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Vorhaben 01KC2005: CONTRACT - Sachbericht zum Verwendungsnachweis

Im Verbundprojekt CONTRACT wird eine multizentrische, praklinische, konfirmatorische
Studie durchgefuhrt. Aufgrund des Projektcharakters wird ein vorhabenubergreifender
Schlussbericht vorgelegt. Der Schlussbericht gilt fir die drei beteiligten Vorhaben 01KC2005A,
01KC2005B und 01KC2005C.

Teil | Kurzbericht

1. Darstellung der urspriinglichen Aufgabenstellung sowie des
wissenschaftlichen und technische Standes, an den angeknupft
wurde

Die klinische Umsetzung neuartiger chimarer Antigenrezeptor (CAR)-T-Zelltherapien hat in
den letzten zehn Jahren rasche Fortschritte gemacht. Ihre Wirksamkeit gegen solide Tumore
ist jedoch noch sehr begrenzt, und es gibt nur anekdotische Belege fir ihre Wirksamkeit,
wenngleich die Zahl der positiven Berichte in den vergangenen zwei Jahre stark zugenommen
hat. Eine grof3e Herausforderung bei der praklinischen Entwicklung von CAR-T-Zell-Therapien
ist die unzureichende Reproduzierbarkeit der Daten, da die Auswahl der meisten Kandidaten
an einem einzigen akademischen Zentrum erfolgt. Dieser Umstand kann den translationalen
Erfolg und die Reproduzierbarkeit der gleichen Ergebnisse in verschiedenen
Forschungseinrichtungen einschranken.

Unsere friihere Studie an einem einzigen Zentrum (1) hat gezeigt, dass die Einschaltung der
CCL1-CCR8-Achse die Infiltration von CAR-T-Zellen in Tumore und dadurch den Erfolg in
Erkrankungsmodellen verbessern kann. Eine unabhangige Validierung in einem
multizentrischen Umfeld war jedoch erforderlich, um die Reproduzierbarkeit und das Potenzial
fur die klinische Umsetzung zu bestatigen. In Anbetracht der zunehmenden Komplexitat
zellularer Therapeutika ist die Verfeinerung praklinischer Ansatze tber konventionelle Studien
an einem einzigen Zentrum hinaus wichtig, um ihre klinische Anwendbarkeit zu verbessern.
Daher wollten wir die Durchfluihrbarkeit und den potenziellen Nutzen einer bestatigenden
praklinischen Multicenterstudie als Mittel zur Verbesserung der Robustheit und des
translationalen Potenzials neuartiger CAR-T-Zelltherapien bewerten, zumal bestatigende,
praklinische multizentrische Studien als Strategie zur Verbesserung des translationalen
Erfolgs vorgeschlagen wurden, ihre Anwendung und ihr Nutzen bei Zelltherapien jedoch
unerforscht ist.

Um dieses Problem zu I6sen, haben wir eine praklinische, bestatigende multizentrische Studie
durchgefiihrt, um die Auswirkungen der CCR8-Uberexpression im Zusammenhang mit CAR-
T-Zellen zu validieren. Die in-vitro-Experimente zur Aktivierung, Zytotoxizitat und Migration
wurden mit drei verschiedenen CAR-Konstrukten (Anti-EpCAM-, Anti-Mesothelin- und Anti-
CEA-CAR) in zwei unabhangigen Zentren durchgefiihrt, die beide Uber Erfahrung in der
praklinischen CAR-Entwicklung verfigen. Die Materialien und Protokolle wurden zwischen
den Zentren harmonisiert, und alle Experimente wurden vorregistriert, randomisiert und bis
zum Abschluss der bestatigenden Datenanalyse verblindet. Dabei testeten wir den Anti-
Mesothelin-CAR im SUIT-Mesothelin Pankreaskarzinommodell, den anti-CEA-CAR im
LS174T-Kolonkarzinommodell und den anti-EpCAM-CAR im  Panc02-EpCAM-
Pankreaskarzinommodell.
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2. Ablauf des Vorhabens

