt und hinsichtlich Expression von CD27 (A),
CD28 (B) und CD137 (C) analysiert. Die Daten stellen geometrische Mittelwerte + SEM von mindestens vier

Spendern dar, p-Werte wurden durch gepaarten t-Test berechnet, ns bedeutet nicht signifikant, * bedeutet p <
0,05, ** bedeutet p <0,01.

4.3.5 Expression von kostimulatorischen Liganden auf BxPC-3 Zellen

Um eine mogliche Transaktivierung von CAR-T-Zellen durch die Liganden dieser Rezeptoren
wahrend der repetitiven Stimulation durch BxPC-3 Tumorzellen zu untersuchen, wurde die
Expression kostimulierender Liganden, z.B. CD70, 41BBL, CD80 und CD86, auf BxPC-3-
Tumorzellen mittels Durchflusszytometrie Gberpriift. Keiner dieser Liganden wurde auf BxPC-
3 Zellen mit Hilfe der DurchfluBzytometrie nachgewiesen (Abbildung 12). Somit ist,

insbesondere fir CD27, eine Transaktivierung von CAR-T-Zellen durch BxPC-3 Zellen
unwahrscheinlich.
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Abbildung 12. Expression von kostimulatorischen Liganden auf BxPC-3 Zellen.

Farbung von BxPC-3 Zellen auf die Expression kostimulatorischer Liganden unter Verwendung eines APC-
konjugierten Anti-CD70-Antikorpers, eines PE-konjugierten Anti-41BBL-Antikorpers, eines FITC-konjugierten
anti-CD80-Antikorpers und eines PerCPCy5.5-konjugierten anti-CD86-Antikorpers. Als Kontrollen wurden
Fluoreszenz-Minus-Eins (FMO) verwendet. Dargestellt ist eine reprasentative Farbung aus drei T-Zell Spendern

4.3.6 Eine reduzierte Expression von IRF4 unterhdlt die Zytotoxizitit von CAR-T-
Zellen unter repetitiver Stimulation mit Tumorzellen

Um den Mechanismus der verbesserten Funktionalitat von CEA-28C-11-CAR-T-Zellen wahrend
repetitiver Stimulation zu untersuchen, wurde die Zytotoxizitdt der CAR-T-zellen am Ende
jeder Runde bestimmt. Dazu diente CD107a als Surrogatparameter fiir die Zytotoxizitdt von
CAR-T-Zellen. Die Degranulationsfahigkeit wurde separat fiir CD8*-CAR-T-Zellen und CD4*-
CAR-T-Zellen nach einer kurzfristigen Re-stimulation mit BxPC-3-Zellen am Ende jeder Runde
1-3 (R1-3) bestimmt. Im Durchschnitt nahm die Degranulationskapazitat von CAR-T-Zellen
wahrend der wiederholten Stimulation ab, wobei sowohl CD8*- als auch CD4*-CEA-28C-11 CAR-
T-Zellen am Ende der dritten Runde eine héhere Degranulation aufwiesen als CEA-28C-K
Kontroll-CAR-T-Zellen (Abbildung 13). Diese Ergebnisse unterstreichen eine Verbesserung der
Zytotoxizitat von CAR-T-Zellen durch die Herunterregulierung von IRF4.
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Abbildung 13. Messung der Degranulation von CAR-T-Zellen nach repetitiver Stimulation.

Analyse der Degranulationsfahigkeit von CD8*- und CD4*-CAR-T-Zellen (CEA-28Z-K (Ctrl)) CAR T-Zellen und CEA-
28C-11 (11) CAR T-Zellen) wahrend repetitiver Stimulation mit BxPC-3-Zellen. Am Ende jeder Runde (R1-3) wurden
CAR-T-Zellen mit BxPC-3-Zellen stimuliert. Nach vier Stunden wurde die Oberflichenexpression des
Degranulationsmarkers CD107a fiir CD8*- und CD4*-CAR-T-Zellen mittels Durchflusszytometrie gemessen. Die
Daten stellen Mittelwerte von + SEM von vier Spendern dar, die p-Werte wurden durch den ungepaarten t-Test
berechnet, ns = nicht signifikant, * = p < 0,05 und ** = p <0,01.
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4.4 Die Herunterregulierung von IRF4 erhoht die Antigensensitivitdat von CAR-
T-Zellen

4.4.1 Quantitative Bestimmung der Antigendichte von CEA auf MIA PaCa-2 Zellen

Angesichts der erheblichen Bedeutung der niedriger Antigendichte auf Tumorzellen fir das
Therapieversagen von CAR-T-Zelle, wurde als nachster Schritt die Auswirkungen der IRF4-
Herunterregulierung auf die Sensitivitat der CAR T-Zellen flr Ziele mit niedriger Antigendichte
untersucht. Als Modell wurde die humane Pankreaskarzinom Zelllinie MIA PaCa-2
ausgewahlt, die eine sehr geringe Antigendichte fiir CEA im Vergleich zu BxPC-3 Zellen
aufweist. Zunachst wurde die CEA-Expression auf MIA PaCa-2 Zellen mittels
Durchflusszytometrie erfasst. Hier zeigte sich, dass MIA PaCa-2 Zellen eine sehr geringe CEA-
Expression aufweisen (Abbildung 14A). Um die CEA-Expression quantitativ noch genauer zu
erfassen, wurde die Antigendichten mithilfe des QuantiBRITE-Phycoerythrin (PE)-Assays in
Verbindung mit einem PE-markierten Anti-CEA-Antikérper durchflusszytometrisch bestimmt.
Wahrend BxPC-3 Zellen, die hier als Positivkontrolle fungieren, durchschnittlich eine
Antigendichte von 282735 CEA-Molekiile pro Zelle aufwiesen, zeigten MIA PaCa-2 Zellen eine
mehr als 100-fach geringere CEA-Expression mit durchschnittlich 602 CEA-Molekiilen pro
Zelle (Abbildung 14B). Die Zelllinie 293T wurde als Negativkontrolle benutzt. Hier zeigte sich
keine CEA-Expression.
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Abbildung 14. Messung der Antigendichte von CEA auf MIA PaCa-2 Zellen.

(A) Farbung von MIA PaCa-2 Zellen auf CEA-Expression unter Verwendung eines APC Vio 770-konjugierten Anti-
CEA-Antikorpers. Dargestellt ist eine reprasentative Farbung aus einer Gesamtheit von drei Experimenten. (B)
Bestimmung der Antigendichten von CEA auf 293T-Zellen (CEA’), MIA PaCa-2 Zellen (CEA"%) und BxPC-3 Zellen
(CEA"&") mit dem QuantiBRITE-Phycoerythrin (PE)-Assay in Verbindung mit einem PE-markierten anti-CEA-
Antikorper. Die Bestimmung der Antigendichte erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Die Daten stellen
Mittelwerte + SEM von drei unabh&ngigen Experimenten dar.

