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Chimare Antigenrezeptor-exprimierende
T-Zellen fur die Krebsimmuntherapie

Zusammenfassung

Mittels Gentechnik kénnen T-Zellen mit chiméren Antigenrezeptoren (CARs)
flir effektive Tumor-Therapien neuausgerichtet werden. Hohe Raten voll-
standiger, wenngleich héufig transienter, Remissionen bei Patienten mit
rezidivierten oder refraktdren (r/r) akuten B-Zell-Leukdmien (B-ALL) und
B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen haben die klinische Wirksamkeit von anti-
CD19-CAR-T-Zell-Therapien eindrucksvoll bewiesen. Die Konditionierung
der Patienten mittels lymphodepletierender Chemotherapie ist fiir CAR-T-
Zell-Therapien eine wesentliche Voraussetzung. Schwere Nebenwirkungen
der CAR-T-Zell-Therapie, wie das Zytokin-Freisetzungssyndrom, erfordern
engmaschiges klinisches Monitoring, kénnen aber durch friihzeitige Diagnose
und Gabe von Tocilizumab effektiv therapiert werden. In der EU wurden 2018
gentechnisch modifizierte CD19-CAR-T-Zellprodukte (Kymriah/Yescarta) fir
die Therapie von Patienten mit mehrfach vorbehandeltem r/r juveniler B-ALL
und gewissen B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen zugelassen.

EINLEITUNG

Trotz groBer Fortschritte in der Krebsimmuntherapie, die
durch den Einsatz monoklonaler Antikdrper in Kombina-
tion mit verschiedenen konventionellen Therapieformen
(Chemotherapie, Bestrahlung) in den letzten Jahren zur
Behandlung von Leukdmien und soliden Tumoren erzielt
werden konnten, erleidet ein signifikanter Anteil der Pati-
enten einen Ruckfall und erliegt ihrer Erkrankung. Diese
hohe Inzidenz von Tumorrezidiven wird dem Uberleben
von Chemotherapie-resistenten Tumorstammzellen und
einem in Folge der Chemotherapie und der Tumorerkran-
kung supprimierten zelluldrem Immunsystem und einer
immunsuppressiven  Tumorumgebung  (Tumorenviron-
ment, TME) zugeschrieben!. Die Wiederherstellung einer
effektiven zelluldren Immunitat, die sich gegen Therapie-
resistente Tumorzellen richten lasst, ist daher von zentra-
ler Bedeutung fur den Erfolg von Krebsimmuntherapien.
Die Beobachtung, dass mit der Transfusion von alloge-
nen Stammzellen und Spenderlymphozyten haufig auch
ein protektiver Transplantat-gegen-Leukamie (Graft-ver-
sus-leukemia (GvL))-Effekt assoziiert ist, der zum Erfolg
einer allogenen Stammezelltransplantation erheblich bei-
tragt, hat die Krebsimmuntherapie und den Einsatz von
allogenen Spenderlymphozyten maBgeblich beeinflusst.
Dieser vorteilhafte Gvl-Effekt wird aber sehr haufig von

Summary

Genetic engineering with chimeric antigen receptors (CARs) can redirect T
cells for efficient tumor therapy. High rates of complete, albeit often transi-
ent remissions in patients with relapsed or refractory (r/r) acute B-cell leu-
kemia (B-ALL) and B-cell Non-Hodgkin lymphoma impressively demonstrate
the clinical benefit of anti-CD19-CAR-T-cell-therapies. Preconditioning with
lymphodepleting chemotherapy is essential for CAR-T-cell-therapy to be
efficacious. Severe adverse side effects, such as the cytokine release syn-
drome (CRS), require timely diagnosis but can be controlled by infusion of
Tocilizumab. In 2018 the genetically engineered CD19-CAR-T-cells (Kymriah/
Yescarta) were licensed as third line therapy for juvenile r/r B-ALL and certain
B-cell Non-Hodgkin lymphoma patients in the EU.

schadlichen  Transplantat-gegen-Wirt-Effekten  (engl.:
Graft-versus-Host-Disease (GvHD)) begleitet, bei dem
gesunde Zellen des Patienten durch T-Zellen eines alloge-
nen Spenders als fremd erkannt und attackiert werden?
und ist nur im Kontext einer allogenen Stammzelltrans-

plantation anwendbar.

Zur Vermeidung einer GvHD, die mit schwerwiegenden
Organschadigungen und Nebenwirkungen infolge wei-
terer notwendiger, immunsuppressiver MaBnahmen, wie
z. B. Virdmien, Lymphopenien usw. assoziiert ist, sind
daher Strategien entwickelt worden, mit denen sich mit-
tels Gentechnik patienteneigene, autologe T-Zellen spe-
zifisch auf Tumorantigene neu ausrichten (,retargeting)
und reaktivieren lassen. Zur Neuausrichtung der pati-
enteneigenen T-Zellen auf Tumorantigene werden soge-
nannte chimére Antigenrezeptoren (chimeric antigen
receptors, CARSs) genutzt, die sich von Antikdrpern ablei-
ten und Oberflachenantigene auf Tumorzellen spezifisch
erkennen.

