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Neue CAR T-Zellen

Was ist in der Pipeline?

Chimarische Antigen-Rezeptor modifizierte T-Zellen (CAR
T-Zellen) sind eine neue Form der adoptiven Immuntherapie,
die in jlingster Vergangenheit aufgrund ihrer beispiellosen
Effektivitat selbst bei fortgeschrittenen, chemorefraktaren
Neoplasien grosse Aufmerksamkeit in der Fachwelt wie auch
Laienpresse erweckt haben. Wie im Artikel von A.Theochari-
des et.al. im Detail geschildert, handelt es sich bei einem
«CAR» um ein Fusionsprotein aus einer extrazelluldren Bin-
dungsdomane (iiblicherweise ein single-chain variable Frag-
ment/scFv eines Antikérpers), Zwischensegmenten und einer
intrazelluldren Signaldoméne mit CD3( und mehreren co-sti-
mulatorischen Molekiilen (1, 2).

Les lymphocytes T modifiés avec récepteurs antigénes chimé-
riques (les cellules CAR-T) sont une nouvelle forme d'immu-
nothérapie adoptive qui ont réveillé beaucoup d’attention
dans un passé récent chez les experts ainsi que dans la
presse laique en raison de leur efficacité inégalée, méme
dans les néoplasies avancées, chimio réfractaires. Comme
décrit en détail dans I'article de A.Theocharides et.al. il
s’agit dans le cas du « CAR » d’une protéine de fusion consti-
tuée d'un domaine de liaison extracellulaire (habituellement
un fragment variable a chaine unique (scFv) d'un anticorps),
de segments intermédiaires, et d’un domaine de signalisation
intracellulaire avec CD3( et plusieurs molécules co-stimula-
trices (1, 2).

erartig modifizierte CAR T-Zellen erkennen, unabhingig vom

MHC, ihr Zielantigen mit der Sensitivitit eines Antikorpers
und agieren mit potenzierter Effizienz einer T Zelle (3,4). Im Unter-
schied zu herkommlichen Zelltransfers frischer bzw. in vitro expan-
dierter T Zellen, oder aber auch Vakzinierungsstrategien zur in vivo
Expansion von Tumor-spezifischen Effektor-T Zellen, die grossten-
teils mit unzureichender Persistenz und Zytotoxizitit der T Zellen
einhergingen, sind bereits geringe Zahlen dieser genetisch modifi-
zierten CAR T-Zellen zu massiven Immunantworten {iber mehrere
Monate bis Jahre hin fahig.

Prinzipien der Innovation bei CD19-positiven

B-Zell Neoplasien

Am weitesten vorangeschritten in ihrer klinischen Entwicklung
und Anwendung sind gegen das Oberflichenantigen CD19 gerich-
tete CAR T-Zellen, die insbesondere bei refraktiren akuten B-lym-
phoblastischen Leukamien spektakuldre Remissionsraten bis zu 90%
erreichen konnten (siehe auch Artikel von C. Lengerke in dieser Aus-
gabe) (5-7). Entsprechend untersuchen circa ein Drittel der rund 225
unter Clinicaltrials.gov registrierten CAR-T Zellstudien CD19 CAR
T-Zellen in klassischer Form oder innovativer Modifikation. CD19
als spezifisches B-Lymphozytenantigen hat sich hierbei als vergleichs-
weise «einfaches» Target erwiesen, da die meisten Reifestufen der
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B-Zellentwicklung - und daher auch der Grossteil der Neoplasien

dieser Zellreihe - CD19 exprimieren und prinzipiell einer entspre-

chenden Behandlung zugefiihrt werden konnten (Abbildung 1A und

B). Die unvermeidliche Eradikation der gesunden B-Lymphopoiese

durch die CAR-T Zelltherapie fithrt zwar zur schweren B-Lymphope-

nie, doch diese ist erfahrungsgemass im klinischen Alltag unter regel-

missiger Immunglobulin-Substitution gut zu managen.

