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1. Einleitung

1.1 Notwendigkeit der Entwicklung neuer Ansétze fir die systemische

Tumortherapie

Die meisten Malignom-bedingten Todesfélle sind durch Tumorerkrankungen in
fortgeschrittenen Stadien bedingt (O'Connell et al. 2004, Parish et al. 2003). Viele solide
Tumorerkrankungen, welche in frihen Stadien diagnostiziert werden, kénnen kurativ mittels
chirurgischer Resektion oder einer Kombination aus Radio- und Chemotherapie behandelt
werden. In fortgeschrittenen Stadien, charakterisiert durch eine vorhandene oder

wahrscheinliche Metastasierung, ist eine solche Therapie nicht ausreichend.

In fortgeschrittenen Stadien kénnen nur systemische Therapien einen Uberlebensvorteil fiir
die betroffenen Patienten bewirken. Die ersten Medikamente welche zur Behandlung von
soliden Tumorerkrankungen in fortgeschrittenen Stadien eingesetzt wurden, sind
Chemotherapeutika (Jaffe et al. 1974, Li et al. 1958). Diese Medikamente entfalten ihre
Wirkung préferentiell in Zellen, welche sich schnell teilen. Obwohl in der Behandlung vieler
Tumorerkrankungen stark wirksam, ist es mit diesen Medikamenten vor allem bei soliden
Tumorerkrankungen meist nicht méglich, mit einer kurativen Zielsetzung zu therapieren.

Grund hierfur sind sowohl Resistenzentwicklungen als auch Dosis-limitierende Toxizitaten.

Dieser Mangel an Spezifitat ist bei neueren Ansatzen weitaus geringer ausgepragt, welche
unter dem Begriff ,,zielgerichtete Therapien“ zusammengefasst werden. Durch die
Entwicklung von therapeutischen Antikérpern oder sogenannten small molecule inhibitors
war es mdglich, spezifischere Zielstrukturen im Tumor zu nutzen (Cunningham et al. 2004,
Hurwitz et al. 2004, Slamon et al. 2001). Die bislang bekannten Zielstrukturen sind zwar in
malignen Zellen Uberexprimiert, aber nicht exklusiv in Tumorzellen vorhanden. Weiterhin sind
auch die zielgerichteten Therapien nicht vollstdndig spezifisch fur ihre Zielstruktur (Kamba et
al. 2007, Keefe et al. 2002). Fir alle bislang entwickelten Therapeutika gilt, dass sich nach
langerer Therapie Resistenzen in den behandelten Tumoren ausbilden kénnen (Nagata et al.
2004, Roninson et al. 1986).

Trotz der hier genannten therapeutischen Fortschritte werden dringend neue therapeutische
Strategien bendtigt um die Prognose fiir diese Patienten zu verbessern. Hier kénnten sich

insbesondere Immuntherapien als vielversprechend erweisen.



1.2 Interaktionen des Immunsystems mit Tumoren fiihren gleichzeitig zur
Elimination von Tumorzellen und zur Selektion von Tumorzellvarianten,

welche der Kontrolle des Immunsystems entgehen

Bereits im 19ten Jahrhundert hatten verschiedene Beobachtungen zur Annahme gefihrt,
dass dem Immunsystem eine wichtige Rolle in der Kontrolle maligner L&sionen zukommt
(Parish et al. 2003). Wahrend gezielte Untersuchungen dies zunéchst in Frage stellten
(Stutman et al. 1974), mehrte sich nach und nach die Evidenz fir Interaktionen des
Immunsystems mit Tumoren. Heutzutage geht man davon aus, dass CD8" T-Zellen mit
syngenen Tumoren interagieren und diese in den meisten Féllen kontrollieren und abstoBen
kénnen (immunosurveillance). Jedoch konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass Tumore

dieser Kontrolle entgehen kénnen (escape).

Diese Wechselwirkungen von Tumoren mit dem Immunsystem werden in einem Konzept von
Gavin Dunn, Lloyd Old und Robert Schreiber zusammengefasst, welches als zentrales
Dogma anerkannt wird (das Konzept des immunoediting). In diesem Konzept durchlauft der
entstehende Tumor drei Stadien der Interaktion mit dem Immunsystem des Patienten,
welche zu einer Entwicklung von Mechanismen zur Immunsuppression sowie einer Induktion
von Immuntoleranz fihren (Dunn et al. 2004, Smyth et al. 2006). Im Anschluss an die
maligne Transformation einer somatischen Zelle haufen sich in deren Tochterzellen weitere
Mutationen an. Hierdurch entstehen unterschiedlich immunogene Subklone, die durch eine
Immunantwort gegen den Tumor zunachst vollstédndig erkannt und eliminiert werden kdnnen
(1. Phase, elimination bzw. immunosurveillance). Scheitert die vollstdndige Eliminierung,
entstehen Subklone, welche nicht vom Immunsystem erkannt werden kénnen. Jedoch kann
das Immunsystem, durch seine zahlreichen Erkennungs- und Lysemechanismen solche
Subklone soweit kontrollieren, dass es zunachst zu keiner manifesten Tumorerkrankung
kommt (2. Phase, die Gleichgewichtsphase, equilibrium). Die Dauer dieser Phase kann auch
in Abh&ngigkeit der jeweiligen Tumorentitat sehr variabel sein. SchlieBlich kann es durch die
weitere Selektion der Tumorzellen dazu kommen, dass der Tumor immer schlechter von den
Effektoren des Immunsystems erkannt werden kann und die Erkrankung fortschreitet (3.

Phase, escape).

In unserem Versténdnis ist die Entwicklung dieser immunsuppressiver Mechanismen nicht
als Nebenprodukt der Tumorgenese, sondern als verbindliche Voraussetzung fir die

Entwicklung einer malignen Erkrankung zu verstehen. Eine Aufhebung dieser induzierten
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Toleranz des Immunsystems gegeniber dem Tumorgewebe kénnte daher eine erfolgreiche

Strategie zur Behandlung von malignen Erkrankungen darstellen.

