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T-Zelltherapie
"Designer"-T-Zellen: Neue Méglichkeiten fur die Immuntherapie von Krebs

Matthias Leisegang und Wolfgang Uckert

Molekulare Zellbiologie und Gentherapie, Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin, Berlin

The genetic engineering of T cells with T cell or chimeric antigen receptors generates tumor-
specific "Designer" T cells for immunotherapy of cancer. The clinical use of these cells
requires (i) careful selection of the target antigen that should be tumor-specific, (ii) an
optimized configuration of therapeutic genes, to generate T cells of high functional activity and
(iii) efficient vector systems that allow the generation of sufficient numbers of engineered T

cells within a short period of time.

T-Zellen sind ein natirlicher Teil des Immunsystems. lhre Eigenschaft, veranderte Zellen spezifisch
erkennen und zerstdren zu kdnnen, lasst sich fur eine Form der zellularen Immuntherapie nutzen, die
als adoptive T-Zelltherapie bezeichnet wird und den Transfer einer definierten T-Zellpopulation in den

Patienten darstellt.

T-Zellen kdnnen Tumorzellen zerstdren

Ahnlich wie virusinfizierte Zellen, die sich durch die Expression kérperfremder Virusproteine von
Normalzellen unterscheiden, zeigen auch Tumorzellen eine veranderte Proteinexpression. Fragmente,
der in einer Tumorzelle exprimierten Proteine (Peptide), werden auf der Zelloberflache durch Proteine
des Haupthistokompatibilitatskomplexes (MHC, major histocompatibility complex) prasentiert. Bindet
eine T-Zelle mithilfe des T-Zellrezeptors (TZR) an einen Peptid:MHC-Komplex und wird das
prasentierte Peptid als "fremd" erkannt, kommt es zur Aktivierung der T-Zelle. Die T-Zelle induziert
mithilfe zytotoxischer Mechanismen die Zerstérung der Tumorzelle und sezerniert inflammatorische
Zytokine. Der fUr die Erkennung der Zielstruktur (Antigen) notwendige TZR-Komplex besteht aus der
a- und B-Kette des TZRs und dem CD3-Komplex, der den TZR stabilisiert und die Funktion der

Signalubertragung Gbernimmt (Abb. 1A).

Tumorspezifische T-Zellen des Patienten
Das Immunsystem eines Krebspatienten kann tber tumorspezifische T-Zellen verfligen, doch ist die
Funktion dieser T-Zellen stark eingeschrankt [1,2]. Der klinische Einsatz von Antikérpern, die die

Inhibierung von T-Zellen aufheben (sogenannte Checkpoint-Hemmer), kann zur Aktivierung der



tumorspezifischen T-Zellen eines Patienten fiihren. Es hat sich gezeigt, dass die induzierten T-Zellen
Peptid:MHC-Komplexe erkennen, die sogenannte Mutationsantigene (Peptide aus mutierten
Proteinen) prasentieren [3]. Mutationen verursachen die Entartung normaler Kérperzellen und sind
damit ursachlich fur das Tumorwachstum. Sie unterscheiden Krebs- von ihren normalen
Vorlauferzellen und geben T-Zellen die Mdglichkeit, den Tumor als "fremd" zu erkennen. Neben der
Aktivierung tumorspezifischer T-Zellen durch den Einsatz von Checkpoint-Hemmern besteht die
Mdoglichkeit, T-Zellen aus dem Korper zu entnehmen, ex-vivo zu aktivieren und therapeutisch
einzusetzen (adoptive T-Zelltherapie). Sehr erfolgreich ist diese Form der zellularen Immuntherapie im
Rahmen der Transplantationsmedizin, wo sie bei der Behandlung virusassoziierter Tumoren
Anwendung findet. Hier wird durch die einzigartige Spezifitdt der T-Zellen fur die von Krebszellen
prasentierten Virusantigene ein sehr hoher Wirkungsgrad erreicht [4]. Fur die Behandlung anderer
Krebserkrankungen sind tumorreaktive T-Zellen nicht so einfach zu gewinnen. Meist lassen sich keine
spezifischen T-Zellen aus dem Patienten isolieren oder die fur den Transfer benétigte Menge an T-
Zellen kann nicht in der notwendigen Zeit hergestellt werden. Der adoptive Transfer kdrpereigener, ex-
vivo expandierter T-Zellen erreicht bisher nur bei einem Teil von Patienten mit metastasierendem
Hautkrebs eine langanhaltende Tumorregression [5]. Interessant ist, dass sich auch bei diesen

Patienten T-Zellen finden, die Mutationsantigene auf den Hautkrebszellen erkennen [6].

