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Abkurzungsverzeichnis

CAR — chimarer Antigenrezeptor

PD-1 — programmed cell death 1

PD-L1 — programmed cell death 1 ligand 1

Tcm — englisch fur central memory T cells, zentrale Gedachtnis-T-Zellen
Tns — nicht selektierte T-Zellen

FACS — englisch fur fluorescence-activated cell sorting, Fluoreszenz-aktivierter
Zellsortierer

EGFRt — englisch fur truncated epidermal growth factor receptor, blind-endender
epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor

RNA — englisch fur ribonucleic acid, Ribonukleinsaure
DNA — englisch fur desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure
gRNA — englisch fur guide RNA, Leit-Ribonukleinsaure
IFNG — Interferon gamma

TNF-a - Tumornekrosefaktor-o

KO — knock-out

IL — Interleukin

|g — Immunoglobulin

NaCl — Natriumchlorid

FCS — englisch fur fetal calf serum, fetales Kalberserum
E:Z — Effektor-zu-Zielzelle

KM — konditioniertes Medium



1 Zusammenfassung

Vormerkung: Diese Dissertation fasst meine Arbeit zum Thema ,Evaluation des
Einflusses der PD-1-Inhibition auf die Effektivitat der chimaren Antigenrezeptor (CAR) T-
Zelltherapie im Neuroblastom” als Publikationspromotion zusammen. Der Text der
vorliegenden Zusammenfassung basiert zu grof3en Anteilen auf der Originalpublikation
,central memory phenotype drives success of checkpoint inhibition in combination with
CAR T cells”, fur die ich das Manuskript erstellt habe.

1.1 Kurzdarstellung

1.2 Deutsche Kurzdarstellung

Adoptive Immunzelltherapien haben sich als vielversprechend und innovativ in der
Krebsforschung behaupten konnen. Eine Form verwendet T-Zellen, die chimare
Antigenrezeptoren (CAR) exprimieren. Trotz bemerkenswerter Fortschritte im Bereich
der CAR-T-Zelltherapie ist eine erhebliche Diskrepanz zwischen hamatologischen und
soliden Tumorerkrankungen im Hinblick auf erste klinische Erfolge festzustellen.
Wahrend das klinische Ansprechen auf eine CAR-T-Zelltherapie bei der Mehrzahl
hamatologischer Patienten exzellent ist, ist eine ahnlich erfolgreiche Anwendung bei
soliden Tumoren bislang nicht gelungen. Man geht davon aus, dass das
immunsuppressive Mikromilieu solider Tumoren eine Barriere fur den Eintritt und die
Effektivitat zellbasierter Therapien darstellt. Die Kombination von CAR-T-Zelltherapie und
PD-1-Checkpoint-Inhibitoren kann sich den Mechanismen der Immunevasion der Tumore
entgegensetzen und die Anti-Tumor-Aktivitat erhohen. In dieser Arbeit evaluierten wir den
Einfluss der PD-1/PD-L1-Achse und die Wirkung eines PD-1-Inhibitors in in vitro Ko-
Kulturen von  Neuroblastom-spezifischen = CAR-T-Zellen mit verschiedenen
Neuroblastomzelllinien. Der verwendete CAR erkennt das Tumor-assoziierte Antigen
L1CAM, ein von Neuroblastomzellen exprimiertes neurales Zelladhasionsmolekdl.
Durchflusszytometrie-basierte Analysen und Luciferase-basierte Reportergen-Assays
wurden verwendet, um die PD-1/PD-L1-Expression auf CAR-T- und Tumorzellen sowie
die zytotoxische Aktivitat der CAR-T-Zellen zu beurteilen. Es wurden zwei
Neuroblastomzelllinienmodelle generiert, die SK-N-BE(2)PP+'* die lentiviral mit PD-L1
transduziert wurden, und die SK-N-BE(2)PPL'-€O  deren PD-L1 Genlocus mittels

CRISPR/Cas 9 irreparabel zerstort wurde, um den Einfluss des PD-L1-



Expressionsniveaus auf die PD-1/PD-L1 vermittelte Inhibition zu bewerten. Die Ko-
Kultivierung von Neuroblastomzelllinien und CAR-T-Zellen fuhrte zur Hochregulation der
PD-L1-Expression auf Neuroblastomzellen, was die adaptive Immunresistenz dieser
bestatigte, und zur Induktion der PD-1/PD-L1-Expression in den CAR-T-Zellen. Der PD-
1-Inhibitor, Nivolumab, verstarkte die zytotoxische Aktivitat der CAR-T-Zellen. Der
Einfluss der PD-1-Blockade spiegelte sich nicht in einer veranderten Zytokinfreisetzung
oder verminderten Apoptoserate der CAR-T-Zellen wider und das Ausmal} des Nutzens
der PD-1-Blockade korrelierte nicht mit der PD-L1-Expression auf Neuroblastomzellen.
Tatsachlich war der Erfolg der PD-1-Blockade von einer starken PD-1/PD-L1-Expression
der CAR-T-Zellen selbst abhangig, die wiederum von der kostimulatorischen Domane
des CAR-Konstrukts und vor allem von der ausgewahlten T-Zell-Fraktion fur die CAR-T-
Zellgenerierung abhing. Daher konnte die Auswahl der T-Zell-Fraktion und ein
anschlieBendes Screening des PD-1/PD-L1-Expressionspiegels generierter CAR-T-
Zellen dazu beitragen, festzustellen, wann eine Kombinationstherapie mit PD-1-
Checkpoint-Inhibitoren die Effektivitat der CAR-T-Zelltherapie verbessern konnte.

1.3 Englische Kurzdarstellung

Despite the remarkable potency of CD19-targeting CAR T cells against hematological
malignancies, similar results have not yet been achieved for CAR T cell therapy of solid
tumors. The immunosuppressive microenvironment in solid tumors is thought to
contribute to the observed impediment of chimeric antigen receptor (CAR) T cell therapy
efficacy. A combinational treatment approach for CAR T cell therapy with complementing
immunotherapies such as Programmed Cell Death-1 (PD-1) checkpoint inhibitors has
proven to oppose immune escape mechanisms of solid tumors and augment anti-tumor
efficacy. In this study, we evaluated the PD-1/PD-L1 checkpoint axis and the impact of a
PD-1 inhibitor on CAR T cell efficacy in different in vitro co-culture set-up of
neuroblastoma-specific CAR T cells with neuroblastoma cell lines. The CAR used
recognizes the tumor-associated antigen L1CAM, a neural adhesion molecule expressed
by neuroblastoma cells. Two neuroblastoma cell models were generated, the SK-N-
BE(2)PP-L1*, which stably expresses PD-L1 from a lentiviral vector, and the SK-N-BE(2)PP-
L1-KO ysing CRISPR/ Cas 9 to knock out PD-L1 to assess the impact of PD-L1 expression
levels on the PD-1/PD-L1 signaling capacity. Flow cytometry-based analyses and
luciferase reporter assays were used to assess PD-1/PD-L1 expression on CAR T and
tumor cells as well as CAR T cell directed-killing of neuroblastoma cells. Co-culturing



neuroblastoma cell lines with L1ICAM-CAR T cells upregulated PD-L1 expression on
neuroblastoma cells, confirming adaptive immune resistance. In LICAM-CAR T cells the
expression of the PD-1/PD-L1 axis was induced after co-culture. The PD-1 checkpoint
inhibitor, nivolumab, enhanced L1CAM-CAR T cell-directed killing. However, this benefit
was not reflected in altered L1CAM-CAR-T cell cytokine release or decreased apoptosis.
Interestingly, nivolumab-enhanced L1CAM-CAR T cell killing did not strictly correlate with
PD-L1 expression on neuroblastoma cells. In fact, checkpoint inhibitor success relied on
strong PD-1/PD-L1 axis expression in the LICAM-CAR T cells themselves not tumor
cells, which in turn depended on co-stimulatory domains within the CAR construct, and
more importantly, on the subset of T cells selected for L1CAM-CAR T cell generation.
Thus, T cell subset selection for CAR T cell generation and screening generated CAR T
cell for PD-1/PD-L1 expression could help determine when to combine CAR T cell therapy
with checkpoint inhibitors to improve treatment efficacy.

2 Einfuhrung

2.1 Neuroblastom

Das Neuroblastom, der haufigste extrakraniale solide Tumor des Kindesalters, ist ein
embryonaler Tumor des autonomen Nervensystems mit Ursprung aus
sympathicoadrenalen Vorlauferzellen der Neuralleiste."? Aufgrund seines Ursprungs
finden sich Primartumoren des Neuroblastoms entlang des gesamten sympathischen
Grenzstrangs oder vom Mark der Nebennieren ausgehend. Entsprechend der variablen
Tumorlokalisation ist auch die klinische Prasentation des Neuroblastoms vielseitig. Es
finden sich sowohl spezifische Symptome, wie das Horner Syndrom mit Ptosis, Miosis
und Enophthalmus sowie Anhidrose bei Lokalisation im Bereich des oberen
Grenzstrangs auf HOhe von Hals oder oberen Thorax als auch Schmerzen,
Ausfallerscheinungen bis hin zu Querschnittssymptomatik bei tiefer liegender
Lokalisation auf HOhe des Thorax, Abdomens und Beckens mit Verdrangung und
Kompression des Ruckenmarks. Insbesondere lokalisierte Tumore konnen
Katecholamine sekretieren, die zu Tachykardie, Hypertension und Flush fuhren. Seltener
kommt es zu paraneoplastischen Phanomenen, wie osmotischer Diarrhoe bei Produktion
und Sekretion von vasoaktiven intestinalen Peptiden oder dem Opsoklonus-Myoklonus-
Syndrom mit unkontrollierten Bewegungen der Augen und Gliedmalien sowie Ataxie. Bei
der Halfte der Patienten liegt bei Erstdiagnose bereits eine Metastasierung des



Neuroblastoms vor, mit lymphatischer Ausbreitung in regionale Lymphknoten oder
hamatologischen Absiedlungen in Leber, Haut und Knochenmark, zum Teil mit Infiltration
und Bildung von Knochenmetastasen. Bei Metastasierung kommt es haufig zur Infiltration
der Orbita und resultierende periorbitale Ekchymosen finden sich als typisches Zeichen
einer bereits disseminierten Erkrankung. Genauso Vvielseitig wie die Kklinische
Prasentation ist auch die Prognose des Neuroblastom mit aggressiven Verlaufen mit
einem Langzeit-Uberleben von weniger als 40% bis zu milderen Verlaufen friiher und
intermediérer Stadien mit einem Langzeit-Uberleben von mehr als 90 %. Eine
Sonderstellung haben dabei Tumore im Stadium 4S, bei denen es haufig zur spontanen
Remission kommt und eine alleinige Beobachtung ausreichend ist. Diese lokalisierten
Primartumore betreffen Kinder, die junger als 12 Monate alt sind und deren Erkrankung
disseminiert ist, wobei nur Metastasen der Haut und Leber sowie eine Infiltration des
Knochenmarks mit weniger als 10% maligner Zellen vorliegen. Die Risikostratifikation
und Stadieneinteilung des Neuroblastoms erfolgt gemalR internationaler
Stadieneinteilung (International Neuroblastoma Staging System) oder der neueren
internationalen Neuroblastom-Risikoklassifizierung (/nternational Neuroblastoma Risk
Group Staging System, INRG). Bei letzterer erfolgt die Einteilung anhand von
Patientenalter, Tumorstadium, Histologie, vorliegender MYCN Amplifikation, Ploidiegrad
und segmentalen Chromosomenanomalien. Anhand der INRG Klassifikation wird
zwischen geringem, intermediarem und hohem Risiko unterschieden. Bei geringem und
intermediarem Risiko handelt es sich um lokalisierte Tumore mit glinstiger Tumorgenetik
durch fehlende MYCN Amplifikation oder 11q Aberration. Behandelt wird primar
chirurgisch in Kombination mit mehreren Zyklen Chemotherapie moderater Intensitat. Fur
die Therapie von Hochrisiko Tumoren wird ein multimodaler Therapieansatz bestehend
aus intensiver Radiochemotherapie bis hin zu myoloablativer Chemotherapie mit
anschliellender autologen Stammezelltransplantation gewahlt. Auch Retinsaure und
immuntherapeutische Ansatze mit dem monoklonalen Anti-GD2 Antikorper Dinutuximab
und Zytokinen gehdren zum aktuellen Therapieregime. Fortschritte in der Therapie von
Hochrisiko Tumoren haben zu einer Verbesserung des Langzeit-Uberlebens der
Patienten gefiihrt, nichtsdestotrotz (bersteigt das 5-Jahres Uberleben dieser

Patientenkohorte weiterhin nicht 50%.
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2.2 Chimare Antigenrezeptor-T-Zellen

Die adoptive T-Zelltherapie gehort zu den neuen innovativen Immuntherapien der
Krebsforschung, bei der man sich die Effektormechanismen des Immunsystems bei
Chemotherapie- und Radiatio-resistenten Tumorerkrankungen zunutze macht. Ein
vielversprechender Therapieansatz sind modifizierte T-Zellen, deren chimarer
Antigenrezeptor (CAR) gezielt Tumor-assoziierte Antigene erkennt und zu einer potenten
Aktivierung der T-Zellen fiihrt.34 Ein CAR besteht neben der gewahlten spezifischen
Antigen-erkennenden variablen Doméane (single chain fragment variable, scFv) aus einer
unterschiedlich langen Abstandshaltersequenz (spacer), gefolgt von einer aus dem T-
Zell-Rezeptor stammenden aktivierenden zytoplasmatischen CD3zeta Domane. CARs
zweiter und dritter Generation beinhalten zusatzlich zu der zytoplasmatischen CD3zeta
Signalsequenz eine beziehungsweise zwei kostimulatorische Domanen, haufig von
CD28, OX40 oder 4-1BB (vormals CD137) Rezeptoren stammend (Abb. 1).