CHIMARE ANTIGENREZEPTOREN

CARs bestehen typischerweise aus drei verschiede-
nen Modulen: i) der extrazelluldren Antigen-Bindungsdo-
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mane, die spezifisch das Zielantigen erkennen und Uber
eine Brlckendomane (Linker) mit i) einer transmembran-
aren Struktur verbunden ist, die den CAR in der Zellmem-
bran verankert, und iii) einer oder mehreren intrazellula-
ren Doméanen, die fur die Zellaktivierung verantwortlich
sind® (Abbildung 1A). Wahrend die Antigen-spezifische
Domane fast aller, einschlieBlich beider kommerziel-
ler, CD19-CARs aus einem von den Antigen-bindenden
Domanen eines Antikdrpers abgeleiteten variablen Einzel-
kettenantikdrperfragment (single chain variable fragment,
scFv) besteht, leitet sich die transmembrane Doméne in
der Regel von Molekdilen ab, die eine kostimulatorische
Rolle in der T-Zellfunktion spielen, wie z. B. dem CD4-
oder CD8-Korezeptor des T-Zell-Rezeptor Komplexes4.
Durch den CAR, der Uber einen retroviralen, lentiviralen
oder virusfreien Gentransfer in die T-Zelle eingebracht
wird, erhélt die T-Zelle eine Antikorper-vermittelte Spezi-
fitat, die nicht Histokompatibilitats-(HLA-)restringiert ist.
Die Expression eines solchen chiméaren Antigenrezeptor-
komplexes in Lymphozyten wurde bereits 1989 von Esh-
har et al. beschrieben®. Weiterfliihrende Arbeiten konnten
zeigen, dass die Expression eines aus der extrazellularen
und transmembranéren Domane von CD8 und der CD3(
bestehenden CARs eine Aktivierung von T-Zellen ermdg-
licht®. Seither wurde in zahlreichen préaklinischen Arbeiten
gegen eine Vielzahl potentieller Tumorantigene nachge-
wiesen, dass genetisch verdnderte CAR-exprimierende
T-Zellen in der Lage sind, Tumorzellen effektiv zu attackie-
ren und abzut&ten. Allerdings lieBen sich diese erfolgsver-
sprechenden Ergebnisse aus den praklinischen Modellen
mit CAR-T-Zellen der ersten Generation wegen mangeln-
der in vivo Persistenz und Proliferation nicht in der Klinik
verifizieren’. Um die Persistenz der transfundierten CAR-
T-Zellen im Patienten zu verbessern, wurde eine weitere
intrazellulare aktivierende Doméane — wie die aktivieren-
den Doménen von CD28 — dem CAR-Konstrukt hinzu-
gefligt8. CD28 gehort zu einer Familie kostimulatorischer
MolekUle, die typischerweise auf T-Zellen in einem rela-
tiv frihen Differenzierungsstadium exprimiert werden. Die
CD28 Liganden B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) werden
physiologisch auf Antigen-prasentierenden Zellen (APCs)
exprimiert, fehlen aber auf vielen Tumorzellen, was die
Effizienz der CARs der ersten Generation stark limitiert.
CARs der zweiten Generation umgehen diese Limitierung,
indem sie die Signaldom&nen von CD28 mit der Doméane
von CD3(C in einer Polypeptidkette desselben CARs ver-
knUpfen9-12 (Abbildung 1B). Diese Kombination von
CD28 mit CD3( in CARs der zweiten Generation bewirkt
in genetisch modifizierten T-Zellen eine vollstandige Zel-
laktivierung, eine vermehrte Freisetzung von IL-2 und eine

langere in vivo-Prasenz, sobald der CAR an ein passen-
des Antigen bindet. Neben CD28 kénnen auch kostimu-
latorische Doméanen der TNF-Rezeptor Familie, wie z. B.
4-1BB (CD137) oder OX40 (CD134) in denselben CAR-
koexprimiert werden. Sofern diese zusammen mit CD28
und CD3( in einem CAR kombiniert werden, spricht man
von CARs der dritten Generation (Abbildung 1C).

Die mdéglicherweise immer noch unzureichende Wirksam-
keit von CARs der zweiten und dritten Generation insbe-
sondere gegen solide Tumore versucht man weiter zu
verbessern, indem zuséatzliche Doméanen dem CAR-Kon-
strukt hinzugefligt werden, die Migration und Off-Tumor-
Toxizitat modulieren oder immunsuppressive Signale in
Zell-aktivierende umwandeln3 (Abbildungen 1D, E und
F). Erste in vitro und préaklinische Daten sind vielverspre-
chend. Auch erste klinische Prifungen laufen. So werden
z. B. Prostata-spezifische Membranantigen (PSMA)-spe-
zifische CAR-T-Zellen der vierten Generation bei Prosta-
takrebs Klinisch erprobt (NCT03089203). Das hier ver-
wendete CAR-Konstrukt ist mit einem mutierten domi-
nant negativen TGF-B Rezeptor ausgestattet, der es
so ,armierten“ CAR-T-Zellen ermoglichen soll, selbst im
immunsuppressiven TME zu persistieren, sich zu teilen
und zytotoxische antitumorale Funktionen auszuliben'3
(Abbildung 1F). Durch eine zusétzliche Expression von
Chemokin-Rezeptoren, wie z. B. CCR2, kann sich die anti-
tumorale Aktivitat von CAR-T-Zellen erhdhen, die oftmals
wahrend der ex vivo Expansion die Expression von ent-
sprechenden Chemokinrezeptoren verlieren (Abbildung
1E). So konnte in vitro gezeigt werden, dass genetisch
veranderte CCR2-exprimierende CAR-T-Zellen, die gegen
die Tumorantigene GD2 oder Mesothelin gerichtet waren,
die Tumorinfiltration und Anti-Tumoraktivitdt bei Neuro-
blastomen' bzw. pleuralen Mesothelioma verstarkt!d.
Auch die Modulation der Expression verschiedener Zyto-
kine, wie z. B. IL.-12, IL-15, IL-18 oder IL-21, von CAR-T-Zel-
len kann insgesamt die Anti-Tumor-Aktivitat des Immun-
systems modulieren und verstéarken (Abbildung 1D). In
einem praklinischen Mausmodel konnte nachgewiesen
werden, dass durch IL-18 produzierende CAR-T-Zellen die
Transkriptionsfaktoren T-Bet und FoxO1 induziert werden,
was wiederum die Tumorinfiltration von NKG2D+ natrli-
chen Killer (NK)-Zellen verstarkt und gleichzeitig zur Ver-
minderung von immunsupprimierenden regulatorischen
T-Zellen und Makrophagen beitragt'. Ob sich diese viel-
versprechenden Ansétze zur Weiterentwicklung von CAR-
T-Zellen mit gréBerer Persistenz und Wirksamkeit insbe-
sondere auch gegen solide Tumore anwenden lassen, ist
zurzeit noch nicht abzusehen.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung verschiedener CAR-Generationen.

