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Einleitung

Krebserkrankungen waren 2017 mit tiber
200.000 Toten die zweithdufigste Todes-
ursache in Deutschland [1]. Deshalb wer-
den dringend neue oder effektivere Wege
zur Behandlung von Krebserkrankungen
benétigt. In den letzten Jahren gab es im
Feld der Immunonkologie bemerkens-
werte wissenschaftliche Fortschritte:

Im Gegensatz zu klassischen Krebs-
therapien wie Chemotherapie oder Be-
strahlung macht man sich hier das kor-
pereigene Immunsystem zunutze. Dieses
erkennt von Natur aus atypische moleku-
lare Signaturen auf Zellen und ist in der
Lage, diese zu zerstoren. Das gilt insbe-
sondere fiir Infektionen, aberauch bei Tu-
morerkrankungen kann das Immunsys-
tem manchmal das unkontrollierte Zell-
wachstum verhindern. Oftmals fehlt es
hierallerdingsan passenden molekularen
Erkennungsstrukturen. Bei der Immun-
therapie werden Immunantworten ge-
gen Krebszellen durch gezielte Stimulati-
on des patienteneigenen Immunsystems
hervorgerufen. Dieskann etwa durch An-
tikorper, die bestimmte Oberflidchenpro-
teine auf Krebszellen erkennen (wie der
Anti-CD20-Antikorper Rituximab [2]),
oder durch Maskieren von immunmo-
dulatorischen Strukturen (engl. Check-
point Inhibitors) auf Immun- und/oder
Krebszellen, wie z.B. PD-1 oder CTLA-4
[3], geschehen. Viel Aufmerksamkeit er-
hielt in den letzten 2 Jahren die Immun-
therapie mit chiméiren Antigenrezepto-
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ren (engl. Chimeric Antigen Receptors,
CARs).

Sokonnten bemerkenswerte klinische
Erfolge bei der Behandlung von Patien-
ten mit hamatologischen Krebserkran-
kungen durch die Gabe von CAR-T-Zel-
len erzielt werden. Die CARs sind da-
bei gegen das B-zellspezifische Antigen
Cluster of Differentiation 19 (CD19) ge-
richtet. Dies fithrte 2018 zur Zulassung
von zwei CAR-T-Zellprodukten in Euro-
pa, ndmlich Kymriah (Tisagenlecleucel,
Novartis) und Yescarta (Axicabtagene ci-
loleucel, Kite). Die positiven klinischen
Befunde wurden jedoch von Berichten
tiber schwere Nebenwirkungen begleitet.
So gab es Fille von Zytokinfreisetzungs-
syndrom (engl. Cytokine Release Syn-
drome, CRS) und Neurotoxizitit, einige
Patienten verstarben [4].

Inzwischen haben Studien mit spezia-
lisierten Mausmodellen wertvolle Hin-
weise zum Zustandekommen von CRS
und Neurotoxizitit geliefert [5-8]. In die-
sem Ubersichtsartikel besprechen wir die
verwendeten Ansitze und ihre Implika-
tionen fiir die CAR-Therapie. Des Weite-
ren zeigen wir mogliche Wege auf, die lo-
gistischen und wirtschaftlichen Hiirden
beim Einsatz von CAR-Therapien zu um-
gehen, z.B. durch eine Automatisierung
der Herstellung von CAR-Zellen.

Was sind CAR-Zellen? Wie
werden sie erzeugt?

CARs sind aus mehreren Dominen
verschiedener Immunrezeptoren zu-
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sammengesetzt, die einen synthetischen,
chiméren Rezeptor bilden (@ Abb. 1a).
Ein Transmembranprotein mit einem
einzigen Membrandurchgang présen-
tiert an N-terminaler Position die Anti-
genbindedomine. Im Fall der zugelasse-
nen CAR-Zellprodukte handelt es sich
dabei um ein Antikorpereinzelketten-
fragment (engl. Single Chain Variable
Fragment, scFv), ein aus den variablen
Teilen der schweren und leichten Kette
eines Immunglobulins bestehendes Fusi-
onsprotein, das die Antigenspezifitit des
CAR bestimmt. CARs konnen auch mit
anderen Arten von Bindedoménen kon-
strujert werden, zum Beispiel solchen auf
Basis von Nanobodies, Fab-Fragmenten
oder Designed Ankyrin Repeat Prote-
ins (DARPins; [9-11]). In C-terminaler
Richtung folgen auf die Antigenbindedo-
méne dann eine Scharnierregion (engl.
Hinge) und die Transmembrandomane.
Obwohl die genauen Signaltransdukti-
onsmechanismen von CARs noch nicht
ausreichend verstanden sind, gibt es
Hinweise auf die Wichtigkeit der Wahl
von Scharnier- und Transmembrando-
mane fiir eine optimale Signaltransduk-
tion [10, 12]. Auf intrazellulirer Seite
befinden sich Signaldominen, die bei
Bindung des Antigens das Signal weiter-
leiten. CARs der sog. zweiten Generation
enthalten dabei die Signaldoméne des
CD3-Komplexes (CD3{) sowie eine ein
kostimulatorisches Signal auslosende
Domine, z.B. von CD28 oder 4-1BB
(CD137). Komplexere CARs konnen
zusitzliche Signaldomédnen (,,dritte Ge-
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Abb. 1 A a Architektur eines chimdren Antigenrezeptors (CAR). Die Antigenbindedoméne, hier ein Einzelkettenantikdrper-
fragment, bindet Epitope nativer Strukturen auf der Oberflache der Zielzelle. Bei Antigenbindung |6sen die intrazelluldren
(ko)stimulatorischen Domé@nen ein Aktivierungssignalin der CAR-Immunzelle aus, welches zur Zerstdrung der Zielzellenfiihrt.
b Herstellung eines autologen CAR-Zellprodukts. Aus einer Patientenblutspende werden T-oder NK-Zellenisoliert und ex vivo
kultiviert. Durch Transduktion mit z. B. lentiviralen Vektoren wird ein fiir den CAR codierendes Gen ins Erbmaterial der Zellen
integriert. So generierte CAR-Zellen werden dann weiter vermehrt, bevor sie, folgend auf eine lymphodepletierende Vorbe-
handlung, in den Patienten reinfundiert werden. Fiir die Herstellung eines allogenen CAR-Zellprodukts werden die T-oder
NK-Zellen aus Fremdblutspenden gewonnen. Adaptiert aus [4]