1. Generation 2. Generation 3. Generation
VH VL
scFv
CD28 oder 4-1BB CD28
4-1BB
CD3zeta
CD3zeta

Abbildung 1. Schematischer Aufbau des chimaren Antigenrezeptors nach June et al.# Konstrukte der
1. Generation beinhalten nur eine intrazellulare stimulatorische Domane, in der Regel CD3zeta. Konstrukte
der 2. und 3. Generation beinhalten eine bzw. zwei weitere kostimulatorische intrazellulare Domanen. VH:
variable Region der schweren Kette; VL: variable Region der leichten Kette; scFv: single chain fragment
variable.
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Zur Generierung von CAR-T-Zellen werden Patienteneigene T-Zellen aus
Aphereseprodukten genutzt und abhangig vom verfolgten Protokoll wird gegebenenfalls
ein spezifisches CD8" zu CD4* T-Zell-Verhaltnis des Ausgangsprodukts gewanhlt.
Daruber hinaus wahlen einige Ansatze zur CAR-T-Zellgenerierung Ausgangsprodukte,
die fur spezifische T-Zell-Subpopulationen angereichert sind. Mehrere Studien konnten
zeigen, dass die in vivo Proliferation und das Uberleben von CAR-T-Zellen, die aus
zentralen Gedachtnis-T-Zellen (Tcwm fur central memory T cells) generiert wurden hoher
sind. Unabhangig vom Ausgangsprodukt und gewahlten kostimulatorischen Domanen,
erkennen CAR-T-Zellen MHC- (major histocompatibility complex,
Haupthistokompatibilitatskomplex) unabhangig Tumorzellen Uber ihre spezifisch
gewahlte scFv und ermdglichen somit eine spezifische gegen den Tumor gerichtete

Aktivierung des Immunsystems.

2.3 PD-1/PD-L1-Signalweg

Programmed Cell Death 1 (PD-1) ist ein koinhibitorischer Rezeptor der B7:CD28 Familie.
Physiologisch ist PD-1 Uber seinen Liganden Programmed Cell Death 1 Ligand 1 (PD-
L1; formal bekannt als CD274) fur die Balance zwischen T-Zellaktivierung und
immunologischer Toleranz mitverantwortlich.®> Exprimiert wird PD-1 von T- und B-Zellen
sowie myeloischen Dendritischen Zellen und Monozyten. PD-L1 wird ebenfalls von
aktivierten T-Zellen, Dendritischen Zellen, Monozyten sowie von einigen nicht-
hamatopoetischen Zellen exprimiert, wie Lungen- und Plazentagewebe, Endothel oder
Keratinozyten. Nach Bindung seines Liganden PD-L1, beeintrachtigt PD-1 die T-Zell-
Rezeptor-vermittelte  Signaltransduktion, durch  Dephosphorylierung  proximaler
Signalmolekule, und fuhrt somit zur Abschwachung der T-Zellaktivierung. Die PD-1/PD-
L1-Achse inhibiert innerhalb des immunsuppressiven Mikromilieus von soliden Tumoren
Tumor-infiltrierende Lymphozyten (tumor-inflitrating lymphocytes, TILs) und tragt somit
zur Immunevasion dieser Tumoren bei.® Fiir das multiple Melanom konnte gezeigt
werden, dass sich die Subgruppe Tumor-reaktiver TILs durch eine hohe PD-1-Expression
auszeichnet.” Es wird angenommen, dass es durch Tumor-reaktive TILs und die
resultierende Zytokin-vermittelte inflammatorische Reaktion zur Induktion der PD-L1-
Expression der Tumorzellen kommt. Dieser Prozess wird als adaptive Immunresistenz
bezeichnet.® Um dem immunsuppressiven Mikromilieu solider Tumore etwas entgegen

zu setzen, bewies sich die PD-1-Checkpoint-Inhibition mittels monoklonaler Antikorper
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und die resultierende Unterbrechung der PD-1/PD-L1-Achse klinisch bereits bei der
Therapie verschiedener solider Tumorentitdten als potenter neuer Therapieansatz.®
Genexpressionmuster, die Interferon gamma (IFNG) und verwandte der T-Zellaktivierung
zuzuordnende Gene beinhalten, korrelieren dabei mit dem Ansprechen auf monoklonale
PD-1-oder PD-L1-Antikorper und bieten vorab die Moglichkeit deren Erfolg

vorherzusagen.'®

2.4 Zellbasierte Immuntherapien bei soliden Tumoren

Durch adoptiven T-Zell-Transfer von CD19-exprimierenden CAR-T-Zellen bei der
Therapie refraktarer hamatologischer Tumorerkrankungen lief3en sich bereits beachtliche
Erfolge in klinischen Studien erzielen.!" Dies fiihrte im August 2018 zur Zulassung des
ersten CAR-T-Zellprodukts in Europa. Vergleichbare Ergebnisse bei der CAR-T-
Zelltherapie solider Tumoren konnten bis dato nicht erreicht werden.'? Hirden, wie die
Suche nach geeigneten Tumor-spezifischen Antigenen, Proliferation und Persistenz der
CAR-T-Zellen, Lokalisation und Infiltration des soliden Tumors mussen hierfur adressiert
und Uberwunden werden. Auch ein immunsuppressives Tumormikromilieu,
charakterisiert durch hohen oxidativen Stress, Nahrstoffdepletion, Hypoxie sowie durch
vom Tumor sezernierte immunsuppressive Faktoren und Zytokine, bietet eine Erklarung
fur die Limitationen der CAR-T-Zelleffektivitat bei soliden Tumoren. Diesbezuglich konnte
gezeigt werden, dass die vermehrte Expression inhibitorischer Rezeptoren bei der
Aktivierung von CAR-T-Zellen zu der in soliden Tumoren zu beobachtenden
Hypofunktion beitragt.'®'* Zu diesen inhibitorischen Rezeptoren z&hlt auch PD-1, dessen
Expression auf Tumor-infiltrierenden CAR-T-Zellen hochreguliert wird. Aufgrund der
zudem vermehrten PD-L1-Expression von soliden Tumoren, konnte PD-1 fur die
beobachtete Tumor-induzierte Hypofunktion eine zentrale Rolle spielen. Diese
Erkenntnisse unterstutzten die Strategie einer Kombination der adoptiven Immuntherapie
mittels Tumorantigen-spezifischer CAR-T-Zellen und einer Blockade der durch PD-1-
Rezeptor-vermittelten T-Zell-Inhibition. Erste in vivo Studien bei Tumoren des
Erwachsenenalters, wie dem Mesotheliom, Sarkom und Mammakarzinom, zeigen, wie
sich durch die zusatzliche Gabe von PD-1-Checkpoint-Inhibitoren die Effektorfunktionen
der CAR-T-Zellen wiederherstellen, die Wirksamkeit erhdhen und letztendlich eine
Verbesserung des Therapieansprechens erzielen lasst (Abb. 2, Seite 13)."%'® Aufgrund
der immunmodulierenden Rolle des PD-1/PD-L1-Signalweges, muss bei systemischer
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Gabe der monoklonalen anti-PD-1 und anti-PD-L1 Antikbper der Nachteil ernst
zunehmender autoimmuner Nebenwirkungen berticksichtigt werden.® Aus diesem Grund
werden alternative Methoden der PD-1-Blockade untersucht: Uberzeugende Ergebnisse
im Hinblick auf eine verminderte Hypofunktion der CAR-T-Zellen in soliden Tumoren
konnten durch die Integration neuartiger Fusionsrezeptoren, Konstrukte bestehend aus
einem extrazellularen PD-1 Anteil verbunden mit intrazellularen stimulatorischen
Domanen,'”'® oder durch die Generierung von PD-1 negativen CAR-T-Zellen zwecks
Unterbrechung der PD-1/PD-L1-Interaktion mittels CRISPR/Cas9 (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats und CRISPR-assoziiertes Protein) erzielt

werden.'®
[ )
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Abbildung 2. PD1-Checkpoint-Inhibtion vermindert Hypofunktion der CAR-T-Zellen nach Grosser
sowie Miao et al.2%2! Der PD-1-Rezeptor inhibiert nach Bindung des von Tumorzellen exprimierten PD-L1
die CAR-T-Zell Aktivierung. Durch die Blockade des PD-1-Rezeptors mittels monoklonaler Antikdrper
kommt es zur uneingeschrankten CAR-T-Zell Aktivierung mit hdherer, gegen die Tumorzellen gerichteten
Zytotoxizitat. TAA: Tumor-assoziiertes Antigen; mAb: monoklonaler Antikorper.

2.5 CAR-T-Zelltherapie bei refraktarem Neuroblastom und Rezidiv

Trotz des umfangreichen Therapieregimes, einschlief3lich immuntherapeutischer
Ansatze, ist die Prognose fur Neuroblastompatienten mit Hochrisiko-Tumoren oder
Rezidiv weiterhin schlecht und die Suche nach neuen Therapiemoglichkeiten
unabdingbar. Als weiterfuhrender Schritt erwies sich neben der Therapie mit dem
monoklonalen GD2-Antikorper, die Behandlung des Neuroblastoms mit GD2-
spezifischen CAR-T-Zellen als vielversprechend. Insbesondere GD2-spezifische CAR-T-
Zellen, die aus Ebstein-Barr-Virus-spezifischen zytotoxischen T-Zellen generiert wurden,
zeigten vor bereits 10 Jahren frihe Erfolge, durch eine verbesserte Aktivierung und
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Persistenz dieser.?? In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. M.C. Jensen des Seattle Children’s
Research Instituts, gelang es PD Dr. Kunkele fur das Neuroblastom einen CAR fur das
Tumor-selektive, glykosyliete CE7-Epitop auf L1CAM, zu entwickeln.?® Dieses
glykosylierte CE7-Epitop des L1CAM-Oberflachenmolekuls wird, unabhangig von der
Risikogruppe des Patienten und Entnahmezeitpunkt der Tumorprobe, konstant und
uneingeschrankt von Neuroblastomzellen exprimiert. Vorklinische Daten unterstitzen
zudem Gebrauch, Sicherheit und Durchfuhrbarkeit einer L1CAM-CAR-T-Zelltherapie im
Neuroblastom. Die Anti-Tumor-Aktivitat konnte fur beide, GD2- und L1CAM-CAR-T-
Zellen, sowohl in vitro als auch in vivo bestatigt werden.?324 Dennoch zeigen erste
Ergebnisse initiierter klinischer CAR-T-Zell-Studien bei Patienten mit Therapie
refraktarem Neuroblastom oder Rezidiv nur geringes oder vorubergehendes Ansprechen,
vorwiegend aufgrund eingeschrankter CAR-T-Zell-Persistenz. Das Neuroblastom gilt
grundsatzlich als immunologisch kalter Tumor, aufgrund keiner oder nur sehr geringer T-
Zellinfiltration.?®> Der Mechanismus der adaptiven Immunresistenz mit IFNG-induzierter
PD-L1-Expression der Tumorzellen konnte kurzlich auch fur das Neuroblastom
nachgewiesen werden.?® Die Tumorinfiltration mit Neuroblastom-spezifischen CAR-T-
Zellen konnte ebenfalls zur PD-L1-Expression der Neuroblastomzellen fihren und somit
erst die Moglichkeit zur Kombinationstherapie mit zusatzlicher Unterbrechung der PD-
1/PD-L1-Achse mittels monoklonaler Antikorper bieten, um Persistenz und
Effektorfunktion der Neuroblastom-spezifischen CAR-T-Zellen zu steigern. Bislang
wurden, neben der obligatorischen CD3zeta zytoplasmatischen Domane, flr
Neuroblastom-spezifische CAR-T-Zellen der zweiten Generation vier verschiedene
kostimulatorische Doménen verwendet, namentlich CD28, 4-1BB, OX40 und CD27.%" Es
wird allgemein angenommen, dass die kostimulatorische Doméane die PD-1/PD-L1-Achse
beeinflusst. Es wurden bisher jedoch widerspruchliche Auswirkungen der
kostimulatorischen Domanen CD28 und 4-1BB auf die PD-1-Expression in CAR-T-Zellen
in der Literatur beschrieben.?®2° Diese Forschungsergebnisse erschweren den Einfluss
der jeweiligen kostimulatorischen Domane auf die PD-1-Expression der Neuroblastom-
spezifischen CAR-T-Zellen vorherzusagen und zusatzliche Tests sind erforderlich, um
CARs zu identifizieren, die von einer PD-1-Checkpoint-Inhibition profitieren.
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2.6 Zielsetzung

Unter den padiatrisch-onkologischen Erkrankungen haben Patienten mit Therapie-
refraktarem Neuroblastom oder Rezidiv weiterhin trotz intensiver Bemuhungen eine
vergleichsweise schlechte Prognose. Adoptive Immunzelltherapien haben sich in den
letzten Jahren als viel versprechend erwiesen, jedoch ist das Ansprechen auf
Neuroblastom-spezifische CAR-T-Zellen transient und die im Bereich der CAR-T-
Zelltherapie bestehende Diskrepanz zwischen den klinischen Erfolgen hamatologischer
und solider Tumorerkrankungen zeigt sich auch hier. Ziel dieser Forschungsarbeit ist es
kombinatorische  Therapieansatze mit  PD-1-Checkpoint-Inhibitoren  bei  der
Neuroblastom-spezifischen CAR-T-Zelltherapie zu untersuchen als eine Moglichkeit
dieser Diskrepanz entgegenzutreten. Um den Einfluss der PD1-Inhibition auf die
Effektivitat der L1CAM-CAR-T-Zelltherapie im Neuroblastom und die Auswirkungen auf
Viabilitat, Aktivierung, Erschopfung, Zytotoxizitat sowie Effektorfunktion der L1CAM-
CAR-T-Zellen zu evaluieren, wurden durchflusszytometrische Analysen der
Oberflachenmolekule und intrazellularer Zytokine, ELISA-basierte Zytokinmessungen
sowie Luciferase-basierte Reportergen-Assays genutzt. PD-L1 hoch-exprimierende
sowie PD-L1-knock-out Neuroblastomzelllinien wurden mittels lentiviraler Transduktion
oder CRISPR/Cas9 Technologie fur die in vitro Untersuchungen etabliert. Kontrare
veroffentlichte Forschungsergebnisse erschweren es den Einfluss kostimulatorischer
Domanen auf die PD-1/PD-L1-Achse bei Neuroblastom-spezifischer CAR-T-Zelltherapie
vorherzusagen. Aus diesem Grund haben wir CARs entweder mit CD28- oder 4-1BB-
kostimulatorischer Domane verwendet, um deren Auswirkungen auf die PD-1/PD-L1-
Achse zu untersuchen. Um den besten CAR-Kandidat fur einen kombinatorischen Ansatz
mit PD-1-Inhibition auszuwahlen, wurde neben der Wahl der kostimulierenden Domane
zudem der Einfluss der gewahlten Ausgangs-T-Zell-Subpopulation fur die CAR-T-Zell-
Herstellung auf die Effektivitat von Neuroblastom-spezifischen-CAR-T-Zellen und die PD-
1/PD-L1-Achse betrachtet.
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3 Methodik
3.1 Zelllinien und Zellkultur

Alle verwendeten Zelllinien wurden entweder in DMEM oder RPMI 1640 Medium (beide
Gibco Life Technologies, Carlbad, CA), jeweils zugesetzt mit 10% Hitze-inaktiviertem
fetalen Kalberserum (FCS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), kultiviert und bei Erreichen
einer 70- bis 80-prozentigen Konfluenz entsprechend dem Bedarf auf neue Petrischalen
oder Zellkulturflaschen aufgeteilt (siehe Tabelle 1). Bei Kultur der EBV-transformierten
lymphoblastischen Zelllinie TMLCL wurden zudem 2mM/L L-Glutamin (Biochrom, Berlin,

Deutschland) zum Medium hinzugefugt.