4.4.2 Die Herunterregulierung von IRF4 ermdglicht die Abtétung von Zielen mit
geringer Antigendichte

Unter Verwendung von MIA PaCa-2 Zellen als Modell fiir Tumorzellen mit einer niedrigen
Antigendichte wurde antigenspezifische Zytotoxizitdt von CEA-287-I1 CAR-T-Zellen mit CEA-
28(-K CAR-T-Zellen in einem FACS-basierten 72-Stunden-Zytotoxizitdsassay verglichen. Dazu
wurden GFP-markierte MIA PaCa-2 Zellen mit CAR-T-Zellen im Verhaltnis 1 zu 1 kultiviert.
Nach 72 Stunden wurde die Anzahl der lebenden GFP* MIA PaCa-2 Zellen und die Anzahl der
CAR-T-Zellen (lebende CD3*/CAR*) mithilfe von counting beads in der DurchfluRzytometrie
analysiert. Wie in Abbildung 15 zusammengefasst, verstarkte die Herunterregulierung von
IRF4 die antigenspezifische Eliminierung von Tumorzellen mit einer geringen Antigendichte,
wohingegen CEA-287-K Kontroll-CAR-T-Zellen keine signifikante Zytotoxizitat gegentiber GFP-
markierten MIA PaCa-2 Zellen zeigten (Abbildung 15A). Wahrend des Testzeitraums kam es
zu keiner wesentlichen Expansion der CAR-T-Zellen und die absoluten CAR-T-Zellzahlen
unterschieden sich nicht signifikant (Abbildung 15B). Um die erhdhte Zytotoxizitat von CEA-
28C-11 CAR-T-Zellen gegeniiber MIA PaCa-2 Zellen weiter zu bestatigen, wurde tber 72-
Stunden ein XTT-basierter kolorimetrischer Zytotxizitdtsassay unter Verwendung
verschiedener Effektor-Ziel-Verhaltnisse durchgefiihrt (Abbildung 15C). In diesem Test wurde
keine unspezifische Zytotoxizitdt gegenliber CEA 293T-Zellen beobachtet. Dies zeigt, dass es
durch die Herunterregulierung von IRF4 zu einem Anstieg der antigenspezifischen, hier CEA-
spezifischen, Zytotoxizitdt kommt, ohne gleichzeitig einen Anstieg der Antigen-unabhangigen
Zytotoxizitat zu bewirken.
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Abbildung 15. Messung der Zytotoxizitdt von CAR-T-Zellen gegen MIA PaCa-2 Zellen.

(A) CEA-28T-K (Ctrl) CAR T-Zellen und CEA-28Z-11 (I1) CAR T-Zellen (1 x 10° T-Zellen) wurden zusammen mit GFP-
markierten CEA®" MIA PaCa-2 Zellen (1 x 10° Tumorzellen) kultiviert. Nach drei Tagen wurden MIA PaCa-2 Zellen
(lebende GFP*-Zellen, linkes Diagramm) und CAR-T-Zellen (lebende CD3*/CAR*, rechtes Diagramm) mittels
Durchflusszytometrie unter Verwendung von counting beads gezahlt. Die Daten stellen Mittelwerte £ SEM von
funf Spendern dar, p-Werte wurden mit einem ungepaarten t-Test berechnet, ns = nicht signifikant, ** = p <
0,01. (B) Die Zytotoxizitat von CAR-T-Zellen wurde nach einer 72-stiindigen Kokultur mit MIA PaCa-2 Zellen oder
293T-Zellen (CEA) bei den angegebenen Effektor-Zielzell-Verhdltnissen durch einen XTT-basierten
kolorimetrischen Assay gemessen. Die Daten stellen Mittelwerte + SEM von vier Spendern dar, die p-Werte
wurden durch einen ungepaarten t-Test berechnet.
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4.4.3 Die Herunterregulierung von IRF4 erméglicht eine Zytokinantwort gegen
Ziele mit geringer Antigendichte

Neben der Zyotoxizitait wurde auch die Zytokinantwort gegen Zellen mit geringer
Antigendichte untersucht, um zu verstehen, ob die IRF4-Herunterregulierung auch zu einer
verbesserten Antigensensitivitdt bei der Zytokinsekretion fiihrt. Dazu wurden CAR-T-Zellen
mit Medium, 293T Zellen und MIA PaCa-2 Zellen inkubiert und nach 48 Stunden die Spiegel
von IFN-y und IL-2 in den Uberstinden mittels ELISA analysiert. CEA-28Z-11 CAR-T-Zellen mit
reduzierten IRF4-Spiegeln sezernierten im Vergleich zu CEA-28(-K Kontroll-CAR-T-Zellen
deutlich hohere Mengen an IFN-y und IL-2 nach Inkubation mit MIA PaCa-2 Zellen (Abbildung
16). Eine erhdhte spontane Freisetzung von Zytokinen in Medium oder gegen 293T Zellen
wurde nicht beobachtet. Somit gezeigt werden, dass die Herunterregulierung von IRF4 auch
die Antigensensitivitat bei der Induktion der pro-inflammatorischen Zytokine erhéht.
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Abbildung 16. Messung der Zytokinantwort von CAR-T-Zellen gegen MIA PaCa-2 Zellen.

Messung von IFN-y und IL-2 in den Uberstinden nach einer 48-stiindigen Inkubation von CEA-28Z-K (Ctrl) CAR T-
Zellen und CEA-28C-11 (11) CAR T-Zellen (1 x 10° T-Zellen) mit Medium (w/o), 293T-Zellen und MIA-PaCa-2 Zellen
mittels ELISA. Die Daten stellen Mittelwerte + SEM von drei Spendern dar, p-Werte wurden durch den
ungepaarten t-Test berechnet, * = p <£0.05, ns = nicht signifikant.
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4.4.4 Die Herunterregulierung von IRF4 erhéht die Expression von Mediatoren des
IL-2 Signalweges

Um den Mechanismus der verbesserten Antigensensitivitdt zu untersuchen, wurden die
Expression von Mediatoren des IL-2 Signalweges bestimmt. Mittels Durchflusszytometrie
wurde die Expression des hochaffinen IL-2 Rezeptors CD25 und die Expression des
intrazellularen Mediators Phospho-STATS (pSTATS) in CAR-T-Zellen nach einer dreitagigen Co-
Kultur mit MIA-PaCa-2 Zellen gemessen. Es zeigte sich, dass die Expression von CD25 auf CAR-
Zellen mit herunterregulierten IRF4 hoher war (Abbildung 17A). Dariliber hinaus war auch die
Expression des von pSTAT5 in CEA-28C-11 CAR-T-Zellen hoher als in konventionellen CAR-T-
Zellen (Abbildung 17B). Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Herunterregulierung
von IRF4 zu einer hoheren Expression von Mediatoren des IL-2 Signalweges fihrt, was
insgesamt auf ein hoheres MalR an Aktivierung als Reaktion auf Zielzellen mit geringer
Antigenexpression hindeutet.
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Abbildung 17. Farbung auf Mediatoren des IL-2 Signalweges.

Farbung von CEA-287-K (Ctrl) CAR T-Zellen und CEA-28Z-11 (I1) CAR T-Zellen (1 x 10° T-Zellen) auf CD25 (A) und
auf pSTATS5 (B) nach drei Tagen Kultur mit MIA-PaCa-2 Zellen. Die Daten stellen geometrische Mittelwerte + SEM
von drei Spendern dar, p-Werte wurden durch gepaarten t-Test berechnet, ns bedeutet nicht signifikant, *
bedeutet p <0,05.
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4.4.5 Die Herunterregulierung von IRF4 erniedrigt die Schwelle fiir die
antigenspezifische Aktivierung von CAR-T-Zellen

Um herauszufinden, ob die Herunterregulierung von IRF4 generell die Schwelle fiir eine
antigenspezifische Aktivierung von CAR-T-Zellen senkt, wurden CAR-T-Zellen mit
abnehmenden Konzentrationen des anti-idiotypischen monoklonalen Antikdrpers
BW2064/36, der die CEA Bindedomane des anti-CEA CARs erkennt, stimuliert. Dieser
Antikorper diente als Surrogat fiir eine Stimulation Gber CEA und ist hilfreich, eine
antigenspezifische Stimulation von CAR-T-Zellen ohne die Prdsenz von Tumorzellen zu
modellieren. Die antigenspezifische Aktivierung von CAR-T-Zellen wurde anhand der
Freisetzung von IFN-y- und IL-2, die nach 48 Stunden im Uberstand mittels ELISA gemessen
wurde. Wahrend sowohl CEA-28C K-Kontroll-CAR-T-Zellen als auch CEA-28C-I11 CAR-T-Zellen
bei hohen Antigenkonzentrationen ahnliche Mengen an Zytokinen sezernierten, setzten CEA-
28C-11 CAR-T-Zellen bei niedrigen Antikdrperkonzentrationen deutlich héhere Mengen an
Zytokinen frei als Kontroll-CAR-T-Zellen (Abbildung 18). Anhand dieser Daten ldsst sich
schlussfolgern, dass die Herunterregulierung von IRF4 die Schwelle fiir die antigenspezifische
Aktivierung in CAR-T-Zellen senkt.