neration) enthalten oder Strukturen, die
ein Zytokinsignal hervorrufen (,vierte
Generation®, etwa TRUCKs; [4, 12, 13]).

CARs konnen sowohl in T-Zellen als
auch in natiirliche Killerzellen (NK-Zel-
len) eingebracht werden und bewirken
in diesen bei Antigenbindung eine Ver-
schiebungder Signalverhéltnisse zuguns-
ten der Aktivierung der Zellen gegeniiber
Tumorzellen. Die Aktivierung von T-Zel-
len ist, u.a. zur Vermeidung von Au-
toimmunreaktionen, ein streng regulier-
ter Prozess. Wegen der subtilen bzw. tran-
sienten molekularen Unterschiede zwi-
schen Krebszellen und gesunden Kor-
perzellen und des Selbstursprungs von
Tumorzellen kommt es hiufig zu kei-
ner (effizienten) Antitumorreaktion des
Immunsystems. Kritische Komponenten
der Aktivierung von T-Zellen, sonst zwi-
schen 2 Rezeptorkomplexen aufgeteilt,
liegen bei CAR-T-Zellen unter der Kon-
trolle eines einzigen Signals, der Erken-
nung des Antigens durch die Antigenbin-
dedomine des CAR. So werden die ka-
nonischen Immunsignalachsen, ndmlich
T-Zellrezeptor und Kostimulation (z.B.
CD28-CD80), die durch ihre komplexe

Regulation Tumortoleranz begiinstigen
kénnen, umgangen. Ein weiterer Unter-
schied zu normaler T-Zellfunktion be-
steht in der Erkennung nativer Antigene
durch den CAR, im Gegensatz zu proteo-
lytisch prozessierten, durch Major Histo-
compatibility Complexes (MHCs) pra-
sentierten Peptidantigenen, welche von
T-Zellrezeptoren erkannt werden [14].
Zusitzlich zu CAR-T-Zellprodukten
werden aktuell auch auf NK-Zellen ba-
sierende Krebstherapien in klinischen
Studien evaluiert. NK-Zellen agieren
als Briicke zwischen angeborenem und
adaptivem Immunsystem. Sie werden
- im Gegensatz zu T-Zellen - nicht
tiber die MHC-TCR-Achse aktiviert,
sondern integrieren Signale aus einem
begrenzteren, in der Keimbahn codier-
ten Repertoire polymorpher inhibito-
rischer und aktivierender Rezeptoren
[15]. Erste klinische Studien haben ge-
zeigt, dass nur teilweise mit Empfanger-
MHC kompatible, allogene NK-Zellen in
Kombination mit lymphodepletierender
Vorbehandlung sicher und effektiv zur
Behandlung von Tumorerkrankungen
eingesetzt werden kénnen [16]. Sie sind
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aulerdem interessant fiir CAR-Therapi-
en, weil sie zytotoxisch wirken und dabei
CAR-mediierte und CAR-unabhéngige
Antitumoraktivitat zeigen konnen. NK-
Zellen sind mit den gleichen CAR-
Architekturen kompatibel wie T-Zellen.

Wenngleich die Prozesse zur Herstel-
lung von in klinischen Studien eingesetz-
ten CAR-Zellprodukten im Detail recht
heterogen sind, gleichen sie sich in ih-
ren grundlegenden Schritten. Die zur
Herstellung eines autologen CAR-Thera-
pieprodukts notwendigen Arbeitsschrit-
te sind in @ Abb. 1b illustriert. Die rele-
vanten Immunzellen (T- oder NK-Zel-
len) werden aus dem Blut des Patienten
isoliert und auflerhalb des Korpers (ex vi-
vo) kultiviert. Zu geeigneten Zeitpunkten
werden das Wachstum und Uberleben
der Zellen begiinstigende Biomolekiile
(wie agonistische Antikoérper, Interleuki-
ne) zugegeben. Darauffolgend wird das
fiir den CAR codierende genetische Ma-
terial in die Zellen eingebracht. Meistens
werden dafiir retrovirale odervom huma-
nen Immundefizienzvirus 1 (HIV-1) ab-
geleitete lentivirale Vektoren verwendet.
Retro- und lentivirale Vektoren integrie-



Zusammenfassung - Abstract

ren die CAR-enthaltende Genkassette in
das chromosomale Material der Zellen.
Die resultierenden CAR-Zellen werden
dann fiir einige Tage in Zellkultur am-
plifiziert, bevor das Zellmaterial, meist
nach einer vorbereitenden Behandlung
des Patienten mit Chemotherapeutika,
reinfundiert wird [17, 18].