Innovative Ansitze im Bereich der CD19 CAR-T-Zelltherapie

beschiftigen sich mit folgenden Problemen bzw. verfolgen verschie-

dene Zielsetzungen:

= Verwendung allogener CAR T-Zellen. Bislang im klinischen
Einsatz befindliche CAR T-Zellen werden aus autologen T-Zel-
len des Patienten hergestellt. Lymphopenien beim Patienten
sowie die mehrwochige Prozessierungszeit bis zur Fertigstellung
der Therapie stellen in der klinischen Praxis hiufig ein schwer-
wiegendes Problem dar. Fiir die klinische Praxis sind daher
allogene CAR T-Zellen z.B. als «Donor-Lymphozyten-Infusio-
nen» nach allogener Stammzelltransplantation eine erstrebens-
werte Therapieform. Voraussetzung hierfiir ist die Inaktivierung
der endogenen T-Zellrezeptoren der Zellen, da ansonsten durch
unkontrollierte Alloreaktivitit mit schweren Graft-versus-Host
Reaktionen zu rechnen ist. Studien zum Einsatz allogener CAR-T
Zell Infusionen nach allogener Stammzelltransplantation wur-
den initiiert, Resultate wurden jedoch bislang noch nicht berich-
tet (MSKCC, New York).

= 3"-Party CAR T-Zellen. Die Herstellung autologer wie auch
HLA-identer allogener CAR T-Zellen ist zeit- und kostenauf-
wendig. Um eine Industrialisierung bzw. serielle Produktion zu
ermOglichen wird die Etablierung von sogenannten 3-Party
CAR T-Zellen, die aus Lymphozyten gesunder Spender herge-
stellt werden und somit off-the-Shelf verfiigbar wéren mit Stirke
vorangetrieben. Auch in diesem Fall ist die genetische oder aber
funktionelle Ausschaltung des endogenen T-Zellrezeptors Vor-
aussetzung (8). Die Machbarkeit dieses Therapieansatzes und kli-
nische Durchfiithrbarkeit ist bereits beschrieben.

= Strategien zur Vermeidung CD19-negativer Rezidive nach CAR
T-Zelltherapie. Als weiteres Problem in der Behandlung lym-
phoproliferativer Neoplasien hat sich herausgestellt, dass Krank-
heitsrezidive nach CD19-gerichteter CAR-T Zelltherapie oftmals
sogenannte «Tumor-Antigen-Escape-Mechanismen» in Form des
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A: Normale Hamatopoiese; HSC: Hematopoietic
stem cell; MPP: Multipotent progenitors; CMP:
Common myeloid progenitors; CLP: Common
lymphoid progenitor; MEP: Megakaryocytic-
erythroid progenitors.

Abbildung freundlicherweise von Dr. Renier Myburgh zur Verfugung gestellt.
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B: CD19-exprimierende Populationen, die
durch eine gegen CD19-gerichtete Immun-
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C: cKIT /CD117 exprimierende Populationen,
die durch eine gegen cKIT gerichtete Immun-

therapie eliminiert wirden und somit potentiell
in einer schweren Aplasie resultieren wirden.

LIC: Leukemia initiating cell.

Antigenverlusts von CD19 aufweisen (5,9). Die Pathophysiologie
dieses Phanomens ist bislang nicht ganzlich geklart, moglicher-
weise jedoch durch den selektiven Druck unter CD19-gerichte-
ter Immuntherapien und sogenanntes Tumor-Editing zu verstehen
(10). In Bezug auf CD19 Therapien wurden verschiedene Tumor-
Escape Strategien beobachtet, zum einen, dass CD19 Isoformen
prinzipiell zwar noch auf der Oberfliche exprimiert werden,
jedoch aufgrund von Mutationen und alternativem Splicing nicht
mehr erkannt werden konnen (11); in anderen Fallberschreibun-
gen konnte CD19 zwar im Zytosol, nicht aber auf der Zellober-
flache detektiert werden (12). Zudem wurde in seltenen Fillen
dokumentiert, dass akute B-lymphoblastische Leukdmien ihre
Linienzugehoérigkeit wechseln mit Frithrezidiv in Form einer klo-
nal verwandten AML nach CAR-T-Zellbehandlung einer CD19-
positiven ALL (13). Diese klinische Problematik war Anlass der
Entwicklung sogenannter dualer CAR T-Zellen mit kombinatori-
scher Antigen Erkennung durch Ausstattung der T-Zellen mit zwei
CARs, d.h. einem anti-CD19-CAR in Kombination mit einem z.B.
gegen CD22, CD20 oder CD123 gerichteten CAR (14). Derartige
duale CARs sollen die Effizienz der CAR T-Zellen komplementie-
ren, im Sinne von Primarsignal und Ko-Stimulation (9).