Ziel dieses Projekts war es, unsere frilheren Erkenntnisse tiber CCR8 und seine Rolle bei der
Verbesserung der CAR-T-Zelltherapie bei soliden Tumoren in einer bestatigenden
Multicenterstudie zu validieren. Die Forschung wurde in Zusammenarbeit mit dem Leibniz-
Institut fir Immuntherapie (LIT), der Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU) Minchen und dem
Institut fir medizinische Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie (IBE) der LMU
Minchen durchgefiihrt. Wir begannen mit der Optimierung und Harmonisierung der
experimentellen Protokolle in Vorlaufen, gefolgt von Validierungsexperimenten, um den
Einfluss von CCR8 auf die Migration von CAR-T-Zellen zu bestatigen. Die drei verschiedenen
Konstrukte, Anti-EpCAM-, Anti-CEA- und Anti-Mesothelin-CARs, wurden in drei
verschiedenen In-vitro-Experimenten getestet: Migration, Aktivierung und Zytotoxizitat. Die
statistische Planung und Auswertung am IBE war entscheidend fir die Interpretation und
Bestatigung unserer Daten. Die In-vivo-Studien wurden fir die Modelle SUIT-Mesothelin
LS174T und Panc02-Ova-EpCAM vorregistriert und getestet. Nach der Analyse der
Vorlaufdaten und vor der Durchfiihrung der Bestatigungslaufe wurde jedes Experiment mit den
ausgewahlten Bedingungen auf der Open Science Framework (OSF) Plattform vorregistriert.

Die letzte Phase konzentrierte sich auf die Zusammenstellung der Ergebnisse und die
Vorbereitung des Manuskripts flr die Veréffentlichung, in der wir die Rolle der CCR8-
Uberexpression in CAR-T-Zellen bei der Verstarkung der selektiven Migration in Richtung
eines CCL1-Gradienten hervorheben, ohne dass sie dabei die antigenspezifische T-Zell-
Aktivierungskapazitat und Zytotoxizitat in vitro beeintrachtigt.

3. Darstellung der wesentlichen Ergebnisse sowie gegebenenfalls der Zusammenarbeit
mit anderen Forschungseinrichtungen

Dieses Projekt war eine Zusammenarbeit zwischen zwei Forschungslabors, der Abteilung flr
Klinische Pharmakologie am Klinikum der LMU Minchen (KUM) und der Abteilung fur
Genetische Immuntherapie am Leibniz-Institut fir Immuntherapie in Regensburg, sowie einem
Biostatistik-Institut, dem Institut fir Medizinische Informationsverarbeitung, Biometrie und
Epidemiologie an der Medizinischen Fakultat der LMU Munchen. Alle drei Einrichtungen
spielten eine entscheidende Rolle bei der Gewahrleistung der Robustheit der Studie.

Diese praklinische multizentrische Bestatigungsstudie bestatigte die Ergebnisse unserer
friheren explorativen Forschung: Die Uberexpression von CCR8 verbessert die Migration von
CAR-T-Zellen, ohne die antigenspezifische T-Zell-Aktivierungskapazitat und Zytotoxizitat in
vitro zu beeintrachtigen. Daten aus beiden Zentren zeigen, dass die Uberexpression von
CCRS8 in Anti-EpCAM- und Anti-Mesothelin-CAR-T-Zellen die Migration von CAR-T-Zellen in
Richtung CCL1 in vitro verbessert. Darluber hinaus erweiterte unsere Studie den
Anwendungsbereich der CCR8-Uberexpression auf Anti-CEA-CAR-T-Zellen, was auf ein
breiteres Potenzial dieser Strategie fur verschiedene CAR-Konstrukte hindeutet.