CAR-Zellen in der klinischen
Anwendung

Die beiden zugelassenen Arzneimittel,
Axicabtagene ciloleucel und Tisagenle-
cleucel, sind derzeit die am haufigsten
in der Klinik angewendeten CAR-T-
Zellprodukte. In der fir die Zulassung
ausschlaggebenden Studie ZUMA-1 zur
Behandlung von aggressivem Non-
Hodgkin-Lymphom in Patienten, bei
denen Standardtherapien versagt hat-
ten, erzielte Axicabtagene ciloleucel eine
mit 66% mehr als doppelt so hohe
Ansprechrate wie bei der historischen
Kontrolle [19]. Fiir die Indikation akute
lymphatische Leukdmie (ALL) erreich-
ten in der zulassungsrelevanten Studie
von 75 mit Tisagenlecleucel behandel-
ten Probanden tiber 80% vollstindige
Remission und iiber 75 % tiberlebten fiir
mindestens 12 Monate nach der Behand-
lung. Beide Ergebnisse waren besser als
die der herangezogenen Chemotherapie-
und Antikorpervergleichstherapien [20].
Weniger eindeutig waren die Daten zur
Behandlung des diffusen grof3zelligen
B-Zell-Lymphoms (DLBCL). Aufgrund
der langen Zeit zwischen Patientenein-
schluss und CAR-T-Zellinjektion (54 Ta-
ge) kam es hier zu einem ungewdhnlich
hohen Anteil an Patienten, welche die
Teilnahme an der Studie abbrachen. Aus-
schlaggebend fiir das positive Votum bei
der Europdischen Arzneimittel-Agentur
(EMA) waren dann u.a. die lang an-
haltenden Effekte bei den Patienten, bei
denen die Therapie angeschlagen hatte
[20].

Seit den Zulassungserteilungen sind
in der EU bis September 2019 mehr
als 100 Patienten mit den kommerziel-
len Produkten behandelt worden [21].
Alle Patienten werden im Melderegis-
ter der European Society for Blood and
Marrow Transplantation dokumentiert
(www.EBMT.org). Auflerdem erfolgen
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Zusammenfassung

2018 erhielten 2 neuartige Krebstherapien
auf Basis chimarer Antigenrezeptoren (CARs)
die Marktzulassung in der Europdischen
Union. Die Produkte, zundchst zugelassen
fir die Bekdmpfung weit fortgeschrittener
Leukd@mien bzw. Lymphome, erhielten nicht
nur wegen ihrer neuen Wirkungsweise und
Behandlungserfolge viel Aufmerksamkeit,
sondern auch wegen ihrer teilweise
gravierenden Nebenwirkungen sowie

der wirtschaftlichen und logistischen
Herausforderungen, die mit ihrer Herstellung
verkniipft sind. Nun, fast 2 Jahre spéter,
belegen Hunderte laufende klinische Studien
das weltweite Bestreben, das Potenzial

der CAR-Technologie voll zu erschlieBen.
Dazu gilt es, die Effektivitdt der Behandlung
bei verschiedenen Krankheitsbildern
sicherzustellen, das Nebenwirkungsprofil

zu verstehen und zu verbessern und die
Herstellung des Zellpraparats robuster zu
gestalten.

In diesem Artikel beschreiben wir die
Studienlage sowie das Wirkprinzip von
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CAR-T- und -NK-Zellen. In jiingster Zeit hat
eine Reihe von Studien in fortgeschrittenen
Tiermodellen Einblicke in die potenziellen
Ursachen schwerer Nebenwirkungen der
CAR-Therapie ermdglicht. Wir fassen diese
Ergebnisse zusammen und erlautern die
Funktionsweise verfiigbarer Tiermodelle.
Zusétzlich zeigen wir mogliche weitere An-
sdtze auf, die momentanen Limitationen der
Technologie zu umgehen und sie breit und
sicher einsetzbar zu machen. Bisher als letztes
Mittel bei sehr schweren Krankheitsverldufen
eingesetzt, scheint die CAR-Therapie am
Beginn einer Entwicklung hin zu einem neuen
Konzept bei der Behandlung eines breiten
Spektrums von hamatologischen und soliden
Tumorerkrankungen zu stehen.

Schliisselworter

Hamatologische Tumorerkrankungen -
Immuntherapie - Genetisch modifizierte
Zellen - ATMP - CAR

new developments

Abstract

In 2018, two novel cancer therapies based
on chimeric antigen receptors (CARs) were
granted marketing authorization in the
European Union. Authorized for use against
advanced lymphoma and/or leukemia, the
products were at the center of international
attention, not only due to their novel mode
of action and their encouraging efficacy

but also because of their sometimes severe
side effects and the economic and logistic
challenges posed by their manufacture. Now,
almost two years later, hundreds of active
clinical trials emphasize the global drive to
harness the full potential of CAR technology.
In this article, we describe the mode of action
of CART and CAR NK cells and review the
clinical testing situation as well as early real-

Chimeric antigen receptors in oncology: clinical applications and

world data. In recent years, preclinical studies
using advanced animal models have provided
first insights into the mechanisms underlying
the severe side effects of CAR T therapy. We
summarize their results and describe the
available models. Additionally, we discuss
potential solutions to the hurdles currently
limiting CAR technology. So far used as last-
line treatment for patients with aggressive
disease, CAR technology has the potential to
become a new, broadly effective standard for
tumor therapy.