CAR T-Zellen in der Behandlung des

multiplen Myeloms

Obgleich Myelomzellen grosstenteils keine Expression von CD19
aufweisen konnten verschiedene Gruppen zeigen, dass die mut-
massliche Myelom-Stammzelle CD19 auf der Oberfliche tragen
kann (15). Die Annahme, dass eben diese Myelom-Stammzellen
besonders therapie-resistent sind und somit am ehesten fiir die
Unbheilbarkeit der Erkrankung verantwortlich sind liefert die Rati-
onale zur Uberpriifung der Wirksamkeit von CD19 CAR T-Zellen
bei Patienten mit Myelom. In der Tat konnte in einer Fallbeschrei-
bung (16) sowie in einer auf der Jahrestagung der American Soci-
ety of Hematology (ASH) im Dezember 2016 prasentierten Fallserie
der University of Pennsylvania ein Ansprechen auf CTL019 CAR
T-Zellen demonstriert werden. In letzterer erhielten 10 Patienten
12-14 Tage nach Hochdosis-Melphalan mit autologer Stammzell-
retransfusion CTL019 CAR T-Zellen und erzielten eine sehr gute
partielle Remission (VGPR; n=6), ein partielles Ansprechen (n=2)
bzw. einen Krankheitsprogress (n=2).
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Sehr vielversprechende erste Daten liegen auch zum Einsatz von
CAR T-Zellen, die gegen BCMA (B cell maturation antigen) gerich-
tet sind vor. BCMA ist relevant fiir die Reifung von B Zellen in Plas-
mazellen, wird stark exprimiert von Myelomzellen und vermittelt
als Oberfléchenprotein insbesondere starke anti-apoptotische Sig-
nale. In einer ersten publizierten Phase I Dosis-Eskalationsstudie
konnte bereits ein Ansprechen bis hin zur stringenten kompletten
Remission demonstriert werden (17). Weitere BCMA CAR-T Zell-
produkte befinden sich in klinischer Priifung, u.a. an der University
of Pennsylvania und zeigen gemiss ersten Berichten auf dem ASH
Meeting 2016 zufolge teilweise ein ausgesprochen gutes Ansprechen.
Ebenfalls getestet werden CD138 CAR T-Zellen, da dieses Anti-
gen vom Grossteil der gesunden und pathologischen Plasmazellen
exprimiert wird. Bedenken beziiglich dieses Antigens beruhen auf
der Tatsache, dass CD138 auch von Epithelzellen exprimiert wird
und somit mit Toxizitdt an Haut und Schleimhduten zu rechnen ist.

CAR T-Zelltherapien fiir myeloische Leukdamien
Deutlich schwieriger erweist sich die Entwicklung von CAR
T-Zellen fir hamatologische Neoplasien der myeloischen Reihe.
Insbesondere die akute myeloische Leukémie ist eine Stammzeller-
krankung, bei der die leukédmische Stammzelle phinotypisch nicht
sicher von der gesunden Blutstammzelle abgrenzbar ist, und bislang
keine selektiv tumor-spezifische Zielantigene identifiziert werden
konnten (18). Abbildung 2C zeigt exemplarisch anhand des hama-
topoietischen Stammzellmarkers CD117/cKIT, der hiufig auch
auf leukamischen Zellen zu finden ist, die weitreichende Expres-
sion dieses Oberflachenantigens auf verschiedenen Reifestufen des
hématopoietischen Systems. Eine langandauernde CAR-T Zell-
vermittelte Immunreaktion gegen sidmtliche cKIT exprimierende
Blutzellen wiirde klinisch zur prolongierten aplastischen Anamie
und hiamatopoietischen Insuffizienz fithren.