Diese erste praklinische Bestatigungs-Multicenterstudie fir CAR-T-Zellen liefert verbesserte
praklinische Beweise in einem ersten Stadium der Therapieentwicklung und zeigt die
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Machbarkeit einer multizentrischen Bestatigung in diesem Zusammenhang. Die In-vitro-
Validierung der CCR8-Effekte war jedoch mit zahlreichen technischen und logistischen
Herausforderungen verbunden, die durch intensive und transparente Kommunikation
zwischen allen Beteiligten gelost werden konnten.

Die Analyse der Daten bestatigte die in vivo Wirksamkeit der anti-CEA und anti-Mesothelin
CAR-T-Zellen, die mit CCR8 ausgestattet wurden. Der anti-EpCAM CAR konnte aufgrund
technischer Schwierigkeiten mit den Modellen nicht abschlief’end untersucht werden.

Teil I Sachbericht
1. Darstellung der wichtigsten Positionen des zahlenmafigen Nachweises

KUM: Die wichtigsten Positionen des zahlenmafligen Nachweises umfassen die
Personalmittel flir das wissenschaftliche Personal (zwei wissenschaftliche Mitarbeiterinnen
TVL-E13, ein technischer Assistent TVL-E9) sowie die Ausgaben fir Sachkosten,
Tiereinkauf und Tierhaltung.

LMU/ IBE: Die wichtigste Position des zahlenmafligen Nachweises umfasst die Personalmittel
fur die Stelle einer wissenschaftlichen Mitarbeiterin (TVL-13) und einer Hilfskraft

LIT: Die wichtigsten Positionen des zahlenmaRigen Nachweises umfassen die Personalmittel
fur die Stelle eines wissenschaftlichen Mitarbeiters (TVL-E13) und einer technischen
Assistentin (TVL-E9) sowie die Ausgaben fir Sachkosten, Tiereinkauf und Tierhaltung.

2. Darstellung der Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten

In den letzten Jahrzehnten hat die CAR-T-Zelltherapie die Behandlungslandschaft fir
bestimmte hamatologische Krebsarten verandert. Sieben CAR-T-Zell-Therapien speziell fur
hamatologische Malignome, die von B-Zellen abstammen, wurden von der US-
amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) zugelassen. Die Anti-Tumor-Aktivitat von
CAR-T-Zellen bei soliden Tumoren ist nach wie vor begrenzt, was vor allem auf Faktoren wie
die Heterogenitat des Tumors, die immunsuppressive Mikroumgebung des Tumors und die
unzureichende Infiltration in das Tumorgewebe zurlckzufihren ist.

Angesichts dieser Herausforderungen zielte dieses Projekt darauf ab, eine der
Hauptbeschrankungen der derzeitigen CAR-T-Zelltherapie zu Uberwinden, indem die
Migration der T-Zellen und ihre therapeutische Wirkung durch Chemokinrezeptor-Engineering
verbessert werden. Eine multizentrische Studie ist die am besten geeignete Methode, um die
explorativen Ergebnisse zu bestatigen und robuste und reproduzierbare praklinische Daten zu
erhalten, die als Hebel fir die klinische Umsetzung genutzt werden kénnen.

Chemokinrezeptoren spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der Migration von
Immunzellen in Entziindungsherde oder Krebs. Im Zusammenhang mit der CAR-T-
Zelltherapie ist die Verbesserung der Migration von T-Zellen in den Tumor eine wesentliche
Voraussetzung flur die Verbesserung der therapeutischen Wirksamkeit. Im Gegensatz zu

Gemeinsam. Fursorglich. Wegweisend.



KLINIKUM

Campus Innenstadt
Abteilung fur Klinische Pharmakologie

Seite 4von 8
hamatologischen Krebserkrankungen, bei denen CAR T-Zellen tatsachlich Krebszellen im
Blutkreislauf angreifen koénnen, stellen solide Tumore ein komplexeres und haufig
immunsuppressives Umfeld dar, das die Infiltration von T-Zellen beeintrachtigen kann. In
mehreren Mausetumormodellen waren weniger als 1 % bis 2 % der adoptiv Ubertragenen T-
Zellen in der Lage, die soliden Tumore zu infiltrieren. So zeigte beispielsweise die raumlich-
zeitliche Bildgebung der Migration von PSMA-gerichteten CAR-T-Zellen in Mausen mit
Prostatakrebs, dass sich die meisten Zellen in der Schilddrise, den Speicheldriisen, dem
Magen und der Blase ansammelten und nur 0,2 % der Ubertragenen Zellen im Tumor selbst
gefunden wurden (2).