A

Surveillance

*‘ Tumorzellen - “ Tumorzellen -

* verschiedene Subklone * selektierter Subklon

*#* CD8*T- Zellen - ‘* Immunsuppressive

’* verschiedene Spezifitaten £ Immunzellen

Abbildung 1: Immunoediting: A) Effektorzellen des Immunsystems kénnen in der Regel die
entstehenden Subklone eines Tumors erkennen und lysieren (surveillance). B) Hierbei Gbt das
Immunsystem einen Selektionsdruck aus: Tumorzell-Subklone, welche nicht ausreichend durch das
Immunsystem erkannt werden, kénnen auswachsen (escape). Auf ahnliche Weise werden Tumore
selektiert, welche erfolgreiche Immunsuppressionsstrategien, zum Beispiel Uber die Rekrutierung von
immunsuppressiven Immunzellen, entwickelt haben. Eigene Abbildung, basierend auf (Dunn et al.
2004).



1.3 Mechanismen der Immunsuppression im Tumorgewebe

1.3.1 Spezifische Rekrutierung immunsuppressiver Immunzellen

Die Mechanismen der Immunsuppression, welche in soliden Tumoren beobachtet werden
kénnen, greifen an unterschiedlichen Angriffspunkten der Immunantwort des Patienten an.
Das maligne Gewebe kann durch die Sekretion von bestimmten Chemokinen partiell
kontrollieren, welche Immunzellen in das Tumorstroma rekrutiert werden. Im Verlauf der
Tumorprogression akquiriert der Tumor hierbei ein Chemokinprofil, welches
immunsuppressive Immunzellen wie immature myeloide Zellen und Treg gezielt rekrutiert
(Chiu et al. 2016, Ding et al. 2015, Haas et al. 2008, Sawanobori et al. 2008, Yan et al.
2011), wahrend Effektorzellen des Immunsystems wie CD8" T-Zellen an der Immigration

gehindert werden (Molon et al. 2011, Proost et al. 2007).

1.3.2 Aufbau eines immunsuppressiven Milieus durch das Tumorstroma

Die durch den Tumor rekrutierten, immunsuppressiven Zellen sind in der Folge maBgeblich
daflr verantwortlich, ein immuntolerantes Milieu aufzubauen und aufrechtzuerhalten. Die
Abschwdachung der anti-tumoralen Immunantwort durch diese Zellen kann Uber verschiedene

Mechanismen erreicht werden, von denen hier nur einige genannt werden sollen.

Fur myeloide Zellpopulationen konnte unter anderem gezeigt werden, dass sie direkt die
Erkennung von Tumor-assoziierten Antigenen durch T-Zellen verhindern kénnen (Nagaraj et
al. 2007). Des Weiteren wird angenommen, dass myeloide Zellen im Wesentlichen dafur
verantwortlich sind regulatorische T-Zellen zu rekrutieren oder de novo im Tumorstroma zu

polarisieren (Huang et al. 2006).

Far Treg konnte gezeigt werden, dass sie Uber I8sliche Faktoren wie IL-10 oder TGF-f die T-
Zell Aktivierung negativ beeinflussen (Jarnicki et al. 2006), mit dem flr die Funktion von
Effektorzellen notwendigen Tryptophanmetabolismus interferieren (Fallarino et al. 2006) oder

die Kostimulation von Effektor-T-Zellen verhindern (Misra et al. 2004).



1.3.3 Direkte Interaktionen der Tumorzelle mit Immun-Effektorzellen

Tumorzellen kdnnen auch Uber direkte Interaktionen die Effektorzellen des Immunsystems
behindern. Eine wesentliche Strategie ist in diesem Zusammenhang die Minderung der
suffizienten Erkennung von tumorspezifischen Epitopen durch zytotoxische CD8" T-Zellen.
Dies kann von Tumorzellen auf unterschiedlichen Ebenen erfolgen. So kénnen einerseits
Tumorzellen die Expression von funktionellen MHC-I-Molekilen auf ihrer Zelloberflache
reduzieren und somit die Bindung von CD8" T-Zellen direkt reduzieren (Inhibierung des
ersten Signals der T-Zell Aktivierung) (Giorda et al. 2003, Hicklin et al. 1998, Restifo et al.
1993).

Andererseits kénnen T-Zellen direkt von Tumorzellen in ihrer Funktion gestdrt werden. Dies
wird im Tumor vor allem Uber PD-L1 - PD-1 Interaktionen erreicht. PD-1 ist ein Rezeptor der
CD28-Proteinfamilie, welcher von aktivierten T-Zellen exprimiert wird und mit dem
kostimulatorischen Rezeptor CD28 verwandt ist (Agata et al. 1996, Ishida et al. 1992). Trotz
der strukturellen Ahnlichkeiten dieser zwei Rezeptoren, flihren sie zu gegensétzlichen
Effekten in den T-Zellen. Wéhrend CD28 T-Zellantworten stimuliert, inhibiert der PD-1-
Rezeptor T-Zellen nach Bindung seiner Liganden PD-L1 und PD-L2 (Freeman et al. 2000,
Iwai et al. 2002, Latchman et al. 2001). In vielen Tumorentitaten konnte eine Uberexpression
von PD-L1 nicht nur nachgewiesen, sondern auch mit einer deutlich ungtinstigeren Prognose

assoziiert werden (Gevensleben et al. 2016, Jung et al. 2017, Thompson et al. 2006).
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Abbildung 2: Direkte Interaktionen von Tumorzellen mit CD8" T-Zellen: CD8" T-Zellen
kénnen an MHC-I-prasentierte Tumorantigen-Epitope erkennen. Die Tumorzelle kann die effiziente
Erkennung jedoch hemmen Uber die Expression von PD-L1, welches nach Bindung an PD-1 auf T-
Zellen zu Koinhibition fihrt. Eigene Abbildung, basierend auf (Ott et al. 2013).



1.4 Strategien der Immuntherapie in der klinischen Anwendung

1.4.1 Immuncheckpoint-Blockade

Unser Verstéandnis darliber, wie Tumore die Erkennung und AbstoBung durch das
Immunsystem verhindern kénnen, hat zu vielversprechenden Ansatzen der

Tumorimmuntherapie gefihrt.

Die Zellen der adaptiven Immunitat werden durch sogenannte Checkpoint-Rezeptoren
reguliert, welche diese Zellen stimulieren oder inhibieren kénnen (Chen et al. 2013). Die
physiologische Rolle der inhibitorischen Checkpoint-Rezeptoren ist es dabei,
UberschieBende Immunreaktionen und Autoimmunitat zu verhindern (Nishimura et al. 1999,
Probst et al. 2005). Wie beschrieben werden jedoch vor allem Liganden fir PD-1 auch von
Tumorzellen prasentiert, welche hierdurch diese immunsuppressiven Achsen ausnutzen. Aus
diesen Beobachtungen entstand die Vorstellung, dass die Antikérper-vermittelte Blockade

solcher T-Zell-inhibitorischen Rezeptoren therapeutisch genutzt werden kdnnte.