Keywords
Hematologic malignancies - Immunotherapy -
Genetically modified cells - ATMP - CAR

Nachbeobachtungsstudien, mit denen
bei der Zulassung erhaltene Auflagen
erfiillt werden. Sobald vollstindig, wer-
den die nach Zulassung gewonnenen
Wirksambkeitsdaten interessante Verglei-
che mit den zur Zulassung vorgelegten
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Daten ermoglichen. Erste Analysen fiir
Axicabtagene ciloleucel aus dem kom-
merziellen Anwendungsbetrieb in der
Behandlung von Non-Hodgkin-Lym-
phomen [22, 23] zeigen im Vergleich
mit der ZUMA-1 Studie ein geringfiigig
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Abb. 2 A Erhebungen zu CAR-T-Zellstudien. Die Angaben wurden dem freiwilligen US-Register clinicaltrials.gov mithilfe des
in [4] beschriebenen Algorithmus entnommen. a CAR-T-Zellstudien im zeitlichen Verlauf ab 2007 mit Anzahl der weltweit pro
Jahrinitiierten Studien sowie Gesamtzahl der laufenden (aktiven) Studien bis Ende 2019. b Verteilung von aktiven und nicht-
aktiven CAR-T-Zellstudien auf die verschiedenen klinischen Studienphasen. Angegeben ist die Gesamtzahl der Studien in der
jeweiligen Studienphase. Keine Angabe bei 43 Studien. LZT, Langzeitstudie. c Weltweite geografische Verteilung von laufen-
den CAR-T-Zellstudien. In d ist eine detaillierte Aufteilung der Studien fiir die gekennzeichnete Region gezeigt. Der Farbcode
gibt die Prévalenz der Studienanzahl von niedrig (griin) bis hoch (rot) an. Die exakte Anzahl der laufenden CAR-T-Zellstudien

proLandistangegeben.Bei 11 Studien handelt es sich um Langzeitstudien. 36 Studien weltweit und 29 innerhalb von Europa
haben multinationale Beteiligung und sind mehrfach représentiert. Keine Angabe zu beteiligten Studienzentren bei 25 Stu-

dien

schlechteres Ansprechen [24]. Allerdings
werden hier insbesondere die Langzeitef-
fekte zu bewerten sein, zu denen derzeit
noch keine abschlieffenden Aussagen
getroffen werden konnen [21].

Neben der klinischen Anwendung
der zugelassenen CAR-T-Zellen finden
weltweit viele klinische Studien statt,
in denen neuentwickelte CARs getestet
oder bereits zugelassene unter neuen Be-
dingungen eingesetzt werden. Auf Basis
des freiwilligen US-Registers clinicaltri-
als.gov [25] lasst sich die Dynamik der
Studienlage analysieren. Zum Anfang des
zweiten Quartals 2020 sind 675 CAR-T-
Studien fiir Tumortherapien registriert,
darunter 15 Langzeitstudien. Demnach
stieg die Zahl aktiver Studien seit 2016
um mehr als 100% auf 495 Studien
weltweit, darunter 11 Langzeitstudien.
92 Studien sind bereits beendet. Die An-
zahl aktiver Studien steigt also seit 2014

kontinuierlich an und hat sich seitdem
knapp verfiinffacht (@ Abb. 2a).

Die meisten CAR-T-Studien laufen in
Chinaund den USA (@ Abb. 2¢). Seit 2017
hat sich die Zahl klinischer Studien dort
etwa verfunffacht bzw. verdoppelt. We-
niger als 10% (36 von 495 Studien) der
weltweit laufenden CAR-T-Studien sind
multinational angelegt. Dies gilt insbe-
sondere fiir Europa, wo an mehr als der
Halfte (29 von 55) der laufenden Studi-
en mehrere Lander beteiligt sind. Dabei
ist die gesamte Zahl laufender CAR-T-
Zellstudien in Deutschland seit 2017 fast
um den Faktor 10 gestiegen. Deutsch-
land und Frankreich sind innerhalb der
Europdischen Union fithrend an CAR-
T-Studien beteiligt (27 bzw. 28 laufende
Studien; @ Abb. 2¢,d ). Weltweit befinden
sich mehr als die Hélfte der registrierten
Studien in Phase 1, inzwischen aber auch
fast 30 der tiber 650 registrierten Studi-
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en in Phase 3 oder Langzeituntersuchun-
gen (8 Abb. 2b). Letztere sind von grofier
Bedeutung, um besser zu verstehen, wie
lange sich CAR-T-Zellen im Patienten
aufhalten, dies sowohl im Hinblick auf
etwaige Nebenwirkungen als auch auf ih-
re antitumorale Aktivitét.

Die mit Abstand grofite Anzahl klini-
scher Studien beruht auf CD19 als Zie-
lantigen (@ Abb. 3). Dies mag verwun-
dern, da doch bereits 2 solcher CAR-T-
Zellprodukte iiber eine Marktzulassung
verfiigen. Genau hier zeigt sich aller-
dings das Potenzial dieses therapeuti-
schen Ansatzes, welches mit den bei-
den zugelassenen Arzneimitteln selbst
fir CD19 als Zielantigen noch lange nicht
erschopft ist. So stehen in laufenden Stu-
dien mit CD19-CAR-T-Zellen Fragen im
Fokus, welche die Ausweitung der Indi-
kationen, Vereinfachungen im Herstel-
lungsprozess, Veranderungen im CAR-
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Abb. 3 <« Antigene fiir ha-

matologische a und solide

b Tumorerkrankungen die

aktuell in CAR-T-Zellstu-

dien untersucht werden.

Anzahl klinischer Studien

Design, die Art der verwendeten T-Zell-
subtypen oder die Kombination verschie-
dener CARs mit Spezifitit gegen mehrere
Tumorantigene in einem Produkt betref-
fen.