CARs bestehen aus einer Antigen-bindenden extrazellularen Doméne, meist Antikérper-abgeleitet, die tiber eine Briickendomédne mit einer transmembrandren
Doméne verbunden ist, die den gesamten CAR stabil in der Zellmembran der T-Zelle verankert, und einer oder mehreren kostimulatorischen Signaldoménen,
die der Aktivierung und dem Uberleben der T-Zelle dienen. CARs der ersten Generation besitzen ausschlieBlich CD3( als Signaldoméne (A), wéhrend CARs
der zweiten und dritten Generation (iber ein bzw. zwei weitere Signaldoménen verfiigen, bei denen es sich in der Regel um aktivierende Signaldomanen von
CD28 hzw. 4-1BB handelt (B und C). CARs der vierten Generation sind mit zusatzlichen Genen ausgestattet, die z. B. fir die Expression von Zytokinen (D) oder
Chemo-/Zytokinrezeptoren (E/F) kodieren, und es so ,armierten” CAR-T-Zellen erméglichen, solide Tumore zu infiltrieren, und dort im immunsuppressiven TME
zu (iberleben und ihre immunmodulierende oder zytotoxischen antitumoralen Funktionen auszuiiben.

GENERIERUNG VON CAR-T-ZELLEN,
BRUCKENTHERAPIE UND
KONDITIONIERUNG

Klinische Dosen von CAR-T-Zellen kénnen durch Trans-
duktion primarer T-Zellen mit CAR-kodierenden retrovi-
ralen, lentiviralen Vektoren sowie mittels Elektroporation
erzeugt werden. Dabei werden hochreine Fraktionen pri-
marer T-Zellen als Ausgangsmaterial fur die genetische
Manipulation durch immunomagnetische Isolierung aus
Leukapheresaten des Patienten gewonnen. Nach CAR-
Gentransfer und Expansion in geeigneten Herstellungs-
zentren werden CAR-exprimierende, autologe T-Zellen in
der Regel kryokonserviert zu qualifizierten, stationédren
Behandlungszentren transportiert und nach Auftauen in
konditionierte Krebspatienten retransfundiert. Die The-

rapie sollte unter der Leitung und Aufsicht von medizini-
schem Fachpersonal begonnen und flr 28 Tage Uber-
wacht werden, das Erfahrung in der Behandlung von
hamatologischen Malignomen besitzt und fur die Anwen-
dung und das Management von CAR-T-Zell-Therapien
geschult ist. Sollten stationdre Uberwachung und Kilini-
sches Management zur Vermeidung schwerer Nebenwir-
kungen der CAR-T-Zell-Therapie nicht praktikabel sein, ist
eine Hospitalisierung anzustreben'”.

Der Prozess der Generierung von CAR-T-Zellen beginnt
mit der Gewinnung von Lymphozyten aus dem periphe-
ren Blut von Patienten mittels unstimulierter Leukap-
herese und wird gefolgt von Isolation und Aktivierung
von T-Zellen, CAR-Gentransfer, Qualitatskontrolle sowie
(meist) Kryokonservierung der generierten CAR-T-Zellen.
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Wahrend der Fertigstellung der CAR-T-Zellen wird ein wei-
teres Fortschreiten der Krebserkrankung mittels Chemo-
therapie sowie Immuntherapien im Rahmen einer soge-
nannten Brlickentherapie kontrolliert; die Breite mit CAR-
T-Zell-kompatibler Brlckentherapien ist erheblich. Eine
groBe Herausforderung hierbei ist, dass die Briickenthe-
rapien nicht den Erfolg der CAR-T-Zell-Therapie beein-
trachtigen, d. h. typische Nebenwirkungen von Chemo-
therapien wie Infektionen, Blutungen oder Organscha-
den maoglichst vermeiden soll. Auch die Folgen der sich
anschlieBenden CAR-T-Zell-Therapie und der Lympho-
depletion wie z. B. CRS, Enzephalopathie und Tumor-
lyse-Syndrom sollten berticksichtigt werden'”. Drei bis
finf Tage vor der Transfusion von CAR-T-Zellen wer-
den Krebspatienten mit lymphodepletierenden Medi-
kamenten wie z. B. Fludarabin, Cyclophosphamid oder
einer Ganzkorperbestrahlung konditioniert. Die Kondi-
tionierung ermdglicht das potenziell dauerhafte Uberle-
ben und die Vermehrung transfundierter CAR-T-Zellen im
Krebspatienten und ist eine essentielle Voraussetzung fur
den Erfolg einer CAR-T-Zell-Therapie. Die wesentlichen
Schritte der Erzeugung von CAR-T-Zellen und die Thera-
pie sind in Abbildung 2 dargestellt. FUr eine detaillierte
Zusammenfassung und Ubersicht (ber den aktuellen
Stand zum Management von Patienten unter CAR-T-Zell-
Therapie sei an dieser Stelle auf kirzlich publizierte Richt-
linien von Yakoub-Agha et al. verwiesen'”.

KLINISCHER NUTZEN VON CAR-T-ZELLEN

Erste Klinische Erfahrungen mit CAR-T-Zellen wurden mit
soliden Tumoren gemacht’819, allerdings konnten Uber-
zeugende klinische Erfolge bisher Uberwiegend bei Pati-
enten mit B-Zell-Leukdmien mit CD19-spezifischen CARs
Hohe
Raten von kompletten Remissionen in Patienten mit aku-
ter sowie chronischer r/r lymphatischer B-Zell-Leukamie
(B-ALL/B-CLL) wurden nach Transfer von anti-CD19-spe-
zifischen CAR-T-Zellen beobachtet2123, Der weitere Ein-
satz von CAR-T-Zellen fUr die Therapie von B-CLL wurde
allerdings durch die Entwicklung und Einfuhrung einer

der zweiten Generation erreicht werden20-22,

ganzen Reihe von wirksamen und weit weniger aufwendi-
gen Therapien mit Medikamenten wie Ibrutinib, Idelalisib,
Venetoclas (ABT-199), Duvelisib (IPI-145) sowie Obinutu-
zumab zunachst verdrangt24,