Tabelle 1. Verwendete Zelllinien

Zelllinie ATCC Nummer Kultiviermedium Mediumzusitze

SK-N-BE(2) CRL-2271 DMEM 10% FCS

SK-N-AS CRL-2137 RPMI 1640 10% FCS

SH-SY5Y CRL-2266 RPMI 1640 10% FCS

TMLCL RPMI 1640 10% FCS, 2mM/L, L-Glutamin
293T CRL-3216 DMEM 10% FCS

Die Neuroblastomzelllinie SK-N-BE(2) wurde lentiviral mit dem Vektor PDL1-T2A-
CD19t_epHIV7.2 transduziert. Die T2A-Peptid-Sequenz fuhrt zur Abspaltung eines blind-
endenden CD19-Molekuls (fruncated CD19, CD19t), welches die Erfassung und
Anreicherung PD-L1-transduzierter Zellen ermdoglicht. Somit konnten PD-L1-
exprimierende SK-N-BE(2) Zellen durch immunomagnetische CD19 MicroBeads
(Miltenyi  Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) selektiert werden. Die
Neuroblastomzelllinien SK-N-AS, SH-SYS5Y sowie PD-L1-transduzierte als auch
parentale SK-N-BE(2) wurden lentiviral mit dem Vektor GFP-ffLuc_epHIV7 transduziert
und GFP-exprimierende Zellen mittels Fluoreszenz aktivierter Zell-Sortierung

(fluorescence-activated cell sorting, FACS) angereichert.
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3.2. Lentivirusproduktion

Lentiviren exprimieren eine virale Reverse Transkriptase und Integrase. Erstere
katalysiert die Transkription von Ribonukleinsaure (ribonucleic acid, RNA) in
Desoxyribonukleinsaure (deoxyribonucleic acid, DNA) in umgekehrter Richtung und
Zweitere integriert die neu transkribierte DNA in das Genom der Wirtszelle. Virale
Ubertragungssysteme von Genen machen sich diese Eigenschaften von Lentiviren zu
nutzen, um das genetische Material von Wirtszellen beliebig zu verandern. Die
Herstellung der verwendeten Lentiviren fur die Generierung neuer CAR-T- und
Tumorzelllinien erfolgte gemaf bereits publiziertem Protokoll.2° Sowohl die verwendeten
L1CAM-spezifischen CE7-CAR Konstrukte als auch das PD-L1-T2A-CD19t und GFP-
ffLuc Konstrukt wurden jeweils in den lentiviralen SIN epHIV7 Vektor kloniert. Die
Transfektion der HEK293T Zellen erfolgte mittels Liposomen. Anschliefiend wurden die
jeweiligen lentiviralen Vektoren vermehrt, isoliert und bei -80°C bis zum Gebrauch
gelagert.

3.3 L1CAM-CAR-T-Zell Herstellung und Kultur

Die L1CAM-spezifischen CE7-CARs wurden bereits in friuheren Publikationen
beschrieben.3! Verwendet wurden fir diese Arbeit nur L1CAM-CARs der 2. Generation
(Abb. 3, Seite 18). Auf die Codon-optimierte CE7-L1CAM-spezifische Antigen-
erkennende variable Domane (single chain fragment variable, scFv) der CARs folgt eine
Abstandshaltersequenz bestehend aus 229 Aminosauren des humanen I1gG4.
AnschlielRend folgt die CD28-Transmembrandomane, welche mit der zytoplasmatisch
liegenden Signalsequenz verbunden ist. Diese besteht aus einer zytoplasmatischen
CD3zeta Domane und entweder einer 4-1BB oder CD28 kostimulatorischen Domane.
Auf die Sequenz beider CAR-Konstrukte folgt jeweils eine T2A-Peptid-Sequenz, wodurch
der darauffolgende blind-endende epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (fruncated
epidermal growth factor receptor, EGFRt) wahrend der Translation vom CAR-Konstrukt
abgespalten wird. Bei diesem blind-endenden EGF-Rezeptor fehlt die intrazellulare
Signalsequenz, wodurch der Rezeptor seine eigentliche Funktion verloren hat und keine
Signaltransduktionswege bei Bindung aktiviert werden. Allerdings erlaubt der
extrazellulare Rezeptoranteil den indirekten CAR-T-Zell-Nachweis und deren
Anreicherung Uber biotinyliertes Cetuximab (Bristol-Myers Squipp, New York City, NY),
ein gegen den EGF-Rezeptor gerichteter klinisch erprobter Antikdrper vom Typ 1gG1.
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Transduktions-
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Abbildung 3. LICAM-CAR-Konstrukte der zweiten Generation.?? Schema der L1CAM-CAR-Konstrukte
2. Generation mit 4-1BB oder CD28 kostimulatorischer Doméne. LTR: Long Terminal Repeats; scFv: single
chain fragment variable; VH: variable Region der schweren Kette; VL: variable Region der leichten Kette;
TM: Transmembran; EGFRt: truncated epidermal growth factor receptor.

CAR-T-Zellen wurden aus Aphereseprodukten gesunder Probanden generiert
(Genehmigung des Charité Ethikkomitees EA2/216/18). Ficoll-Paque (GE Healthcare,
Chicago, IL) wurde verwendet um mononukleare Zellen (peripheral blood mononuclear
cells, PBMC) zu isolieren. Mit Hilfe von immunomagnetischen MicroBeads (Miltenyi
Biotec) wurden CD8- und CD4-positive T-Zellen isoliert. Fur T-Zell-Sets mit Tcu-Ursprung
wurden die T-Zellen in einem zweiten Schritt CD45RA depletiert und positive selektiert
fur CD62L, ebenfalls mittels immunomagnetischen MicroBeads (Miltenyi Biotec). Vor
Transduktion wurden die jeweiligen T-Zell-Sets an Tag 0 mit anti-CD3/CD28-Beads bei
einem Bead-zu-T-Zell-Verhaltnis von 1:1 kultiviert und dadurch aktiviert. Anschlie3end
wurden die T-Zellen an Tag 3 mit den entsprechenden Lentiviren transduziert. Erfolgreich
transduzierte CAR-T-Zellen exprimieren EGFRt. Somit erfolgte die Anreicherung an Tag
14-20 durch immunomagnetische Selektion mittels Streptavidin MicroBeads (Miltenyi
Biotec) nach Inkubation der T-Zellen mit biotinyliertem Cetuximab (Bristol-Myers Squibb).
Bei jedem CAR-T-Zell-Set wurde ein Teil der T-Zellen desselben Donors nicht
transduziert, aber gleichermal3en kultiviert, um in den Experimenten als Kontrolle
eingesetzt werden zu konnen. CAR- und Kontroll-T-Zellen wurden bis zur weiteren
Verwendung und Expansion kryokonserviert. Zur Expansion wurden kryokonservierte
CAR- und Kontroll-T-Zellen aufgetaut und zur Stimulation mit bestrahlten PBMCs sowie
bestrahlten TMLCL-Zellen und 30 ng/mL CD3-Anitikorper (OKT 3 Klon, Miltenyi Biotec)
kultiviert. Aufgrund der limitierten Lebenszeit dieser sogenannten Feeder-Zellen durch
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die Bestrahlung, erhalt man eine reine CAR- oder Kontroll-T-Zell Kultur am Ende der
Expansion. Dem verwendeten RPMI 1640 Medium wurden 10% Hitze-inaktiviertes FCS
sowie 2mM/L L-Glutamin zugegeben. AulRerdem erfolgte eine regelmaflige Zugabe von
0,5 ng/mL Interleukin-15 (IL-15; Miltenyi Biotec) und fur CD8"-positive CAR-T-Zell-Sets
zusatzlich 50U/mL Interleukin-2 (IL-2; Novartis, Basel, Schweiz) sowie fur CD4*-positive
CAR-T-Zell-Sets zusatzlich 5ng/mL Interleukin-7 (IL-7; Miltenyi Biotec) entsprechend
einem bereits publiziertem Protokoll*3 zur schnellen Expansion. Die durchgefiihrten in
vitro Untersuchungen erfolgten zwischen Tag 11-15 der Expansion beziehungsweise

zwischen Tag 11-25 fur den Stresstest.

3.4 CRISPR/Cas9-basierte  Herstellung von PD-L1  knock-out

Neuroblastomzellen

Die sich rapide entwickelnde CRISPR/ Cas9-basierte Technologie zur Genom-Editierung
beruht auf dem adaptiven antiviralen Immunsystem von Bakterien und ermdglicht eine
zielgenaue Zerstérung ausgesuchter Gene (knock-out, KO).34 Die Endonuklease Cas9
erkennt und bindet eine spezifische CRISPR-RNA-Sequenz (crRNA). Diese ist Teil der
sogenannten Leit-RNA (guide RNA, gRNA), welche zudem die wahlbare und an der Ziel-
DNA bindende crRNA-spacer-Sequenz enthalt. Beinhaltet die Ziel-DNA das zusatzlich
notwendige Protospacer angrenzende Motiv (PAM) kommt es nach Bindung der gRNA
zur Aktivierung der Endonuklease Cas9 und beide Strange der Ziel-DNA werden 3
Nukleotide vor dem PAM geschnitten. Bei der DNA-Reparatur kommt es durch nicht-
homologe Endverknupfung (non-homologous end joining) zu Insertion und Deletion von
Basen, was wiederum durch eine Verschiebung des Leserasters zur
Funktionsverlustmutation (Loss-of-function mutation) fuhrt. In dieser Arbeit verwendete
gRNA-Sequenzen wurden mit Hilfe von Dr. Feng Zhang’s online CRISPR Design-

Instruments (http://www.genome-engineering.org/crispr/?page _id=41) entworfen.3® Um

einen globalen knock-out von PD-L1 in der Neuroblastomzelllinie SK-N-BE(2) zu
erreichen, wurden gRNA-Sequenzen ausgewahlt, die auf Exon 2 und 3 gerichtet sind,
und miteinander verglichen.

Verwendet wurden die zwei folgenden gRNA-Seqgenzen:
TCTTTATATTCATGACCTAC (PD-L1-gRNA1)

TACCGCTGCATGATCAGCTA (PD-L1-gRNA2)
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Die ausgewahlten Oligonukleotidsequenzen der entsprechenden gRNAs wurden anniliert
und in den Bbsl-verdauten CRISPR Vektor, pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 (eine
Spende von Feng Zhang an Addgene nonprofit plasmid repository, Watertown, MA)
eingebunden. Mittels Sequenzierung wurden die generierten gRNA-tragenden Vektoren
uberpruft. Fur die Transfektion der Neuroblastomzelllinie SK-N-BE(2) wurde das auf dem
Prinzip der Lipofektion beruhenden Effectene Transfektions-Kit (cat #301425, Qiagen,
Venlo, Netherlands) den Angaben des Herstellers folgend verwendet. Sowohl 5 x10°
parentale als auch GFP-ffLuc_epHIV7-tranduzierte SK-N-BE(2) Neuroblastomzellen
wurden dabei 24 Stunden vor geplanter Transfektion auf einer 6-Well Platte ausgesat.
Am nachsten Tag erfolgte die Zugabe des zuvor angesetzten Transfektionsreagens,
bestehend aus 100uL Effectene Puffer, 2uL Enhancer, 1ug der jeweiligen Plasmid DNA
sowie 7,5uL Effectene im Rahmen eines Mediumwechsels. Nach weiteren
Medienwechseln innerhalb der nachsten Woche wurde anschlieRend 100 ng/mL
rekombinantes Interferon gamma (IFNG; PeproTech, Rocky Hill, NJ) hinzugeflgt und die
Neuroblastomzellen Uber 24 Stunden inkubiert. Am nachsten Tag wurden die SK-N-
BE(2) Zellen mit und ohne erfolgreichem PD-L1-KO mit einem APC-konjugiertem
monoklonalen PD-L1-Antikorper (cat #329708, BioLegend, San Diego; CA) angefarbt. In
einem zweiten Schritt wurden PD-L1-KO SK-N-BE(2) Neuroblastomzellen durch
immunomagnetische Depletion mittels APC MicroBeads (Miltenyi Biotec) angereichert.

3.5 Behandlung mit monoklonalem PD-1-Antikorper

Bei allen in vitro Assays erfolgte eine Intervention in Form einer PD-1-Checkpoint-
Inhibition. Hierfur wurden 40ug/mL des klinisch erprobten und therapeutisch eingesetzten
monoklonalen IgG-Typ PD-1-Anikorpers Nivolumab (Bristol-Myers Squibb) bei den
jeweiligen Versuchsansatzen dem Medium zugeflgt. Tragerldsung von Nivolumab ist
0,9%ige Natriumchloridlésung (NaCl), weshalb dem Medium der Kontrollgruppe dasselbe
Volumen 0,9% NaCl hinzugegeben wurde.

3.6 Zytotoxizitatsassay

Um als Zielzellen des Luciferase-basierten Reportergen-Assays fungieren zu konnen,
wurden die SH-SY5Y, SK-N-AS und parentale, PD-L1-transduzierte sowie PD-L1-KO
SK-N-BE(2) Neuroblastomzellen stabil lentiviral mit dem Vektor GFP-ffLuc_epHIV7
transduziert,. Die Firefly-Luciferase (FLuc) ist ein Enzym, das durch Oxidation des
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hinzugegebenem D-Luciferins (PerkinElmer Inc, Waltham, MA) eine biolumineszente
Reaktion katalysiert, welche mittels Luminometer messbar und quantifizierbar ist. Far
diese Reaktion wird Adenosontriphosphat (ATP) benotigt, somit korreliert die gemessene
Lichtemission mit der Anzahl lebender GFP-ffLuc_epHIV7 transduzierter Zielzellen.