Mehrere Studien haben das therapeutische Potenzial von Chemokinrezeptor-Modifikationen
zur Verbesserung der Wirksamkeit von CAR-T-Zellen mit erheblichen Sicherheitsvorteilen
gezeigt, da die erforderliche Zelldosis reduziert und das Risiko einer Off-Target-Toxizitat im
peripheren Gewebe verringert wird, indem die zielgerichtete Migration der Zellen zum Tumor
gefordert wird. So zeigten CXCR1- und CXCR2-modifizierte, auf CD70 zielende CAR-T-Zellen
in praklinischen Mausmodellen im Vergleich zu nicht modifizierten CAR-T-Zellen eine
verstarkte Tumorinfiltration und eine starkere Anti-Tumor-Antwort (3). Darlber hinaus konnten
Talbot et al. zeigen, dass B7-H3-gerichtete CAR-T-Zellen, die CXCR2 und CXCRG6
exprimieren, in einem Modell fir metastasierende Osteosarkom-Tumore im Vergleich zu nicht
modifizierten CAR-T-Zellen eine verstarkte Antitumoraktivitdt und ein langeres Uberleben
bewirkten (4).

Unser Labor hat auch gezeigt, dass CXCR6-transduzierte EpCAM-gerichtete CAR-T-Zellen
zu einer signifikanten Tumorregression fihrten, wobei der Tumor in 40 % der Mause
vollstandig abgestofRen wurde. In ahnlicher Weise hemmten CXCRG6-transduzierte CAR-T-
Zellen, die auf Mesothelin abzielen, wirksam das Wachstum von Xenotransplantaten des
Bauchspeicheldrisenkrebses von Patienten in immungeschwachten Mausen (5). Dariber
hinaus untersuchten wir in einer friiheren Studie (1) das Potenzial der CCL1-CCR8-Achse, die
typischerweise von Tregs genutzt wird, um die tumorspezifische Rekrutierung von CAR-T-
Zellen in syngenen und Xenograft-Modellen zu férdern. Durch die Entwicklung von CAR-T-
Zellen, die CCR8 exprimieren, wollten wir diesen natlrlichen Migrationsweg nachahmen und
dadurch die Infiltration der CAR-T-Zellen verbessern und ihre Antitumoraktivitat steigern.

Diese Erkenntnis fluhrte uns zu der Hypothese, dass CCR8-ausgestattete CAR-T-Zellen in
einer multizentrischen praklinischen Studie erfolgreich validiert werden kdnnten, was ihren
Ubergang zur klinischen Anwendung erleichtern wiirde. Unsere aktuelle Studie umfasste drei
In-vitro-Experimente, die sich auf Aktivierung, Migration und Zytotoxizitat konzentrieren, fir
drei verschiedene CAR-Konstrukte in zwei unabhangigen Zentren (Anti-EpCAM-, Anti-CEA-
und Anti-Mesothelin-CAR). In vivo sollten die CCR8-CAR-T-Zellen in zwei humanen und
einem syngenen Modell validiert werden. Der multizentrische Ansatz war von zentraler
Bedeutung, um die Reproduzierbarkeit und Robustheit unserer Ergebnisse zu gewahrleisten.
Wahrend explorative Studien an einem einzigen Zentrum vielversprechende Strategien zur
Verbesserung der Wirksamkeit der CAR-T-Zelltherapie aufgezeigt haben, sind ihre
Ergebnisse haufig durch kleine Stichprobengréflien, ortsspezifische Verzerrungen und eine
hohe Rate falsch-positiver Ergebnisse eingeschrankt. Bis heute sind explorative Studien der
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vorherrschende Studientyp bei der praklinischen Untersuchung von CAR-T-Zellen. Da jedoch
die Reproduzierbarkeit der praklinischen Krebsforschung angezweifelt wird und die klinische
Wirksamkeit von Wirkstoffkandidaten immer wieder ausbleibt, wird der Bedarf an strengeren
Validierungsstrategien immer deutlicher.