Eine grundlegende Erkenntnis aus diesen friihen CAR-T-
Zell-Studien war, dass der Konditionierung der Patienten
vor CAR-T-Zell-Transfusion ein wesentlicher Anteil flr den
Erfolg der Therapie zukommt. Eine Lymphodepletion mit
Cyclophosphamid vor T-Zell-Transfusion verbesserte die
Ansprechrate bei Patienten mit B-CLL20. Bei einer weite-
ren Studie konnte nachgewiesen werden, dass die Kom-
bination aus Cyclophosphamid und Fludarabin zur Lym-
phodepletion der alleinigen Cyclophosphamid-Gabe bei
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Abbildung 2: Herstellung und Therapie mit CAR-T-Zellen
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Patienten mit B-ALL Uberlegen ist2°. Insbesondere die
Unterdrickung einer endogenen Immunantwort gegen
CAR-T-Zellen durch eine Konditionierung mit Fludarabin
scheint wesentlich die AbstoBung der transfundierten
T-Zellen zu verhindern25,

Den bislang Uberzeugendsten klinischen Erfolg von CAR-
T-Zellen konnte bei Patienten mit r/r B-ALL erzielt werden.
Es wurde von kompletten, wenngleich mehrheitlich transi-
enten Remissionsraten von 67-93 % berichtet26-30, Nach
Transfusion und Antigenkontakt expandierten die CAR-
T-Zellen in vivo, wobei die maximale Anzahl im periphe-
ren Blut zirkulierender CAR-T-Zellen ein bis zwei Wochen
nach Transfusion erreicht wurde. Gleichzeitig wurde
eine kurzzeitige massive Zytokinfreisetzung sowie eine
Abnahme der Blasten beobachtet. Nach einer Expansi-
onsphase und Eliminierung der Blasten fiel die Anzahl von
CAR-T-Zellen deutlich28. Die Starke der T-Zell-Expansion
korrelierte in allen Studien mit der klinischen Effektivitat2s,
Non-responder zeigten die niedrigste Anzahl an CAR-T-
Zellen im peripheren Blut. In den Féllen, in denen nach
Erreichen einer kompletten Remission (complete remis-
sion, (CR)) Rezidive nachgewiesen werden konnte, war

dies entweder mit dem Verlust der CD19-Expression, des

entsprechenden targetierten CD19-Epitops auf den Leu-
kamiezellen oder, etwas haufiger, dem Verlust der trans-
ferierten CAR-T-Zellen assoziiert26. Die Wirksamkeit der
Transfusion von CD19-CAR-T-Zellen konnte nicht nur fir
die B-ALL sondern auch flr weitere B-Zell-Neoplasien
nachgewiesen werden, allerdings jedoch mit einer deut-
lich geringeren Rate an CR. In einer B-Zell Non-Hodgkin-
Lymphom (B-NHL) Studie, konnte ein Gesamtanspre-
chen bei 15 von insgesamt 22 Patienten (68 %), davon 7/7
follikuléare Lymphome (FL) (100 %), 7/13 diffus groBzellige
B-Zell-Lymphome (diffuse large B cell ymphoma, DLBCL)
(54 %) und 1/2 (50 %) Mantelzellymphome gezeigt wer-
den3'. Weitere Uberzeugende Ansprechraten wurden in
einer Studie erzielt, in der neun DLBCL-Patienten, zwei
Patienten mit indolenten Lymphomen und vier mit CLL
jeweils 4/7 DLBCL, 1/2 indolente Lymphome und 3/4 CLL
CR erreichten. Die Rate an partiellen Remissionen (PR) lag
bei 2/7 DLBCL, 1/2 (indolente Lymphome) und 1/4 CLL32,
Im Rahmen einer weiteren Studie mit 28 B-NHL Patienten
wurde wiederholt die groBe Bedeutung von Fludarabin im
Kontext des Konditionierungsregimes fur die CAR-T-Zell-
Therapie gezeigt. Zwolf Patienten erhielten ausschlieB3-
lich Cyclophosphamid als Konditionierung, 16 Patienten
erhielten zusétzlich Fludarabin. In der Cyclophosphamid-

STUDIE ZUMA-1 JULIET TRANSCEND
(Axicabtagene Ciloleucel) (Tisagenlecleucel) (Lisocabtagene Maraleucel)

Hersteller Kite/Gilead Novartis Juno/Celgene

Patienten Adulte Patienten mit r/r DLBCL- Patienten <25 Jahren mit r/r ALL; Adulte Patienten mit r/r B-Zell NHL,
und PMBCL Adulte Patienten mit r/r DLBCL. DLBCL, MCL, PMBCL u.a.

Anzahl 101 11 114

Wirksamkeit (Locke et al., 2019) Referenz 34 (Schuster et al., 2018) Referenz 36 (Abramson et al., 2018) Referenz 37

Best ORR (CR) 82 % (54 %) 52 % (40 %) 80 % (59 %)

Nach 6 Monaten 41 % (36 %) 33 % (29 %) 47 % (41 %)

12-mon. PFS 44 % 66 % NB

18-mon. PFS 40 % 64 % NB

12-mon 0S 59 % 49 % 63 %

18-mon 0S 53 % 43 % NB

24-mon 0S 51 % NB NB

Tabelle 1: Ubersicht Multizentrische klinische Studien mit autologen anti-CD19-CAR-T-Zell-Therapien von B-Zell-Lymphomen

Progressionsfreies Uberleben (PFS), Gesamtiiberleben (overall survival (OS)), nicht berichtet (NB), Gesamtansprechrate (objective response rate (ORR)), voll-
standige Remission (complete remission (CR)), diffus-groBzelliges B-Zell-Lymphom (DLBCL), priméres mediastinales B-Zell-Lymphom (PMBCL), Non-Hodgkin-
Lymphom (NHL), Mantelzell-Lymphom (MCL)
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Gruppe wurde eine Ansprechrate von 50 % erreicht33. In
der Gruppe mit kombinierter Cyclophosphamid- und Flu-
darabin-Gabe verbesserte sich das Gesamtansprechen
auf 67 %. Eine Studie mit CARs der zweiten Generation
an 14 Patienten mit CLL ergab vier (29 %) CR und vier
(29 %) PR34,