Daneben werden in vielen laufenden
Studien CAR-T-Zellen mit Spezifitat fiir
andere Zielmolekiile evaluiert. Dies be-
trifft nach wie vor insbesondere hdmato-
logische Tumorerkrankungen. Hier be-
finden sich CAR-T-Zellen, die das An-
tigen BCMA (B-cell Maturation Anti-
gen) erkennen, in fortgeschrittener kli-
nischer Erprobung zur Behandlung des
multiplen Myeloms [26]. Danach folgen
CD30 (Hodgkin-Lymphom) sowie die
B-Zellmarker CD123, CD22 und CD20
(B Abb. 3a). Letztere sind unter anderem
als alternative Zielantigene zu CD19 in
der Testung. Weil es bei der CAR-Thera-
pie zu antigennegativen (z.B. CD19-ne-
gativen) Riickfillen kommen kann [27],
sind die Erforschung und Verfiigbarkeit
mehrerer Marker fiir das gleiche Ziel
von hoher Bedeutung fiir die Gewiéhrleis-
tung langfristig effektiver Therapie. Erste
Studien untersuchen nun auch den Ein-
satz der CAR-Therapie bei T-Zelllym-
phomen, etwa iiber CD7. Hier miissen
allerdings intelligente Mafinahmen er-

Die Angaben sind aus dem

freiwilligen US-Register

griffen werden, um einen ,,Brudermord®
an den ebenfalls CD7-positiven CAR-T-
Zellen zu verhindern [28].

Die Bekidmpfung von soliden Tu-
moren stellt einen néchsten Schritt
in der Anwendung von CAR-Zellen
dar, der sich noch ginzlich in frithen
klinischen Phasen befindet. Hier er-
geben sich neue Herausforderungen
fur klinische Forscher, die bereits in
dutzenden Studien untersucht werden
(B Abb. 3b). So haben Studien zur Be-
kimpfung von Neuroblastomen mit
gegen GD2-spezifischen CAR-T-Zellen
zwar nur geringe Behandlungserfolge
gezeigt, aber Einblicke in die zugrun-
de liegenden Mechanismen erlaubt.
Demnach tragen eine unzureichende
Persistenz der CAR-T-Zellen, nicht aus-
reichend selektive Tumormarker und
immunsuppressive Tumormikroumge-
bungen zur bisher geringen Effektivitit
bei [29]. Trotz dieser Schwierigkeiten
werden ermutigende Fortschritte ge-
macht: So hat eine klinische Studie zur
Behandlung von Pleuramesotheliomen
mit mesothelingerichteten CAR-T-Zel-
len in Kombination mit PD-1-Blockade
die Sicherheit der Produktanwendung
und erste Hinweise auf Effektivitit ge-
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clinicaltrials.gov entnom-
men. Fiir 5 CAR-T-Zellstu-

dien bei hamatologischen
und 6 Studien bei soliden

Tumorerkrankungen sind

keine Angaben zum Anti-

gen vorhanden

liefert [30]. Die CAR2BRAIN-Phase-1-
Studie in Frankfurt am Main wird zei-
gen, ob CAR-NK-Zellen gerichtet auf das
Tumorantigen Her2/neu das Potenzial
haben, den Herausforderungen der so-
liden Tumorumgebung im Kontext von
Glioblastomen zu begegnen [31]. Die
Gesamtzahl von CAR-NK-Studien mit
aktuell 15 ist allerdings noch gering [32].
Dennoch werden die Ergebnisse dieser
Studien in Fachkreisen mit Spannung
erwartet.

Hiirden in der Anwendung und
maogliche Losungsansatze

In den oben zusammengefassten klini-
schen Anwendungen werden sehr schwer
erkrankte Patienten, die beispielsweise
an aggressiven, gegeniiber etablierten
Arzneimitteln resistenten Leukdmien
oder Lymphomen leiden, mit CAR-T-
Zellen behandelt. Die dabei erzielten
Behandlungserfolge rechtfertigen die
Hoffnung, dass die CAR-Therapie eine
breit anwendbare Krebstherapie fiir viele
Patienten werden konnte. Jedoch ist die
klinische Anwendung von CAR-T-Zel-
len nicht ohne Probleme. Kénnen diese
adressiert werden, konnte die Nutzen-
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Risiko-Abwigung auch fiir Patienten in
fritheren Stadien der Erkrankung zu-
gunsten der CAR-T-Therapie ausfallen.

Nebenwirkungen

CRS ist ein Sammelbegriff fir ein Spek-
trum klinischer Symptome und Labor-
befunde, die bei mit CAR-T-Zellen be-
handelten Patienten auftreten. Dazu ge-
horen Fieber, niedriger Blutdruck, Hy-
poxie und neurologische Auffilligkeiten
sowie deutlich erhohte Level von Zyto-
kinen im Serum. Wenngleich CRS ver-
schiedener Schweregrade nicht nur bei
Anti-CD19-CAR-Therapie auftritt, son-
dernauchim Kontextanderer Zielantige-
ne beschrieben wurde, treten die meisten
Fille schweren Zytokinfreisetzungssyn-
droms bei der Behandlung hidmatologi-
scher Krankheitsbilder mit Anti-CD19-
CARs auf [14, 33]. CRS tritt bei mehr
als der Hilfte der mit Tisagenlecleucel
oder Axicabtagene ciloleucel behandel-
ten Patienten auf. Jedoch ist dabei die
Inzidenz schwerer, medikamentose In-
tervention erfordernder Fille von CRS
vom Produkt und der Indikation abhin-
gig. So reichte die Frequenz schwerer Fil-
le in den relevanten Zulassungsstudien
von 12 % fiir Axicabtagene ciloleucel iiber
22% fur Tisagenlecleucel bei Lympho-
men bis zu 44 % fiir Tisagenlecleucel bei
Leukidmien [19, 20, 34].