Verschiedene Antikdrper gegen diese Molekiile (Ipilimumab gegen CTLA-1 und Nivolumab
oder Pembrolizumab gegen PD-1) wurden daher entwickelt und klinisch getestet. Wahrend
die CTLA-4 Blockade vor allem in Melanompatienten klinische Wirksamkeit zeigt (Hodi et al.
2010, Leach et al. 1996, Weber et al. 2008), konnte eine PD-1-Blockade auch bei
Lungenkrebspatienten, Patienten mit therapierefraktdren Hodgkin-Lymphomen, klarzelligem
Nierenzellkarzinom und Kopf-Hals-Tumoren erfolgreich eingesetzt werden und wurde fir
diese Indikationen zugelassen (Ansell et al. 2015, Borghaei et al. 2015, Ferris et al. 2016,
Motzer et al. 2015, Topalian et al. 2012, Wolchok et al. 2013). In den genannten Studien ist
es dabei besonders bemerkenswert, dass auch solche Patienten, welche von einer
Chemotherapie nicht mehr profitieren oder bei denen kein Uberlebensvorteil durch eine

Chemotherapie zu erwarten war, ein Ansprechen auf die Checkpoint-Blockade zeigten.

Die beeindruckenden Ansprechraten auf die Imnmuncheckpoint-Blockade in verschiedenen
Tumorentitadten machen deutlich, wie potent T-Zellen als therapeutische Agenzien sein

kénnen. Gleichzeitig weisen die im Rahmen der beschriebenen Studien aufgetretenen teils
starken Nebenwirkungen auf die Gefahren einer solchen ungesteuerten Immunaktivierung

hin. Weiterhin wird deutlich, dass auch Checkpoint-blockierende Antikdérper zumindest als



Monotherapie in vielen Tumorentitdten keine ausreichende Wirkung haben (Koyama et al.
2016, Zaretsky et al. 2016).

Die weitere Optimierung der Immuntherapie stellt deshalb fir die Onkologie die vielleicht
wesentliche Herausforderung fir die kommenden Jahrzehnte dar. Ein Grund fur den
begrenzten Erfolg der bisherigen Therapien liegt darin, dass Tumorzellen nur abgestoBen
werden kdnnen, wenn diese prinzipiell vom Immunsystem des Patienten selbst erkannt
werden. Passend zu dieser Hypothese haben Tumore, welche bekanntermaBen eine hohe
Mutationslast haben, bessere Ansprechraten auf eine Immuncheckpoint-Therapie gezeigt
(Borghaei et al. 2015, Le et al. 2015). Es ist anzunehmen, dass Tumorzellen, welche keine
mutationsbedingte Neoantigene exprimieren, nicht oder wenig auf diese Therapie
ansprechen (Rizvi et al. 2015). Ein MHC-I Verlust des Tumors, einhergehend mit einer
verminderten Préasentation Tumor-spezifischer Antigene, konnte ebenfalls mit der
Entwicklung von Resistenzen gegenulber der Immuncheckpoint-Blockadetherapie in

Verbindung gebracht werden (Zaretsky et al. 2016).

Weiterhin kann keine AbstoBung des Tumors erfolgen, wenn die dafir notwendigen Effektor-
T-Zellen den Tumor nicht erreichen. Strategien des Tumors, die Migration von CD8" T-Zellen
zu verhindern, flhren zu einer verminderten Effizienz der Checkpoint-Blockadetherapie
(Tumeh et al. 2014). Auf dieser Basis ist es sehr wahrscheinlich, dass eine Verbesserung
der Migration der tumorspezifischen T-Zellen die therapeutische Effizienz steigern kénnte
(Tang et al. 2016).

1.4.2 Adoptive T-Zell Therapie als Méglichkeit der individualisierten

Tumorimmuntherapie

Um diesen Limitationen zu begegnen, ist eine Immuntherapie nétig, welche spezifischer auf
die jeweiligen Anforderungen angepasst werden kann. Im Rahmen von adoptiven
Zelltherapien werden spezifische Immunzellen in den Patienten transferiert, welche
Tumorzellen erkennen und bekdmpfen kénnen. Die klinisch angewandten adoptiven
Zelltherapien werden in zwei wesentliche Kategorien unterteilt. Zum Einen kénnen autologe,
Tumor-reaktive T-Zellen therapeutisch verwendet werden (fumor infiltrating lymphocytes,
TILs). Zum Anderen kénnen zuvor nicht Tumor-reaktive T-Zellen mit spezifischen T-
Zellrezeptoren (TZRs) oder chiméren Antigenrezeptoren (chimeric antigen receptor, CARs)

ausgestattet und zur Therapie von Tumorerkrankungen verwendet werden.
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Abbildung 3: Strategien des adoptiven T-Zell-Transfers: A) Tumor infiltrating
lymphocytes: Im Rahmen der Therapie mit tumor infiltrating lymphocytes werden tumorreaktive T-
Zellen aus dem Tumor selbst aufgereinigt und expandiert. AnschlieBend werden die gewonnenen
Zellen im selben Patienten therapeutisch angewandt. Hierbei handelt es sich um ein polyklonales T-
Zellprodukt mit in der Regel unbekannter Spezifitat. B) Genetisch modifizierte T-Zellen: Die
heutigen Methoden der Molekularbiologie ermdglichen eine Einbringung der erblichen Information zur
Expression von T-Zellrezeptoren bekannter Spezifitat oder artifiziellen chimeric antigen receptors.
Diese Methoden bendtigen als Ausgangsmaterial keine fumor infiltrating lymphocytes sondern kénnen
auch unter Verwendung von peripheren T-Zellen erfolgreich eingesetzt werden. Eigene Abbildung,
basierend auf (Fesnak et al. 2016, Rosenberg et al. 2008).