Eine praklinische bestatigende multizentrische Studie ist unerlasslich, um diese
Einschrankungen zu beseitigen. Im Gegensatz zu Studien an einem einzigen Zentrum, die
durch lokale experimentelle Bedingungen und Methoden beeinflusst werden kdnnen,
ermdglicht eine multizentrische Studie die systematische Replikation von Ergebnissen in
verschiedenen Forschungszentren. Dies verbessert die Robustheit, Zuverlassigkeit und
Verallgemeinerbarkeit der praklinischen Ergebnisse und minimiert das Risiko falsch-positiver
oder nicht reproduzierbarer Ergebnisse. Daruber hinaus unterstreicht die hohe Misserfolgsrate
praklinischer Ergebnisse bei der klinischen Umsetzung die Notwendigkeit eines formalen
Validierungsprozesses. In der klinischen Forschung sind multizentrische Studien ein
Standardverfahren, um die Wirksamkeit und Sicherheit neuer Therapien zu gewahrleisten. Die
Anwendung der gleichen Grundsatze in der praklinischen CAR-T-Zell-Forschung wird die
Glaubwiirdigkeit der Ergebnisse erhdhen und deren Ubergang in klinische Studien erleichtern.
Durch die Umsetzung eines multizentrischen Ansatzes soll dieses Projekt eine solide
Grundlage fir die Entwicklung von CAR-T-Zelltherapien schaffen. Reproduzierbare
Ergebnisse, die in verschiedenen experimentellen und klinischen Umgebungen anwendbar
sind, sind ein Schritt zur Uberbriickung der Kluft zwischen der im Labor durchgefiihrten
Forschung und der klinischen Anwendung. Letztlich kann diese Strategie die therapeutischen
Ansatze fir solide Tumore verbessern und eine erfolgreiche Umsetzung in die
Patientenversorgung wahrscheinlicher machen.

Um die Transparenz und Glaubwirdigkeit unserer Ergebnisse zu gewahrleisten, haben wir die
einzelnen Experimente unsere Studie samt Forschungsdesign, Methodik und geplanten
Analysen auf der Plattform Open Science Framework (OSF) vorregistriert und werden die
Praregistrierungen zusammen mit den Daten nach Akzeptanz des Manuskripts 6ffentlich
zuganglich machen. Um Konsistenz und Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, haben wir
aullerdem die Versuchsprotokolle der einzelnen Forschungszentren harmonisiert. Dadurch
sollte sichergestellt werden, dass jedes Zentrum dieselbe Forschungsfrage auf standardisierte
Weise behandelt und moégliche Abweichungen aufgrund unterschiedlicher Protokolle oder
Methoden reduziert werden.

Diese Studie hat auch das Potenzial, als wichtiges Nachschlagewerk fir Forscher zu dienen,
die auf diesem Gebiet arbeiten. Indem wir die Komplexitat der praklinischen bestatigenden
multizentrischen Studien und des Chemokinrezeptor-Engineerings erfolgreich bewaltigten,
geben wir einen Einblick in die Herausforderungen der CAR-T-Zelltherapieforschung.
Letztendlich werden die Ergebnisse dieser Studie anderen helfen, ein besseres Verstandnis
dieser komplexen Zusammenhange zu erlangen und sie zu einer besseren Optimierung und
Umsetzung von CAR-T-Zell-Therapien in den klinischen Bereich zu fihren. Wir hoffen,
dadurch die Entwicklung wirksamerer Therapien fir solide Tumore weiter zu beschleunigen
und effizienter zu gestalten, was einen erheblichen Einfluss auf die Patientenversorgung
haben wird.
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3. Darstellung des voraussichtlichen Nutzens, insbesondere die Verwertbarkeit des
Ergebnisses — auch konkrete Planungen flr die nahere Zukunft — im Sinne des
fortgeschriebenen Verwertungsplans