Zusitzlich ist bei der CAR-T-Be-
handlung von hématologischen Krank-
heitsbildern Neurotoxizitit beschrieben
worden, die fir wenige Patienten todlich
war [4, 14]. Zur Milderung schwerer
Nebenwirkungen der CAR-T-Therapie
werden Patienten mit Corticosteroiden,
allein oder in Kombination mit dem
antagonistischen  Anti-IL6R-Antikor-
per Tocilizumab, behandelt. Wihrend
inzwischen genaue Protokolle fiir das
Management sowohl von CRS als auch
(der schlechter handhabbaren) Neu-
rotoxizitit existieren [34, 35], ist das
molekulare Verstindnis der Phdnomene
noch unzureichend, um fiir alle Fille
hocheffektive Interventionen zu defi-
nieren, die das therapeutische Potenzial
der CAR-T-Zellen (im Gegensatz zu
Corticosteroidbehandlung) erhalten.

Zur priklinischen Untersuchung von
CRS und Neurotoxizitit werden hiu-

fig Mausmodelle eingesetzt. Weil es
gilt, die Wirkung menschlicher CAR-
Zellpriparate zu evaluieren, werden da-
fir komplexe, sogenannte humanisierte
Mausmodelle verwendet. Aufgrund der
hohen molekularen Spezifitit von CAR-
Zellen muss ein dem menschlichen
moglichst dhnlicher immunologischer
Kontext geschaffen werden. Hierbei gilt
es nicht nur, Zielzellen mit dem Zie-
lantigen bereitzustellen, sondern auch,
Reaktionen des murinen Immunsystems
auf menschliche Zellen und - wichti-
ger — der implantierten menschlichen
Immunzellen auf das murine Wirtsgewe-
be (Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion,
engl. Graft versus Host Disease, GVHD)
zu verhindern bzw. hinauszuzégern, um
die Aussagekraft des Modellsystems zu
gewihrleisten. Wie in @ Abb. 4 veran-
schaulicht, werden dazu menschliche
Blutstammzellen in durch genetische
Manipulation immundefizient gemachte
Miuse transplantiert. In so humanisier-
ten Méusen konnen dann die Interak-
tionen zwischen menschlichen CAR-
Zellen und Tumorzellen sowie zwischen
CAR-Zellen und anderen Immunzel-
len charakterisiert werden, um die dem
CRS und der Neurotoxizitit zugrunde
liegenden Mechanismen zu erschlie-
Ben. So konnten Experimente in mit
adulten Blutstammzellen humanisierten
NSG-Miusen die Antitumoreffekte, das
CRS und die Neurotoxizitit von An-
ti-CD19-CAR-T-Zellen rekapitulieren.
Interessanterweise konnte dabei Mono-
zyten eine wichtige Rolle zugeschrieben
werden und neben Interleukin-6 (IL-6)
konnte IL-1 als Ursache fiir CRS und
Neurotoxizitit identifiziert werden [6].
Komplementir dazu sind Ergebnisse aus
einem Modell auf Basis immundefizi-
enter Mause ohne separate menschliche
Immunrekonstitution, die den Ausstof3
von IL-6, IL-1 und Stickoxid (NO) durch
Makrophagen als kritische Regulatoren
des CRS identifizierten [5].
Humanisierte Modelle sind hilfreich
zur direkten Evaluierung von fur die
Behandlung von Menschen gemachten
Zellpriparaten. Thre komplexe Herstel-
lung macht sie allerdings fragil in der
Handhabung und teuer in der Herstel-
lung. Zudem kann durch die hybride
Natur der humanisierten Immunsyste-
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me nicht sichergestellt werden, dass die
scheinbar wichtigen Schnittstellen zwi-
schen den myeloiden und lymphoiden
Komponenten des Immunsystems kor-
rekt abgebildet sind. Ein weiterer Ansatz,
der auch bei der priklinischen Evaluati-
on von Axicabtagene ciloleucel verfolgt
wurde [36], ist, ein zum menschlichen
System analoges, komplett murines Sys-
tem zu verwenden. Dabei werden murine
Antigene erkennende CARs auf murinen
Zellen zur Bekdmpfung von Tumorzel-
len murinen Ursprungs eingesetzt. Eine
Angleichung an die klinische Situation
kann etwa durch Bestrahlung der Méuse
oder Vorbehandlung mit Chemothe-
rapeutika erfolgen. Letztere Strategie
wurde verwendet, um den Einfluss von
Katecholaminsignaling auf CRS in einem
syngenen Mausmodell zu untersuchen
[8].

Die der Neurotoxizitit zugrunde
liegenden Mechanismen sind unzurei-
chend verstanden. Allerdings demons-
trierte eine klinische Studie vor Kurzem,
dass die Verwendung eines CAR mit
ausschliellich menschlichen Sequenzen
(im Gegensatz z.B. zu den in Axicab-
tagene ciloleucel und Tisagenlecleucel
verwendeten, von der Maus abgeleiteten
Antigenbindedoménen) in wesentlich
geringeren Raten in Neurotoxizitit re-
sultierte [37]. Eine weitere Moglichkeit,
adverse Effekte zu umgehen oder zu
mindern, konnte in der Verwendung
von CAR-NK-Zellen bestehen. Es ist —
vermutlich wegen ihrer von T-Zellen ab-
weichenden Aktivierungsmechanismen
- moglich, allogene NK-Zellen sicher
adoptiv zu transferieren [16]. Eine neue
klinische Phase-1/2-Studie zum Ein-
satz von Anti-CD19-CAR-NK-Zellen
bei B-Zelltumoren fand keine Belege
fir CRS, Neurotoxizitit oder GvHD
bei der Transplantation partiell MHC-
inkongruenter und/oder killer-immu-
noglobulin-like-receptor-(KIR-)inkom-
patibler allogener CAR-NK-Zellen [38].
Zur eindeutigeren Beurteilung der An-
titumoraktivitit von CAR-NK-Zellen
bedarf es allerdings weiterer Studien.