IFN-y IL-2

IFN-y [ng/ml]
IL-2 [ng/ml]

2 A e jﬂ
| 1N , o B0 =

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2500 1250 625 312 156 78 PBS 2500 1250 625 312 156 78 PBS

BW2064/36 (ng/ml) BW2064/36 (ng/ml)

mm Ctr

Abbildung 18. Titration der antigenspezifischen Aktivierungsschwelle CAR-T-Zellen.

Quantifizierung von IFN-y und IL-2 im Uberstand nach einer 48-stiindigen Stimulation von CEA-28Z-K (Ctrl) CAR
T-Zellen und CEA-28C-11 (11) CAR T-Zellen (1 x 105 T-Zellen) mit dem antiidiotypischen monoklonalen Antikorper
BW2064/36 in den angegebenen Konzentrationen. Die Daten stellen Mittelwerte + SEM von acht Spendern dar,
p-Werte wurden durch gepaarten t-Test berechnet, * = p < 0,05.
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Literaturdaten zeigen, dass IRF4 eine entscheidende Rolle bei der Etablierung und
Aufrechterhaltung der T-Zell-Erschopfung wahrend einer chronischen Infektion spielt [46].
Das Ziel dieser Arbeit war es, die Antigen-spezifische Funktionalitat von CAR-T-Zellen durch
eine Reduktion der IRF4-Expression zu verbessern. Dazu wurde eine IRF4-spezifische shRNA
in  CAR-T-Zellen exprimiert. Um die Translation in einen GMP-kompatiblen
Herstellungsprozess zu erleichtern, haben wir einen retroviralen Vektor entworfen, der
sowohl fiir die IRF4-spezifische shRNA als auch fur den CEA-spezifischen CAR kodiert. Dieser
Vektor ermoglicht die Transduktion von T-Zellen mit einer dhnlichen Effizienz wie Vektoren
mit einer Expressionskassette, die ausschlieRlich den CAR kodieren.

Die Herunterregulierung von IRF4 durch shRNA hatte keine negativen Auswirkungen auf die
Zytotoxizitat und die Zytokinsekretion von CAR-T-Zellen. Allerdings zeigten CEA-28C-11 CAR-T-
Zellen mit IRF4-Herunterregulierung in einem in-vitro ,Stress-Test” basierend auf einer
repetitiven Stimulation mit Tumorzellen eine Uberlegene Eliminierung von Krebszellen im
Vergleich zu herkdmmlichen CAR-T-Zellen. Bemerkenswerterweise kam es dabei auf CD8*
CEA-28C-11 CAR T-Zellen zu einer verstarkten Expression von CD27. In der Literatur wurde die
Expression von CD27-Expression auf CAR-T-Zellen mit einer besseren Funktionalitat und
einem generell besseren Ansprechen auf die CAR-T-Zell Therapie in Verbindung gebracht [55].
Eine genauere Analyse von Transkriptomdaten zeigte, dass Gene, die bei der Differenzierung
in Gedachtnis-T-Zellen beteiligt sind, bei Patienten, die eine vollstindige Remission
aufwiesen, angereichert waren [55]. Auf der anderen Seite waren Gensignaturen, die bei der
Differenzierung in Effektorzellen, bei der Steuerung von Glykolyse, sowie bei der Regulation
von Erschopfung und Apoptose beteiligt sind, bei Patienten ohne Ansprechen auf eine CAR-
T-Zell Therapie selektiv hochreguliert [55]. Interessanterweise wurden langanhaltende
vollstandige Remissionen oft zusammen mit einer erhdhten CD27-Expression auf
zirkulierenden CD8*-T-Zellen vor der CAR-T-Zell Herstellung beobachtet [55]. Meist ist eine
erhohte CD27 Expression auf T-Zellen mit einer verbesserten Funktionalitat,
Uberlebensfihigkeit, Resistenz gegen Apoptose und einer robusten Bildung von T-
Gedachtniszellen vergesellschaftet [56].

Zusammenfassend ist als Ergebnis dieser Arbeit festzustellen, dass eine erhohte CD27-
Expression auf CAR-T-Zellen einen Status erhohter Funktionalitat von CEA-28C-11 CAR-T-Zellen
wahrend der wiederholten Antigenstimulation widerspiegeln kdnnte. Parallel zu der
gesteigerten CD27-Expression wurden keine gréBeren Anzeichen fir eine T-Zell Erschopfung
festgestellt, da PD1 und TIGIT nicht verandert waren. Die Expression von TIM-3 nahm nach
einem anfanglichen Anstieg in friihen Stimulationsphasen ab.

Ferner flihrte die Herunterregulierung von IRF4 zu einer verbesserten Antigenempfindlichkeit
von CAR-T-Zellen gegeniiber Tumorzellen, die das CAR-Antigen tragen. Im Allgemeinen wurde
gezeigt, dass die Herunterregulierung von IRF4 in CAR-T-Zellen zu einer Senkung der Schwelle
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fur die antigenspezifische Aktivierung von CAR-T-Zellen fihrt. Dies erméglicht somit das
erfolgreiche Erkennen von Tumorzellen mit geringer Antigendichte, die von CAR-T-Zellen mit
physiologischer IRF4 Expression nicht erkannt werden.

Auf Basis der in dieser Arbeit erhobenen Daten wird ein erhoéhter Aktivierungszustand der
CAR-T-Zellen mit IRF4 Herunterregulierung angenommen. Mechanistisch zeigte sich dieser
erhohte Aktivierungszustand durch eine erhdhte Expression von Mediatoren des IL-2
Signalweges wie CD25 und Phospho-STATS. Dieses flgt sich in das Bild ein, das In einer
kiirzlich  publizierten  Arbeit skizziert wurde, dass die Uberexpression des
Transkriptionsfaktors c-Jun zu einer erhohten Antigensensitivitat von CAR-T-Zellen fiihrt [20].
Die erhOohte Antigensensitivitit wurde mit einer durch c-Jun vermittelten
Transkriptionsaktivierung von Zielgenen, z.B. IL-2, erklart [20]. Es wurde gezeigt, dass durch
die Uberexpression von c-Jun repressive AP1-IRF4-Komplexen aus dem Chromatin von
Zielgenen wie [L-2 verdrangt wurden [20]. Diese AP1-IRF4-Komplexe induzieren ein
erschopfungsbezogenes Transkriptionsprogramm, das wiederum die Empfindlichkeit der T-
Zellen gegeniiber Antigenen verringert [20]. In dieser Arbeit wurde ebenfalls eine erhéhte
Aktivitat des IL-2-Signalwegs als Reaktion auf die Herunterregulierung von IRF4 beobachtet.
Diese erhohte Aktivitdt des IL-2 Signalweges konnte moglicherweise auch auf eine
Verringerung der Chromatin-gebundenen AP-1-IRF4-Komplexe zurlickzufiihren sein. In der
Konsequenz konnte ein verbesserter transkriptioneller Zugang zu wichtigen T-Zell-
Effektorgenen wie IL-2 wiederum zu einer erhéhten T-Zell-Aktivitat flihren, die insbesondere
unter Bedingungen niedriger Antigendichte greifbar wird. ATAC-Sequenzierungen der Gene
des IL-2 Signalweges konnten hierzu weitere Hinweise liefern.