Diese vielversprechenden Ergebnisse kleinerer Studien
sind von zulassungsrelevanten, multizentrischen klini-
schen Phase I/l Studien mit jeweils mehr als 100 teilneh-
menden Patienten bestatigt worden (Tabelle 1). In der
multizentrischen ZUMA-1 Studie wurden insgesamt 111
Patienten aufgenommen, von denen circa 70 % einen
refraktaren Verlauf ihrer Lymphome nach mindestens drei
Therapielinien zeigten. Nach Therapie mit CD19-CD28-
CD3LCARs von 101 Patienten wurde eine Gesamtan-
sprechrate von 83 % und eine CR von 54 % gefundens35.
Nach zwdlf Monaten wurde eine Gesamtliberlebensrate
von 59 % und nach 24 Monaten eine von 51 % festgestellt,
was im Vergleich zur historischen SCHOLAR-1 Studie vor
Verfligbarkeit von CAR-T-Zellen, bei der eine Gesamt-
Uberlebensrate von 20 % bei Patienten nach 24 Mona-
ten berichtet wurde36, eine signifikante Verbesserung der
Therapie von Patienten mit r/r mit B-Zell-Lymphomen dar-
stellt3”. In einer zweiten multizentrischen Phase Il Studie
(JULIET), bei der CD19-CAR-T-Zellen zur Therapie von
B-Zell-Lymphomen hergestellt aus kryokonservierten
Leukapheresen zum Einsatz kamen, wurde ein CD19-4-
1BB-CD3¢-CAR verwendet. Die Gesamtansprechrate von
den insgesamt 99 auswertbaren Patienten betrug 54 %,
wobei 40 % der Patienten eine CR aufwiesen. Nach zwolf
bzw. 18 Monaten wurde eine Gesamtlberlebensrate von
49 % bzw. 43 % festgestellt. Es wurde zudem eine zur
ZUMA-1-Studie vergleichbare Konversion von 15/28 Pati-
enten mit PR zu einer CR berichtet38. In einer weiteren

Tisagenlecleucel (Kymriah)

multizentrischen Studie (TRANSCEND), bei der wie bei
der JULIET-Studie ein CD19-4-1BB-CD3C-CAR der zwei-
ten Generation zur Verwendung kommt, werden zur The-
rapie der r/r B-Zell-Lymphome CD19-CAR-T-Zellen mit
einem definierten Verhaltnis von CD4+ und CD8+ T-Zel-
len hergestellt. Bisher konnten bei auswertbaren Pati-
enten eine Gesamtuberlebensrate von 63 % nach zwolf
Monaten festgestellt werdens9. Nach Einschluss von 342
Patienten in die TRANSCEND-Studie, von denen 268
Patienten CAR-T-Zellen erhielten (78 %), wurde von einer
Gesamtansprechrate von 73 % und CR von 53 % berich-
tet40. Daten zur Gesamtlberlebensrate nach 24 Mona-
ten sind bisher nicht verdffentlicht worden. Die ZUMA-
1- und JULIET-Praparate sind seit 2018 in Europa unter
den Namen Tisagenlecleucel (Kymriah) und Axicabtagen
Ciloleucel (Yescarta) (Tabelle 2) flir die Behandlung von
Patienten mit juveniler B-ALL, DLBCL oder einem priméar
mediastinalen B-Zell-Lymphom (PMBCL) nach zwei oder
mehr Linien einer systemischen Therapie zugelassen;
die Zulassung des TRANSCEND-Praparates als drittes
CD19-targetierendes CAR-T-Zell-Praparat wird fur 2020
erwartet.

Diese Studien zeigen eindrucksvoll, dass fur Patienten
mit therapie-refraktaren B-Zell-Neoplasien in autologen
CD19-CAR-T-Zellen eine hocheffektive neue Therapie-
option zur Verfigung steht. Bezlglich der vergleichenden
Wertigkeit der Praparate in bestimmten klinischen Sze-
narien wird von den anwendenden Klinikern Uber Regis-
terstudien Aufklarung erwartet. Offenbar bewerten Kos-
tentrager die Praparate als austauschbar und klinische
Anwendbarkeit wird derzeit noch wesentlich von der zeit-
nahen VerfUgbarkeit eines Herstellungsslots abhéngig
gemacht.

Axicabtagene Ciloleucel (Yescarta)

Novartis Gilead

CAR-Konstrukt CD19-4-1BB-CD3¢ CD19-CD28-CD3¢

Indikationen Kinder oder Erwachsene < 25 Jahren mit r/r Adulte Patienten mit r/r DLBCL oder PMBCL
ALL, adulte Patienten mit r/r DLBCL nach zwei nach zwei oder mehr Linien einer systemischen
oder mehr Linien einer systemischen Therapie. Therapie.

Vektorsystem Lentiviral Retroviral

Kosten* 320.000 € 327.000 €

* Deutsche Apotheker Zeitung (Médrz 2019)