Eine gegen die leukdmische Stammzelle gerichtete Immuntherapie
bedarf demnach modifizierter, innovativer CAR T-Zellen, die ent-
weder sicher kurzlebig sind (und dennoch stark und selektiv genug
ihre Effektorfunktion ausiiben), oder gezielt medikamentos, z.B.
bei Co-Expression von RQR8 durch Gabe Rituximab, eliminiert
werden konnen. Selbst bei effizienter Eradikation der CAR T-Zel-
len ist jedoch mit derartigem Kollateralschaden der gesunden hama-
topoietischen Stammzelle mit prolongierter Aplasie zu rechnen, so
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dass derartige Therapien moglicherweise nur mit Anschlusskonzept
einer Stammzelltransplantation klinisch umsetzbar sein werden.

In frither klinischer Uberpriifung zur Behandlung der AML befin-
den sich wenige Studien zu CAR T-Zellen, die gegen CDI123
(klinische Studie der University of Pennsylvania noch nicht publi-
ziert) (19), CD33 und das Lewis Y Antigen (20) gerichtet sind.

CAR T-Zelltherapien fiir solide Tumoren

Unter Clinicaltrials.gov sind tiber 150 Studien registriert, die rund
30 «neue» Targets, (GPC3 beim hepatozelluliren Karzinom; GD2
bei Neuroblastom; ERBB2 (Her-2/neu), EpCAM, Mesothelin 8
etc.) untersuchen. In der Entwicklung von CAR T-Zellen fiir solide
Tumoren zeigen sich jedoch substantielle Hiirden. Zum einen sind
die meisten Tumor-assoziierten Antigene nur schwach immunogen
und héufig aufgrund eines abschirmenden Tumor-Microenviron-
ments Zelltherapien schwer zugénglich, so dass keine ausreichen-
den anti-Tumor Effekte erwirkt werden kénnen. Zum anderen
werden Tumor-assoziierte Antigene zwar auf Tumorgeweben {iber-
exprimiert, sind jedoch meist in geringerer Dichte auch auf gesun-
den Zellen zu finden. Aufgrund der extremen Potenz der CAR-T
Zelltherapie muss mit starken «Off-Target» Effekten mit schwersten
Kollateralschadigungen gesunder Gewebe gerechnet werden. Die
Potenz - und auch fehlende Sicherheit - derartiger Immuntherapien
wurde eindriicklich am Fall einer CAR-T Zelltherapie gegen ERBB2
(Her-2/neu) zur Behandlung einer Patientin mit fortgeschrittenem,
hepatisch und pulmonal metastasierten Kolon-Karzinom demons-
triert: Innerhalb von 15 Minuten nach Infusion von 10' Zellen
(nach nonmyeloablativer Konditionierung) erlitt die Patientin eine
respiratorische Insuffizienz mit radiologisch ausgeprégten pulmo-
nalen Infiltraten. Die Patientin starb 5 Tage nach Applikation der
experimentellen Therapie an den Folgen eines sogenannten Zyto-
kinsturms. Mutmasslich gelangten die genetisch manipulierten
T-Zellen unmittelbar nach Infusion in die Lunge und wurden durch
bereits niedrige Expressionslevel von ERBB2 auf den pulmonalen
Epithelzellen aktiviert (21).

Take-Home Message

@ Aufgrund der ausgesprochenen Attraktivitat und Effizienz dieser
zielgerichteten Immuntherapie laufen praklinische und klinische
Forschung im Bereich der modifizierten T-Zelltherapien auf Hochtou-
ren. Dies spiegelt sich in der Registrierung von tUber 225 CAR-T Zell
Studien, die rund 30 verschiedene Target-Antigene angreifen wider.

@ CD19 ist ein «einfaches» Zielantigen, da mit dem Verlust der gesunden
B-Zellreihe in der Klinik gut umgegangen werden kann. CD19-negative
Krankheitsrezidive im Sinne eines Antigenverlusts nach CAR-T Zellthe-
rapie stellen eine Herausforderung dar, welcher man durch die Entwick-
lung dualer CAR T-Zellen, die mehrere Oberflachenantigene gleichzeitig
angreifen kbnnen, entgegenzutreten versucht.