Die Verbesserung der Antigensensitivitdt von CAR-T-Zellen ist von erheblicher Bedeutung fiir
die klinische Anwendung, da die Immunevasion von Tumorzellen aufgrund einer niedrigen
Antigendichte eine der Hauptursachen fiir Riickfalle nach einer a priori erfolgreichen CAR-T-
Zelltherapie ist [57]. Wahrend das Erkennen von Krebszellen mit niedriger Antigendichte
hilfreich ist, um einen Tumorriickfall zu vermeiden, besteht andererseits durch die Erhdhung
der Antigenempfindlichkeit der CAR-T-Zellen das Risiko flir On-Target-/Off-Tumor-Toxizitdten
[14]. Daher ist eine sorgfaltige Auswahl von Zielantigenen ohne oder mit niedriger Expression
auf gesundem Gewebe erforderlich.

Die erhdhte Antigensensitivitat und Aktivierbarkeit der CAR T-Zellen kdnnte das Risiko fiir
klinisch relevante Nebenwirkungen erhohen. Zwar ist die Zytokinsekretion von
konventionellen CAR-T-Zellen und CAR-T-Zellen mit IRF4-Herunterregulierung in dieser Arbeit
nicht unterschiedlich, jedoch ist aufgrund des hoheren Aktivierungsgrades von CAR-T-Zellen
mit |IRF4-Herunterregulierung eine erhdhte Wachsamkeit hinsichtlich des Zytokin-
Freisetzungssyndroms (CRS) angebracht [58]. Dariiber hinaus muss die Sekretion zentraler
CRS-Treiber wie IL-6 und IL-1B in zukinftigen Studien bestimmt werden [58]. Eine weitere
potenziell todliche Nebenwirkung der CAR-T-Zelltherapie ist das Immuneffektorzell-
assoziierte Neurotoxizitatssyndrom (ICANS) [59]. Im Gegensatz zu CRS ist die mechanistische
Grundlage fir das Auftreten von ICANS noch weitgehend unklar und bedarf weiterer
Aufklarung [59]. In einer kirzlich durchgefihrten Studie, die sich auf Einzelzell-RNA-
Sequenzierungsdaten stitzte, um eine mogliche ,On-Target“-Expression des CAR-Antigens
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CD19 aulierhalb des Tumors zu identifizieren, stellten Forscher fest, dass eine geringe
Expression von CD19 auf Zellen der Blut-Hirn-Schranke einen potenziellen On-Target-
Mechanismus fiir Neurotoxizitat bei der auf CD19-gerichteten CAR-T-Zelltherapie darstellen
konnte [60]. Vor dem Hintergrund dieser Daten sollten CD19-spezifische CAR-T-Zellen mit
erhohter Antigensensitivitdt engmaschig auf eine mogliche Neurotoxizitdt berwacht werden
[60]. Dennoch tritt bei der Mehrheit der Patienten, die sich einer CD19-gesteuerten CAR-T-
Zelltherapie unterziehen, keine Neurotoxizitat auf [58]. Ein wichtiger Faktor hierbei ist, dass
die zerebrale CD19-Expression nicht bei allen Patienten einheitlich ist [60].

Im Allgemeinen ist die Auswahl von Zielantigenen ohne oder mit begrenzter Expression auf
gesundem Gewebe der wichtigste Schritt ist, um potenziell todliche On-Target-/Off-Tumor-
Toxizitaten zu vermeiden [14]. Trotz aller praklinischer Evaluierung kdnnten
Sicherheitsmechanismen wie Suizid-Gene in CAR T-Zellen zu deren Eliminierung notwendig
sein. Der Einsatz von Suizidgenen [61] und die anfdngliche Infusion von CAR-T-Zellen mit
transienter CAR-Expression [62], z.B. CAR-T-Zellen erzeugt durch RNA-Elektroporation, stellen
valide Strategien dar, um potentiellen Toxizitaten entgegenzuwirken. Fiir die klinische
Translation von CAR-T-Zellen mit erhohter Antigensensitivitat ist die Auswahl sicherer
Antigene eine entscheidende Voraussetzung. Deshalb sollte die Expression des Zielantigens
auf RNA- und Proteinebene griindlich in allen verfiigbaren Geweben Uberprift werden.
Daruber hinaus kénnten Tiermodelle mit orthotoper Expression menschlicher Antigene, wie
beispielsweise Mause, die das menschliche Mesothelin-Protein in der Lunge exprimieren,
genutzt werden, um die in-vivo Antigensensitivitat von CAR-T-Zellen und somit das Risiko fiir
eine On-Target-Off-Tumor Toxizitat zu beurteilen [63].

In einer kiirzlich unternommenen Studie erwies sich IRF4 als entscheidender Regulator der
Erschopfung von CAR-T-Zellen nach repetitiver Stimulation mit Krebszellen [53]. Einzelzell-
ATAC-Sequenzierungs-Analysen identifizierten regulatorische Netzwerke, die die
Erschopfung von CAR-T-Zellen initiieren und unterhalten [53]. Hierbei wurde IRF4 als einer
der potenziell entscheidenden Faktoren identifiziert. Damit Gbereinstimmend bewirkte die
shRNA-vermittelte Hemmung der IRF4-Expression eine Abschwéachung der funktionellen
Erschopfung von T-Zellen [53]. Ferner wurde die T-Zell-Differenzierung gehemmt, die CAR-T-
Zell-Zytotoxizitat verbessert und die therapeutische Aktivitdt von CAR-T-Zellen in Leukdamie
Mausmodellen gesteigert [53]. In unserem in-vitro Stress-Test Modell wurde wahrend der
repetitiven Stimulation mit Tumorzellen jedoch kein Verlust der funktionellen Kapazitaten
oder groBere Unterschiede in den Effektor-Gedachtnis-Phanotypen beobachtet. Auch fanden
sich hinsichtlich der Expression von Erschopfungsmarkern mit Ausnahme einer
voriibergehenden Hochregulierung von TIM-3 keine signifikanten Unterschiede nach IRF4-
Herunterregulierung. Ferner wurden wahrend der repetitiven Stimulation mit Tumorzellen
phanotypische Verdanderungen durch die Herunterregulierung von IRF4 beobachtet, die sich
zwischen CD8*- und CD4*-CAR-T-Zellen unterschieden. Insbesondere war die Steigerung der
Expression von CD27 in CD8*-CAR-T-Zellen nach IRF4-Herunterregulierung am hdéchsten,
wohingegen sich die CD27-Expression in CD4* CAR-T-Zellen keinen signifikanten Unterschied
zeigte. Es ist bekannt, dass die CD27 Stimulation das Uberleben und die Antitumoraktivitat
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der T-Zellen steigert. In einer friiheren Studie, die den Einfluss der IRF4-Herunterregulierung
auf die Funktionalitdt und Expansion von CD8*-T-Zellen wahrend akuter Virusinfektionen
untersuchte, zeigten CD8*-T-Zellen mit erniedrigter IRF4-Expression eine Hochregulierung
von CD27, die mit einer Gberlegenen Funktionalitdt im Vergleich zu Wildtyp-T-Zellen assoziiert
war. Insbesondere fir CD8* T-Zellen wurden direkte transkriptionelle Effekte von IRF4 auf die
Genexpression von CD27 vermutet. In der vorliegenden Arbeit kdnnte die bevorzugte
Hochregulierung des (iberlebensférdernden Molekiils CD27 auf CD8* T-Zellen zum Anstieg
des CD8/CDA4-Verhaltnisses wahrend der repetitiven Antigenstimulation beitragen. Die Daten
weisen auf eine Rolle von IRF4 als wichtigen Faktor bei der T-Zell-Differenzierung hin. Im
Einklang damit wurde eine verzégerte Differenzierung zu Effektorzellen und eine starkere
Erhaltung eines zentralen Gedachtnisphanotyps in CD4* CAR-T-Zellen nach der
Herunterregulierung von IRF4 beobachtet. Unerwarteterweise hatte die Herunterregulierung
von IRF4 dagegen keinen oder nur einen geringen Einfluss auf die Effektordifferenzierung in
CD8*-CAR-T-Zellen wahrend der repetitiven Antigenstimulation. Daflir sind moglicherweise
noch niedrigere IRF4-Spiegel erforderlich. Im Gegensatz zu CD27 war die Expression von CD28
in CAR-T-Zellen mit IRF4-Herunterregulierung durchweg niedriger und in CD4*-CAR-T-Zellen
im Verlauf der wiederholten Antigenstimulation im Allgemeinen héher. Die Daten in dieser
Arbeit legen nahe, dass CD28 ein weiteres potenzielles Transkriptionsziel von IRF4 ist.