Tabelle 2: Kymriah und Yescarta




CAR-T-ZELLTHERAPIE ASSOZIIERTE
SCHWERWIEGENDE NEBENWIRKUNGEN

Der adoptive CD19-CAR-T-Zelltransfer wird haufig mit
erheblichen Nebenwirkungen wie einem Tumorlyse-Syn-
drom, zentralnervésen Nebenwirkungen sowie Infektio-
nen begleitet?6. Die klinisch bedeutendste Komplikation
nach Infusion von CAR-T-Zellen ist jedoch das Zytokin-
Freisetzungssyndrom (cytokine release syndrome (CRS)),
wie es auch nach Infusion medizinaler Anti-Tumor-Anti-
korper auftreten kann4!. CRS ist eine systemische Ent-
zUndungsreaktion, die durch UberschieBende Zytokinfrei-
setzung hervorgerufen wird42. Wahrend das CRS nach
Transfusion monoklonaler Antikdrper meist Minuten bis
wenigen Stunden nach Infusion auftritt, zeigen sich nach
adoptiven T-Zell-Transfers Symptome begleitet von einem
deutlichen Anstieg proinflammatorischen Zytokinen, ins-
besondere IL-6 und IFN-y, typischerweise erst nach eini-
gen Tagen in denen die CAR-T-Zellen massiv proliferieren
und nach Kontakt mit ihrem Zielantigen aktiviert werden.
Eine hohe Tumorlast sowie hohe Dosen transfundierter
CAR-T-Zellen sind Risikofaktoren flr das Auftreten eines
CRS26.43, Die systemische Freisetzung proinflammatori-
scher Zytokine wie z. B. IL-1, IL-2, IL-6, IL-10, IFN-y durch
Aktivierung der CAR-T-Zellen kann auch weitere schéadli-
che Aktivierungen des Immunsystems der Patienten aus-
|6sen. Klinische Symptome des CRS sind Fieber, Hypo-
xie und Hypotension. Von CAR-T-Zellen freigesetztes IL.-6
wird hierbei als Hauptverursacher fur diese Reaktion ver-
antwortlich gemacht22.23.29, Tatsachlich wurden schwer-
wiegende, lebensbedrohliche CRS in Patienten mit B-ALL
beobachtet, wobei sich klinische Ahnlichkeit mit einem
Makrophagenaktivierungssyndrom bzw. einer hdmopha-
gozytischen Lymphohistiozytose zeigten. Patienten mit
diesen Komplikationen hatten besonders hohe IL-6 Plas-
maspiegel26. Hohe C-reaktive Protein (CRP)-Plasmaspie-
gel korrelieren ebenfalls mit dem Schweregrad der CRS
und kénnen daher als Marker fUr Therapie und unterstit-
zende therapeutische MaBnahmen genutzt werden43. In
zwei praklinischen Studien konnte darUber hinaus gezeigt
werden, dass ein Anstieg von IL-1 dem von IL-6 voraus-
geht und durch eine IL-1-Blockade mdglicherweise ein
CRS und eine Neurotoxizitat vermieden werden kénnen44.
45, Wichtigster Faktor fiir die erfolgreiche Behandlung des
CRS ist eine fruhzeitige Diagnose und genaue Klassifizie-
rung des Schweregrades der Erkrankung. Die Klassifizie-
rung des Schweregerades des CRS erfolgt entsprechend
des ,Common Terminology for Adverse Events (CTCAE)"
des National Cancer Institute. Da diese fUr die Klassifi-
zierung von unerwulnschten Arzneimittelwirkungen nach
Antikorperinfusion entwickelt wurden, wurde flir das CRS
nach T-Zell-Therapie eine modifizierte Version der CTCAE-

Klassifizierung vorgeschlagen46.

e Grad 1 beschreibt milde Symptomatik mit Fieber, Ubel-
keit, MUdigkeit, Kopfschmerzen und Myalgien bei kar-
diopulmonal stabilen Patienten;

e Grad 2 besteht bei zusatzlichem Auftreten von Hypo-
tension oder Hypoxamie, die auf Sauerstoffgaben und
Volumensubstitution bzw. niedrig dosierte Katecho-
lamingaben ansprechen:

e hoher Katecholaminbedarf oder Grad 3 Endorgan-
schaden bzw. Grad 4 Transaminasenanstieg werden
als Grad 3 klassifiziert,

¢ die Notwendigkeit einer invasiven Beatmung oder Grad
4 Endorganschaden — mit der Ausnahme eines Grad 4
Transaminasenanstiegs — als Grad 4.

Bei Auftreten eines CRS > Grad 2 wird die Einleitung
einer immunsuppressiven Therapie empfohlen746, Da
IL-6 eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie des CRS
nach CAR-T-Zell-Infusion spielt, fihrt die therapeutische
Blockade des IL-6-Signalwegs mit dem IL-6-Rezepor-blo-
ckierenden Antikorper Tocilizumab oder einem neutrali-
sierenden anti-IL.-6 Antikorper (Siltuximab) in der Regel zur
raschen Kontrolle der CRS-Symptomatik, ohne immun-
supprimierende negative Effekte auf die gesamte zellu-
lare Immunitéat — insbesondere der antitumoralen Immu-
nitdt der CAR-T-Zellen — was beim Einsatz von Glucocor-
ticoiden temporér zu beobachten ist43. Daher wird der
Einsatz von Glucocorticoiden aktuell nur bei Versagen
von Tocilizumab fur initial schweren Verlaufsformen eines
CRS oder bei Neurotoxizitat empfohlen46:47, Diese Emp-
fehlungen unterliegen derzeit haufig Modifikationen ent-
sprechend neuer Erfahrungen in der Anwendung. Nach
Transfer von CAR-T-Zellen wurden auch Vigilanzminde-
rung, Verwirrtheit, Aphasie, Myoklonien und weitere zen-
tralnervdse Symptome beschrieben, die nicht eindeutig
einem CRS zu zuordnen sind. Diese sind meist spontan
reversibel32. Die Genese dieser zum Teil schwerwiegen-
den Neurotoxizitat ist noch nicht bekannt; der Umstand,
dass sie vorwiegend bei CD19-CAR-T-Zell-Therapie, sel-
tener bei anderen molekularen Targets, zu beobachten
ist, lasst On-target-off-organ Toxizitat etwa infolge einer
CD19 Expression auf zentralnervdsen Strukturen vermu-
ten, die allerdings mit konventionellen Techniken nicht
nachzuweisen ist. Die Expression von CD19 auf norma-
len B-Zellen flhrt bei Patienten, die auf die CAR-T-Zell-
Therapie ansprechen, zu einer begleitenden B-Zell-Apla-
sie, so lange die CAR-T-Zellen persistieren. Diese kann
sich Uber mehrere Jahre erstrecken [26]. Bei persistieren-
der B-Zell-Aplasie kann eine Substitution mit Immunglo-
bulinen sinnvoll sein. Die Therapie mit CD19-spezifischen
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CAR-T-Zellen kann mit schweren, teilweise lebensbe-
drohlichen, Komplikationen einhergehen, deren adaquate
Diagnostik und Therapie Personal mit Erfahrung in der
Applikation von T-Zelltherapien erfordert; eine Akkreditie-
rung von CAR-T-Therapiezentren fUr die Anwendung von
Immuneffektorzellen wird dementsprechend durch JACIE
empfohlen. Nach Transfusion von CAR-T-Zellen kon-
nen schwere Nebenwirkungen beobachtet werden, die
zum Teil auf die Zieldoméne der CAR-T-Zellen zurlickge-
flhrt werden. Diese unter dem Begriff der ,On-target-off-
organ“-Aktivierung von CAR-T-Zellen zusammengefass-
ten Nebenwirkungen ergeben sich insbesondere dann,
wenn das Zielantigen der CAR-T-Zellen nicht ausschlieB-
lich auf Tumorzellen exprimiert wird. Dies bezeichnet die
oben beschriebene B-Zell-Aplasie nach CD19-CAR-T-
Therapie, wird zum Beispiel bei CARs gegen Her2/neu
(ErbB2)-Antigen beobachtet, welches auf einigen soliden
Tumoren (Kolon-, Mammakarzinom u.a.) Uberexprimiert
wird, aber ubiquitar in geringen Dichten auch auf gesun-
dem Gewebe, wie Myokard, Lungenepithel und Leber-
gewebe. Ein Todesfall nach Anti-Her2/neu spezifischer
CAR-T-Zelltherapie ist auf derartige ,On-target-off-organ*“
Nebenwirkungen bei einem Patienten mit Kolonkarzinom
zurlickzufUhren, der unter einer Therapie mit Anti-Her2-
CAR-T-Zellen ein todlich verlaufendes akutes Lungensyn-
drom erlitt48. Die Lymphodepletion vor CAR-T-Zell-Thera-
pie gilt ebenfalls als begtnstigender Faktor fur Infektio-
nen. Ein Fall mit letalem Verlauf nach CAR-T-Zell-Therapie
wird darauf zurlckgefuhrt, dass es im Rahmen der Lym-
phodepletion als Begleittherapie der CAR-T-Zell-Thera-
pie in einem Patienten mit CD19+ CLL zu einer Ausbrei-
tung einer mutmaBlich latent vorbestehenden bakteriellen
Infektion kam, in deren Folge der Patient an einer Sepsis
verstarb49,