Die Ergebnisse dieser ersten praklinischen multizentrischen Bestatigungsstudie zum Potenzial
CCRS8-madifizierter CAR-T-Zellen flr die Verbesserung der Behandlung solider Tumore liefern
verbesserte praklinische Belege in einem ersten Stadium der Therapieentwicklung und zeigen
die Machbarkeit einer multizentrischen Bestatigung in diesem Zusammenhang.

Durch die Modifizierung von CAR-T-Zellen mit CCR8 wollten wir ihre Fahigkeit verbessern, auf
den CCL1-Chemokin-Gradienten zu reagieren, was sie moglicherweise in die Lage versetzt,
effektiver zum und in den Pankreastumor zu wandern. Dieser Ansatz ist ein wichtiger Schritt
zur Uberwindung einer der groten Einschréankungen der CAR-T-Zelltherapie bei soliden
Tumoren. Da es sich hierbei um eine neue Richtung der CAR-T-Zelltherapie handelt, zellulare
Therapien sehr komplex sind und zuverlassige, reproduzierbare Ergebnisse in verschiedenen
Zentren bendtigt werden, gingen wir davon aus, dass die Validierung dieses Ansatzes in einer
praklinischen bestatigenden, multizentrischen Studie mit unabhangiger Datenauswertung
einen soliden Beleg flr sein klinisches Potenzial liefern wirde.

Die In-vitro-Daten aus beiden Zentren (LIT und LMU) bestatigten die wichtigsten Ergebnisse
unserer ersten explorativen Studie: Die CCR8-Uberexpression wurde im Zusammenhang mit
der Funktion von CAR-T-Zellen in vitro in EpCAM- und Mesothelin-exprimierenden
Tumorzellmodellen bestatigt und auf ein CEA-exprimierendes Tumorzellmodell ausgedehnt.
CCR8-CAR-T-Zellen behalten eine adaquate antigenspezifische Aktivierungskraft. Wahrend
die zytotoxischen Funktionen mit denen reiner CAR-T-Zellen vergleichbar sind, weisen CCR8-
CAR-T-Zellen eine deutlich erhdhte Migrationsfahigkeit auf. Bemerkenswert ist dabei auch,
dass die beobachtete Variabilitdt zwischen den Zentren und die Inkonsistenz zwischen den
Assays keinen Einfluss auf unsere Ergebnisse hinsichtlich der richtungsbestatigenden
Hypothesen hatten. Die verstarkte Migration konnte letztlich zu wirksameren
Behandlungsergebnissen bei Patienten mit soliden Tumoren fihren, bei denen CAR-T-Zellen
in der Vergangenheit aufgrund von Schwierigkeiten beim Erreichen und Durchdringen von
Tumorgewebe weniger wirksam waren.

Indem wir die Studie an zwei verschiedenen Zentren durchfihrten, konnten wir sicherstellen,
dass die beobachteten Effekte nicht auf lokale Versuchsbedingungen oder laborspezifische
Verzerrungen zurtickzufiihren sind. Dies ist einer der Vorteile von Multicenterstudien, da sie
die Zuverlassigkeit und Verallgemeinerbarkeit der praklinischen Ergebnisse erhdhen. Unsere
Ergebnisse bestatigen die Fahigkeit CCR8-modifizierter CAR-T-Zellen, die Tumorinfiltration zu
verstarken, selbst bei experimentellen Schwankungen und Uber Zentren hinweg.

Die Ergebnisse dieser Studie haben wichtige Auswirkungen auf die Zukunft der CAR-T-
Zelltherapie. Die verbesserte Migration von CCR8-modifizierten CAR-T-Zellen stellt einen
neuen Ansatz dar, um die Wirksamkeit solcher Therapien bei soliden Tumoren zu erhéhen.
Unsere Daten bestatigen eine bessere Kontrolle des Tumorwachstums in Anwesenheit von
CCRS8 sowohl in den LS174T- als auch in den SUIT-Mesothelin-Tumormodellen, was unsere

Gemeinsam. Fursorglich. Wegweisend.