1.4.2.1 Zelltherapie mit TILs

Bereits in den 1980er Jahren wurden erste Studien zur Behandlung von Melanompatienten
mittels adoptiv transferierter, autologer T-Zellen (TILs) veréffentlicht, die zuvor aus einem
resezierten Tumor der Patienten isoliert worden waren (Rosenberg et al. 1985, Rosenberg et
al. 1988). Wahrend diese urspringliche Art der Zelltherapie im Wesentlichen den selben
Limitationen unterliegt wie die Immuncheckpoint-Blockade, diente sie dennoch als Basis fur

neue Anséatze, welche diese Grenzen Uberwinden kdnnten.

Durch die heutzutage etablierten Anwendungen der Molekularbiologie wie Transfektionen

(Dembic et al. 1986), viralen Transduktionen (Cooper et al. 2000), Transposon (Huang et al.
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2008)- oder CRISPR/Cas9 (Schumann et al. 2015)-basierten genetischen Modifikationen
wird es moglich, Immunzellen genetisch zu modifizieren - eine Entwicklung die der zellularen

Immuntherapie zahlreiche neue Mdglichkeiten verschafft.

1.4.2.2 Adoptiver Transfer von TZR-modifizierten T-Zellen

T-Zellen kénnen gezielt mit TZRs ausgestattet werden, welche eine Affinitat fur bekannte
Tumorantigenepitope besitzen, um Tumorspezifitdt zu generieren (Duval et al. 20086,
Johnson et al. 2009, Morgan et al. 2013, Robbins et al. 2011). Tumorepitope, die als
Zielstruktur im Tumorgewebe in Frage kommen, lassen sich teilweise vorhersagen (Bui et al.
2005). Nach Isolation von T-Zellen mit der erwiinschten Spezifitat lassen sich die DNA-
Sequenzen beider T-Zellrezeptorketten aus einzelnen T-Zellen isolieren und in anderen

T-Zellen exprimieren (Doessinger et al. 2013, Knabel et al. 2002).

Auch diese Strategie kann durch den Tumor durch einen Verlust der MHC-I-Expression
umgangen werden (Klippel et al. 2014). Weiterhin kénnen die eingebrachten T-Zell-
Rezeptorketten nicht nur miteinander, sondern auch mit den endogenen T-Zell-
Rezeptorketten paaren (Shao et al. 2010). Dies reduziert zum einen die Zahl funktioneller T-
Zellrezeptoren auf der Oberflache, wodurch eine Funktionsminderung bewirkt werden kann.
Zum anderen ist es denkbar, dass T-Zell-Rezeptor-modifizierte T-Zellen weitere Antigene
erkennen kénnen. Auch wenn bislang in keiner klinischen Studie nachgewiesen, ist somit
theoretisch die Gefahr von Autoimmunph&nomenen erhéht. SchlieBlich haben nicht alle
isolierten T-Zell-Rezeptoren eine ausreichende Affinitat gegenuber der Zielstruktur. Dies liegt
vor allem daran, dass T-Zellen, welche T-Zellrezeptoren einer hohen Affinitat exprimieren,
praferentiell im Thymus negativ selektiert werden (Enouz et al. 2012, Zehn et al. 2006).
Strategien, die Affinitdt von T-Zellrezeptoren im Nachhinein zu erhéhen, bergen ihrerseits
das Risiko, dass auch die Affinitat gegentber anderen Strukturen erhéht wird, wodurch

geféahrliche Autoimmunphanomene begunstigt werden kénnen (Linette et al. 2013).

1.4.2.3 Adoptiver Transfer von CAR-modifizierten T-Zellen

Ein Teil dieser Limitationen kann durch einen anderen Ansatz der adoptiven T-Zelltherapie
umgangen werden. Aufgrund der Entwicklung von CARs, welche unabhéngig von MHC-I-
Molekiilen ihre Zielstrukturen erkennen, ist es derart modifizierten T-Zellen sogar méglich,

MHC-I-negative Tumorzellen effizient zu lysieren (Brown et al. 2015, Gross et al. 1989, Lee



et al. 2015, Turtle et al. 2016). Da CARs ihre Funktion als einzelne Rezeptoren ausiben,

besteht auBerdem keine Gefahr der Fehlpaarung.

Auch CAR-modifizierte T-Zellen bergen jedoch das Risiko von unerwinschter Reaktivitat
gegenuber anderen Kérperstrukturen, wodurch Autoimmunitét ausgelést werden kann
(Lamers et al. 2013, Parkhurst et al. 2011). Eine im Vergleich zu T-Zellrezeptor- modifizierten
T-Zellen spezielle Limitation fir die Anwendung CAR-transduzierter T-Zellen ist weiterhin,
dass anders als bei TZRs lediglich extrazelluléar verfugbare Strukturen durch CARs erkannt
werden kénnen, was deren Anwendbarkeit begrenzt. AuBerdem konnte kurzlich auch fir
Therapien mit CAR-transduzierten T-Zellen ein Antigenverlust als Resistenzmechanismus

der Tumorzellen beschrieben werden (Jacoby et al. 2016).

Ein wesentlicher Vorteil beider Formen der adoptiven T-Zelltherapie mit ex vivo generierten,
spezifischen T-Zellen ist die Unabhé&ngigkeit von der Isolation der TILs, welche nur begrenzt
zuganglich sind. Somit wére es auch mdglich, im Verlauf der Therapie eines Tumorleidens

mehrere Strategien sequentiell zu verfolgen.

1.5 Experimentelle Anséatze zur Verbesserung von Effizienz und Sicherheit des

adoptiven T-Zelltransfers

Durch die gezielte genetische Modifikation adoptiv transferierter T-Zellen ergeben sich neben
der Generierung von Tumorspezifitdt Gber die Expression von TZRs oder CARs noch weitere
Moglichkeiten. So kénnen therapeutisch verwendete T-Zellen in ihrer Funktion verbessert,

oder aber die Sicherheit der Applikation von solchen Zellprodukten erhéht werden.