Firefly + Luciferin, ATP, Oz —(FLuc), Mg?*->Oxyluceferin+AMP+PPi+CO2+ Emission=565nm

Somit kann die zytotoxische Aktivitat der CAR-T-Zellen bei Ko-Kultur mit
Neuroblastomzellen quantifiziert werden durch die abnehmende Lichtemission, aufgrund
der Reduktion lebender Zieltumorzellen mit funktionsfahiger integrierter Firefly-
Luciferase. Konkret wurden Zielzellen in Triplikaten mit Kontroll- oder CAR-T-Zellen bei
einem 1:2 oder 1:5 Effektor-zu-Zielzell (E:Z)-Verhaltnis ko-kultiviert beziehungsweise in
einem 1:1 E:Z-Verhadltnis im Rahmen des Stresstestt Dem Medium der
Interventionsgruppe, wurde Nivolumab und dem der Kontrollgruppe 0,9%iges NaCl
zugesetzt. Nach 24, 48 oder 72 Std. wurde 0,14mg/mL D-Luciferin zu den einzelnen
Wells dazugegeben und die Lumineszenz mittels Luminometer erfasst. Fur jeden Assay
wurde die detektierte Lumineszenz einer Ko-Kultur aus Zieltumorzellen und Kontroll-T-
Zellen in den entsprechenden oben genannten Verhaltnissen als maximale Lichtemission
definiert (maximal relative light unit, RLUmax). Die CAR-T-Zell-vermittelte Tumorlyse
entsprach (1-(RLUsample/RLUmax))x100 in Relation zu Kontroll-T-Zellen.

3.7 Stresstest

Ein Stresstest wurde anlehnend an bereits publizierten Untersuchungsaufbauten
etabliert,"*6 um eine mehrfache Antigen-induzierte Aktivierung von CAR-T-Zellen durch
wiederholte Zugabe zusatzlicher Tumorzellen nachzuahmen. Konkret wurden SK-N-
BE(2) Neuroblastomzellen in einem 1:2 E:Z-Verhaltnis mit entsprechenden L1CAM-
CAR-T-Zellen kultiviert. Ab Tag 1 wurde entweder Nivolumab oder als Kontrolle 0,9%
NaCl-Losung dem Medium hinzugefugt. An Tag 4, 8 und 12 wurden die L1CAM-CAR-T-
Zellen gesammelt und mittels Hamozytometer und Trypanblau gezahlt. Anschlielend
wurden die L1CAM-CAR-T-Zellen erneut in einem 1:2 E:Z-Verhaltnis mit neuen
Tumorzellen kultiviert. Dem Medium der Interventionsgruppe wurde weiterhin Nivolumab,
der Kontrollgruppe 0,9% NaCl-Losung hinzugefugt. An Tag 5, 9 und 12, jeweils 24 Std.
nach der letzten erneuten Konfrontation mit neuen Neuroblastomzellen, erfolgten
Zytotoxizitatsassays und durchflusszytometrische Untersuchungen von
Oberflachenmarkern und Zytokinen.
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3.8 ELISA-basierte Messung der Zytokinproduktion

Um die IFNG-Freisetzung nach Antigen induzierter CAR-T-Zellaktivierung bei Ko-Kultur
mit Neuroblastomzellen und hinzugefigtem Nivolumab oder 0,9% NaCl-Losung zu
messen, wurde das OptEIA Enzym-gebundene Immunosorbent-Assay (enzyme linked
immunosorbent assay, ELISA; BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ) den Angaben des
Herstellers folgend verwendet. Konkret wurden 2 x 10° CAR- oder Kontroll-T-Zellen in
einem 2:1 E:Z-Verhaltnis mit SK-N-BE(2) Neuroblastomzellen kultiviert. Nach 24 Std.
wurde das konditionierte Medium gesammelt und bis zur Durchfuhrung des ELISAs bei -
80°C gelagert.

3.9 Durchflusszytometrie

Die Expression von Oberflachenmolekilen wurde durchflusszytometrisch durch
Fluorophor-konjugierte monoklonale Antikorper mit dem Fortessa X-20 (BD Bioscience)
erfasst. In dieser Arbeit verwendete Fluorophor-konjugierte monoklonale Antikérper sind
in Tabelle 2 auf Seite 23 aufgelistet. Daruber hinaus wurde die intrazellulare
Zytokinexpression nach T-Zellaktivierung ebenfalls durchflusszytometrisch erfasst, nach
Verwendung des Fixation/Permeabilization Solution Kits und GolgiStop™ Set (beide BD
Bioscience). Des Weiteren wurde das Annexin V/7AAD Kit (BioLegend) zur
durchflusszytometrischen Erfassung der Apoptose verwendet. Mittels QuantiBRITE
Kalibrations-Beads (BD Bioscience) wurde die L1CAM-Antigendichte auf verschieden
Neuroblastomzelllinien, den Angaben des Herstellers folgend, ermittelt. Alle
durchflusszytometrisch erfassten Daten wurden mit der FlowJo Software (Tree Star Inc,
Ashland, OR) ausgewertet.

3.10 Statistische Analyse

Der gepaarte oder ungepaarte Student t-Test wurde fur die statistische Auswertung von
Unterschieden in der zytotoxischen Aktivitat, Expression von Oberflachenmolekilen und
intrazellularen Zytokinexpression sowie Zytokinfreisetzung zwischen Intervention- und
Kontrollgruppe verwendet. Hierfur wurde GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla,
CA) genutzt und p-Werte < 0,05 als signifikant betrachtet.
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Fluorophor-konjugierter Hersteller Katalognummer
monoklonaler Antikorper

CD8A BioLegend #301041
CD4 BioLegend #300545
L1CAM (vormals CD171) Miltenyi Biotec #130-100-691
PD-1 (formal PDCD1) BioLegend #329922
PD-L1 (formal CD274) BioLegend #329708
PTPRC Isotop CD45RO BD Bioscience #562641
PTPRC Isotop CD45RA BioLegend #304105
SELL (vormals CD62L) BioLegend #304821

FAS BioLegend #305611
Streptavidin BioLegend #12-4317-87
IFNG BioLegend #502531
TNFSF2 (vormals TNF-a.) BioLegend #502913

IL2 BioLegend #500325
Granzym B BioLegend #515403

4 Ergebnisse
4.1 Aktivierung der PD-1/PD-L1-Achse bei Ko-Kultur von L1CAM-CAR-T-

mit Neuroblastomzellen

Hochrisiko-Neuroblastome werden aufgrund der geringen Leukozyteninfiltration als
immunologisch kalte Tumore bezeichnet und entsprechend spielt die PD-1/PD-L1-Achse
bei diesen in der Regel keine Rolle. Bei Infiltration tumorspezifischer T-Zellen kommt es
durch die adaptive Immunresistenz der meisten Tumorzellen zur IFNG vermittelten
Induktion der PD-1/PD-L1-Oberflaichenexpression®, weshalb wir die Hypothese
aufstellten, dass die PD-1/PD-L1-Achse auch nach Konfrontation mit CAR-T-Zellen
aktiviert wird. Die PD-1/PD-L1-Achse konnte somit als Teil des immunsuppressiven
Mikromilieus die Wirksamkeit der CAR-T-Zellen im Neuroblastom beeintrachtigten.
Gleichzeitig bietet sie einen Angriffspunkt, um die CAR-T-Zelltherapie beim
Neuroblastom zu verbessern. Um die Moglichkeit einer Kombination von CAR-T-
Zelltherapie mit PD-1-Checkpoint-Inhibition zur Behandlung von Neuroblastomen
festzuhalten, testeten wir somit zunachst, ob die in vitro Ko-Kultur Neuroblastom-
spezifischer L1ICAM-CAR-T-Zellen die PD-1/PD-L1-Achse in Neuroblastom und CAR-T-
Zellen aktiviert. Dafur wurden drei Neuroblastomzelllinien ausgewahlt mit mittlerer oder
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niedriger Oberflachendichte des L1CAM-Tumorantigens mit dem Hintergrund, dass diese
Tumorzellen fur die CAR-T-Zellen eine groRere Herausforderung bieten konnen und
somit sich die Effektivitat von Kombinationstherapien folglich besser evaluieren Iasst. Die
L1CAM-Oberflachenexpressionsdichte wurde mittels QuantiBRITE-Quantifizierung
erhoben. Die SK-N-BE(2)-Zelllinie exprimierte mediane L1CAM-Spiegel und die SH-
SY5Y- und SK-N-AS-Zelllinien niedrige Antigenspiegel (Abb. 4A, Seite 25).%?

Wir generierten L1CAM-spezifische CAR-T-Zellen der zweiten Generation aus fur die
Tcm-Subpopulation angereicherten CD8*- oder CD4*-Zellen. Mittels blind-endenden
epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (fruncated epidermal growth factor receptor,
EGFRt), der wahrend der Translation vom CAR-Konstrukt abgespalten wird, konnte
durch die immunmagnetische Selektion auf EGFRt eine vergleichbare CAR-Expression

sichergestellt werden (Abb. 5).%2

Kontroll-T-Zellen L1CAM-4-1BB-CAR-T-Zellen | 1CAM-CD28-CAR-T-Zellen

0.1 3 - 81.8

CAR

cD8+

Abbildung 5. Transduktionseffizienz.3? ,Nach der Anreicherung wurden CAR-positive CD8" T-Zellen mit
Fluorochrom-konjugiertem Cetuximab durchflusszytometrisch erfasst. Nicht transduzierte T-Zellen dienen
als Negativkontrolle [Kontroll-T-Zellen] (Ubersetzung durch die Autorin).3?

Die PD-L1-Expression wurde in allen drei Zelllinien nach einer Ko-Kultur mit L1CAM-
CAR-T-Zellen signifikant induziert aber nicht nach Ko-Kultur mit Kontroll-T-Zellen (Abb.
4B, Seite 25). Gleichzeitig nahm auch die PD-1-Expression der L1ICAM-CAR-T-Zellen zu
und wurde am starksten durch Ko-Kultur mit SK-N-BE(2)-Zellen induziert (Abb. 4C, Seite
25). Diese Erhohung des PD-1-Rezeptors nach Ko-Kultur mit allen drei Neuroblastom-
Zelllinien ging interessanterweise auch mit einer erhéhten PD-L1-Expression der L1CAM-
CAR-T-Zellen einher (Abb. 4D, Seite 25). Die PD-1-vermittelte Hemmung
tumorinfiltrierender CAR-T-Zellen kdnnte somit nicht nur durch Tumorzellen, sondern
moglicherweise auch durch PD-L1-exprimierende CAR-T-Zellen verursacht werden.
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Abbildung 4. L1CAM-CAR-T-Zell-Konfrontation aktiviert die @ PD-1/PD-L1-Achse in
Neuroblastomzellen.3?> | A. Durchflusszytometrisch erfasste L1CAM Zelloberflachendichte von
Neuroblastomzelllinien. Ausgewahlte Zelllinien sind eingerahmt. B. PD-L1-Oberflachenexpression von SK-
N-BE(2)-, SH-SY5Y- und SK-N-AS-Neuroblastomzellen allein und nach Ko-Kultur mit entweder Kontroll-
oder L1CAM-4-1BB-CAR-T-Zellen bei einem Effektor:Zielzell (E:Z)-Verhaltnis von 1:5 tber 24 Std. PD-1
(C) und PD-L1 Expression (D) von Kontroll- und L1CAM-4-1BB-CAR-T-Zellen mit Tem-Ursprung vor und
nach der Ko-Kultur mit SK-N-BE(2) und SK-N-AS bei einem E:Z-Verhaltnis von 1:1 bzw. SH-SY5Y
Neuroblastomzellen bei einem E:Z-Verhaltnis von 1:5 Uber 24 Std. Die dargestellten Daten zeigen die
mittlere Expression aus 3 unabhangigen Experimenten, *P < 0,05 und **P < 0,01 bei ungepaartem
(Kontroll-T-Zellen im Vergleich zu CAR-T-Zellen) oder gepaartem (Kontroll-, CAR-T oder Tumorzellen je
allein im Vergleich zu deren Ko-Kultur) Student's t-Test* (Ubersetzt durch die Autorin).3?

Somit konnten wir zeigen, dass das Zusammentreffen von Neuroblastom- und L1CAM-
CAR-T-Zellen die PD-1/PD-L1-Achse aktiviert und dariber hinaus PD-L1 in den CAR-T-
Zellen selbst hochreguliert. Beides unterstutzt unsere Annahme, dass eine Kombination
von CAR-T-Zelltherapie mit PD-1-Checkpoint-Inhibition bei der Behandlung von

Neuroblastomen prinzipiell moglich ware.

4.2 Mechanismen der PD-1/PD-L1-Induktion unterscheiden sich zwischen
Neuroblastom- und L1CAM-CAR-T-Zellen

Den Erkenntnissen zur adaptiven Immunresistenz von TILs bei soliden Tumoren
entsprechend, hatten wir die Hypothese, dass die PD-L1-Induktion in den verwendeten
Neuroblastomzellen ebenfalls durch Zytokine wie IFNG gesteuert wird, die von aktivierten
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L1CAM-CAR-T-Zellen nach Tumorantigenbindung und T-Zellaktivierung freigesetzt
werden. Um dieser Frage nachzugehen, wurde konditioniertes Medium von alleine
kultivierten Neuroblastomzellen sowie von Neuroblastomzellen, die mit L1CAM-CAR-
oder Kontroll-T-Zellen fur 24 Stunden kultiviert wurden, gesammelt. Anschlie3end
wurden diese konditionieren Medien jeweils fur die Ausplattierung frischer

Neuroblastomzellen verwendet (Abb. 6A).
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Abbildung 6. Mechanismen der PD-1/PD-L1-Induktion in CAR-T- und Neuroblastomzellen.?? A,
Schematischer Uberblick tiber den Versuchsaufbau mit konditionierten Medien (KM). Das Medium wurde
konditioniert, indem SK-N-BE(2) Neuroblastomzellen allein oder entweder mit L1CAM-CAR oder Kontroll-
T-Zellen im E:Z-Verhaltnis 1:5 Uber 24 Std. kultiviert wurden. B. PD-L1-Expression auf SK-N-BE(2)
Neuroblastomzellen, die durch Durchflusszytometrie nach 24-stiindiger Inkubation mit KM ermittelt wurden.
C. IFNG-Spiegel, die mittels ELISA nach Kultivierung von SK-N-BE(2) Neuroblastomzellen allein oder
entweder mit L1CAM-CAR- oder Kontroll-T-Zellen in einem E:Z-Verhaltnis von 2:1 tber 24 Std. bestimmt
wurden. D. [PD-1- und] PD-L1-Expression auf L1CAM-CAR-T-Zellen, durchflusszytometrisch erfasst 24
Std. nach Zugabe von 1ng/ml IFNG- oder CD3/CD28-Beads bei einem Bead-zu-T-Zell-Verhaltnis von 1:1
im Vergleich zu unbehandelten L1CAM-CAR-T-Zellen“ (Ubersetzung durch die Autorin).3?