Herstellung

Eine zweite wesentliche Hiirde fir die
breite klinische Anwendung von CAR-



Herstellung menschlicher CAR-Zellen

Blutstammzellen

Insertion
Mauszygote
_— — >
Deletion -

b Modifikation der Empféngertiere

immundefiziente Maus

Tumorzellen

Humanisiertes Mausmodell

e humanisierte Maus

Abb. 4 A Humanisierte Mausmodelle zur praklinischen Erforschung der Nebenwirkungen der CAR-Therapie. a CAR-Zellen
werden aus der Leukapherese eines menschlichen Spenders hergestellt, zum Beispiel durch Behandlung mit lentiviralen
Vektoren, und zum geeigneten Zeitpunkt in die humanisierte Maus eingebracht. b Durch Deletion kritischer Gene wird eine
immundefiziente Maus generiert. Manche Modelle nutzen Mause, in deren Genom zusatzlich menschliche Gene eingefiigt
wurden, die das Wachstum menschlicherImmunzellen begiinstigen. c Derimmundefizienten Maus werden zelluldre mensch-
liche Immunkomponenten implantiert. Hierbei kann es sich, abhdngig vom Modell, z. B. um alle mononukledren Zellen oder
CD34+-Blutstammzellen handeln, gewonnen aus dem peripheren Blut von Erwachsenen oder Nabelschnurblut. d Geeignete
Tumorzellen werden der humanisierten Maus injiziert, z. B. die B-Zelllymphomalinie Nalm6. e Das komplette humanisierte
Mausmodell bildet die Interaktion der menschlichen CAR-Zellen mit menschlichen Tumorzellen und anderen Immunzellen
menschlichen Ursprungs nach und kann zur Untersuchung der antitumoralen Aktivitdt und ggf. Nebenwirkungen von CAR-

Therapien genutzt werden

Zellen stellt die logistisch sehr aufwen-
dige, wenig standardisierte, fehleranfal-
lige und teure Herstellung dar. Aktuell
werden CAR-T-Zellprodukte autolog,
d.h. aus der Leukapherese von Patien-
ten hergestellt. Dies verlangt nach gut
an die jeweiligen Behandlungszentren
angeschlossener Good-Manufacturing-
Practice-(GMP-)Infrastruktur mit Ka-
pazititen fir individualisierte Biopro-
zesstechnik. Wohl auch als Folge von
Faktoren wie der logistischen und tech-
nischen Schwierigkeit der Herstellung
des Zellprodukts sind die Kosten fiir
eine Behandlung mit kommerziellen
CAR-T-Produkten prohibitiv hoch: Ge-
mif3 den Beschliissen des Gemeinsamen
Bundesauschusses zu Tisagenlecleucel
und Axicabtagene ciloleucel liegen die
Jahrestherapiekosten pro Patient bei
ca. 320.000€ bzw. ca. 390.000€ ([39,
40]. Abhingig vom Therapiezentrum
kénnen sich die Jahrestherapiekosten

basierend auf der krankenhausindividu-
ellen Vereinbarung der Vergiitung von
neuen Untersuchungs- und Behand-
lungsmethoden (NUB) jedoch auch un-
ter 300.000 € belaufen [41]. Durch einen
Mangel an Standardisierung existiert
eine erhebliche Heterogenitit unter den
Verfahren, die weltweit zur Produktion
autologer CAR-T-Produkte eingesetzt
werden.

Gemeinsam ist den Verfahren ho-
he Variabilitit innerhalb des Prozesses,
zum Beispiel betreffend Zellzahlen, Zell-
wachstum und Transduktionseffizienz.
Die ,offene“ Manipulation der Zellen
im Verlauf des Prozesses macht diesen
anfillig fiir Kontamination und andere
Handhabungsfehler. Fiir viele Schritte,
zum Beispiel die Zellisolierung, die Ak-
tivierung der Zellen oder die Transduk-
tion, ist unklar, welche Technik optimale
Ergebnisse erzielt [17, 18]. Ein wichtiger
Schritt hin zu einer konsistenteren (und
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damit kosteneffektiveren) Herstellung
von CAR-T-Zellen konnte die Auto-
matisierung des Herstellungsprozesses
sein. Mit ihr kénnten die mit manuel-
len Arbeitsschritten verbundenen Risi-
ken und Variationen eliminiert werden.
Wihrend automatisierte Zellkulturplatt-
formen der ersten Generation - zur
Minimierung der von manuellen Schrit-
ten ausgehenden Prozessvariabilitit -
einzelne Abschnitte eines Bioprozesses
automatisieren, konnen automatisierte
Zellkulturplattformen der zweiten Ge-
neration als Zusammenfassung eines
ganzen personalisierten Bioprozesses in
einem Gerdt verstanden werden, die
vollautomatische Produktion z.B. eines
CAR-T-Zellprodukts erméglichen [42].