1.5.1 Uberexpression von Genen zur Verbesserung der T-Zellfunktion

So koénnen zusatzlich zu einem TZR oder CAR weitere Proteine in T-Zellen exprimiert
werden, um die Funktion der T-Zellen positiv zu beeinflussen oder zu einer Resistenz der
T-Zellen gegenliiber Tumor-induzierten Immunsuppressionsstrategien beizutragen. Auf diese
Weise ist es moglich, durch die forcierte Expression von Chemokinrezeptoren in adoptiv
transferierten T-Zellen, die Migrationseigenschaften von therapeutisch genutzten T-Zellen in
das Tumorgewebe zu verbessern (Craddock et al. 2010, Di Stasi et al. 2009, Moon et al.
2011, Peng et al. 2010, Siddiqui et al. 2016). Es muss in diesem Zusammenhang allerdings

darauf hingewiesen werden, dass die meisten publizierten Studien in immunkompromittierten
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Mé&usen mit humanen Effektor- und Zielzellen durchgefihrt wurden (Xenograft). Sie kénnen
daher nur zeigen, dass grundsétzlich eine verbesserte Migration den therapeutischen Nutzen
einer T-Zelltherapie steigern kénnte, nicht jedoch, dass ein solcher Ansatz auch in einem
immunkompetenten Umfeld erfolgreich sein kann. In einem Xenograft-Modell ist der humane
Tumor die einzige Quelle des humanen Chemokins, dessen Gradienten die adoptiv
transferierten Zellen folgen. Somit ist es nicht méglich, eine Vorhersage zu treffen, in welche

Kompartimente die Zellen in einem nicht artifiziellen System migrieren wirden.

Weiterhin kbnnen T-Zellen so verandert werden, dass sie immunstimulatorische Faktoren
sezernieren, welche dem immunsuppressive Tumormilieu entgegen wirken kénnen. Dies
konnte zum Beispiel fir eine forcierte Expression von Interleukin-12 (IL-12) durch adoptiv
transferierte T-Zellen gezeigt werden (Chinnasamy et al. 2012, Chmielewski et al. 2011). Bei
diesem Ansatz wird die Sekretion von IL-12 unter die Kontrolle des NFAT-Promotors gestellt.
Dies fuhrt dazu, dass dieses hochpotente Zytokin nur nach Antigenerkennung durch die

transferierten T-Zellen (lokal im Tumor) freigesetzt wird.

SchlieBlich ist es moglich, den adoptiv transferierten T-Zellen einen Vorteil in der direkten
Interaktion mit den Tumorzellen zu verschaffen. Mit molekularbiologischen Methoden kénnen
T-Zellen auf der einen Seite mit einer gréBeren Widerstandskraft gegen Tumor-abhéngige
Apoptoseinduktion ausgestattet werden (Charo et al. 2005, Dotti et al. 2005). Uber die ektope
Expression von stimulatorischen Rezeptoren, welche Tumor-assoziierte Zytokine erkennen,
kénnen therapeutische T-Zellen von bereits im Tumor vorhandenen Signalen profitieren (Lo
et al. 2008). Hierbei kbnnen auch artifizielle chimare Rezeptoren verwendet werden, welche
das Signal im Tumorstroma vorkommender Zytokine in ein T-Zell stimulierendes Signal

umwandeln kénnen (Leen et al. 2014).

1.5.2 Suppression und Deletion von Genen

Neben der L"Jberexpression von Genen, welche die T-Zellfunktion optimieren, besteht die
Méglichkeit, gezielt solche Gene zu supprimieren oder vollstdndig zu entfernen, welche eine

negative Funktion auf T-Zellen austben.

Mit Hilfe von in therapeutisch verwendeten T-Zellen eingebrachter, inhibitorischer siRNA
lasst sich die Expression spezifischer Gene transient reduzieren (Hinterleitner et al. 2012,

Ohta et al. 2006). Um einen dauerhaften Effekt zu erzielen, kann das jeweilige Gen so
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modifiziert werden, dass es kein funktionelles Protein mehr erzeugen kann. Unter
Verwendung solcher knock-out-Strategien ist es beispielshalber méglich, das zuvor
beschriebene Risiko der T-Zellrezeptor Fehlpaarung zu reduzieren, indem die Alpha- und

Beta-Ketten des endogenen TCR aus den Zellen entfernt wird (Provasi et al. 2012).

Die Entwicklung von CRISPR/Cas9-basierten knock-out-Methoden fihrte in den letzten
Jahren zu einer verbesserten Effizienz solcher Strategien. Somit ist es méglich geworden,
auch andere T-Zell inhibierende Proteine wie PD-1 an der Expression zu hindern (Su et al.
2016). Durch die gleichzeitige Modifikation mehrerer Gene kénnen beispielshalber sowohl
endogener T-Zellrezeptor als auch PD-1 in therapeutisch verwendeten T-Zellen entfernt
werden. Ein zusétzlicher knock-out von HLA-Molekllen kénnte sogar eine Anwendung von

allogenen T-Zellen als Therapeutikum erméglichen (Ren et al. 2016).

1.5.3 Strategien zur Verbesserung der Sicherheit adoptiver Zelltransfers

Neben der Verbesserung der T-Zellfunktion kbnnen gentechnische Methoden weiterhin dazu
verwendet werden, die Sicherheit der Applikation von therapeutischen T-Zellprodukten zu
verbessern. Im Rahmen der T-Zelltherapie treten teilweise gravierende Nebenwirkungen auf,
welche einen Abbruch der Therapie erforderlich machen kénnen. Hierbei kann man zwei
wesentliche Mechanismen unterscheiden. Auf der einen Seite kdnnen T-Zellen lber ihre
jeweilige Spezifitdt andere Organe angreifen, wodurch es zu einer Zielstruktur-spezifischen
Toxizitdt kommen kann (Lamers et al. 2013, Linette et al. 2013, Parkhurst et al. 2011). Des
Weiteren werden, vor allem bei hochpotenten CAR-modifizierten T-Zellen, wie sie bei akuten
lymphatischen Leukdmien eingesetzt werden, Nebenwirkungen beobachtet, welche durch die
systemische Aktivierung der T-Zellen entstehen (Brentjens et al. 2010, Davila et al. 2014,
Kochenderfer et al. 2012).

Um im Falle von Nebenwirkungen die Therapie schnellstméglich abbrechen zu kénnen,
werden Strategien verfolgt, die es erlauben, die therapeutisch verwendeten T-Zellen bei
Bedarf selektiv auszuschalten. Uber die Koexpression von Markerproteinen wie einem
trunkierten hEGFR konnen die transferierten T-Zellen mit Hilfe von klinisch etablierten
Antikérpern depletiert werden (Paszkiewicz et al. 2016, Wang et al. 2011). Andere Anséatze
versehen therapeutisch genutzte T-Zellen mit induzierbaren Proteinen, welche selektiv in
diesen Zellen Apoptose auslésen. So kénnen T-Zellen mit einer speziellen Form der

Caspase 9 modifiziert werden, um durch die Applikation von einem small molecule selektiv in
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diesen Zellen Apoptose auszuldsen (Straathof et al. 2005). In dhnlicher Weise funktioniert
die Expression der Herpes-simplex-Virus-spezifischen Thymidinkinase in transferierten
Zellen, welche so mit dem etablierten Medikament Ganciclovir ausgeschaltet werden kénnen
(Barese et al. 2012, Jensen et al. 2010).