Die PD-L1-Expression wurde nur durch 24-stundige Kultur in dem Medium induziert, das
durch Ko-Kultur von L1CAM-CAR-T- mit Neuroblastomzellen konditioniert war (Abb.
6B).3? Die konditionierten Medien wurden darliber hinaus mittels ELISA untersucht und
nur in dem durch Neuroblastom-/ L1ICAM-CAR T-Zell-Ko-Kultur konditioniertem Medium

konnte eine erhohte IFNG-Konzentration gemessen werden (Abb. 6C, Seite 26).
Gemeinsam betrachtet unterstreichen beide Ergebnisse, dass I0sliche Faktoren wie
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IFNG und nicht Zell-Zell-Interaktionen die PD-L1-Hochregulierung in Neuroblastomzellen
induzieren. Als nachstes untersuchten wir, ob dies auch fur die Induktion der PD-1 und
PD-L1-Expression in L1ICAM-CAR T-Zellen gilt, indem wir entweder IFNG oder Anti-
CD3/CD28-Beads den L1CAM-CAR-T-Zellen hinzugefugt haben. Interessanterweise
induzierten nur CD3/CD28-Beads, nicht aber IFNG die PD-1 und PD-L1-Expression in
L1CAM-CAR-T-Zellen (Abb. 6D, Seite 26).32 Wir konnten zwar zeigen, dass die PD-L1-
Expression in Neuroblastomzellen durch das I6sliche Zytokin IFNG induziert wird. Dies
gilt allerdings nicht fur L1CAM-CAR-T-Zellen und somit unterschieden sich die
Mechanismen, die zur Hochregulation von PD-1 und PD-L1 fuhren zwischen CAR-T- und

Tumorzellen.

4.3 PD-1 Inhibition erh6ht L1CAM-CAR-T-Zellzytotoxizitat unabhangig von
der PD-L1 Expressionshohe

In Mausmodellen flur verschiedene solide Tumore erwies sich die antikorperbasierte
Blockade von PD-1 nachweislich als potenter Therapieansatz zur Erhohung der
Effektivitat von CAR-T-Zellen. 'S Wir konnten zeigen, dass die PD-1/PD-L1-Achse durch
Ko-Kultur von L1CAM-CAR-T- und Neuroblastomzellen induziert wird.3? Im nachsten
Schritt untersuchten wir, ob die Zugabe eines monoklonalen Antikorpers gegen PD-1
(Nivolumab) die Zytotoxizitat von L1ICAM-CAR-T-Zellen in vitro erhoht. Dafur wurden die
Zelllinien SK-N-BE(2), SH-SY5Y und SK-N-AS wurden mit einem GFP-firefly-Luciferase-
Reporterplasmid transduziert, um vitale Tumorzellen im Luciferase-basierten
Reportergen-Assay zu quantifizieren. L1ICAM-CAR-T-Zellen wurden mit SK-N-BE(2)-
Reporterzellen in einem Effektor:Zielzell-Verhaltnis von 1:2 und 1:5 mit oder ohne
Nivolumab ko-kultiviert. Nach 24, 48 und 72 Stunden Ko-Kultur wurde durch Messung
des von den verbleibenden vitalen Tumorzellen freigesetzten biophotonischen Signals
die Zytotoxizitat der L1CAM-CAR-T-Zellen bestimmt. Nivolumab erhohte signifikant den
Anteil durch L1CAM-CAR-T-Zellen eliminierter SK-N-BE(2)-Zellen in beiden
Effektor:Zielzell-Verhaltnissen und zu allen drei Zeitpunkten (Abb. 7A, Seite 28).32 Im
Effektor:Zielzell-Verhaltnis von 1:5 wurde die CAR-T-Zellzytotoxizitat durch Nivolumab
jedoch starker erhoht, was einen zunehmenden Nutzen der PD-1-Checkpoint-Inhibtion
bei erhohter Belastung der L1CAM-CAR-T-Zellen zeigte. Nivolumab erhohte auch
signifikant die L1CAM-CAR-T-Zellzytotoxizitat von SH-SY5Y- und SK-N-AS-Zellen, die

niedrige Tumorantigenspiegel exprimieren.
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Abbildung 7. Erhohte L1CAM-CAR-T-Zellzytotoxizitat durch PD-1-Checkpoint-Inhibition.3?  A. Die
Zytotoxizitdt von L1CAM-CAR-T-Zellen wurde durch einen Luciferase-basierten Reportgen-Assay nach
Tumor-Ko-Kultur Giber 24, 48 und 72 Std. bei verschiedenen E:Z-Verhaltnissen und Zugabe von Nivolumab
(oder NaCl als Kontrolle) bestimmt. Die dargestellten Daten zeigen die mittlere Zelllyse von 3 unabhangigen
Experimenten, wobei zuvor der Median der Triplikate jedes Experiments ermittelt wurde. *P < 0,05 und **P
< 0,01 durch einen zweiseitigen gepaarten t-Test. B. CAR-T-Zell-induzierte Tumozelllyse der SK-N-
BE(2)PP+'* nach 24 Std. bei verschiedenen E:Z-Verhaltnissen +/- Nivolumab und durchflusszytometrische
Quantifizierung der PD-L1-Expression auf PD-L1-transduzierten SK-N-BE(2). C. CAR-T-Zell-induzierte
Tumorzelllyse der SK-N-BE(2)PP+1-X0 nach 24 Std. bei verschiedenen E:Z-Verhaltnissen +/- Nivolumab und
durchflusszytometrische Quantifizierung der PD-L1-Expression auf PD-L1-knock-out SK-N-BE(2) 24Std.

nach Zugabe von 100ng/ml IFNG im Vergleich zu parentalen SK-N-BE(2)“ (Ubersetzung durch die
Autorin).32
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Um zu testen, ob hohe PD-L1-Spiegel das Ausmal} des Nivolumabnutzens fur die
Zytotoxizitat ebenfalls erhohen, etablierten wir PD-L1 hoch-exprimierende
Neuroblastomzellen. Fiir unser SK-N-BE(2)PP-1'* Neuroblastomzellmodell wurden SK-N-
BE(2)-Zellen lentiviral mit PD-L1 transduziert (Abb. 7B, Seite 28).3? Nivolumab erhohte
signifikant die L1CAM-CAR-T-Zellzytotoxizitat gegen PD-L1-transduzierte SK-N-BE(2)-
Zellen in einem 1:2 und 1:5 Effektor:Zielzell-Verhaltnis nach 24 Stunden. Die Zytotoxizitat
der L1CAM-CAR-T-Zellen war jedoch bei Ko-Kultur mit SK-N-BE(2)-Zellen mit oder ohne
erhohter PD-L1-Expression in Gegenwart von Nivolumab ahnlich. Dies spricht dagegen,
dass L1CAM-CAR-T-Zellen starker von einer PD-1-Blockade profitieren bei Ko-Kultur mit
PD-L1 hoch-exprimierenden Tumorzellen. Mittels CRISPR/Cas9 wurde der PD-L1
Genlocus permanent zerstort und somit ein SK-N-BE(2)PP"KO-Modell etabliert.>?> Nach
24-stiindiger IFNG-Stimulation lag die PD-L1-Expression in SK-N-BE(2)PP-1'-KO unter 8%
(Abb. 7C, Seite 28). Nichtsdestotrotz erhohte Nivolumab die L1CAM-CAR-T-
Zellzytotoxizitdt bei Ko-Kultur mit SK-N-BE(2)PPL'KO im 1:2 aber nicht 1:5
Effektor:Zielzell-Verhaltnis nach 24 Stunden. Die Erkenntnisse des SK-N-BE(2)PP-L1-KO-
Modells deutet darauf hin, dass der Nutzen der PD-1-Blockade trotz geringer PD-L1-
Tumorexpression bestehen blieb. Wir konnten zeigen, dass das Ausmal} des Nutzens
der PD-1-Checkpoint-Inhibition fur die zytotoxische L1CAM-CAR-T-Zelleffektivitat in vitro
nicht streng mit der Hohe der PD-L1-Expression der Neuroblastomzellen korreliert, da
bei erhdhter PD-L1-Expression ein Ceiling-Effekt beobachtet werden kann. Unsere
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die PD-1-vermittelte Hemmung und ihre Blockade
mittels monoklonaler Antikorper in erster Linie von der Hohe der PD-1-Expression der
CAR-T-Zellen abhangt.

4.4 Einfluss des CAR-T-Zell Ausgangsmaterials auf die PD-1/PD-L1-Achse

Aufgrund der langeren Persistenz von CAR-T-Zellen mit Tcw-Ursprung in vivo,3"28
werden zentrale Gedachtnis-T-Zellen als Ausgangspopulation zur CAR-T-
Zellgenerierung  praferiert. Im  Fall von refraktdaren oder rezidivierenden
Krebserkrankungen ist man jedoch oft mit unzureichendem Ausgangsmaterial fur die
Generierung von CAR-T-Zellen mit Tcu-Ursprung konfrontiert. Daher verwenden die
meisten laufenden CAR-T-Zell-Studien nicht weiter selektierte T-Zellen (Tns) als
Ausgangsmaterial. In den bisherigen Experimenten dieser Arbeit wurden L1CAM-CAR-
T-Zellen aus zentralen Gedachtnis-T-Zellen hergestellt. Um den positiven Nutzen einer
PD-1-Blockade auf die Effektivitdt der L1CAM-CAR-T-Zellen mit Tns-Ursprung zu
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bestatigen, haben wir die funktionellen Zytotoxizitatsassays auch mit diesen L1CAM-
CAR-T-Zellen  wiederholt. Die  PD-1-Blockade mit Nivolumab  erhohte
Uberraschenderweise die zytotoxische Aktivitat der L1CAM-CAR-T-Zellen mit Tns-
Ursprung bei einem Effektor:Zielzell-Verhaltnis von 1:2 nach 24 Stunden nicht (Abb. 8A,
Seite 31).32 Der Phanotyp verwendeter CAR-T-Zellen wurde vor Ko-Kultur mit
Neuroblastomzellen durchflusszytometrisch untersucht, um zu zeigen, dass der
ursprungliche Phanotyp wahrend der ex vivo-Expansion der CAR-T-Zellen erhalten
bleibt. T-Zell-Subpopulationen wurden nach dem zuvor verodffentlichten Ansatz der
Riddell-Gruppe definiert.3° Zentralen Gedachtnis-T-Zellen ahnliche
(CD45RO+/CD62L+/FAS+) CD8" T-Zellen blieben erwartungsgemal® die grofdte
Subpopulation in CAR-T-Zellen mit Tcm-Ursprung (Abb. 8B, Seite 31).32 Die CAR-T-
Zellen, die aus vorab nicht selektierten T-Zellen generiert wurden, bestanden nach
Expansion hauptsachlich aus Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (effector memory T cells)
ahnlichen (CD45R0O+/CD62L-/FAS+) CD8" T-Zellen. Nach 24-stiindiger Exposition mit
SK-N-BE(2)-Zellen (Effektor:Ziel-Verhaltnis 1:1) war die Induktion der PD-1/PD-L1-Achse
bei den aus Tcm-Zellen generierten L1ICAM-CAR-T-Zellen signifikant hoher als bei ihren
aus Tns-Zellen generierten Pendants (Abb. 8C, Seite 31), und bei den L1CAM-CAR-T-
Zellen mit Tcw-Ursprung war die PD-1/PD-L1-Expression ebenfalls hoher vor Ko-Kultur
mit Neuroblastomzellen. Die hohere PD-1-Induktion bei CAR-T-Zellen mit Tcm-Ursprung
nach 24-stundiger Exposition mit SK-N-BE(2)-Zellen zeigte sich ebenfalls bei CD4*
L1CAM-CAR-T-Zellen (Abb. 8D, Seite 31). Allerdings gab es keinen Unterschied bei der
Induktion von PD-L1 in SK-N-BE(2) bei CAR-T-Zell Ko-Kultur mit aus Tns-Zellen
generierten L1CAM-CAR-T-Zellen oder ihren Pendants mit Tcm-Ursprung (Abb. 8E und
F, Seite 31). Nivolumab erhdhte die zytotoxische Aktivitat von L1CAM-CAR-T-Zellen, die
aus vorab nicht selektierten T-Zellen generiert wurden, nicht. Hochstwahrscheinlich liegt
dies an der nur maigen PD-1- und PD-L1-Induktion dieser CAR-T-Zellen. Hohe PD-1-
und PD-L1-CAR-T-Zell-Expression und der daraus folgende Nutzen einer PD-1-
Checkpoint-Inhibition war auf L1CAM-CAR-T-Zellen mit Tcu-Ursprung beschranki.
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Abbildung 8. Ausgangsmaterial fiir CAR-T-Zellgenerierung beeinflusst Nivolumab-Effektivitat.32 A.
Zytotoxizitat von L1CAM-CAR-T-Zellen, die entweder aus Tns- oder Tcu-Zellen gewonnen wurden, wurde
durch einen Luciferase-basierten Reportergen-Assay nach einer 24-stiindigen Tumor-Ko-Kultur bei einem
E:Z-Verhaltnis von 1:2 und Zugabe von Nivolumab (oder NaCl als Kontrolle) bestimmt. Die Zelllyse wurde
bestimmt und die statistische Analyse wurde wie in Abb. [7] beschrieben durchgefiihrt. B. T-Zell-
Subpopulationen der L1CAM-4-1BB-CAR-T-Zellpopulationen mit Tns- oder Tem-Ursprung, die am Tag 12
der Expansion mittels Durchflusszytometrie phanotypisiert wurden. Die Daten stellen den Mittelwert von
jeweils 3 Spendern fiir CAR-T-Zellen mit Tns- oder Tem -Ursprung dar. CD45RO* CD62L" FAS* fiir Effektor
Gedachtnis-T-Zell-dhnliche, CD45R0O" CD62L" FAS™ fir Teum-ahnliche, CD45RA™ CD62L" FAS™ fir Stamm-
Gedachtnis-T-Zell- (stem cell-like memory T cells) ahnliche, CD45RA* CD62L* FAS" fiir naive T-Zellen. C.
PD-1- und PD-L1-Expression von aus Tns- oder Tcuw-Zellen generierten CD8* Kontroll- und L1CAM-4-1BB-
CAR-T-Zellen vor und nach Ko-Kultur mit SK-N-BE(2) bei einem E:Z-Verhaltnis von 1:1 fiir 24 Std. [D. PD-
1-Expression von aus Tns- oder Tem generierte CD4* Kontroll- und L1CAM-4-1BB-CAR-T-Zellen vor und
nach Ko-Kultur mit SK-N-BE(2) bei einem E:Z-Verhaltnis von 1:1 fir 24 Std.] PD-L1-Expression von SK-N-
BE(2)-Neuroblastomzellen allein und nach Ko-Kultur mit entweder aus Tns- oder Tcu-Zellen generierten
CD8* (E) [und CD4* ] L1CAM-4-1BB-CAR T-Zellen (F) in einem E:Z-Verhaltnis von 1:5 fir 24 Std. Die
Daten stellen den Mittelwert von 2 Spendern fiir aus Tns bzw. 3 Spendern fiir aus Tcu-Zellen generierte
CAR-T-Zellen dar, wobei fiir jeden Spender 3 unabhangige Experimente ausgewertet wurden. *P < 0,05
und **P < 0,01 wurden mit einem zweiseitigen ungepaarten t-Test ausgewertet, wobei die PD-1 und PD-
L1-Expression der CAR- und Kontroll-T-Zellen mit Tns oder Tem-Ursprung verglichen wurde® (Ubersetzung
durch die Autorin).32
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4.5 Erhohte PD-1/PD-L1 Expression in CAR-T-Zellen mit Tcm-Ursprung ist