Herstellung von "Designer"-T-Zellen

Die Kombination verschiedener Techniken aus den Bereichen der Molekularbiologie, Immunologie
und Virologie macht es moglich, tumorspezifische T-Zellen fur die adoptive T-Zelltherapie gezielt
herzustellen. Normale T-Zellen eines Patienten werden dafiir mit tumorspezifischen Rezeptoren
ausgestattet und somit befahigt, Tumorzellen zu erkennen und zu zerstéren. Daflir kbnnen zum einen
die Gene tumorspezifischer TZRs (Abb. 1A) in T-Zellen eingebracht werden (TZR-Gentherapie). Die
T-Zelle verfugt dann zusétzlich zu ihrem eigenen (endogenen) TZR Uber einen weiteren TZR, der der
T-Zelle eine Tumorspezifitat verleiht. Solche "therapeutischen” TZRs konnen aus tumorreaktiven T-
Zellen gewonnen werden, die z.B. aus Krebspatienten isoliert oder durch Immunisierung von
bestimmten Mausstdmmen mit Tumorantigenen erzeugt wurden [7]. Eine weitere Moglichkeit, T-Zellen
mit einem tumorspezifischen Rezeptor auszustatten, ist das Einbringen eines synthetischen Gens,
das fir einen chiméaren Antigenrezeptor (CAR) kodiert. Ein CAR-Molekul besteht aus drei
Komponenten: (i) einem extrazellularen, antigenbindenden Antikorperfragment, das die gewahlte
Zielstruktur auf der Tumorzelle detektiert; (i) einem Transmembranteil, welcher den CAR in der
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Membran der T-Zelle verankert, und (iii) einem intrazellularen Teil, der die Antigenbindung als
aktivierendes Signal in das Innere der T-Zelle weiterleitet (Abb. 1B). Im Gegensatz zur adoptiven T-
Zelltherapie mit ex-vivo expandierten T-Zellen bringt die Verwendung von "Designer"-T-Zellen die
Herausforderung mit sich, ein definiertes Tumorantigen als Zielstruktur zu wéhlen. Erste Erfahrungen
wurden mit TZR-modifizierten T-Zellen gemacht, die Peptide nicht-mutierter Proteine (sogenannte
Selbstantigene) auf Tumorzellen erkennen. Bedingt durch ihre Entartung werden in Tumorzellen auch
einige normale Proteine in veranderter Menge exprimiert. Diese Selbstantigene lassen sich nur unter
einer Voraussetzung als Zielstruktur nutzen: sie dirfen nicht in lebensnotwendigen Geweben
exprimiert werden. Der adoptive Transfer selbst-reaktiver T-Zellen fiulhrt sonst zu schwersten
Nebenwirkungen [8]. Als eine Ausnahme ist sicher die Verwendung CAR-modifizierter T-Zellen zu
sehen, die das Oberflachenmolekil CD19 erkennen. CD19 befindet sich auf B-Zellen und aus ihnen
hervorgehenden Tumoren. Der Transfer dieser T-Zellen bewirkt zum einen die effektive Zerstdrung
CD19-exprimierender B-Zelltumoren, eliminiert jedoch ebenfalls die normalen B-Zellen des Patienten
[9]. Der Verlust normaler B-Zellen kann jedoch substituiert werden. Vielversprechend sind
gegenwartige Bestrebungen Mutationsantigene als Zielstrukturen der TZR-Gentherapie zu nutzen.
"Therapeutische" T-Zellen, die allein Tumorzellen erkennen und zerstéren, versprechen erstmals eine

wirksame Krebstherapie, die ohne schwerwiegende Nebenwirkungen auskommt [10].

Jedes Detail z&hlt

Die Herstellung von "Designer-T-Zellen ist technisch sehr anspruchsvoll. Die Funktion CAR-
modifizierter T-Zellen wird u.a. durch die Affinitdt des antigenbindenden Antikdrperfragments, die
Lange der Transmembranregion und die Signaltransduktionselemente bestimmt. Bei der Herstellung
TZR-modifizierter T-Zellen muss darauf geachtet werden, dem ,therapeutischen* TZR einen Vorteil
gegeniber dem endogenen TZR zu geben, da beide in Konkurrenz um die Proteine des CD3-
Komplexes und damit um die Présentation auf der Zelloberflache stehen [11]. Wir konnten eine
Methode entwickeln, die die Expression des endogenen TZRs vollstandig verhindert. Die so
hergestellten TZR-modifizierten T-Zellen sind allein spezifisch fir das gewahlte Tumorantigen und
werden nicht durch Interferenzen von endogenem und "therapeutischem" TZR beeintrachtigt [12]. Die
Genféhre (Vektor), mit der die Gene fir CARs oder TZRs in T-Zellen uUbertragen werden, muss so
gewahlt werden, dass der Transfer moglichst effektiv erfolgt. Zudem miissen die transferierten Gene
effizient exprimiert werden, da eine gro3e Menge an CAR- bzw. TZR-Molekilen auf der Oberflache
der T-Zellen fur deren Funktionalitat notwendig ist. Diese Voraussetzungen werden gegenwartig am
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besten von Vektoren erfillt, die sich von Retro- und Lentiviren ableiten (Abb. 2A). Nicht-virale
Gentransfersysteme, wie z.B. Transposon-basierende Vektoren, bieten jedoch eine aussichtsreiche
Alternative, um ohne die aufwendige Produktion viraler Vektorpartikel mutationsspezifische TZR-Gene
flexibel fur die therapeutische Anwendung einsetzen zu kénnen. Desweiteren muss die notwendige
Anzahl an "therapeutischen"” TZR- oder CAR-modifizierten T-Zellen innerhalb kurzer Zeit hergestellt
werden, da sonst wichtige Eigenschaften der T-Zellen verloren gehen, die fur den Erfolg der adoptiven

T-Zelltherapie notwendig sind (Abb. 2B). Dies macht aufwendige Zellkulturtechniken erforderlich.