Die durchschnittliche Herstellungs-
dauer von autologen CAR-T-Zellpro-
dukten betragt 12 Tage (7-22 Tage;
[17]). Bei aggressiven Krankheitsbildern
wire allerdings die schnellstmdgliche Be-
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handlung im Sinne des Patienten, auch
weil groflere Tumorlast im Knochen-
mark mit schwererem CRS assoziiert
wurde [34]. Zudem konnen der schlech-
te Zustand des Patienten zum Zeitpunkt
der Spende und der damit assoziierte
suboptimale Zustand der Leukaphere-
se hinsichtlich Viabilitit und Zellzahlen
die Produktion des CAR-T-Zellprodukts
erheblich erschweren. Zusitzlich besteht
bei Zellspenden aus leukdmischen Pati-
enten das Risiko der Transduktion und
Reinfusion leukdmischer Blasten. Ein
solcher Fall von CAR-Blasten mit tod-
lichem Ausgang ist aus einer Phase-1-
Studie zu Tisagenlecleucel bekannt [43].
Die Verwendung allogener, d.h. von ge-
sunden Spendern abgeleiteter CAR-T-
Zellen konnte diese Probleme umgehen
helfen. Allogene CAR-T-Zellen wiirden
auf Basis ,fitterer Zellen produziert
und wiren damit konsistenter und ein-
facher herzustellen. Sie wiirden sich im
Vornherein herstellen lassen und wi-
ren zum klinisch sinnvollsten Zeitpunkt
einsetzbar, wenn noétig mit minimaler
Verzogerung zwischen Behandlungsent-
scheidung und Behandlung.

Ahnlich wie bei der Spende von Blut-
stammzellen [44] gilt es allerdings, das
Risiko durch Implantation fremder Im-
munzellen ausgeloster Komplikationen
einzuschitzen. Zu diesen zéhlen GvHD
und durch den Wirt vermittelte Absto-
Bung der transplantierten Zellen (engl.
Host-mediated Rejection). Strategien zur
Kontrolle dieser Effekte beinhalten die
genetische Ablation der Expression von
T-Zellrezeptoren (TCRs) und MHC-
Molekiilen auf Spenderzellen. Des Wei-
teren konnen Spenderzellen (z. B. durch
die Entfernung von CD52) so modifi-
ziert werden, dass sie - im Gegensatz zu
Wirtsimmunzellen - resistent gegentiber
Lymphodepletion sind. Entsprechende
klinische Studien laufen [45].

Ebenfalls konnten nichtvirale Trans-
ferstrategien dazu beitragen, die Pro-
duktion von CAR-Zellen ex vivo zu ver-
bessern. CAR-Transgene konnen z.B.
als Plasmide mittels Elektroporation in
die Immunzelle eingebracht und mittels
Transposasen in deren Genom integriert
werden oder in Form von synthetischer
mRNA transferiert werden, die eine
zeitlich begrenzte CAR-Expression er-

moglicht. Vorteile gegeniiber viralem
Transfer sind dabei niedrigere Kosten
und ein geringeres Risiko von inser-
tioneller Onkogenese [18]. Gegenstand
aktueller Forschung ist ebenfalls die Ver-
wendung von sogenannten Genscheren
wie der CRISPR/Cas9-Technologie, um
eine prazise Verdnderung des Immun-
zellgenoms zu erreichen, z. B. die gezielte
Insertion des CAR-Gens in einen T-Zell-
rezeptorlokus [46].

Zukiinftig kénnte ein alternativer An-
satz in der Generierung von CAR-T-Zel-
lenin vivoliegen, also direktim Patienten.
Dafiir miissten lediglich Vektoren inji-
ziert werden, welche die fiir den CAR
codierende Genkassette spezifisch in die
T-Zellen einbringen. Diese Vorgehens-
weise befindet sich allerdings noch in
der préklinischen Entwicklung. In einem
Ansatz wurden mithilfe von CD3-targe-
tierten Nanopartikeln CAR-T-Zellen in
Miusen generiert [47]. In einer weiteren
Arbeit konnten humane CAR-T-Zellen
mit CD8-targetierten lentiviralen Vek-
toren in humanisierten Mausen erzeugt
werden [7, 48]. Ob solche In-vivo-An-
sétze tatsidchlich das Potenzial, haben die
komplexe Ex-vivo-Herstellung von CAR-
T-Zellen zu umgehen, wird sich an Grof3-
tiermodellen erweisen miissen.

Fazit und Ausblick

Mit der CAR-Therapie beginnt ein neu-
es Kapitel der Krebstherapie. Trotz der
rapiden Entwicklungen in der Erfor-
schung und Anwendung von CAR-
Therapien und ihrer beeindruckenden
Erfolge ist Geduld angebracht. CAR-
Produkte gehoéren zur bisher kleinen
Gruppe der Arzneimittel fiir fortge-
schrittene Therapien (engl. Advanced
Therapy Medicinal Products, ATMPs)
und sind damit einzigartig unter den
Krebstherapien. Dementsprechend klein
ist die Erfahrungsbasis, nicht nur fiir die
hier besprochenen technischen Aspek-
te ihrer Herstellung und Anwendung,
sondern auch fiir jhre Zulassung durch
die entsprechenden regulatorischen In-
stitutionen. Das durch die Studienlage
unterstrichene globale Interesse, CAR-
T-Therapien voranzubringen und breit
nutzbar zu machen, bereitet den Bo-
den fiir die Erforschung, Zulassung und
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Anwendung von CAR-ATMPs nicht
nur fiir weit fortgeschrittene Tumor-
erkrankungen, sondern auch fiir eine
Bandbreite von anderen Indikationen,
von Infektionskrankheiten wie HIV [49]
iiber Autoimmunkrankheiten bis hin
zur allogenen Transplantation [50]. So
konnte die Krebstherapie mit chima-
ren Antigenrezeptoren als Tiréftner fiir
neue Entwicklungen in der Zellthera-
pie fungieren, die das Potenzial haben,
nicht nur die Onkologie nachhaltig zu
verandern.
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