AUSBLICK

Das groB3e therapeutische Potential von CAR-T-Zell-The-
rapien hat sich bisher insbesondere bei Patienten mit
bestimmten r/r B-Zell-Lymphomen gezeigt. Die fast regel-
haft zu beobachtenden schweren Nebenwirkungen sind
durch engmaschige Uberwachung und verschiedene
Therapien mittlerweile in der Regel gut zu beherrschen.
Mogliche langfristige Folgeschaden durch CAR-T-Zell-
Therapien sind allerdings weitgehend ungeklart. Von der
europaischen Zulassungsbehorde werden auf Basis von
Risikoabschétzungen als potentielle langfristige Kompli-
kationen der derzeit zugelassenen CAR-T-Zell-Praparate
eine fUr die Dauer der Persistenz der CD19-CAR-T-Zellen
anhaltende Immunschwache (B-Zell-Aplasie), Sekundéar-
tumore und Autoimmunerkrankungen aufgefuhrt; derzeit

liegen keine Langzeitdaten vor, die diese Risiken bestati-
gen oder ausschlieBen kdnnten. Zurzeit kann auch noch
nicht abschlieBend beurteilt werden, ob CAR-T-Zell-The-
rapien alleine geeignet sind, eine dauerhafte Heilung von
Krebspatienten ohne allogene hédmatopoetische Stamm-
zelltransplantationen herbeizuftihren. Um die den Zulas-
sungsinhabern auferlegte Langzeitnachverfolgung der
Patienten fur mindestens 15 Jahre zu gewahrleisten, wird
bei der Européischen Gesellschaft fur Blut und Knochen-
marktransplantation (European Society for Blood and
Marrow Transplantation, (EBMT)) ein Register eingerichtet,
in das die CAR-T-Zell-Anwender klinische Daten einzutra-
gen angehalten sind. Aus den bisherigen klinischen Erfah-
rungen mit CD19-CAR-T-Zellprodukten kann man ablei-
ten, dass zur Erzielung therapeutischer Effekte:

i) eine chemotherapeutische Lymphodepletion flr eine
in vivo Persistenz und Expansion der CAR-T-Zellen als
Vorbehandlung der Patienten erforderlich ist,

i) das therapeutische Ansprechen bei Uberschreiten
nicht streng mit der initial transfundierten Anzahl der
CAR-T-Zellen korreliert,

iii) die in vivo Persistenz und Expansion der CAR-T-Zellen
fUr ein nachhaltiges therapeutisches Ansprechen bei
B-ALL notwendig ist und

iv) ein CRS ausgel6dst durch massive Aktivierung der CAR-
T-Zellen bei Patienten mit dramatischem Ansprechen auf
die CAR-T-Zelltherapie die bedeutendste Komplikation
darstellt, sich jedoch mit der therapeutischen Blockade
des IL-6-Signalwegs mit dem IL-6-Rezepor-Antikdrper
Tocilizumab gut beherrschen lasst.

Eine Vielzahl weiterer klinischer Studien unter Ver-
wendung von CARs u. a. gerichtet gegen die Antigene
CD20 und CD22 fur die Therapie von B-Zell-Lympho-
men, CD30, sowie CD33 flir die Behandlung von aku-
ten myeloiden Leukamien (AML) und BCMA flir die The-
rapie von Multiplen Myelomen, sind derzeit in Vorberei-
tung oder rekrutieren bereits. Insbesondere im Hinblick
auf den therapeutischen Nutzen von CAR-T-Zell-Thera-
pien bei soliden Tumoren bleibt abzuwarten, ob sich pati-
entenrelevante klinische Ansprechraten mit CARs (ggf.
der vierten Generation) erzielen lassen. Trotz des gro-
Ben Erfolgs und der damit verbundenen hohen Erwar-
tungen unterliegt die CAR-T-Zell-Therapie verschiedenen
Einschréankungen. Die Kosten fir eine CD19-CAR-T-Zell-
Dosis (Kymriah/ Yescarta) belaufen sich zurzeit in Europa
auf circa 320.000,- €. Kosten fur Krankenhausaufenthalt
sowie weiterer therapeutischer MaBnahmen sind hierbei
noch nicht bertcksichtigt. Bei der JULIET-Studie wurden
fUr die bendtigte Herstellungsdauer klinischer Dosen von




durchschnittlich sieben bis acht Wochen bzw. von drei
bis vier Wochen bei der ZUMA-1-Studie berichtet. Wah-
rend dieser Zeit schieden circa 30 % der ursprunglich ein-
geschlossenen Patienten aus der JULIET-Studie wegen
Progression der Erkrankung oder Tod®0 aus. Aktuell
wird von klrzeren Produktionszeiten flir CAR-T-Zellen
von zwei bis drei Wochen ausgegangen®'.52, wodurch

