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Immunologische Krebstherapie

Neue Hightech-Ara
in der Medizin:
Designer T-Zellen -
gegen Krebs

— )

Abb. 1: WeiRe Blutkorperchen (T-Lymphozyten), die
mit einem Sensor, einem sogenannten Chiméaren
Antigen-Rezeptor (CAR), ausgestattet werden, sollen
Tumorzellen erkennen und abtéten.

Designer T-Zellen, die mit Chimaren Antigen-
Rezeptoren (CARs) auf Krebserkennung
programmiert werden, haben in der Medizin zu
einem Durchbruch gefiihrt. Am Universitats- - )
Chimére Antigen-Rezeptoren (CARs)
klinikum Wdrzburg werden neue Zielmolekule auf
Das Immunsystem hat die besondere Fahigkeit,
korpereigene und korperfremde Zellen zu unter-
logien entwickelt, um die Effektivitat und Sicherheit scheiden. Offenkundig wird diese Fahigkeit bei
der Abwehr von Krankheitserregern wie Viren,
Bakterien und Pilzen. Milliarden von weiflen
Patienten in Deutschland zuganglich zu machen. Blutkorperchen zirkulieren im Kérper, um diese
Pathogene, also die Verursacher von Krank-
heiten, aufzusplren und zu eliminieren. Eine
VON MICHAEL HUDECEK UND JULIA WEGNER wichtige Rolle spielen hierbei die T-Zellen, die zur
Familie der weiRen Blutkérperchen gehdren und
wie ein Profiteam bei der Suche und Beseitigung
von Krankheitserregern und erkrankten Korper-
zellen zusammenarbeiten: Killer T-Zellen kdnnen
durch Ausschittung von zytotoxischen Boten-
stoffen als , fremd” erkannte Zielzellen abtoten.
Sie werden begleitet von Helfer T-Zellen, die

Krebszellen erforscht und innovative Techno-

dieser neuen Therapieform zu erhdohen und fur
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ihrerseits durch biochemische Signalstoffe die
Vermehrung von Killer T-Zellen so lange anre-
gen, bis alle Krankheitserreger beseitigt sind.
Sehr langlebige Gedachtnis T-Zellen sorgen da-
flr, dass das Immunsystem bei einem erneuten
Angriffsversuch desselben Krankheitserregers
schnell und hochsteffizient reagiert.

Durch enormen technologischen Fortschritt ist
es gelungen, diese immunologischen Prinzi-
pien auch fir die Behandlung von Krebs nutz-
bar zu machen. Die Erkennung von Krebszellen
als Fremdkorper ist fur das Immunsystem oft
schwierig — zu ahnlich sehen bosartige Krebs-
zellen den normalen, gesunden Korperzellen
und Geweben. Die moderne Medizin bedient
sich deshalb eines Tricks: T-Zellen werden mit
einem Sensor, einem sogenannten Chimaren
Antigen-Rezeptor (CAR), so umprogrammiert,
dass sie Krebszellen erkennen kénnen (Abb. 2).
CARs sind synthetische Immunrezeptoren.

Sie bestehen aus einer extrazellularen Binde-
domane, die wie ein Antikorper ein definiertes
Oberflachenmolekil auf Krebszellen erkennt,
und einem intrazellularen Signalmodul, das die
Killer- und Helferfunktion der T-Zellen aktiviert.
CARs vereinigen die Vorzlige der Antikorper-
vermittelten und T-Zellen-vermittelten Im-
munitat und werden deshalb als ,,Chimare“
Antigen-Rezeptoren bezeichnet.
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Patienten-eigene CAR T-Zellen: ein
»lebendes Medikament*