@ Insbesondere bei soliden Tumoren erschwert sich die Entwicklung von
CAR T-Zellen, die gegen Tumor-assoziierte Antigene gerichtet sind, da
diese Antigene selten selektiv genug sind sondern in aller Regel in
niedriger Dichte auch auf gesunden Geweben exprimiert werden, was
zu starker, oftmals intolerabler Off-Target Toxizitat fuhren kann.

@ Die CAR-T Zelltherapie ist bislang eine zeitaufwendige, teure Individual-
therapie. Erst die serielle Herstellung unter Verwendung von 39-Party
Lymphozyten gesunder Spender anstelle von autologen Patientenlym-
phozyten wird eine Industrialisierung dieser Therapie erlauben.
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Das bislang einzige «exklusive» Tumorantigen, das als Target fiir
eine CAR-T-Zelltherapie dienen kann scheint EGFRVIII (Epider-
maler Wachstumsfaktor-Rezeptor Variante 3) zu sein, ein Tumor-
assoziiertes Antigen das héaufig von Glioblastomen exprimiert wird
(22). Praklinische Untersuchungen im Mausmodell konnten die
Effizienz der EGFRVIII-CAR T-Zellen mit Reduktion des Tumor-
wachstums belegen. Mehrere klinische Studien sind derzeit im
Gang. Eine andere Strategie zielt durch Verwendung von CD133
CAR T-Zellen auf die Elimination der «Krebsstammzelle» ab, ohne
hierbei die Therapie auf eine spezifische Tumorentitit zu beschran-
ken (23,24). Zu beriicksichtigen ist jedoch, dass CD133 auch von
normalen Epithelzellen und vaskuldrem Endothel exprimiert wird.

Zusammenfassung

Die jiingsten Fortschritte in der CAR-T-Zelltechnologie haben ein
neues Zeitalter der adoptiven Zelltherapie eingeldutet. Klinisch
anwendbar ist diese Form der hochpotenten Immuntherapie bislang
jedoch nur bei CD19-exprimierenden B-Zell Neoplasien. Vor klini-
scher Etablierung von CAR T-Zellen, die gegen myeloische Neopla-
sien und solide Tumoren gerichtet sind muss aufgrund signifikanter
Off-Target Schiadigung deren Sicherheit erhcht werden. Verschie-
denste Strategien sind in Entwicklung, wie die Integration sogenann-
ter Suicide-Gene (z. B. induzierbare Caspase 9), oder aber Rezeptoren,
die medikamentds zur gewollten Elimination der CAR T-Zellen fiih-
ren konnen. Durch derartige Techniken kann dann die Toxizitat der
CAR T-Zellen gesteuert und bei Bedarf abgestellt werden.
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Message a retenir

@ En raison de I'attrait prononcé et I'efficacité de cette immunothérapie
ciblée une recherche préclinique et clinique dans le domaine des thé-
rapies de cellules T modifiées est en plein essor. Cela se traduit par
I'enregistrement de plus de 225 études de cellules CAR T qui
attaquent environ 30 antigenes cibles différents.

@ Le CD19 est un antigene cible «simple », comme on peut bien étre
avec la perte de la lignée des cellules B saines a I'hopital. Les récur-
rences de la maladie CD19-négative dans le sens d'une perte d' anti-
gene apres la thérapie cellulaire CAR-T sont un défi que I'on cherche
a contrer par le développement des cellules a double CAR-T, qui
peuvent attaquer plusieurs antigenes de surface simultanément.

@ En particulier pour les tumeurs solides, le développement des cellules
CAR-T qui sont dirigées contre des antigénes associés aux tumeurs se
complique parce que ces antigenes sont rarement assez sélectifs mais
sont exprimés habituellement en faible densité sur des tissus sains, ce
qui peut provoquer une toxicité Off-Target forte, souvent intolérable.

& La thérapie avec des cellules CAR T jusqu’ a présent est une thérapie
individuelle, qui prend beaucoup de temps, et qui est colteuse. Seule
la production en série en utilisant des lymphocytes de 3™ partie de
donneurs sains au lieu de lymphocytes de patients autologues permet-
tra I'industrialisation de cette thérapie.
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