A B

®

Abbildung 4: Genetische Modifikationen zur Verbesserung der Effizienz und der
Sicherheit des adoptiven T-Zelltransfers: A) Uberexpression: Zusatzlich zu TZRs oder
CARs kénnen Gene in therapeutisch verwendete T-Zellen eingebracht werden, welche deren Funktion
verbessern. B) Deletion: Gene, welche die Effizienz von T-Zellprodukten verschlechtern, kénnen
selektiv inhibiert oder ausgeschaltet werden. C) Safety-Ansatze: Durch die Ausstattung von adoptiv
transferierten T-Zellen mit spezifischen Proteinen lassen sich diese im Falle von Nebenwirkungen
depletieren. Eigene Abbildung, basierend auf (Fesnak et al. 2016).

1.6 Fragestellungen der Promotionsarbeit

Die bahnbrechenden Erfolge der Immuncheckpoint-blockierenden Therapie machen deutlich,
wie wichtig die T-Zell regulierenden koinhibitorischen Molekule wie CTLA-4 oder PD-1 fur die
Funktion dieser Zellen sind. Jedoch geht eine systemische Blockade dieser inhibitorischen
Achsen mit einer ungerichteten Aktivierung des Immunsystems einher, da nicht nur Tumor-
spezifische T-Zellen aktiviert werden. Um solche Nebeneffekte zu vermeiden ist es
notwendig, Strategien zu entwickeln, welche diese immuninhibitorischen Achsen nur in

Tumor-spezifischen T-Zellen angreifen.

Auch wenn es gelingt, die Aktivitdt von Tumor-spezifischen T-Zellen zu erhéhen, ist ein
Erfolg solcher Anséatze abhangig davon, ob therapeutisch genutzte T-Zellen Uberhaupt den
Tumor erreichen. Viele solide Tumorentitdten verhindern effizient die Immigration von

Immun-Effektorzellen, was die Immuntherapie solcher Tumore vor allem im Vergleich mit
13



hamatologischen Malignomen erschwert. Um dieser Limitation zu begegnen ist es
unabdingbar, Strategien zu erforschen, die gezielte Migration von Tumor-spezifischen T-

Zellen in das Tumorstroma zu ermdglichen.

14



2. Zusammenfassung der prasentierten Publikationen

In unseren Arbeiten haben wir genetische Modifikationen flr T-Zellen entwickelt, welche
spezifisch die PD-1-abhangige Immunsuppression Tumor-spezifischer T-Zellen aushebeln

und die Migration dieser T-Zellen in den Tumor verbessern kénnen.

Fir die CD28-Rezeptorfamilie ist beschrieben, dass es moglich ist, tiber eine artifizielle
Fusion der extrazellularen Doméane eines Rezeptors mit der intrazellularen Domaéane eines
anderen Rezeptors das in die Zelle Ubertragene Signal zu transformieren (Parry et al. 2005).
Eine Bindung des Liganden des ersten fihrt somit zu einem Signal im Sinne des zweiten

Rezeptors, welcher die intrazellulare Domane stellt.

Wir exprimierten in Antigen-spezifischen CD8" T-Zellen einen selbst erstellten, artifiziellen
Rezeptor bestehend aus der extrazellularen Doméane von PD-1 und der intrazellularen
Doméne von CD28. In diesen T-Zellen wird das eigentliche inhibitorische Signal, welches
durch die Bindung von PD-L1 an PD-1 ausgel6st wird, in ein kostimulatorisches Signal
umgewandelt. Die forcierte Kostimulation bewirkt eine verbesserte Aktivierung der CD8" T-
Zellen. In unseren anschlieBenden Therapieversuchen, konnten die in dieser Weise
modifizierten T-Zellen auch in vivo zu einer deutlichen Verbesserung der Therapieeffizienz

fahren.

Physiologischerweise wird die Expression von PD-L1 in Tumoren durch Interferon-y stimuliert
(Abiko et al. 2015). Sobald die tumorspezifischen, adoptiv transferierten T-Zellen den Tumor
erkennen, wird dieses Zytokin freigesetzt. Um die weitere Aktivierung der T-Zellen zu
verhindern, erfolgt die Expression von PD-L1 durch die Tumorzellen. Dieser Mechanismus

wird jedoch durch unseren Rezeptor in sein Gegenteil umgewandelt.

Diese Strategie birgt im Vergleich zu etablierten Therapien einen weiteren Vorteil. Wie
bereits erwahnt, ist eine relevante Limitierung der bereits erfolgreich eingesetzten
Immuncheckpoint-Blockade dadurch bedingt, dass schwere Autoimmunph&nomene auftreten
kénnen. In unserem Konzept werden durch die selektive genetische Modifikation adoptiv
transferierter Tumor-spezifischer T-Zellen die Vorteile einer Immuncheckpoint-Blockade

ausgenutzt und gleichzeitig die Gefahren von Autoimmunph&nomenen reduziert.
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Da eine Kostimulation (Signal 2) ohne ein TZR-Signal (Signal 1) nicht erfolgreich ist, fuhrt die
Bindung von PD-L1 an unseren Fusionsrezeptor nur zu einer Aktivierung der therapeutisch
genutzten CD8" T-Zellen nach Bindung des TZR an sein spezifisches Peptid. Folglich sind in
diesem Konzept nur die therapeutisch genutzten Antigen-spezifischen T-Zellen resistent
gegenuber PD-1 abhéangiger Koinhibition, wodurch Autoimmunphanomene abhangig von

dem jeweiligen TZR nicht oder vorhersehbar auftreten wiirden.