Die Krebsimmuntherapie mit CAR T-Zellen ist
Lechte” personalisierte Medizin: Dem Patienten
werden zunachst korpereigene Immunzellen
entnommen und Killer- und Helfer T-Zellen
durch Zellseparation mit Streptameren oder
magnetischen Beads angereichert. Danach
wird das Erbmaterial flir den CAR durch virale
Gentransfervektoren oder Elektroporation in
das Genom der T-Zellen eingebracht (Abb. 2).
Somit erlangen auch alle nachfolgenden
Generationen von Tochter T-Zellen die Fahig-
keit, Krebs zu erkennen. T-Zellen, die den CAR
Rezeptor auf ihrer Oberflache tragen, werden
angereichert, vermehrt und dem Patienten
anschlieRend als Zellprodukt verabreicht. In
klinischen Studien kommen derzeit vor allem
virale Gentransfervektoren zum Einsatz, der
Herstellungsprozess dauert rund 14 Tage. Wir
haben in unseren Arbeiten virus-freie Gen-
transfersysteme entwickelt, die es ermoglichen,
den Herstellungsprozess deutlich zu verkirzen.
CAR T-Zellen sind ein , lebendes” Medikament.
Sie vermehren sich im Korper des Patienten, bis
alle Krebszellen abgeraumt sind, und kénnen
den Patienten als CAR Gedachtnis T-Zellen vor
einem moglichen Wiederauftreten der Krank-
heit schitzen.

A) CAR Design und Wirkungsmechanismus
Abb. 2: A) CARs sind synthetische
CAR : i
Designer-Molekiile und werden
Tumor- . .
Extrazellulire CAR Antigen am Computer entwickelt. Die ge-
T L 1" Bindedomine netische Information fiir den CAR
wird z. B. durch Elektroporation in
Spacer . .
die T-Zellen eingebracht. Der CAR
Transmembran- . .
domine besteht aus einer extrazelluldren
Bindedomane, einem Spacer, einer
Ir.ltrazlellu:érke“sl Transmembrandoméne und einem
Signaimolekd intrazellularen Signalmolekiil. Die
Interaktion des CARs mit einer
Tumorzelle aktiviert Killer- und
. Helferfunktionen der CAR T-Zellen.
B) Thera p|ESChema B) Um CAR T-Zellen herzustellen,

Leukapherese

Selektion & Aktivierung
von T-Zellen

Gentransfer

werden dem Patienten zunichst
korpereigene Immunzellen ent-
nommen und T-Zellen durch Zell-

% a separation angereichert. Danach

wird das genetische Erbmaterial
fiir den CAR durch Gentransfer in
die T-Zellen eingebracht. Anschlie-

-,
=»

CAR T-Zellexpansion Infusion

Bend werden T-Zellen, die den
synthetischen Rezeptor auf ihrer
Oberfldche tragen, expandiert und
konnen dem Patienten nun als
Zellprodukt verabreicht werden.
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Zielmolekule fur CAR T-Zellen

Hamatologische
Erkrankungen

der eine optimale Anti-Tumor-
Wirksamkeit zeigt, und nach-
weisen, dass bestimmte Design-
merkmale dieser synthetischen
Rezeptoren fur ihre Funktion und
Wirksamkeit entscheidend sind.
Wir konnten ebenfalls zeigen,

Leukamie CD19,CD20, CD22, ROR1, LewisY,
CD33, CD123, NKG2D-L
Lymphknotenkrebs CD19, CD20, CD22,ROR1, CD30,

CD38

dass die Zusammensetzung des
CAR T-Zell-Produktes aus be-

Multiples Myelom

CD38, SLAMF7, CD138, BCMA

stimmten Anteilen von Killer und

Solide Tumore

Mamakarzinom

ROR1, CD44v6, MUC1, VEGFR-2

Helfer CAR T-Zellen die Wirk-

Lungenkrebs ROR1, MUC1, VEGFR-2

samkeit der Therapie starker, vor
allem aber auch besser steuerbar

Magen- und Darmkrebs | CD44v6, EphA2, c-MET

und vorhersagbar macht. Fiir den

Prostatakarzinom PSMA, EphA2

therapeutischen Effekt reicht in

Tab. 1: Zielmolekiile fiir CAR
T-Zellen bei hamatologischen
Erkrankungen und soliden
Tumoren.
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Klinischer Wirkungsnachweis bei Leukamie
und Lymphknotenkrebs

Diese neue Form der immunologischen The-
rapie ist prinzipiell bei jedem Krebs einsetzbar.
Abhangig davon, um welche Art von Krebs es
sich handelt, muss ein geeignetes Zielmolekl
identifiziert und der CAR malRgeschneidert
werden, um eine optimale Anti-Tumor-Reakti-
vitat zu erreichen. Fur viele Krebsarten konnten
bereits ZielmolekUle identifiziert werden, die
bei allen Patienten oder bestimmten Sub-
gruppen vorhanden sind (Tab.1). Idealerweise
kommt das ausgewahlte Zielmolekil nur auf
Krebszellen, nicht aber auf normalen Korper-
zellen vor, um Nebenwirkungen zu vermeiden.