In der Zusammenfassung unterstreichen die hier erhobenen Daten, dass die
Herunterregulierung von IRF4 in CAR-T-Zellen ein wirksames Instrument zur Steigerung der
Funktionalitdt und der Antigenempfindlichkeit von CAR-T-Zellen ist. Die Konfiguration der
IRF4-spezifischen shRNA zusammen mit der CAR-Expressionskassette als Ein-Vektor-System
ermoglicht die effiziente Herstellung von CAR-T-Zellen in einem GMP-konformen Prozess, was
eine Translation in die klinische Anwendung erleichtert.
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Die DNA- und Aminosduresequenz jedes in dieser Arbeit verwendeten chimaren
Antigenrezeptors erstellt mit SnapGene Viewer.
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L L H 8§ D Y M N M T P R R P G P T R K H Y Q P Y A P P R D F A A
545 s 55 s L) £ 0

TATCGCTCCCTGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACG

ATAGCGAGGGACTCTCACTTCAAGTCGTCCTCGCGTCTGCGGGGGCGCATGETCGTCCCGGTCTTGGTCGAGATATTGCTCGAGTTAGATCCTGC

Y R s L R Vv K F s R S A D A P A Y Q Q@ G Q@Q N @ L Y N E L N L G R
575 80 585 590 95 600

AAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACAAGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACA

TTCTCTCCTCATGCTACAAAACCTGTTCTCTGCACCGGCCCTGGGACTCTACCCCCCTTTCGGCTCTTCCTTCTTGGGAGTCCTTCCGGACATGT

-
=
»
=
-
I
-

R E E Y D V L D K R R G R D P E M
605 610 615

-

1615

1710
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ANHANG

ATGAACTGC:GAAAGATAA?ATGGCGGAGECCTACAGTG?GATTGGGAT?AAAGGCGAGSGCCGGAGGG?CAAGGGGCA?GATGGCCTTIACCAG

+ T + T + T + T + T * T + T + T + T *
TACTTGACGTCTTTCTATTCTACCGCCTCCGGATGTCACTCTAACCCTACTTTCCGCTCGCGGCCTCCCCGTTCCCCGTGCTACCGGAAATGGTC

N E L Q K D K M A E A Y S E I 6 M K G E R R R G K G M D G L Y
- ) 13 T T 650 " T T T T

GGTCICAGTACAGCEACCAAGGAC:CCTACGACGECCTTCACAT?CAGGCCCTGECCCCTCGCT:ATCCTCGAG:GATCCGGAGICGACGAGAA?

+ + + T + + T * T + T

T T T T T
CCAGAGTCATGTCGGTGGTTCCTGTGGATGCTGCGGGAAGTGTACGTCCGGGACGGGGGAGCGATTAGGAGCTCTCTAGGCCTCAGCTGCTCTTC

G L S T A T K D T ¥ D A L H
= Ten [32] = =

+ T +

D s S R D P EBE S T R

GTATATTGCIGTTGACAGT?AGCGATCACEATGAGTGAC?ACGTGATAGIGAAGCCACA?A?GTATCACE?CGTCAC?C’TGGTGA?TG?CTACT

+ T + T + T + T + T + T + T + T + T +
CATATAACGACAACTGTCACTCGCTAGTGGTACTCACTGCTGCACTATCACTTCGGTGTCTACATAGTGCAGCAGTGAGTACCACTAACGGATGA

Y 1 A VvV D S & R S P B vV T T B B B S H R C 1 T S S L n Vv I A ¥
T 5% " o5 T — 7T I T S T r T r

GCCTfGGACTTCAA?GGGCTACTC?CG: 3

+ *

T T LB |
CGGAGCCTGAAGTTCCCCGATGAGCGCT 5¢

€C L G L Q G A T —
0 735 B

2188
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6.2 BWA43126_FC_CD28_CD3z_mir30_shIRF4_1 (#2439)

ATGGATYTTCAGGTGCAGAITTTCAGCTT?CTGCTAATCAGTGCCTCAGICATAATGTCIAGAGGTGTCCACTCCCAGGTCCAACTGCA?GAGTC
1 " I " N + i " " " I i i " "

I + T + T + T + T + T + T + T + T + T +
TACCTAAAAGTCCACGTCTAAAAGTCGAAGGACGATTAGTCACGGAGTCAGTATTACAGATCTCCACAGGTGAGGGTCCAGGTTGACGTCCTCAG

F L L 1 S A S V I M S R G V H S Q VvV Q L Q E
1 s 10 15 20 = 30

AGGTCCAGGTCTTGTGAGACCTAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGCACCGTGTCTGGCTTCACCATCAGCAGTGGTTATAGCTGGCACTGGGTGA
1 + i + i M i + 1 1 M i + i M 1 + 1

L)
TCCAGGTCCAGAACACTCTGGATCGGTCTGGGACTCGGACTGGACGTGGCACAGACCGAAGTGGTAGTCGTCACCAATATCGACCGTGACCCACT

G P L VvV R P 8§ Q T L 8 L T € T VvV 8 66 F T I 8 S8 6 Y S W H W V

G
E @ 45 50 55 @

GACAGCCACCTGGACGAGGTCTTGAGTGGATTGGATACATACAGTACAGTGGTATCACTAACTACAACCCCTCTCTCAAAAGTAGAGTGACAATG
i L e L " 1 " la " ™ i 1 " ' " L e L "

T T * T * T * 1 u T ' T * T * T * T T
CTGTCGGTGGACCTGCTCCAGAACTCACCTAACCTATGTATGTCATGTCACCATAGTGATTGATGTTGGGGAGAGAGTTTTCATCTCACTGTTAC

Q@ P P ¢ R G L B W I @Y I Q Y 8 6 I T N Y N P 8 L K 8 R V 7T
i ] 7 L) e - w

]