unabhangig von der kostimulatorischen Domane

Es konnte gezeigt werden, dass die kostimulierende Domane eines CARs einen
erheblichen Einfluss auf die Eigenschaften der CAR-T-Zellen hat. Allerdings erschweren
kontrare veroffentlichte Forschungsergebnisse es den Einfluss kostimulatorischer
Domanen auf die PD-1/PD-L1-Achse bei Neuroblastom-spezifischer CAR-T-Zelltherapie
genauer vorherzusagen. Daher untersuchten wir im nachsten Schritt die Wirkung einer
zweiten kostimulatorischen Domane auf die PD-1/PD-L1-Induktion in L1CAM-CAR-T-
Zellen. Die L1CAM-CAR-T-Zellen, die bisher verwendet wurden, beinhalten eine 4-1BB
kostimulatorische Domane und werden nun mit L1CAM-CD28-CAR-T-Zellen verglichen,
die eine CD28 kostimulatorische Domane beinhalten. Die Induktion der PD-1/PD-L1-
Achse nach Ko-Kultur von Tumorzellen war in L1CAM-CD28-CAR-T-Zellen mit Tcw-
Ursprung ebenfalls signifikant hoher als in aus nicht selektierten T-Zellen generierten
CAR-T-Zellen.?? Auch vor Ko-Kultur war die PD-1/PD-L1-Achse hoher in L1CAM-CD28-
CAR-T-Zellen mit Tcu-Ursprung exprimiert. (Abb. 9A, Seite 33). Die Unterschiede in der
PD-1/PD-L1 Induktion zwischen den aus Tcm oder aus nicht selektierten T-Zellen
generierten L1CAM-CD28-CAR-T-Zellen ahnelten somit denen, die wir bei L1CAM-CAR
T-Zellen, die eine 4-1BB kostimulierende Domane beinhalten, beobachten konnten. Die
Hochregulierung von PD-L1 in SK-N-BE(2) wurde gleichermalen durch die Ko-Kultur mit
L1CAM-CD28-CAR T-Zellen mit Tcu- sowie Tns-Ursprung induziert und war vergleichbar
mit den PD-L1-Expressionswerten nach der Ko-Kultur mit L1CAM-4-1BB-CAR-T-Zellen
(Abb. 9B, Seite 33).32 Obwohl L1CAM-CD28-CAR-T-Zellen unabhangig von ihrem
Ausgangsmaterial vor Ko-Kultur mit Tumorzellen hohere PD-1-Werte exprimierten als die
L1CAM-4-1BB-CAR-T-Zellen (p<0,01, Daten nicht gezeigt), wurde nach Ko-Kultur mir
Tumorzellen kein signifikanter Unterschied in der PD-1/PD-L1-Expression zwischen
L1CAM-CAR-T-Zellen mit CD28 oder 4-1BB kostimulatorischer Domane festgestellt.
Unabhangig von der kostimulatorischen Domane unterschied sich die PD-1- und PD-L1-
Expression signifikant zwischen den aus Tcwm- oder aus nicht selektierten T-Zellen
generierten L1CAM-CAR-T-Zellen. Die Ergebnisse legen nahe, dass die gewahlte
Ausgangs-T-Zell-Subpopulation fur die CAR-T-Zellgenerierung einen erheblichen
Einfluss auf die Nivolumab-Wirksamkeit hat und vor der Anwendung einer zusatzlichen

PD-1-Inhibition bertcksichtigt werden sollte.
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Abbildung 9. Hohere PD-1/PD-L1 Expression der CAR-T-Zellen mit Tem-Ursprung ist unabhéngig
von kostimulatorischer Doméne.?? ,A. PD-1- und PD-L1-Expression von aus Tns- oder Tcu-Zellen
generierten Kontroll- und L1CAM-CD28-CAR-T-Zellen vor und nach Ko-Kultur mit SK-N-BE(2) bei einem
E:Z-Verhaltnis von 1:1 fur 24 Std. Die Daten zeigen den Mittelwert von 2 Spendern von CAR-T-Zellen aus
Tns bzw. 2 Spendern von CAR-T-Zellen aus der Tcw-Zellen, wobei fir jeden Spender 3 unabhangige
Experimente ausgewertet wurden. *P < 0,05 und **P < 0,01 wurden mit einem zweiseitigen, ungepaarten
t-Test ermittelt, wobei die PD-1 und PD-L1-Expression der CAR- und Kontroll-T-Zellen mit Tns oder Tcwm-
Ursprung verglichen wurde. B. PD-L1-Expression von SK-N-BE(2)-Neuroblastomzellen allein und nach Ko-
Kultur mit entweder aus Tns- oder Tcu-Zellen generierten L1CAM-CD28-CAR-T-Zellen bei einem E:Z-
Verhaltnis von 1:5 fir 24 Std. Die Daten stellen den Mittelwert von jeweils 2 Spendern fir CAR-T-Zellen
mit Tns oder Tem-Ursprung dar, wobei fiir jeden Spender 3 unabhéngige Experimente ausgewertet wurden®
(Ubersetzung durch die Autorin).32

4.6 Erschopfte L1CAM-CAR-T-Zellen profitieren starker von PD-1-
Checkpoint-Inhibition

Um eine vollstandige Tumoreradikation zu erreichen, sind CAR-T-Zellen in vivo
wiederholt mit Tumorzellen konfrontiert, resultierend in einer mehrfachen Tumorantigen-
spezifischen CAR-T-Zellaktivierung. Es ist bekannt, dass dabei die PD-1/PD-L1-Achse
zur Hypofunktion der CAR-T-Zellen und zur Beeintrachtigung der Wirksamkeit bei soliden
Tumoren beitragt. Wir untersuchten, wie die Blockade der PD-1-/PD-L1-Achse in diesem
Szenario der Daueraktivitat helfen kdnnte. Eine sich wiederholende Tumorkonfrontation
wurde im Rahmen eines Stresstests nachgeahmt, indem die CAR-T- und Tumorzell-
Interaktion Uber 13 Tage aufrechterhalten wurde.3? Anlehnend an bereits veréffentlichte
Protokolle wurden CAR-T-Zellen wahrend der 13 Tage dreimal in einem Effektor:Zielzell-
Verhaltnis von 1:2 erneut mit frischen SK-N-BE(2)-Zellen ko-kultiviert (Abb. 10A, Seite
35).3136 |n diesen Stresstests wurden nur aus zentralen Gedachtnis-T-Zellen generierte
CAR-T-Zellen verwendet, aufgrund ihrer hoheren PD-1/PD-L1-Expression nach Ko-
Kultur. Alle 3 erneuten Tumorzellkonfrontationen induzierten signifikant die PD-1-
Expression in beiden L1CAM-CAR-T-Zellen der zweiten Generation. Im Gegensatz zu

den vorherigen Daten, bei denen nach einmaliger Tumorzell-Ko-Kultur kein signifikanter
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Unterschied in der PD-1-Expression zwischen L1CAM-CART-Zellen mit CD28 oder 4-
1BB kostimulatorischen Domane beobachtet wurde, war die PD-1-Expression in L1CAM-
CD28-CAR-T-Zellen bei sich wiederholender Tumorzellkonfrontation persistent hoher
(36,8%, 38,0% und 49,0% in L1ICAM-CD28-CAR-T-Zellen gegenuber 21,3%, 14,6% bzw.
15,1% in L1CAM-4-1BB-CAR-T-Zellen; Abb. 10B, Seite 35).32 AnschlieRend wollten wir
den verstarkenden Einfluss der PD-1-Blockade auf die L1CAM-CAR-T-Zellzytotoxizitat
im Kontext der T-Zell-Hypofunktion untersuchen, die durch den Stresstest imitiert wurde.
Die zytotoxische Aktivitat von L1CAM-CAR-T-Zellen wurde auch hier durch den
Luciferase-basierte Reportergen-Assay bestimmt. HierfUr wurden anschlief3end an jede
erneute Tumorzellkonfrontation ein Teil der L1CAM-CAR-T-Zellen mit SK-N-BE(2) in
einem Effektor:Zielzell-Verhaltnis von 1:1 ko-kultiviert. Trotz der beobachteten hoheren
PD-1-Expression der L1CAM-CD28-CAR-T-Zellen, wurde die zytotoxische Aktivitat der
CAR-T-Zellen durch die Nivolumab-vermittelte PD-1-Blockade nur signifikant fur L1CAM-
4-1BB-CAR-T-Zellen nach der dritten Tumorzellkonfrontation verstarkt (Abb. 10C, Seite
35).32 Bemerkenswert ist, dass die absolute zytotoxische Effektivitat der L1CAM-4-1BB-
CAR-T-Zellen mit jeder erneuten Tumorkonfrontation um fast 50% abnahm, was wir bei
L1CAM-CD28-CAR-T-Zellen in diesem Ausmall nicht beobachteten. Nach jeder
erneuten Tumorzellkonfrontation fuhrten wir eine intrazellulare Farbung fur IFNG,
Interleukin 2 (IL2), Tumornekrosefaktor- o (TNF-o.) und Granzym B (GZMB) durch. Die
Abnahme der zytotoxischen Aktivitat mit kumulativen Tumorzellkonfrontationen spiegelte
sich in einer verminderten Zytokinproduktion der L1CAM-CAR-T-Zellen wider. Ein
signifikanter Einfluss von Nivolumab auf die zytotoxische Effektivitat der CAR-T-Zellen
spiegelte sich jedoch weder bei L1CAM-CAR-T-Zellen mit einer 4-1BB noch mit einer
CD28 kostimulatorischen Domane in einer erhdohten Anzahl Zytokin-exprimierender T-
Zellen wider (Abb. 10D, Seite 35). Da nur lebende CAR-T-Zellen fur die Analyse
durchflusszytometrischer Daten in Betracht gezogen wurden, nahmen wir an, dass
Nivolumab mdglicherweise nicht die Anti-Tumor-Effektivitat jeder einzelnen CAR-T-Zelle
verbessert, sondern vielmehr CAR-T-Zellen vor dem Zelltod rettet, was zu einer hoheren
Anzahl lebender Zellen mit Anti-Tumor-Aktivitat insgesamt fuhrt. Daher fuhrten wir einen
Annexin V/7AAD-Apoptose-Assay durch, aber da es keine Unterschiede zwischen der
mit Nivolumab behandelten Gruppe und der Kontrollgruppe gab, konnte unsere
Hypothese nicht bestatigt werden (Abb. 10E, Seite 35).
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Abbildung 10. CAR-T-Zell-Erschépfung ist Voraussetzung fiir Nivolumab-Effektivitat.32 (Abb-10AC) 'A
Ein schematischer Uberblick des Stresstests mit 3 Tumorkonfrontationen mit neu hinzugefiigten SK-N-
BE(2)-Neuroblastomzellen im E:Z-Verhaltnis 1:2. B. PD-1-Expression von L1CAM-4-1BB- und CD28-CAR
T-Zellen mit Tem-Ursprung 24 Std. nach Tumorzellkonfrontation. **P < 0,01 wurde mit einem zweiseitigen,
ungepaarten {-Test ermittelt, die PD-1-Expression der CAR- und Kontroll-T-Zellen mit Tcwm-Ursprung
vergleichend. C. Neuroblastomzelllyse von L1CAM-4-1BB- oder CD28-CAR-T-Zellen mit Tem-Ursprung 24
Std. nach Konfrontation mit SK-N-BE(2)-Neuroblastomzellen in einem E:Z-Verhaltnis von 1:1 und Zusatz
von Nivolumab (oder NaCl als Kontrolle). Die Zelllyse wurde bestimmt und die statistische Analyse wurde
wie in Abb. [7] beschrieben durchgefihrt. [D. Durchflusszytometrisch erfasste intrazellulare Expression von
IFNG, TNF, IL2 und Granzym B von L1CAM-4-1BB- oder CD28-CAR-T-Zellen mit Tcm-Ursprung 24 Std.
nach Konfrontation mit SK-N-BE(2)-Neuroblastomzellen und Zusatz von Nivolumab (oder NaCl als
Kontrolle). E. Annexin/7AAD-Apoptose-Farbung von aus Tcw-Zellen generierten L1CAM-4-1BB- oder
CD28-CAR-T-Zellen 24 Stunden nach der zweiten Tumorkonfrontation und 3 Tage spéter. Die gezeigten
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Daten stellen den Mittelwert von 3 unabhangigen Experimenten mit L1CAM-4-1BB- und CD28-CAR-T-
Zellen, die aus denselben Tcwm-selektierten CD8* T-Zellen des Spenders generiert wurden, dar]"

(Ubersetzung durch die Autorin).32

Nichtsdestotrotz zeigt bei wiederholter Tumorzellkonfrontation im Rahmen eines
Stresstests der Vergleich von L1CAM-CAR-T-Zellen mit einer 4-1BB oder CD28
kostimulatorischen Domane, die aus Tcw-Zellen desselben Spenders generiert wurden,
dass fur eine erfolgreiche Kombinationstherapie mit Nivolumab zuséatzlich zu einer hohen
PD-1- und PD-L1-Expression eine CAR-T-Zell-Erschopfung, definiert als Abnahme der
zytotoxischen Effektivitat und Zytokinproduktion, vorliegen muss.