Am weitesten vorangeschritten ist die klinische
Entwicklung der CAR T-Zell-Therapie bei Leuka-
mien und Lymphknotenkrebs. Hier kommen
CAR T-Zellen zum Einsatz, die ein Zielmolekil
mit der wissenschaftlichen Bezeichnung CD19
angreifen. Mehrere Krebstherapiezentren in
den USA haben seit 2011 eine Serie hochst ein-
drucksvoller Ergebnisse aus klinischen Studien
prasentiert, in denen es gelungen ist, langan-
haltende komplette Remissionen der Leukamie
bzw. des Lymphknotenkrebs zu erreichen. Viele
der Patienten, die in diesen Studien behandelt
wurden, hatten auf konventionelle Therapiever-
fahren — Chemotherapie und Strahlentherapie
—nicht mehr angesprochen und konnten von
der CD19-CAR T-Zell-Therapie als Ultima Ratio
profitieren (Turtle et al. 2016).

Mit unseren Arbeiten haben wir zu klinischen
Studien beigetragen, die aktuell erfolgreich
am Fred Hutchinson Cancer Research Center
in Seattle durchgefuhrt werden. Wir konnten
u.a.einen CD19-spezifischen CAR konstruieren,

ell 01-2017

ErbB2, EGFRVIII, IL-13Ralpha2

der optimalen Mischung bereits
eine sehr geringe Dosis an CD19-
CAR T-Zellen aus: Nur ca. 200.000
CAR T-Zellen (zu gleichen Teilen
Killer und Helfer CAR T-Zellen) pro Kilogramm
Korpergewicht werden den Patienten in Seattle
verabreicht —eine verschwindend kleine Zahl
im Vergleich zu den vielen Milliarden T-Zellen,
die gewohnlich in unserem Korper zirkulieren
(Turtle et al. 2016).

Die klinisch beobachteten Nebenwirkungen
der CD19-CAR T-Zelltherapie sind Ausdruck
der starken Immunreaktion gegen

die Krebszellen. Es kommt zum
schnellen Zerfall von Krebszel-
len (Tumor Lyse Syndrome)
und zur Freisetzung von
immunologischen Boten- _
stoffen (Cytokine Release o
Syndrome). Diese Neben- '
wirkungen kénnen lebens-
bedrohlich sein, werden

aber zunehmend besser und
frihzeitig erkannt und anhand
internationaler Leitlinien gezielt

und erfolgreich behandelt. Eine erwar-

tete Nebenwirkung ist die Depletion norma-
ler B-Zellen, die ebenfalls das CD19-Molekil
exprimieren und physiologischerweise fiir die
Antikorper-vermittelte Immunitat sorgen. Der
Verlust der normalen B-Zellen wird durch die
Infusion von Immunglobulinen ausgeglichen,
um die Patienten vor Infektionen zu schutzen.

Neue Zielmolekiile und innovative
Technologien fiir universelle Anwendbarkeit

Wir verfolgen ein interdisziplinares, translatio-
nales Forschungsprogramm, um CAR T-Zellen
als universell einsetzbare Therapieform in der
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Krebsmedizin zu etablieren. Eine wichtige Auf-
gabe ist es dabei, neue Zielmolekile zu identi-
fizieren und zu validieren, die regelmaRig auf
Krebszellen vorkommen und von CARs erkannt
werden konnen. Durch unsere intensive Ent-
wicklungsarbeit verfligen wir aktuell Gber ein
Portfolio an CAR Rezeptoren, mit denen es uns
gelingt, mehr als 9o Prozent der hamatologi-
schen Erkrankungen zu adressieren — u.a.auch
akute myeloische Leukamien und das Multiple
Myelom. Der, Lead“-Kandidat fiir den Einsatz
bei soliden Tumoren ist ein Zielmolekil mit dem
wissenschaftlichen Namen ROR1, das bei den
haufigsten soliden Tumoren bei Frauen und
Mannern —Brust- und Lungenkrebs — vorkommt.
Es ist uns als weltweit erste Gruppe gelungen,
einen ROR1-spezifischen CAR zu konstruieren
und dessen Anti-Tumor-Wirksamkeit nachzu-
weisen (Hudecek et al. 2013). In kiirzlich erschie-
nenen Arbeiten konnten wir in vorklinischen
Modellen die Sicherheit von ROR1-CAR T-Zellen
darstellen. Klinische Studien mit ROR1-CAR T-
Zellen sind an unserer Klinik in Vorbereitung.