CTGGTAGACACCAGCAAGAACCAGTTCAGCCTGAGACTCAGCAGCGTGACAGCCGCCGACACCGCGGTCTATTATTGTGCAAGAGAAGACTATGA
L 5 L ' ' " 'l " 1 " L " L i L 2 1 2 L

L | + T + T + T t TR T + T + T T T
GACCATCTGTGGTCGTTCTTGGTCAAGTCGGACTCTGAGTCGTCGCACTGTCGGCGGCTGTGGCGCCAGATAATAACACGTTCTCTTCTGATACT

| S, S YTy g | RS [ | ([ S ) S S T, A g Y VS Sy ey ek, o, A - Sy (R N ) - i
100 105 110 s 120 15

TTACCACTGGTACTTCGATGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGAGGTGGTGGATCGGGCGGTGGCGGGTCGGGTGGCGGCG
. 1 M 1 3 1 M 1 " 1 " 1 3 1 : 1 M 1 3

+ T + T + T + T + T + T + T + T + 1 t
AATGGTGACCATGAAGCTACAGACCCCGGTTCCCTGGTGCCAGTGGCAGAGGAGTCCTCCACCACCTAGCCCGCCACCGCCCAGCCCACCGCCGE

Y H W Y F D ¥V W 6 Q 6 T T v T Vv s 8§ 6 66 6 66 s 6 G G G G G G

s
130 135 130 1as 155

GATCTGACATCCAGCTGACCCAGAGCCCAAGCAGCCTGAGCGCCAGCGTGGGTGACAGAGTGACCATCACCTGTAGTACCAGCTCGAGTGTAAGT
1 + i + 1 " i + 1 + 1 + i + i + i + 1

T T T T T T T T T T
CTAGACTGTAGGTCGACTGGGTCTCGGGTTCGTCGGACTCGCGGTCGCACCCACTGTCTCACTGGTAGTGGACATCATGGTCGAGCTCACATTCA

G 8 D I Q L T Q § P S S L S A S V G 0O R V T I T C S T S S S V S
) 165 176 175 150 1S

g

TACATGCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGTAAGGCTCCAAAGCTGCTGATCTACAGCACATCCAACCTGGCTTCTGGTGTGCCAAGCAGATTCAG

ATGTACGTGACCATGGTCGTCTTCGGTCCATTCCGAGGTTTCGACGACTAGATGTCGTGTAGGTTGGACCGAAGACCACACGGTTCGTCTAAGTC

Y M H W Y Q Q@ K P 6 K A P K L L I Y S8 T 8 N L A S8 G V P S R F
s 20 205 0 s >

CGGTAGCGGTAGCGGTACCGACTTCACCTTCACCATCAGCAGCCTCCAGCCAGAGGACATCGCCACCTACTACTGCCATCAGTGGAGTAGTTATC

GCCATCGCCATCGCCATGGCTGAAGTGGAAGTGGTAGTCGTCGGAGGTCGGTCTCCTGTAGCGGTGGATGATGACGGTAGTCACCTCATCAATAG

(N R RN UK S (N T O S S (T U R ST - TR D S R T O R (R T M- I AR T VR
E2E) 5% 35 240 a5 50

CCACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAGATCAAAGTGGATCCCGCCGAGCCCAAATCTCCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCA

GGTGCAAGCCGGTTCCCTGGTTCCACCTCTAGTTTCACCTAGGGCGGCTCGGGTTTAGAGGACTGTTTTGAGYGTGTACGGGTGGCACGGGTCGT

Y P T s O G N W W W 9P I s 0 B R st s P i WP
%0 265 270 s 280 285

:

CCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGT
1 " i " i M 1 3 1 " 1 3 ' M 1 M 1 " 1

T b T b T v T v T b T " T i T . T ol T
GGACTTGAGGACCCCCCTGGCAGTCAGAAGGAGAAGGGGGGTTTTGGGTTCCTGTGGGAGTACTAGAGGGCCTGGGGACTCCAGTGTACGCACCA

P E L L 6 G P S vV F L F P P K P K D T L M I S R T P E V T C V
30 35 360 305 310 IS

<

ES

—
190

—
285

—
380

—
475

—
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—
665

—
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—
8ss

—
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GGTGGACGT?AGCCACGAA?ACCCTGAGGICAAGTTCAAETGGTACGTG?ACGGCGTGG:GGTGCATAAIGCCAAGACA:AGCCGCGGG?GGAGC

t T * T + T + T * T * T T T T T t T +
CCACCTGCACTCGGTGCTTCTGGGACTCCAGTTCAAGTTGACCATGCACCTGCCGCACCTCCACGTATTACGGTTCTGTTTCGGCGCCCTCCTCG

VvV D VvV S H E D P E VvV K F N W Y V D G V E V H N A K T K P R E E —
30 35 330 335 330 33

1045

AGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAA
1140
TCATGTTGTCGTGCATGGCACACCAGTCGCAGGAGTGGCAGGACGTGGTCCTGACCGACTTACCGTTCCTCATGTTCACGTTCCAGAGGTTGTTT

YN T SRSV Vo S VIS R TV L S Qe DI WAL N T KA E Y KRR KERVETS I MK -
350 355 360 %S 70 s 300

GCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCT
" i " I " 1 " 1 M i " 1 " I M 1 + i 4

+ + + + + 1 + } + } + + + 1 + + + + + 1235
CGGGAGGGTCGGGGGTAGCTCTTTTGGTAGAGGTTTCGGTTTCCCGTCGGGGCTCTTGGTGTCCACATGTGGGACGGGGGTAGGGCCCTACTCGA

A L P A P I E K T 1 8§ K A K 6 Q P R E P Q@ V Y T L P P S R D E L e
E b W L @y 410

GACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACA
1330
CTGGTTCTTGGTCCAGTCGGACTGGACGGACCAGTTTCCGAAGATAGGGTCGCTGTAGCGGCACCTCACCCTCTCGTTACCCGTCGGCCTCTTGT

T K N @ vV § L T ¢ L vV K 6 Fr Y P 8 0D I A V E W E 8§ N G Q P E N —
as & a5 430 a5 @

ACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAAC
+ " i " 1 " La M PENE P P bttt " 1 M 1 Py | 3

+ + + t + t + t + + + } + t + t + } + 1425
TGATGTTCTGGTGCGGAGGGCACGACCTGAGGCTGCCGAGGAAGAAGGAGATGTCGTTCGAGTGGCACCTGTTCTCGTCCACCGTCGTCCCETTG

NY X T T 0 P ¥V L D S D 6 8§ ¢ F U Y 8§ K L T VY D K 8§ R W Q Q @ N —
T eas 0 @S35 %60 %5 @0 [

GTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAAAAAGATCCCAAATTTTG
1 3 1 + 1 " i + 1 " 1 + i . i " i " 1

T 1 T . T M T v T o T v T v T v T b 1
CAGAAGAGTACGAGGCACTACGTACTCCGAGACGTGTTGGTGATGTGCGTCTTCTCGGAGAGGGACAGAGGCCCATTTTTTCTAGGGTTTAAAAC

hCD28 Transmembrandoméne

vV F § € s V M H E A L H N H Y T Q K S L S L S8 P G K K D P K F W wp
) s ™ 390 " T 55 50 - 05 T

GGTGCTGGTGGTGGTTGGTGGAGTCCTGGCTTGCTATAGCTTGCTAGTAACAGTGGCCTTTATTATTTTCTGGGTGAGGAGTAAGAGGAGCAGGC
e L e 1 i L i L i 1 e L i 1 i L i 1 i