KLINIKUM

Campus Innenstadt
Abteilung fur Klinische Pharmakologie

Seite 7von 8

frihere Hypothese bestatigt und CCR8 als einen guten Kandidaten zur Steigerung der
Wirksamkeit der CAR-T-Zelltherapie unterstiitzt, aber noch einige weitere Optimierungen
erfordert. Unsere Daten erhéhen dadurch die Glaubwirdigkeit eines moglichen
therapeutischen Vorteils der CCR8-Strategie.

Mit Blick auf die Zukunft tragt unsere Arbeit zu einem besseren Verstandnis der CAR-T-
Zelltherapie bei soliden Tumoren bei und liefert Gberzeugendere Ergebnisse fir die klinische
Umsetzung. Die Ergebnisse dieser Arbeit werden sich auch auf die Entwicklung ahnlicher
Strategien zur Maximierung der Wirksamkeit der CAR-T-Zelltherapie bei verschiedenen
Krebsarten auswirken. Die harmonisierten Protokolle, die im Rahmen dieser Studie erstellt
wurden, kdnnen in der zuklnftigen praklinischen Forschung im Bereich CAR T zur besseren
Reproduzierbarkeit und Standardisierung eingesetzt werden. Wahrend dies eine effektive
Nutzung der Studienergebnisse gewahrleistet, sollten kiinftige Bemiihungen darauf abzielen,
die Protokolle zur Herstellung von mit CCR8 modifizierten CAR-T-Zellen gemall GMP-
Standards zu verfeinern, bevor sie in klinische Studien Gbergehen. Die Zusammenarbeit mit
klinischen und industriellen Partnern wird von entscheidender Bedeutung sein, um die
Durchfihrbarkeit einer ersten klinischen Studie am Menschen zu prifen. Wir sind
zuversichtlich, dass diese Forschung zur Entwicklung wirksamerer CAR-T-Zell-Therapien
beitragen wird und einen Prazedenzfall fur praklinische bestatigende multizentrische Studien
in der Krebsforschung schafft.

Im Hinblick auf die geplante Verwertungsstrategie ist die wissenschaftliche Verwertung auf
Kurs: Das Manuskript ist geschrieben und wird aktuell flr die Einreichung vorbereitet. Auch
war dieses Projekt die Basis flr weitergehende Untersuchungen zu den Interaktionen von
CCR8 mit CCL1 produzierenden Zellen, zu dem wir aktuell ebenfalls ein Manuskript in
Vorbereitung haben. Aus wirtschaftlicher Perspektive erwarten wir in naher Zukunft eine
Erteilung des Patentes in Europa. Aufgrund von Einwanden der Prifbehérden gegenuber
bestimmten Ansprichen in den USA ist die Timeline zur Genehmigung unklar. Wir halten
aktuell eine Lizensierung fur die Verwertungsvariante mit der besten Verwertungsaussicht.

4, Darstellung der wahrend der Durchflihrung des  Vorhabens dem
Zuwendungsempfanger bekannt gewordenen Fortschritte auf dem Gebiet des
Vorhabens bei anderen Stellen

Wahrend der Durchflihrung dieses Projekts haben Fortschritte auf dem Gebiet der CAR-T-
Zelltherapie fir solide Tumore aus anderen Institutionen und Forschungsnetzwerken unseren
Ansatz malgeblich beeinflusst. Entscheidende Fortschritte beim Studiendesign, der
methodischen Strenge und den therapeutischen Strategien haben unser Forschungsdesign
verbessert.