4.7 T-Zell-Subpopulation fur CAR-T-Zell-Herstellung bestimmt PD-1/PD-L1

Expression anhaltend

Aufgrund des Einflusses der gewahlten Ausgangs-T-Zell-Subpopulation fur die CAR-T-
Zellgenerierung auf die PD-1/PD-L1-Achse untersuchten wir im nachsten Schritt, ob eine
Kombinationstherapie mit Nivolumab wiederum einen Einfluss auf den CAR-T-Zell-
Phanotyp hat. Dafur wurden die CAR-T-Zellen wahrend des Stresstest in Anwesenheit
oder Abwesenheit von Nivolumab ko-kultiviert und nach 12 Tagen der Phanotyp mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Sowohl T-Zellpopulationen der L1CAM-CAR-T-Zellen
mit CD28 als auch 4-1BB als kostimulatorischen Doméane verschoben sich im Verlauf des
Stresstests unabhangig von der Nivolumabzugabe phanotypisch in Richtung des
Effektor-Gedachtnis-T-Zelltyps (Abb. 11A, Seite 37).3? Der Phanotyp von L1CAM-4-1BB-
CAR-T-Zellen, die aus vorab nicht selektierten T-Zellen generiert wurden, verschob sich
nach mehrfacher Tumorkonfrontation ebenfalls in Richtung eines Effektor-Gedachtnis-T-
Zelltyps (Abb. 11B, Seite 37), obwohl ihre PD-1-Expression konstant niedrig war (3,8%,
3,6% und 3,7%, Abb. 11C, Seite 37). Hochstwahrscheinlich verschiebt sich der Phanotyp
der CAR-T-Zellen aufgrund der T-Zell-Aktivierung in Richtung Effektor Gedachtnis-T-
Zellen unabhangig vom Ausgangsmaterial fur die CAR-T-Zellgenerierung. Selbst bei
phanotypisch konvergierenden L1CAM-CAR-T-Zellpopulationen war somit ihr initiales
hohes oder niedriges PD-1-Expressionsniveau bei jeder erneuten Ko-Kultur konstant,
und abhangig davon, ob die L1CAM-CAR-T-Zellen aus nicht selektierten oder Tcum-
angereicherten T-Zellen generiert wurden. Dies unterstreicht den Einfluss des
Ausgangsmaterials der CAR-T-Zellgenerierung auf die PD-1/PD-L1-Achse.
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Abbildung 11. Anhaltender Einfluss der T-Zell-Fraktion auf PD-1/PD-L1-Achse.3? (Abb-11A) T 7g||-
Subpupulationen der L1CAM-CAR-T-Zellpopulationen mit Tem (A) [oder Tns-Ursprung (B),] die am Tag 12
der Expansion mittels Durchflusszytometrie phanotypisiert wurden. CD45RO* CD62L" FAS™ fir Effektor
Gedachtnis-T-Zell-dhnliche, CD45RO* CD62L* FAS™ fiir Tem-ahnliche, CD45RA* CD62L* FAS™ fir Stamm-
Gedachtnis-T-Zell- (stem cell-like memory T cells) ahnliche, CD45RA* CD62L* FAS" fiir naive T-Zellen. [C.
PD-1-Expression von L1CAM-4-1BB-CAR-T-Zellen mit Tns-Ursprung 24 Std. nach Tumorzellkonfrontation
und Zusatz von Nivolumab (oder NaCl als Kontrolle)]“ (Ubersetzung durch die Autorin).3?

5 Diskussion
5.1 Rationale fur eine Kombinationstherapie von PD-1-Checkpoint-

Inhibitoren und CAR-T-Zelltherapie beim Neuroblastom

Vielversprechende kurzlich veroffentlichte Ergebnisse einer klinischen Studie zu GD2-
CAR-T-Zellen beim Neuroblastom zeigten eine Anti-Tumor-Aktivitat mit klinischer
Regression bei 3 von 12 Patienten.*® Allerdings waren die gesehenen Erfolge nur
transient. Straathof et al. konnten bei diesen 3 Patienten nach Therapie eine PD-L1-
Expression entweder der wiederkehrenden Tumorzellen oder der Makrophagen und
Myeloidzellen des Tumormikromilieus feststellen. Moglicherweise hatte die PD-1/PD-L1-
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Achse somit einen negativen Einfluss auf die Aktivitat und Persistenz der GD2-CAR-T-
Zellen. Eine Kombinationstherapie aus CAR-T-Zellen und erganzenden Immuntherapien
wie der PD-1-Checkpoint-Inhibition ist ein vielversprechender Behandlungsansatz
insbesondere fur Neuroblastompatienten mit Therapie-refraktaren Tumoren oder Rezidiv
und aktuell weiterhin sich nur langsam verbessernden Prognosen. Fur die Moglichkeit
eines kombinatorischen Therapieansatzes mit PD-1-Checkpoint-Inhibitioren und
Neuroblastom-spezifischer CAR-T-Zelltherapie, ist sowohl die PD-1-Expression auf den
CAR-T-Zellen auf der einen Seite als auch die PD-L1-Expression der Neuroblastomzellen
Zellen sowie vermutlich auch der Zellen des Tumormikromileus auf der anderen Seite
unerlasslich. Die in Studien berichtete PD-L1-Tumorexpression bei diagnostischen
Neuroblastom-Biopsien war zuletzt uneinheitlich. Im Gegensatz zu vollstandigem Fehlen
von PD-L1 in allen 18 untersuchten Neuroblastom-Proben bei Diagnose,*' konnten
Forscher einer anderen Gruppe eine PD-L1-Expression in 14% von 118 Neuroblastom-
Proben feststellen.#> Unter den 118 Neuroblastom-Proben waren 7, die nach
systemischer Therapie entnommen wurden. Welchen Anteil sie von den PD-L1-positiven
Proben ausmachen, ist der Studie leider nicht zu entnehmen. Wir konnten zeigen, dass
in 3 verschiedenen Neuroblastom-Zelllinien, die vor Ko-Kultur nur geringe PD-L1-
Expressionsspiegel aufwiesen, die PD-L1-Expression nach L1CAM-CAR-T-
Zellexposition induziert wurde.®? Niedrige oder gar negative PD-L1-Expressionsspiegel
zum Zeitpunkt der Diagnose scheinen somit kein Ausschlusskriterium fur einen
kombinierten Ansatz mit PD-1-Checkpoint-Inhibitoren zu sein. Vielmehr lasst sich
annehmen, dass die PD-L1-Expression auf Tumorzellen nach CAR-T-Zellexposition
ansteigt.

Die Erkenntnisse zur PD-1/PD-L1-Achse und die Moglichkeit diese mittels PD-1-
Checkpoint-Inhibitoren zu nutzen, hatten ihre Anfange in der Forschung zum
metastasierten Melanom. Hier zeigte sich, dass Tumor-reaktive tumorinfiltrierende
Lymphozyten in Melanomen phanotypisch eine hohe PD-1-Expression aufwiesen.” Auch
in Melanomlasionen von Patienten, die auf eine PD-1-Blockade ansprachen, wurden
Populationen von tumorinfiltrierenden Lymphozyten gefunden, die uberwiegend PD-1-
und PD-L1 exprimierten.*® In Ubereinstimmung damit zeigten wir, dass hohe PD-1- und
PD-L1-Expressionspiegel auf den L1CAM-CAR-T-Zellen selbst mit dem Ausmal} des
Nutzens der PD-1-Checkpoint-Inhibition fur die zytotoxische L1CAM-CAR-T-
Zelleffektivitat korrelieren und als Indikatoren fur den Nutzen einer kombinatorischen PD-
1-Blockade dienen kénnten.3?
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Gleichermal3en erwies sich die Unterbrechung der PD-1/PD-L1-Achse im Rahmen von
praklinischen in vitro und in vivo Modellen verschiedener solider Tumore, wie des
Melanoms, Neuroblastoms und Prostatakarzinoms, bisher nur dann als vorteilhaft, wenn
sie mit PD-1 hoch exprimierenden CAR-T-Zellen kombiniert wurde.*445 Der Nutzen einer
Kombination aus monoklonalem PD-1-Antikorper und CAR-T-Zell-Therapie beim
Neuroblastom verringerte sich in einer Studie nach Integration einer autokrin wirkenden
IL-15-Domane innerhalb des CAR-Konstrukts.*® Die gleichzeitig beobachtete reduzierte
PD-1-CAR-T-Zellexpression konnte hierfur eine Erklarung bieten, aufgrund der
resultierenden verringerten Interaktionsmoglichkeit des PD-1-Antikorpers. Erste
Ergebnisse einer laufenden Phase-1-Studie (NCT01822652) fur Hochrisiko- und
rezidivierte Neuroblastome zeigten keinen positiven Effekt einer zusatzlichen PD-1-
Blockade auf die Expansion oder Persistenz von iC9-GD2-CAR-T-Zellen der 3.
Generation.?* Die PD-1-Expressionsspiegel der transfundierten CD8*-CAR-T-Zellen
waren mit einer durchschnittlichen Expression von unter 10 % niedrig im Vergleich zur
PD-1-CAR-T-Zellexpression, die in den Studien mit praklinischen in vitro und in vivo
Modellen anderer solider Tumore gesehen wurde.*44% Zur PD-1-Expression der CAR-T-
Zellen nach Transfusion gibt es leider keine Angabe, was allerdings den Ruckschluss,
dass die niedrige PD-1-Expression Grund fur den fehlenden Nutzen einer zusatzlichen
PD-1-Blockade sein kdonnte, zunachst nicht zu lasst. Wir konnten zeigen, dass die PD-
L1-Expression auf Neuroblastomzellen und die PD-1-Expression auf CAR-T-Zellen nach
Ko-Kultur ansteigt und somit die Rationale fur die Unterbrechung der PD-1/PD-L1-Achse
gegeben ist.?? Allerdings war eine erfolgreiche PD-1-Checkpoint-Inhibition vor allem von
einer hohen PD-1-Expression der CAR-T-Zellen abhangig. Basierend auf unseren
eigenen Ergebnissen, gehen wir davon aus, dass man PD-1-Expressionspiegel der CAR-
T-Zellen nach Tumorexposition und T-Zellaktivierung berucksichtigt muss, bevor man
sich fur oder gegen die kombinierte Therapie aus Checkpoint Inhibitor und CAR-T-

Zelltherapie entscheidet.

Interessanterweise scheint auch die PD-L1-Expression von CAR-T-Zellen eine wichtige
Rolle im Kontext der PD-1/PD-L1-Achse und ihrer Unterbrechung durch Checkpoint-
Inhibitoren zu spielen. Wir konnten beobachten, dass die Ko-Kultur mit Tumorzellen und
daraus resultierender CAR-T-Zellaktivierung mit einer erhohten PD-L1-Expression der
L1CAM-CAR-T-Zellen einherging.?? Bei Ko-Kultur von L1CAM-CAR-T-Zellen mit PD-L1-
knock-out SK-N-BE(2)-Zellen, blieb eine Tendenz der Erhohung der L1CAM-CAR-T-
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Zellytotoxizitat durch Nivolumab bestehen, trotz geringer PD-L1-Expression auf den
Tumorzellen und konsekutiver nur geringer PD-1/PD-L1-vermittelten Hemmung durch die
Neuroblastomzellen. Fur Zellen des Immunsystems wie myeloide Suppressorzellen
(myeloid derived suppressor cells) und Tumor-infiltrierende Lymphozyten, die selbst PD-
L1 exprimieren, konnte bereits in Modellen solider Tumore gezeigt werden, dass sie
nachweislich zur Immunevasion beitragen.*’48 Auswertungen des Ansprechens auf
einen monoklonalen PD-L1-Antikorper bei Patienten mit verschiedenen Krebsarten
zeigten zudem, dass die PD-L1-Expression auf Tumorzellen zwar mit dem Therapieerfolg
der PD-L1-Blockade korrelierte, aber auch die PD-L1-Expression tumorinfiltrierender
Lymphozyten pradiktiv flr besseres Ansprechen war.4°. Im Hinblick dieser Erkenntnisse
und da die PD-L1-Expression in den L1CAM-CAR-T-Zellen im Vergleich zu den PD-L1-
knock-out SK-N-BE(2)-Zellen nach Tumor- bzw. CAR-T-Zellkonfrontation fast 4-mal
hoher war,32 betrachten wir eine CAR-durch-CAR-Inhibition und nicht nur die etablierte
Inhibition der CAR-T-Zellzytotoxizitat durch auf Tumorzellen exprimiertem PD-L1 als
Erklarung fur unsere Beobachtung. Diese wechselseitige Inhibition von CAR-T-Zellen
untereinander bietet somit einen weiteren Grund fur einen kombinatorischen Ansatz aus
CAR-T-Zellen mit PD-1-Checkpoint-Inhibition.