+ t 1615

+ T + T + T t T * T + T + T + T *
CCACGACCACCACCAACCACCTCAGGACCGAACGATATCGAACGATCATTGTCACCGGAAATAATAAAAGACCCACTCCTCATTCTCCTCGTCCG

¥V L vV vV VvV 6 6 vV L A C ¥ S L L VT V A F I I F W V R S K R s R —
EIL) s 530 515 0 0%

TCCTGCACAGTGACTACATGAACATGACTCCCCGCCGCCCCGGGCCCACCCGCAAGCATTACCAGCCCTATGCCCCCCCACGCGACTTCGCAGCC
1710
AGGACGTGTCACTGATGTACTTGTACTGAGGGGCGGCGGGGCCCGGGTGGECGTTCGTAATGGTCGGGATACGGGGGGGTGCGCTGAAGCGTCGG

L L H 8§ D Y M N M T P R R P G P T R K H Y @ P Y A P P R D F A A —
T L 85 55 ) s L0

TATCGCTCCCTGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACG
1805
ATAGCGAGGGACTCTCACTTCAAGTCGTCCTCGCGTCTGCGGGGGCGCATGGTCGTCCCGGTCTTGGTCGAGATATTGCTCGAGTTAGATCCTGE

YRS R KRS IRISTAT B AT R AT YT QITQIT 6@ QUL YN BT UNTTETTGTT R
55 0 85 % E w0

AAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACAAGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACA
i 3 1 3 1 3 1 M 1 : i " 1 . 1 i 1 " I

T v T v T v T v T v T v T v T v T v 1
TTCTCTCCTCATGCTACAAAACCTGTTCTCTGCACCGGCCCTGGGACTCTACCCCCCTTTCGGCTCTTCCTTCTTGGGAGTCCTTCCGGACATGT

R E E Y D V L D K R R G R D P E MM G G XK P R R K N P Q E G L Y —
05 610 615 620 s &30

64



ANHANG

ATGAACTGCAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGGCCTTTACCAG
s L " L 3 1 3 1 3 1 3 L 3 1 ) 1 'y L .

+ T + T + T + T + T + 1 + T + T + T +
TACTTGACGTCTTTCTATTCTACCGCCTCCGGATGTCACTCTAACCCTACTTTCCGCTCGCGGCCTCCCCGTTCCCCGTGCTACCGGAAATGGTC

N E L Q K D K M A E A Y S E I G M K G E R R R G K G M D G
T T T T T 650 " T T 55 " T —0 T

GGTCICAGTACAGCSACCAAGGAC:CCTACGACGfCCTTCACAT?CAGGCCCTGfCCCCTCGCT:ATCCTCGAG?GA?CCGGAGICGACGAGAA?

T M T v T v T v T v T v T v T v T M T
CCAGAGTCATGTCGGTGGTTCCTGTGGATGCTGCGGGAAGTGTACGTCCGGGACGGGGGAGCGATTAGGAGCTCTCTAGGCCTCAGCTGCTCTTC

G LS T AT K DT ¥ D AL WM Q A L PP R HE s S R D P E S T R R

GTATATTGCIGTTGACAG7?AGCGATTTAfTGAAATGCGETCTTTATAGIGAAGCCACA?ATGTATAAA?AGCGCATTTEAGTAAATTG?CTAC?

+ 1 T T T T * T T T T T T T T T T T T
CATATAACGACAACTGTCACTCGCTAAATGACTTTACGCGAGAAATATCACTTCGGTGTCTACATATTTCTCGCGTAAAGTCATTTAACGGATGA

Y 1 A vV D S E R F T E M R S L B B S M R C I K S A F Q B 1! A Y
—5% o — 5 3% . R
GCCTCGGACTTCAAGGGGCTACTCGCGA 3
| T PUTTE PUWeY PUweTs Few |
Iaaaasassasaasasassnsnas | 213
CGGAGCCTGAAGTTCCCCGATGAGCGCT 5
€ &t e £ @ &6.a % 'k -
730 735

1995

2185
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6.3 BWA43126_FC_CD28_CD3z_mir30_shIRF4_2 (#2440)

ATGGATYTTCAGGTGCAGAITTTCAGCTT?CTGCTAATCAGTGCCTCAGICATAATGTCIAGAGGTGTCCACTCCCAGGTCCAACTGCA?GAGTC
1 " I " N + i " " " I i i " "

I + T + T + T + T + T + T + T + T + T +
TACCTAAAAGTCCACGTCTAAAAGTCGAAGGACGATTAGTCACGGAGTCAGTATTACAGATCTCCACAGGTGAGGGTCCAGGTTGACGTCCTCAG

F L L 1 S A S V I M S R G V H S Q VvV Q L Q E
1 s 10 15 20 = 30

AGGTCCAGGTCTTGTGAGACCTAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGCACCGTGTCTGGCTTCACCATCAGCAGTGGTTATAGCTGGCACTGGGTGA
1 + i + i M i + 1 1 M i + i M 1 + 1

L)
TCCAGGTCCAGAACACTCTGGATCGGTCTGGGACTCGGACTGGACGTGGCACAGACCGAAGTGGTAGTCGTCACCAATATCGACCGTGACCCACT

G P L VvV R P 8§ Q T L 8 L T € T VvV 8 66 F T I 8 S8 6 Y S W H W V

G
E @ 45 50 55 @

GACAGCCACCTGGACGAGGTCTTGAGTGGATTGGATACATACAGTACAGTGGTATCACTAACTACAACCCCTCTCTCAAAAGTAGAGTGACAATG
i L e L " 1 " la " ™ i 1 " ' " L e L "

T T * T * T * 1 u T ' T * T * T * T T
CTGTCGGTGGACCTGCTCCAGAACTCACCTAACCTATGTATGTCATGTCACCATAGTGATTGATGTTGGGGAGAGAGTTTTCATCTCACTGTTAC

Q@ P P ¢ R G L B W I @Y I Q Y 8 6 I T N Y N P 8 L K 8 R V 7T
i ] 7 L) e - w

]

CTGGTAGACACCAGCAAGAACCAGTTCAGCCTGAGACTCAGCAGCGTGACAGCCGCCGACACCGCGGTCTATTATTGTGCAAGAGAAGACTATGA
L 5 L ' ' " 'l " 1 " L " L i L 2 1 2 L

L | + T + T + T t TR T + T + T T T
GACCATCTGTGGTCGTTCTTGGTCAAGTCGGACTCTGAGTCGTCGCACTGTCGGCGGCTGTGGCGCCAGATAATAACACGTTCTCTTCTGATACT

| S, S YTy g | RS [ | ([ S ) S S T, A g Y VS Sy ey ek, o, A - Sy (R N ) - i
100 105 110 s 120 15

TTACCACTGGTACTTCGATGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGAGGTGGTGGATCGGGCGGTGGCGGGTCGGGTGGCGGCG
. 1 M 1 3 1 M 1 " 1 " 1 3 1 : 1 M 1 3

+ T + T + T + T + T + T + T + T + 1 t
AATGGTGACCATGAAGCTACAGACCCCGGTTCCCTGGTGCCAGTGGCAGAGGAGTCCTCCACCACCTAGCCCGCCACCGCCCAGCCCACCGCCGE

Y H W Y F D ¥V W 6 Q 6 T T v T Vv s 8§ 6 66 6 66 s 6 G G G G G G

s
130 135 130 1as 155

GATCTGACATCCAGCTGACCCAGAGCCCAAGCAGCCTGAGCGCCAGCGTGGGTGACAGAGTGACCATCACCTGTAGTACCAGCTCGAGTGTAAGT
1 + i + 1 " i + 1 + 1 + i + i + i + 1