QUELLEN UND KONTAKTE:

schiedener Bites kdnnen mehrere Tumorantigene adres-
siert werden, wodurch auf ein ,Tumorescape” durch Ver-
lust der Expression einzelner Tumorantigene wesentlich
schneller reagiert werden kann. Allerdings betragt die
Halbwertszeit von Bites in Patienten nur wenige Stun-
den, so dass taglich mehrere Infusionen erforderlich sind.
Im Gegensatz zur CAR-T-Zell-Therapie generiert die The-

Nahere Informationen zu CD19-CAR-T-Zell-Therapien kdnnen beim Krebsinformationsdienst
des Deutschen Krebsforschungszentrums (DKFZ) eingeholt werden:
(krebsinformationsdienst.med) oder kid.med@dkfz.de.

Nahere Informationen der Européaischen-Kommission zu Tisagenlecleucel finden Sie unter:
http://ec.europa.eu/health/documents/community-register/htmi/h1297.htm

und zu Axicabtagen Ciloleucel unter:
http://ec.europa.eu/health/documents/community-register/htmi/h1299.htm

ein hdherer Anteil von Patienten behandelt werden kann.
Allerdings verzdgern aufwendige Qualitédtskontrollen der
CAR-T-Zell-Produkte den therapeutischen Einsatz um
mindestens eine bis zwei weitere Wochen. Die Qualitat
der klinischen Dosen kann wegen stark schwankender
Zusammensetzung, Anzahl und Funktionalitdt von T-Zel-
len sowie Effizienz des CAR-Gentransfers erheblich vari-
ieren3, Die aufwendige Herstellung von wirksamen Kili-
nischen Dosen kann fehlschlagen. Dies war flr sieben
Prozent der Patienten der Grund fur das Ausscheiden
aus der JULIET-Studie®0 und flr zwei Prozent aus der
TRANSCEND-Studie40,

Auch die Konkurrenzsituation ist zu betrachten. Klinische
Studien mit sogenannten ,bispezifischen T-Zell-Engagern®
(bispecific T-cell engagers, kurz: Bites), mit deren Hilfe
ebenfalls autologe T-Zellen des Patienten gegen Tumor-
zellen neu ausgerichtet werden, belegen deren klinischen
Nutzen. Bites sind eine relative glinstige und jederzeit ver-
fligbare Alternative oder Erganzung zur Therapie mit CAR-
T-Zellen. Bei der Anwendung von Bites entfallt die kom-
plexe und zeitaufwendige Gewinnung und genetische
Modifikation von autologen T-Zellen. Bites bestehen aus
miteinander verbundenen variablen Einzelkettenfragmen-
ten von Antikdrpern, die spezifisch gegen anti-CD3 und
ein entsprechendes Tumorantigen gerichtet sind. Nach
Infusion vermitteln Bites einen direkten Kontakt zwischen
Tumorzelle und CD3-exprimierender T-Zelle, wodurch die
Lyse der Tumorzelle initiilert wird. Durch Infusionen ver-

rapie mit Bites kein dauerhaftes, antitumorales T-Zell-
Gedachtnis, ist daflr aber zur schnellen Reduktion der
Tumorlast geeignet. Allerdings ist — wie schon erwahnt —
bei mehrfach vorbehandelten Tumorpatienten die Anzahl
und Funktionalitat autologer T-Zellen stark beeintrachtigt,
was die Wirksamkeit von Bites stark einschranken kann.

Das Risiko eines Tumorescapes bedingt durch den Ver-
lust des Zielantigens bzw. Epitops, die eine Ursache fur
die limitierte Wirksamkeit von CD19-CAR-T-Zell-Thera-
pien darstellt54.55, kann zumindest konzeptionell durch
die gleichzeitige Verwendung mehrerer CARs, die gegen
weitere B-Zell-Oberflachenantigene wie CD20 oder CD22
gerichtet sind, begegnet werden6. Die Herstellung und
die Therapie mit multiplen CAR-exprimierenden T-Zellen
erhoht die Komplexitat der CAR-T-Zell-Therapie jedoch
erheblich. Des Weiteren werden zur Steigerung der Per-
sistenz und Funktionalitat von CAR-T-Zellen wahrend der
Zellkultur
in Kklinischen Studien eingesetzt>’. Allogene Donorlym-

Phosphoinositid-3-Kinase-Inhibitoren  jungst
phozyten, aber auch embryonale oder induzierte plu-
ripotente Stammzellen, bieten potenziell eine Alterna-
tive zur Verwendung autologer T-Zellen, deren reduzierte
Funktionalitdt und Zahl nach mehreren immunsuppres-
siven Tumortherapien die Herstellung wirksamer Dosen
von CAR-T-Zellen erheblich erschweren kann. Jedoch ist
die Verwendung von allogenen CAR-T-Zellen aufgrund
(GvHD
etc.), fehlender Klinischer Erprobung oder Zulassung flir

potenziell schwerwiegender Nebenwirkungen
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die meisten Krebspatienten derzeit noch keine therapeu-
tische Option. Zielgerichteter Austausch oder Herunterre-
gulierung von T-Zell-Rezeptor-Genen oder MHC kdénnte
zuklnftig den therapeutischen Einsatz von allogenen
T-Zellen ermoglichen®8. Ebenfalls ,Off-the-Shelf* erzeugte
therapeutische Dosen priméarer allogener CAR-exprimie-
render NK-Zellen oder NK92-Zellen, deren Funktionali-
tat nicht durch mehrfache Tumortherapien beeintrachtigt
ist, kdnnten in Zukunft fUr rasche Behandlungen von Pati-
enten mit sehr kritischem Verlauf genutzt werden, sofern
eine Persistenz der Zellen fur die Krankheitskontrolle nicht
hochste Prioritat besitzt59.
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