5.2 Regulierung der PD-1/PD-L1-Achse-Induktion

Die zytokinvermittelte Induktion der PD-1/PD-L1-Achse aufgrund der Anti-Tumor-Aktivitat
von Tumor-infiltrierenden Lymphozyten wurde als adaptive Immunresistenz bezeichnet.®
Dieser Mechanismus der Immunevasion von Tumorzellen konnte kurzlich auch beim
Neuroblastom bestatigt werden.?8 In &hnlicher Weise konnten wir zeigen, dass PD-L1 in
Neuroblastom-Zelllinien nach der Ko-Kultur mit L1CAM-CAR-T-Zellen hochreguliert
wurde.®? Weiterhin bestétigte unser experimentelles Set-up mit Medien, die durch Ko-
Kultur oder alleine kultivierten Tumorzellen konditioniert wurden, dass |0sliche Faktoren
wie IFNG und nicht Zell-Zell-Interaktionen die PD-L1-Hochregulierung in
Neuroblastomzellen induzieren. Ein tiefergreifendes Verstandnis der Mechanismen der
PD-L1-Induktion sind im Hinblick auf die Auswahl von Patienten fur eine PD-1/PD-L1-
Checkpoint-Inhibition unabdingbar. Sowohl inflammatorische Prozesse als auch die
Induktion Uber Onkogene spielen bei der PD-L1-Regulation auf transkriptionaler, post-
transkriptionaler und translationaler Ebene eine Rolle.>° Unsere Ergebnisse unterstiitzen

zunachst die Rationale CAR-T-Zellen mit PD-1-Checkpoint-Inhibitoren unabhangig von
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der pratherapeutischen PD-L1-Tumorexpression zu kombinieren, da eine PD-L1-
Hochregulation der Neuroblastomzellen nach CAR-T-Zellexposition zu erwarten ist.

Zusatzlich muss auch der Einfluss von Onkogenen auf die PD-L1 Expression bedacht
werden. Lungenkarzinompatienten deren EGF-Rezeptor mutiert ist, weisen eine hohere
PD-L1-Expression auf.%' Eine Studie konnte allerdings zeigen, dass diese nicht auf eine
PD-1-Checkpoint-Inhibition ansprachen.’? Das Onkogen MYC induziert die PD-L1-
Expression uUber die Bindung an den CD274 Promotor und beeinflusst so das
immunevasive Mikromilieu solider Tumore.>®* MYCN Amplifikationen finden sich beim
Hochrisiko-Neuroblastom und sind mit einem T-Zell-armen Mikromilieu assoziiert,
vermutlich durch die Unterdrickung pro-inflammatorischer Signalwege, wie der des IFN-
Signalweges.>* Bei einer der 3 hier verwendeten Neuroblastomzelllinien, den SK-N-
BE(2), handelte es sich um eine MYCN-amplifizierte Tumorzelllinie.®? Nichtdestotrotz
zeigte sie vor CAR-T-Zellkonfrontation zunachst eine niedrige PD-L1-Expression, die
nach CAR-T-Zellexposition deutlich anstieg und somit zytokinvermittelt beeinflussbar
war. Ob die PD-1/PD-L1-Achse von MYCN-amplifizierten Neuroblastomzellen auch in
vivo beeinflussbar und somit empfanglich fur eine PD-1-Checkpoint-Inhibition ist oder
eine MYCN-Amplifikation ahnlich wie die EGFR-Mutation zu einem schlechteren
Ansprechen auf PD-1-Checkpoint-Inhibitoren fuhrt, bleibt klarungsbedurftig. Ergebnisse
erster Studien zeigen allerdings, dass MYC-Inhibitoren insbesondere die IFNG-
vermittelte PD-L1-Expression wieder erhohen konnen.’*% Sie boéten somit die
Moglichkeit, die PD-1/PD-L1-Achse des immunsuppressiven Mikromilieus auch bei

MY CN-Amplifikation fur eine PD-1-Checkpoint-Inhibition zu re-sensibilisieren.

PD-1/PD-L1-Achsen-regulierende Prozesse auf Seiten der T-Zellen sind bisher weniger
gut verstanden. Im Kontext der chronischen Inflammation konnte bereits frih gezeigt
werden, dass die Zytokine Interleukin 2, 7 und 15, die eine entscheidende Rolle bei der
peripheren T-Zellaktivierung und -proliferation spielen, auch unabhangig von einer
Aktivierung Uber den T-Zell-Rezeptor zur PD-1-T-Zellexpression fiihren.%® Die Expression
von PD-1 und PD-L1 der L1CAM-CAR-T-Zellen wurde in unseren Versuchen nur Uber
den T-Zell-Rezeptor durch anti-CD3/CD28-Beads induziert und nicht durch das pro-
inflammatorische Zytokin IFNG.32 Somit war im Gegensatz zu unseren Ergebnissen zur
PD-L1-Tumorexpression eine direkte Zell-Zell-Interaktion uber den T-Zell-Rezeptor oder
aber CAR fur die Induktion der PD-1/PD-L1-Achse der CAR-T-Zellen notwendig. Im
Einklang mit unseren Ergebnissen zeigten Hakim et al kirzlich, dass pro-
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inflammatorische Zytokine, die primar wahrend der akuten Infektion relevant sind wie
IFNG aber auch IL-13, IL-6 und TNF-a, keinen Einfluss auf die PD-1-Expression der T-
Zellen hatten.>” Nur eine anti-CD3 Stimulation und IL-15, Faktoren die essentiell fiir die
Aktivierung und Proliferation sind, fuhrten in ihren Untersuchungen zu einer PD-1-
Induktion. Auch wenn weitere Forschung zum besseren Verstandnis der PD-1/PD-L1-
Achse auf Seiten der T-Zellen notwendig ist, unterstreicht dies, dass fur eine erfolgreiche
Kombinationstherapie von PD-1-Checkpoint-Inhibitoren und CAR-T-Zelltherapie
sichergestellt werden muss, dass CAR-T-Zellen zum Tumor migrieren und dort Uber ihren
CAR aktiviert werden. Nur dann folgt auf CAR-T-Zell-Seite die Induktion der PD-1-
Expression und IFNG-vermittelt nach CAR-T-Zellaktivierung die Hochregulation von PD-
L1 auf Tumorseite. Beides resultiert erst dann in einem Angriffspunkt zur Optimierung der
CAR-T-Zelltherapie durch eine Kombination mit Checkpoint-Inhibitoren.

5.3 Einfluss auf die PD-1/PD-L1-Achse

CAR-T-Zellen, die aus zentralen Gedachtnis-T-Zellen generiert wurden, persistieren
nachweislich langer und proliferieren im Patienten starker.3”:3858 Wir zeigen, dass sich
die PD-1-Expression von L1CAM-CAR-T-Zellen, die aus nicht selektierten oder fur
zentrale Gedachtnis-T-Zellen angereicherte Donor-T-Zellen generiert wurden,
unterscheiden.?? Die PD-1-Expressionsspiegel der CAR-T-Zellen mit Tcu-Ursprung
waren unabhangig von der kostimulatorischen Domane hodher und persistierten nach
wiederholter Tumorzellkonfrontation im Rahmen des Stresstest. Enamorado et al.
konnten in ihren Versuchen eine Subgruppe der verabreichten T-Zellen definieren, die
durch eine hohe Anti-Tumor-Aktivitat hervorstach. Bei dieser handelte es sich um
zentrale Gedachtnis-T-Zellen mit hoher PD-1-Expression, die zudem nach wiederholter
Tumorkonfrontation eine gewebestandige Gedachtnis-T-Zell-Population bildeten.5°
Interessanterweise steigerte eine PD-1-Blockade die Tumorinfiltration der zentralen
Gedachtnis-T-Zellen und verstarkte somit die gegen den Tumor gerichtete
Immunantwort. Die aktivierte PD-1/PD-L1-Achse in aus zentralen Gedachtnis-T-Zellen
generierten CAR-T-Zellen konnte sich somit nicht als Hindernis, sondern vielmehr als
eine Eigenschaft erweisen, die wir nutzen konnen, um die therapeutische Effektivitat der
CAR-T-Zelltherapie weiter zu verbessern.

Unabhangig davon, ob die CAR-T-Zellen aus nicht selektierten oder fur zentrale
Gedachtnis-T-Zellen angereicherten Donor-T-Zellen generiert wurden, beobachteten wir
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eine hohere PD-1- und PD-L1-Expression in L1CAM-CAR-T-Zellen mit inkorporierter
CD28 als mit 4-1BB kostimulatorischen Doméne.3? Es konnte bereits gezeigt werden,
dass die CD28 kostimulierende Domane die PD-1/PD-L1-Achse der CAR-T-Zellen
beeinflusst. Wie und in welcher Richtung wird in der Literatur aber nach wie vor
kontrovers diskutiert. Zolov et al. zeigten, dass eine CD28 kostimulatorische Doméane ihre
CD123-CAR-T-Zellen anfalliger fur die PD-1/PD-L1-vermittelte Hemmung der CAR-T-
Zellaktivierung machte trotz geringerer PD-1-Expression der CAR-T-Zellen.?®
Ubereinstimmend konnte fiir die PD-1/PD-L1-vermittelte Hemmung in nicht modifizierten
T-Zellen festgestellt werden, dass bevorzugt der kostimulatorische CD28-Rezeptor durch
die PD-1-aktivierte Shp2-Phosphatase inhibiert wird im Vergleich zu den T-Zellrezeptor
nachgeschalteten Signalmolekilen.®° In einem Mausmodell fUr chronische Infektion war
die Proliferation erschopfter CD8* T-Zellen, die durch Antikorper-basierte PD-1-Blockade
induziert wurde, CD28 abhangig.®' Im Gegensatz dazu konnte die gezielte Deletion und
Uberexpression von CD28 in Ko-Kultursystemen mit T-Zellen und Antigen-
prasentierenden Zellen den direkten Einfluss der PD-1/PD-L1-vermittelten Inhibition auf
das T-Zell-Rezeptor-Signal zeigen, fur die der kostimulatorischen Rezeptoren nicht
notwendig war.52 Mizuno et al. zeigten auRerdem, dass der kostimulatorische CD28-
Signalweg die PD-1/PD-L1-vermittelte Inhibition der T-Zell-Aktivierung eher abschwacht.
In ahnlicher Weise korrelierte eine hohere PD-1-Expression unserer L1CAM-CAR-T-
Zellen mit CD28 kostimulatorsicher Domane nicht mit einem gré3eren Nutzen der PD-1-
Checkpoint-Inhibition fur deren zytotoxische Effektivitat, insbesondere nach rekursiver
Tumorzellkonfrontation.? Im Gegensatz dazu war die PD-1-Blockade in der Lage, die
abnehmende zytotoxische Aktivitat unserer L1CAM-4-1BB-CAR-T-Zellen nach rekursiver
Tumorzellkonfrontation signifikant zu steigern, trotz ihrer im Vergleich geringeren PD-1-
Expression. Da die zytotoxische Aktivitat dieser CAR-T-Zellen bei rekursiver
Tumorzellkonfrontation geringer war und schneller abnahm, lies sich die PD-1/PD-L1-
Achse hier instrumentalisieren, um der Erschopfung der CAR-T-Zellen mittels Nivolumab
vermittelter PD-1-Blockade entgegen zu wirken. Im Einklang mit friheren Publikationen
beobachteten wir ebenfalls eine hdhere PD-1-Expression in CAR-T-Zellen mit CD28 als
kostimulatorischen Domane. Jedoch stellen unsere Daten ein einfaches Verstandnis des
Zusammenspiels zwischen der kostimulatorischen Domane und der PD-1/PD-L1-
Signalachse in Frage. Neben der reinen Hohe der Expression der PD-1/PD-L1-Achse,
die durch die kostimulatorische Domane beeinflusst wird, spielten andere Faktoren, wie
die Erschopfung der zytotoxischen Aktivitat der CAR-T-Zellen, eine Rolle.
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Zusammenfassend hatte die Ausgangsfraktion fur die CAR-T-Zellgenerierung und in
geringerem Malde die kostimulatorische Domane einen nicht zu unterschatzenden
Einfluss auf die PD-1/PD-L1-Expression der L1CAM-CAR-T-Zellen, die in unseren
Versuchen wiederum Bedingung fur das Ansprechen auf Nivolumab und somit den Erfolg
der PD-1 Blockade war.®? In unseren in vitro Versuchen profitierten insbesondere CAR-
T-Zellen, die aus zentralen Gedachtnis-T-Zellen generiert wurden, von einer
Kombinationstherapie mit PD-1-Checkpoint-Inhibitoren. Die Auswahl der T-Zell-Fraktion
und ein vorheriges Screening der PD-1/PD-L1-Expression generierter CAR-T-Zellen
konnte die Effektivitat der CAR-T-Zelltherapie durch eine fundierte Kombinationstherapie
verbessern, indem nur bei CAR-T-Zellen, die hohere PD-1/PD-L1-Spiegel bereits nach
Expansion oder erst im Rahmen eines in vitro Stresstest exprimieren, additiv Nivolumab

gegeben wird.

5.4 Limitationen

Erwahnt werden muss, dass alle Ergebnisse dieser Arbeit durch in vitro Ko-Kulturmodelle
erhoben wurden.®? Zwar ermoglichte der durchgefiihrte Stresstest mit rekursiver
Tumorzellkonfrontation eine Annaherung an die Herausforderungen der CAR-T-Zellen in
soliden Tumoren, doch sind in vivo Versuche notwendig, um den Einfluss der zur CAR-
T-Zellgenerierung verwendeten T-Zell-Fraktion und der kostimulatorischen Domane der
CARs auf die PD-1/PD-L1-Achse innerhalb des realen immunsuppressiven Mikromilieus
solider Tumore zu bestatigen. Nichtdestotrotz konnen in vitro Ko-Kulturmodelle vorab
eine erste Einschatzung =zulassen, ob sich die PD-1/PD-L1-Achse zur
Effektivitatssteigerung generierter CAR-T-Zellen eignen konnte und mit steigender
Belastung der CAR-T-Zellen innerhalb des immunsuppressiven Mikromilieus ist hier ein
groRerer Nutzen einer zusatzlichen PD-1-Checkpoint-Inhibition denkbar. Insbesondere
auch im Hinblick hier nicht untersuchter Einflussfaktoren der CAR-Konstrukte selbst wie
etwa weitere kostimulatorische Domanen oder eine unterschiedliche Lange der
Abstandssequenz, konnte ein in vitro Screening hilfreich sein. Weiterhin konnten wir den
Einfluss der zur CAR-Zellgenerierung verwendeten T-Zell-Fraktion und der
kostimulatorischen Domane der CARs auf die PD-1/PD-L1-Achse flur die Ko-Kultur mit
verschiedenen Neuroblastomzelllinien bestatigen,®? jedoch wéaren auch hier weitere
Versuche mit anderen CARs und Tumorentitaten sinnvoll. Da sich das von unserer CAR-
scFv adressierte Tumor-assoziierte Antigen L1CAM auch bei einer Vielzahl andere



45

solider Tumore wie Ovarial-, Pankreas- oder Kolorektalem Karzinom findet, sind unsere
Erkenntnisse Uber die Therapie des refraktdaren Neuroblastoms oder dessen Rezidiv

relevant.
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