T T T T T T T T T T
CTAGACTGTAGGTCGACTGGGTCTCGGGTTCGTCGGACTCGCGGTCGCACCCACTGTCTCACTGGTAGTGGACATCATGGTCGAGCTCACATTCA

G 8 D I Q L T Q § P S S L S A S V G 0O R V T I T C S T S S S V S
) 165 176 175 150 1S

g

TACATGCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGTAAGGCTCCAAAGCTGCTGATCTACAGCACATCCAACCTGGCTTCTGGTGTGCCAAGCAGATTCAG

ATGTACGTGACCATGGTCGTCTTCGGTCCATTCCGAGGTTTCGACGACTAGATGTCGTGTAGGTTGGACCGAAGACCACACGGTTCGTCTAAGTC

Y M H W Y Q Q@ K P 6 K A P K L L I Y S8 T 8 N L A S8 G V P S R F
s 20 205 0 s >

CGGTAGCGGTAGCGGTACCGACTTCACCTTCACCATCAGCAGCCTCCAGCCAGAGGACATCGCCACCTACTACTGCCATCAGTGGAGTAGTTATC

GCCATCGCCATCGCCATGGCTGAAGTGGAAGTGGTAGTCGTCGGAGGTCGGTCTCCTGTAGCGGTGGATGATGACGGTAGTCACCTCATCAATAG

(N R RN UK S (N T O S S (T U R ST - TR D S R T O R (R T M- I AR T VR
E2E) 5% 35 240 a5 50

CCACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAGATCAAAGTGGATCCCGCCGAGCCCAAATCTCCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCA

GGTGCAAGCCGGTTCCCTGGTTCCACCTCTAGTTTCACCTAGGGCGGCTCGGGTTTAGAGGACTGTTTTGAGYGTGTACGGGTGGCACGGGTCGT

Y P T s O G N W W W 9P I s 0 B R st s P i WP
%0 265 270 s 280 285

:

CCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGT
1 " i " i M 1 3 1 " 1 3 ' M 1 M 1 " 1

T b T b T v T v T b T " T i T . T ol T
GGACTTGAGGACCCCCCTGGCAGTCAGAAGGAGAAGGGGGGTTTTGGGTTCCTGTGGGAGTACTAGAGGGCCTGGGGACTCCAGTGTACGCACCA

P E L L 6 G P S vV F L F P P K P K D T L M I S R T P E V T C V
30 35 360 305 310 IS

<

ES

—
190

—
285

—
380

—
475

—
mn

—
665
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—
8ss
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ANHANG

GGTGGACGT?AGCCACGAA?ACCCTGAGGICAAGTTCAAETGGTACGTG?ACGGCGTGG:GGTGCATAAIGCCAAGACA:AGCCGCGGG?GGAGC

t T * T + T + T * T * T T T T T t T +
CCACCTGCACTCGGTGCTTCTGGGACTCCAGTTCAAGTTGACCATGCACCTGCCGCACCTCCACGTATTACGGTTCTGTTTCGGCGCCCTCCTCG

VvV D VvV S H E D P E VvV K F N W Y V D G V E V H N A K T K P R E E —
30 35 330 335 330 33

1045

AGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAA
1140
TCATGTTGTCGTGCATGGCACACCAGTCGCAGGAGTGGCAGGACGTGGTCCTGACCGACTTACCGTTCCTCATGTTCACGTTCCAGAGGTTGTTT

YN T SRSV Vo S VIS R TV L S Qe DI WAL N T KA E Y KRR KERVETS I MK -
350 355 360 %S 70 s 300

GCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCT
" i " I " 1 " 1 M i " 1 " I M 1 + i 4

+ + + + + 1 + } + } + + + 1 + + + + + 1235
CGGGAGGGTCGGGGGTAGCTCTTTTGGTAGAGGTTTCGGTTTCCCGTCGGGGCTCTTGGTGTCCACATGTGGGACGGGGGTAGGGCCCTACTCGA

A L P A P I E K T 1 8§ K A K 6 Q P R E P Q@ V Y T L P P S R D E L e
E b W L @y 410

GACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACA
1330
CTGGTTCTTGGTCCAGTCGGACTGGACGGACCAGTTTCCGAAGATAGGGTCGCTGTAGCGGCACCTCACCCTCTCGTTACCCGTCGGCCTCTTGT

T K N @ vV § L T ¢ L vV K 6 Fr Y P 8 0D I A V E W E 8§ N G Q P E N —
as & a5 430 a5 @

ACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAAC
+ " i " 1 " La M PENE P P bttt " 1 M 1 Py | 3

+ + + t + t + t + + + } + t + t + } + 1425
TGATGTTCTGGTGCGGAGGGCACGACCTGAGGCTGCCGAGGAAGAAGGAGATGTCGTTCGAGTGGCACCTGTTCTCGTCCACCGTCGTCCCETTG

NY X T T 0 P ¥V L D S D 6 8§ ¢ F U Y 8§ K L T VY D K 8§ R W Q Q @ N —
T eas 0 @S35 %60 %5 @0 [

GTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAAAAAGATCCCAAATTTTG
1 3 1 + 1 " i + 1 " 1 + i . i " i " 1

T 1 T . T M T v T o T v T v T v T b 1
CAGAAGAGTACGAGGCACTACGTACTCCGAGACGTGTTGGTGATGTGCGTCTTCTCGGAGAGGGACAGAGGCCCATTTTTTCTAGGGTTTAAAAC

hCD28 Transmembrandoméne

vV F § € s V M H E A L H N H Y T Q K S L S L S8 P G K K D P K F W wp
) s ™ 390 " T 55 50 - 05 T

GGTGCTGGTGGTGGTTGGTGGAGTCCTGGCTTGCTATAGCTTGCTAGTAACAGTGGCCTTTATTATTTTCTGGGTGAGGAGTAAGAGGAGCAGGC
e L e 1 i L i L i 1 e L i 1 i L i 1 i

+ t 1615

+ T + T + T t T * T + T + T + T *
CCACGACCACCACCAACCACCTCAGGACCGAACGATATCGAACGATCATTGTCACCGGAAATAATAAAAGACCCACTCCTCATTCTCCTCGTCCG

¥V L vV vV VvV 6 6 vV L A C ¥ S L L VT V A F I I F W V R S K R s R —
EIL) s 530 515 0 0%

TCCTGCACAGTGACTACATGAACATGACTCCCCGCCGCCCCGGGCCCACCCGCAAGCATTACCAGCCCTATGCCCCCCCACGCGACTTCGCAGCC
1710
AGGACGTGTCACTGATGTACTTGTACTGAGGGGCGGCGGGGCCCGGGTGGECGTTCGTAATGGTCGGGATACGGGGGGGTGCGCTGAAGCGTCGG

L L H 8§ D Y M N M T P R R P G P T R K H Y @ P Y A P P R D F A A —
T L 85 55 ) s L0

TATCGCTCCCTGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACG
1805
ATAGCGAGGGACTCTCACTTCAAGTCGTCCTCGCGTCTGCGGGGGCGCATGGTCGTCCCGGTCTTGGTCGAGATATTGCTCGAGTTAGATCCTGE

YRS R KRS IRISTAT B AT R AT YT QITQIT 6@ QUL YN BT UNTTETTGTT R
55 0 85 % E w0

AAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACAAGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACA
i 3 1 3 1 3 1 M 1 : i " 1 . 1 i 1 " I

T v T v T v T v T v T v T v T v T v 1
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