In unserer zweiten Publikation untersuchen wir die Verbesserung der Migration von T-Zellen
zur Steigerung der Therapieeffizienz des adoptiven T-Zelltransfers. Die CCL22-bedingte
Rekrutierung von regulatorischen T-Zellen stellt einen wichtigen Mechanismus dar, um ein
immunsuppressives Milieu in Tumoren zu schaffen (Anz et al. 2015, Gobert et al. 2009). Da
CD8" T-Zellen den Rezeptor flir CCL22 — CCR4 — nur in sehr geringem MaBe exprimieren,
ermoglicht die Sekretion von CCL22 dem Tumor eine Erhéhung der Anzahl regulatorischer

T-Zellen ohne zytotoxische T-Zellen zu rekrutieren.

Durch Transduktion von tumorspezifischen CD8" T-Zellen mit CCR4 kann diese Achse
gegen den Tumor verwendet werden. Anstatt nur regulatorische T-Zellen in das
Tumorgewebe zu locken, werden auch CCR4-transduzierte CD8" T-Zellen rekrutiert, welche

den Tumor attackieren und in vivo zu einer deutlich verbesserten Therapieeffizienz fihrten.

Da dendritische Zellen im Tumorstroma CCL22 produzieren (Anz et al. 2015, Wiedemann et
al. 2016), untersuchten wir weiterhin die Rolle der Chemokin-vermittelten Affinitatssteigerung
von LFA-1 (Giagulli et al. 2004), welches mit ICAM-1 auf dendritischen Zellen interagiert
(Onishi et al. 2008). Die Transduktion mit CCR4 fiihrte zu einer LFA-1 abhangigen
Aktivierung von CD8" T-Zellen durch Peptid-beladene dendritische Zellen. Dies zeigt, dass
nicht nur die Migration von therapeutisch verwendeten T-Zellen durch Transduktion mit
Chemokinrezeptoren verbessert werden kann, sondern dirigierte Migration zumindest indirekt
auch zu einer Aktivierung von T-Zellen genutzt werden kann. Die Translation dieser

Strategien in wirksame Therapiekonzepte muss in weiteren Arbeiten adressiert werden.
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Abbildung 5: Uberblick liber die Konzepte welche beiden Publikationen zugrunde
liegen: A) Limitationen der adoptiven T-Zelltherapie in soliden Tumoren: Im Tumor
gebildetes CCL22 rekrutiert Uber seine Bindung an CCR4 regulatorische T-Zellen, welche ein
immunsuppressives Milieu erhalten. Die Tumorzellen exprimieren hohe Mengen an PD-L1, welches
Effektor-T-Zellen direkt in ihrer Funktion inhibiert. B) Ansétze zur Uberwindung der
Immunsuppression in soliden Tumoren: Durch Transduktion tumorreaktiver CD8" T-Zellen mit
CCR4 werden anstelle von Treg nun auch CD8" T-Zellen durch CCL22 rekrutiert. Die Expression
eines PD-1-CD28-Fusionsrezeptors fuhrt zu einer Umwandlung des hemmenden PD-1-Signals in ein
stimulierendes CD28-Signal. Tumorreaktive, transduzierte CD8" T-Zellen werden lokal zur Proliferation
und Ausschiittung von immunstimulierenden Zytokinen angeregt. Eigene Abbildung, basierend auf
(Ott et al. 2013, Roussos et al. 2011).
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3. Summary of the presented publications

In the presented publications we genetically engineered T cells to specifically overcome
PD-1-mediated T cell suppression in solid tumors and to improve tumor-directed migration of

tumor-specific T cells.

It has previously been shown that CD28 family members can be fused to one another to
modify their signaling (Parry et al. 2005). Binding of the ligand of one member thereby results

in a signal specific for the member contributing the intracellular domain.

We generated and expressed an artificial receptor comprising the extracellular domain of
PD-1 and the intracellular domain of CD28 in antigen-specific CD8" T cells. In T cells,
harboring this fusion receptor, the inhibitory signal mediated by binding of PD-L1 to PD-1 is
transformed into a co-stimulatory CD28 signal. This forced co-stimulation culminates in an
enhanced activation of CD8" T cells. Furthermore, T cells modified with our fusion receptor

mediated enhanced therapeutic efficacy in vivo.

PD-L1 expression on tumor cells is controlled by interferon-y (Abiko et al. 2015). Adoptively
transferred tumor-specific T cells release this cytokine upon recognition of tumor cells. To
prevent further activation of T cells, tumor cells upregulate the inhibitory ligand PD-L1. The

impact of PD-L1-mediated suppression is however reversed through our fusion receptor.

This strategy holds further advantage over established therapies targeting PD-L1 in cancer.
A major limitation of immune checkpoint blockade is autoimmunity. Restricted expression of
our fusion receptor to adoptively transferred tumor-specific T cells maintains the advantages

of immune checkpoint blockade while reducing the probability of autoimmune phenomena.

As co-stimulation (signal 2) requires TCR signaling (signal 1), binding of PD-L1 to adoptively
transferred CD8" T cells does not result in activation if no antigen is recognized. We can
thereby protect therapeutically applied T cells specifically from PD-L1-mediated
immunosuppression. Autoimmunity would only occur in dependence of the TCR expressed
on adoptively transferred T cells and may thus either be absent or predictable in a clinical

setting.
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In our second publication, we sought to improve the migration of T cells to the tumor site in
order to enhance the efficacy of adoptively transferred T cells. Many tumors express CCL22
to recruit regulatory T cells which contribute to immunosuppression in the tumor stroma (Anz
et al. 2015, Gobert et al. 2009). CD8" T cells do not express CCR4 which is the receptor for
CCL22. Therefore, CCL22 secretion leads to a specific enrichment of regulatory T cells over

CD8* T cells in tumors.

We show that transduction of CD8" tumor-specific T cells with CCR4 can be used to highjack
this immunosuppressive axis in tumors. CCL22 expression no longer specifically recruits
regulatory T cells, as adoptively transferred CD8" T cells can migrate into the tumor in a
CCL22 dependent manner. Recognition of the tumor by these migrating CD8" T cells leads to

increased therapeutic efficacy in vivo.