Die Zusammenarbeit mit dem LIT und dem IBE hat gezeigt, dass konfirmatorische
Multicenterstudien zunehmend als ein sehr wichtiger Schritt zur Verbesserung des
Studiendesigns  anerkannt werden, wahrend gleichzeitig einrichtungsspezifische
Verzerrungen minimiert werden, um verallgemeinerbare Ergebnisse zu erzielen. Im Rahmen
dieser Zusammenarbeit wurden dieselben Experimente am LIT und an der Abteilung fur
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Klinische Pharmakologie des LMU-Klinikums durchgefihrt, wahrend das IBE das Projekt
methodisch unterstltzte, einschliefl3lich statistischer Planung, Vorregistrierung, Koordination
und Datenanalyse. Sowohl das LIT als auch die LMU verfigen Uber umfangreiche
Erfahrungen mit der CAR-T-Zelltherapie, was fir die Verfeinerung der experimentellen
Ansatze und die Optimierung des Protokolls wichtig war. Aufgrund dieser Zusammenarbeit
profitierten wir von einer verbesserten Problemlésung durch kontinuierliche Diskussionen,
offene Kommunikation und regelmaRige Treffen. Dank dieser Interaktionen konnten wir
methodische Herausforderungen angehen, experimentelle Strategien koordinieren und die
Robustheit und Konsistenz der Ergebnisse starken.

Die vom QUEST-Zentrum fur verantwortungsvolle Forschung am Berliner Institut fur
Gesundheit (BIH) organisierte DECIDE-Workshop-Reihe lieferte wertvolle Einblicke in
Verfahren flr praklinische konfirmatorische multizentrische Studien. Die Diskussionen
innerhalb  und auferhalb dieser Workshops unterstrichen die Bedeutung der
Protokollharmonisierung, des transparenten Datenaustauschs und der Vorregistrierung zur
Verbesserung der Reproduzierbarkeit von Studien. Die zunehmende Bedeutung der
Vorregistrierung in der praklinischen Forschung, die von mehreren Forschungseinrichtungen
gefordert wird, veranlasste uns, diese Praxis in unser Studiendesign aufzunehmen. Indem wir
unsere Protokolle, Hypothesen und statistischen Methoden bereits vor der Datenerhebung
hinterlegten, verbesserten wir die Transparenz unserer Forschung und verringerten die
Wahrscheinlichkeit datenbedingter Verzerrungen. Der Input und die Erfahrungen im DECIDE-
Konsortium flossen damit direkt in die Implementation des CONTRACT-Projektes ein.

Durch die Integration dieser Erkenntnisse profitiert unser Projekt auch von den neuesten
Fortschritten in der CAR-T-Zelltherapie profitiert, insbesondere von der Verbesserung der
Tumorinfiltration durch Chemokinrezeptor-Engineering. Klinische Studien zur Untersuchung
von CXCR5, CCR4 und anderen haben, in der Zwischenzeit, vielversprechende Methoden zur
Verbesserung des CAR-T-Zell-Traffics geliefert, der auch das Hauptthema unseres Projekts
war, was das translationale Potenzial unserer Arbeit gestarkt und sie der Kklinischen
Anwendung nahergebracht hat.

5. Auflistung der aus dem Projekt hervorgegangenen und geplanten Verdffentlichungen
der Ergebnisse nach Nr. 5 der NKBF/ NABF

Die Ergebnisse dieses Projekts wurden analysiert und werden derzeit fur die Verdffentlichung
vorbereitet. Ein Manuskript, in dem die wichtigsten Erkenntnisse zu den In-vitro-Ergebnissen
zusammengefasst sind, ist derzeit in Vorbereitung und wird bei einer Fachzeitschrift mit Peer-
Review eingereicht werden.

Titel: Feasibility and utility of a preclinical confirmatory multicenter study on CAR T cells
armored with C C-motive receptor 8.

AUTOREN: Iman Dalloul*, Markus Barden*, Juliane C. Wilcke*, Sophie Bernhard, Nicole
Ellenbach, Anne-Laure Boulesteix, Hinrich Abken, Sebastian Kobold.

* Gleichermalien beigetragen
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