Individualisierte Medizin

Da fur die Herstellung von TZR- oder CAR-modifizierten T-Zellen dem Patienten T-Zellen enthommen,
ex-vivo modifiziert und anschlieRend wieder zurtickgegeben werden (Abb. 3), sind "Designer"-T-Zellen
Bestandteil einer individualisierten Therapie. Neben den bereits zitierten klinischen Befunden [3,6]
geben auch experimentelle Tiermodelle gesicherte Erkenntnisse, dass Mutationsantigene die
vielversprechendsten Zielstrukturen fir eine Therapie mit genetisch modifizierten T-Zellen darstellen
[13]. Da sich die Mutationen in einem Tumor von Patient zu Patient unterscheiden, verlangt eine
mutationsspezifische T-Zelltherapie nach einem hoch-individualisierten und vielschichtigen
Therapieansatz, dem wir uns im Rahmen eines Konsortiums in Zusammenarbeit mit verschiedenen
Partnern widmen  (http://www.bihealth.org/de/forschung/forschungsprojekte/t-zell-gentherapie-bei-
krebs/). Mithilfe neuartiger Sequenzierungstechniken kdnnen die Mutationen eines Tumors schnell
definiert werden, doch sind weitere Analysen notwendig, um sicherzustellen, dass sich eine Mutation
als Tumorantigen manifestiert und von T-Zellen erkannt werden kann. AnschlieBend missen
mutationsspezifische TZRs gewonnen und in geeignete Vektoren eingebaut werden, um sie
schlielRlich therapeutisch einsetzen zu kdénnen. Des Weiteren ist die Evaluierung "therapeutischer" T-
Zellen im Tiermodell notwendig, um einen klinischen Misserfolg zu vermeiden. Sowohl die Herstellung
der Vektoren als auch die Modifikation der T-Zellen mit TZR- oder CAR-Genen unterliegt strengen
Regularien. Die Verwendung von mutationsspezifischen "Designer"-T-Zellen fir die Immuntherapie
von Krebs ist daher im notwendigen Zeitrahmen schwer umzusetzen und derzeit noch sehr

kostenintensiv.
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Abb. 1
Schematische Darstellung eines (A) T-Zellrezeptor (TZR)-Komplexes, bestehend aus der TZRa- und

B-Kette und den Proteinen des CD3-Komplexes und (B) eines chiméren Antigenrezeptors (CAR).



/./

&

Unmodifiziert TZR-modifiziert
0,
N 0% N
@ @
2 =
= =
o ©
o o
o] S
E 1S
3 3
- : [
cD8
B 4 - T-Zellen des Patienten:
£ B unnodifiziert
2o ) B TzR-modifiziert
E el
= 3
NE
0] = _
Tumorzellen
eines Patienten
Abb. 2

Herstellung und Charakterisierung von "Designer"-T-Zellen. (A) Analyse der TZR-Expression auf T-
Zellen eines Patienten vor (unmodifiziert) und nach (TZR-modifiziert) der genetischen Verédnderung
mit einem TZR-kodierenden Vektor. Die T-Zellen sind mithilfe spezifischer Antikbrper markiert und
mittels Durchflusszytometrie analysiert worden: CD8 (x-Achse, Korezeptor zytotoxischer T-Zellen, der
zur Bindung an den MHC-I-Komplex notwendig ist), Tumorreaktiver TZR (y-Achse, verleiht der T-Zelle
Reaktivitdt gegen den Tumor). Prozentangaben beziehen sich auf T-Zellen, die sowohl CD8 als auch
den tumorreaktiven TZR auf der Oberflache tragen. (B) Die unmadifizierten und TZR-modifizierten T-
Zellen aus (A) wurden mit Krebszellen eines Patienten inkubiert. Die anti-Tumorreaktivitdt TZR-

modifizierter T-Zellen zeigt sich durch Ausschittung des inflammatorischen Zytokins IFN-y.
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Abb.3

Schematische Darstellung der verschiedenen Schritte der TZR- (A) und CAR-Gentherapie (B). T-
Zellen werden einem Krebspatienten entnommen und ex-vivo mit Vektoren genetisch so verandert,
dass sie in der Lage sind, Tumorzellen zu erkennen und zu zerstéren. Die TZR- oder CAR-

modifizierten T-Zellen ("Designer"-T-Zellen) werden expandiert und dem Patienten infundiert.
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