Since dendritic cells are a major source of CCL22 in tumor tissues (Anz et al. 2015,
Wiedemann et al. 2016), we investigated the role of CCR4 in the interactions of dendritic
cells with CD8" T cells. Chemokine receptor signaling in T cells leads to an increase of LFA-1
affinity (Giagulli et al. 2004) to its ligand ICAM-1 expressed on dendritic cells (Onishi et al.
2008). CCR4 transduction enhanced activation of T cells by peptide-pulsed dendritic cells in
an LFA-1 dependent manner. Hereby we can show that engineering T cells with chemokine
receptors not only results in enhanced migration but can also indirectly affect activation of

T cells. The potential translation of our strategies into clinical concepts needs to be

addressed in further studies.
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4. Abkilrzungsverzeichnis mit Glossar

Cas9

CAR

Caspase 9

CCL22
CCR4
CD8

CRISPR

CTLA-4

DNA
DC

Ektop

Escape

Ex vivo

Fas

Fas-L
hEGFR

CRISPR-assoziiertes Protein 9; Endonuklease, welche mit Hilfe
von DNA-bindender RNA an spezifischen Stellen des Genoms
Strangbruche verursacht, welche fir zahlreiche Methoden der
Molekularbiologie genutzt werden kénnen.

Chimeric antigen receptor, Chiméarer Antigen-Rezeptor;
Rezeptor, welcher aus einer variablen Einzelkette eines
Antikérpers (extrazellular) und einer T-Zellrezeptor spezifischen
Signaldoméne (CD3zeta Kette, intrazellular) aufgebaut ist.
Fakultativ kbnnen zusétzlich kostimulatorische intrazellulére
Doméanen vorhanden sein.

Protein, welches in eukaryoten Zellen Apoptose auslésen kann

C-C-Chemokinligand 22
C-C-Chemokinrezeptor Typ 4

Cluster of differentiation 8; Markerprotein zytotoxischer
T-Zellen, Korezeptor fur den TZR

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats;
Immunsystem-&hnliche Region bakterieller DNA, in der Motive
von Bakteriophagen-spezifischen Sequenzen hinterlegt werden,
welche anschlieBend erkannt und unschadlich gemacht werden
kénnen

Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4; koinhibitorischer
Rezeptor der CD28 Rezeptorfamilie, exprimiert auf T-Zellen

Deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdure

Dendritic cell, Dendritische Zelle; Familie von Antigen-
prasentierenden myeloiden Zellen, welche T-Zellen aktivieren
kdnnen

Expression in einem nicht tUblichen Gewebe

Erfolg des Tumors, der Kontrolle des Immunsystems zu
entgehen

Aus einem lebenden Individuum gewonnen

Rezeptor welcher nach Bindung seines Liganden Apoptose in
der exprimierenden Zelle auslést

Fas-Ligand; Bindet an Fas

Humaner EGF-Rezeptor, in trunkierter Form ohne intrazellulare
Signaldoméne haufig als extrazellular zugénglicher Marker
verwendet
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ICAM-1

IFN-y

IL-2

IL-10
IL-12

Immunoediting

Immunosurveillance

Knock-out

LFA-1

MHC-I

NFAT

PD-1

PD-L1

Prediction tool

Small molecule

22

Ligand von LFA-1, welcher vor allem an GefaBwéanden und auf
Immunzellen exprimiert wird

Interferon-y; Effektorzytokin von CD8" T-Zellen und Effektor-T-
Zellen

Interleukin-2; Zytokin, welches fur die Proliferation der meisten
T-Zellgruppen essenziell ist

Interleukin-10; immunsuppressives Zytokin

Interleukin-12; immunstimulatorisches Zytokin, welches seine
Wirkung vor allem auf Effektor-T-Zellen und NK-Zellen ausibt

Prozess wéhrend der Interaktion des Immunsystems mit einem
Tumor, im Rahmen dessen das Immunsystem Selektionsdruck
auf den Tumor ausubt und dadurch zur Immunresistenz des
Tumors beitragt

Immunuberwachung; Fahigkeit des Immunsystems, maligne
transformierte Zellen zu erkennen und abzutéten

Entfernen oder derartige Modifikation eines Genes, welche zu
einem vollstandigen Verlust der Funktionalitat des Gens fuhrt

Lymphocyte function-associated antigen 1; Integrin, welches
von Leukozyten exprimiert wird und Funktionen bei der
Adhésion, Extravasation sowie der Interaktion von Immunzellen
erfallt. Ein wichtiger Ligand ist ICAM-1

Major histocompatibility complex class |,
Haupthistokompatibilitditskomplex Klasse |; Proteinkomplex
welcher prozessierte Peptidfragmente (Epitope) prasentiert,
welche im Proteasom entstehen (Komplex zum Abbau von
zellularen Proteinen). Bindet an CD8 auf zytotoxischen T-Zellen

Nuclear Factor of Activated T Cells, Nukledrer Faktor aktivierter
T-Zellen; Transkriptionsfaktor, welcher in Abhangigkeit von
einem T-Zellrezeptorsignal in den Zellkern transloziert und
NFAT-abh&ngige Promotoren aktiviert

Programmed cell death protein 1, Programmierter Zelltod
Protein 1; koinhibitorischer Rezeptor der CD28 Rezeptorfamilie,
exprimiert auf T-Zellen

Programmed death-ligand 1, Programmierter Zelltod Ligand 1;
Ligand von PD-1, welcher nach Bindung T-Zellen hemmt

Vorhersage-Werkzeug; Uberbegriff fiir computerbasierte
Software, welche anhand von in silico Berechnungen
biologische Prozesse simuliert. Beispielsweise kbnnen so
Peptide identifiziert werden, welche an MHC-Molekllen
prasentiert werden kénnen

Organisches Molekil, welches spezifische
Proteininteraktionenauslést oder hemmt (small molecule
inhibiton)



siRNA

Targeted therapies

TZR

TILs

TGF-B

Treg

Small inhibitory RNA; RNA welche mit der Expression von
spezifischen Genen interferiert

Gezielte Krebstherapie; Therapie mit Antikbrpern oder
Molekilen, welche ihre Wirkung auf spezifische Zielstrukturen
des Tumors austiiben

T-Zellrezeptor; Rezeptor bestehend aus einer Alpha- und einer
Betakette, welcher MHC gebundene Peptidfragmente (Epitope)
erkennt

Tumor infiltrating lymphocytes, Tumorinfiltrierende
Lymphozyten; Oberbegriff aller Lymphozyten, welche im Tumor
existieren und aus diesem isoliert werden kénnen

Transforming growth factor-3, Transformierender
Wachstumsfaktor-f; immunsuppressives Zytokin

Regulatorische T-Zellen, welche immunsuppressiv wirken
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