Ein wichtiger Schwerpunkt unserer derzeitigen
Forschungsarbeit ist die Entwicklung neuer
Strategien, um die Sicherheit und Steuerbarkeit
der CAR T-Zellen zu optimieren. Aktuelle Kon-
zepte bestehen in der Verwendung von Suizid-
markern, mit denen die CAR T-Zellen
im Falle von Toxizitat auf Knopf-
druck ausgeschaltet werden
kénnen und verschwinden.
Diese Strategien konnen
bei schwerwiegenden
Nebenwirkungen lebens-
rettend sein. Es gibt aber
auch Situationen, in denen
es ausreichen kann, die CAR
T-Zellen nur vortibergehend
auszuschalten und anschlieend
wieder zu aktivieren, um den thera-
peutischen Effekt zu erhalten. Wir haben erst-
mals ein abgestuftes Verfahren entwickelt, mit
dem der behandelnde Arzt und der Patient die
T-Zellen nicht nur ,aus-“, sondern auch wieder
Lein-“schalten konnen, um die CAR T-Zellen wie
mit einer Fernbedienung zu steuern.

Die Methodik des Gentransfers, mit dem das
Erbgut fiir den CAR in die T-Zellen eingebracht
wird, ist wissenschaftlich interessant, aber
auch ein essentieller Aspekt beim Ubergang
vom Labor in die klinische Praxis. In den meis-
ten klinischen Studien mit CAR T-Zellen wurden
bisher virale Gentransfervektoren eingesetzt,
deren Herstellung relativ teuer und deren
Einsatz mit hohen regulatorischen Auflagen
versehen ist. Wir haben uns deshalb auf die
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Entwicklung virus-freier Gentransferverfahren
konzentriert, bei denen das Erbgut flir den CAR
durch ein Enzym mit dem klangvollen Namen
LSleeping Beauty” in das Genom der T-Zellen
integriert wird (Monjezi et al. 2016). Durch die
hohe Effizienz, niedrigere Kosten und ein deut-
lich Uberlegenes Sicherheitsprofil hat dieses
virus-freie Gentransferverfahren das Potential,
zum neuen Goldstandard in der Gen- und Zell-
therapie zu werden.

CART-Zellen als
global verfiigbares Krebsmedikament?

CAR T-Zellen sind in der Hamatologie und
Onkologie derzeit in aller Munde, von wissen-
schaftlichem Durchbruch und Hightech-Medi-
zin ist die Rede. Der klinische Wirkungsnach-
weis bei hamatologischen Erkrankungen ist
erbracht, steht bei soliden Tumoren aber noch
aus. Unsere Arbeitsgruppe befindet sich in en-
gem Austausch mit den deutschen regulatori-
schen Behorden und hat sich zum Ziel gesetzt,
in naher Zukunft klinische Studien mit CAR
T-Zellen am Universitatsklinikum Wirzburg
anbieten zu konnen. Entsprechend unserem
translationalen Forschungsansatz werden
dabei neue Zielmolekile, neue Krebsentitaten
und neue CAR Technologien im Fokus stehen.

Entscheidend fur die Etablierung von CAR
T-Zellen in der klinischen Praxis ist auch das
Uberragende Interesse von Biotech- und
pharmazeutischen Unternehmen, die mit ihren
Ressourcen in Produktion und Logistik diese
Zellprodukte global verfiigbar machen kon-
nen. Die erste Marktzulassung von CD19-CAR
T-Zellen fur die Behandlung von Leukdmie wird
in den USA fir 2017 erwartet.
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