Induzierte angeborene CD8+T-Zellen (BKO, BCKO), die eine
neue Klasse von chimaren Anti-GD2-Antigenrezeptoren fur

die Neuroblastom-therapie exprimieren
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I Methoden

Angeborene Effektorzellen sind essenziell
Immuntherapie des Neuroblastoms (NK-Zellen)
Deletion von BCL11B (B-ko) und in Kombination mit
CISH (BC-ko) in CD8+ T Zellen fiihrt zu angeborenen
Eigenschaften und wirksamen Abtoten von therapie-
resistenten Neuroblastomzellen in vitro (1)

CARs, die nur eine kostimulatorische Domane (co-
CAR) tragen, kénnten in Kombination mit angeborenen
Stressrezeptoren eine hohere Spezifitat aufweisen und
toxische Nebenwirkungen in vivo verringern

far die

BCL11B oder in Kombination mit CISH wurde in CD8+
T-Zellen mit CRISPR/Cas9 entfernt, gefolgt von einer
Kultivierung unter Einfluss von IL-7 und IL-15

Die Rezeptoren wurden mit Hilfe der Durchfluss-
zytometrie nachgewiesen, und die Funktion wurde mit
Hilfe eines CD107a/IFN-y Assays bestimmt.
Co-CAR-Konstrukte wurden mithilfe der GD2-
spezifischen variablen Doméane von ch14.18 in
Verbindung mit den kostimulatorischen Domanen
CD28, OX40, 41BB, DAP10 und DAP12 hergestellt
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Ergebnisse

T-Zellen exprimieren NK-Zell spezifische

BC-ko Zellen mit co-CARs zeigen eine starke Selektivitat
Stressrezeptoren nach Deletion von BCL11B

gegen Neuroblastome mit Stress-Liganden
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Abb3. Zytotoxische Aktivitdt von Anti-GD2-
spezifischen  costimulatory-only ~ (co-CAR)
~ oder konventionellen CAR-Konstrukten der 4.
~ Generation, exprimiert durch MOCK- oder
" kombinierte BCL11B und CISH Knock-out
CD8+ T Zellen gegen CHLA-136-Wildtyp oder
. B7He Knock-out Neuroblastom
. Tumorzelllinien. Die linke Seite zeigt die
relative  Verringerung der Vitalitat der
Tumorzelllinien durch verschiedene
Effektorzellen im Vergleich zur
entsprechenden Kontrolle von Tumorzellen
ohne Effektorzellen (iber die Zeit. Die rechte
Seite zeigt die entsprechende Flache unter
der Kurve von der linken Seite. Mittelwert +
SEM, n = 3. B7H6-ko: CHLA-136 mit B7H6
Knock-out. Die statistische Signifikanz wurde
fiir die Vitalitats Kurven durch einen One-way-
ANOVA mit Tukey's multipler Vergleichstest-
Korrektur und fiir die AUC-Werte durch einen
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Abb2. Zytotoxische Aktivitat von Anti-GD2-spezifischen kostimulatorischen CAR-Konstrukten, die entweder die
kostimulatorische OX40-, 41BB-, CD28- oder DAP12-Doméne enthalten exprimiert von BCL11B Knock-out CD8+ T
Zellen, gegen die Neuroblastom-Tumorzelllinie CHLA-136. Die linke Seite zeigt die Vitalitat der Tumorzelllinie im
Zeitverlauf, wahrend die rechte Seite die entsprechende Flache unter der Kurve (AUC) der linken Seite zeigt.
Mittelwert + SEM, n = 3. Medium: CHLA-136-Tumorzellen ohne Effektorzellen. Die statistische Signifikanz wurde
durch einen One-way-ANOVA mit Dunnett's multiplem Vergleichstest berechnet. *P < 0.05.

Schlussfolgerung §

Die BC-ko Zellen, die das neuartige DAP12 co-CAR
exprimieren, versprechen eine Uberlegene Selektivitat gegen
GD2- und Stressligand-positive Tumorzellen und kdnnten
somit die Nebenwirkungen in vivo verringern.
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Abb4. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von CHLA-
136 wildtyp- oder B7H6 Knock-out Tumorsphéroiden zu
ausgewahlten Zeitpunkten in Co-Kultur mit co-CAR
tragenden MOCK oder BC-ko Effektorzellen von einem
représentativen Spender. Wildtyp: wildtyp CHLA-136, ungepaarten t-Test berechnet. *P < 0,05, **P
B7H6-ko: CHLA-136 mit B7H6 Knock-out. <0,01.

(1.) Forkel H, Grabarczyk P, Depke M, Troschke-Meurer S, Simm S, Hammer E, et al. BCL11B depletion induces the development of highly cytotoxic innate T cells out of IL-15 stimulated peripheral blood alphabeta CD8+ T cells. Oncoimmunology 2022; 11:2148850.
Kontakt: Institutionen
Universitatsmedizin @pn\mmi" 1 Klinik fiir Innere Medizin C, Universititsmedizin Greifswald, Deutschland
VrErE SRR (Cancer Geler 2 Piadiatrische Hamatologie und Onkologie, Universititsmedizin Greifswald, Deutschland

Bjorn Lode

T.: +49 3834 86 22013
Bjoern.lode@med.uni-greifswald.de




