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0. Vorwort

Durch den Habilitanden wird eine kumulative Habilitationsleistung angestrebt, welche die
Inhalte der folgenden Originalarbeiten zusammenfasst und in den aktuellen

wissenschaftlichen Kontext einordnet:

Teilprojekt 1: Pathophysiologie und therapeutische Ansatze zur Behandlung von

Hirnmetastasen.

e ZHANG & KARSCHNIA & VON MUECKE-HEIM et al. in Neoplasia, 2021 (doi:
10.1016/j.ne0.2021.09.001).
e KARSCHNIA & REJESKI et al. in Neurology, 2022 (doi: 10.1212/WNL.0000000000200608).
e KARSCHNIA et al. in Neuroonc Pract, 2020 (doi: 10.1093/nop/npz020).
Zusatzlich illustrieren folgende Ubersichtsarbeiten klinische Handlungsempfehlungen und
experimentelle therapeutische Ansatze in Hirnmetastasen:
e KARSCHNIA et al. in Eur J Cancer, 2021 (doi: 10.1016/j.ejca.2021.07.032).
e KARSCHNIA & TESKE & BLOBNER et al. in Cancers, 2021 (doi: 10.3390/cancers13102503).

Teilprojekt Il: ZNS-spezifische Nebenwirkungen von Tumortherapien.

e KARSCHNIA et al. in Blood, 2019 (doi: 10.1182/blood-2018-12-893396).

e SokoLov, KARSCHNIA et al. in BMJ Neurol Open, 2020 (doi: 10.1136/bmjno-2020-
000054).

e SCHOEBERL & TIEDT, SCHMITT, BLUMENBERG, KARSCHNIA et al. in Blood Adv, 2022 (doi:
10.1182/bloodadvances.2021006144).

e REJESKI, ..., KARSCHNIA, .. et al. in Blood, 2021 (doi: 10.1182/blood.2020010543).

e WINTER, KLEIN, VAI0OS, KARSCHNIA et al. in Neurology, 2021 (doi:

10.1212/WNL.0000000000012150).

Dariiber hinaus stellt folgende Ubersichtsarbeit mégliche Therapieansitze zur Behandlung

von neurotoxischen Nebenwirkungen einer Tumortherapie dar:

1. KARSCHNIA et al. in Lancet Oncol, 2019 (doi: 10.1016/S1470-2045(18)30938-0).
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1. Einleitung

Hirnmetastasen verursacht durch initial distante Krebsleiden stellen die haufigste zerebrale
Tumorerkrankung dar. Bis zu 40% aller Krebspatienten mit soliden Tumoren entwickeln im
Verlauf ihrer Erkrankung eine zerebrale Metastasierung.l’ Hierbei charakterisiert die
sekundare Hirnbeteiligung meist ein fortgeschrittenes Stadium der initial extra-kraniellen
Tumorerkrankung und ist regelhaft mit einer infausten Prognose vergesellschaftet. Zusatzlich
sind Betroffene durch epileptische Anfdlle sowie fokalneurologische Defizite in ihrer
Lebensqualitat meist deutlich eingeschrankt. Wahrend bei oligometastatischer, lokalisierter
Hirnbeteiligung vorrangig ein radio- oder neurochirurgisches Vorgehen zusatzlich zur
medikamentdsen Therapie empfohlen ist, wird beim Vorliegen multipler bzw. diffuser
Hirnmetastasen insbesondere eine zerebrale Bestrahlung zum Erreichen einer lokalen
Tumorkontrolle angewendet.® Durch die Anwendung solcher multimodaler, aggressiver
Therapiekonzepte kann die klinische Symptomatik eines Patienten oftmals gemildert werden
(Abbildung 1), die Uberlebenszeit jedoch meist nur um wenige Monate verlangert werden.
Die Identifizierung neuer Therapiestrategien zur Verbesserung der Versorgung von Patienten

mit Hirnmetastasen ist daher unabdingbar.

Aufgrund bestehender Urheberrechtsrestriktionen kann Abbildung 1 der Originalpublikation nicht

abgedruckt werden und es wird auf die folgende Originalpublikation verwiesen:

THON N, KARSCHNIA P, vVON BAUMGARTEN L, NivAzI M, STEINBACH JP, TONN JC (2023) Neurosurgical
Interventions for Cerebral Metastases of Solid Tumors. Dtsch Arztebl Int, doi:

10.3238/arztebl.m2022.0410.

Abbildung 1: Symptomkontrolle durch chirurgische Resektion einer zerebralen Mammakarzinom-Metastase. A, B: Prd- (A)
und postoperatives MRT (B) mit Darstellung der rechts temporo-occipitalen Raumforderung (Pfeile) und konsekutiver
Kompression der Radiatio optica (in den Kontrastmittel-gewichtete T1-Sequenzen), wobei eine bildmorphologische
Komplettresektion der Metastase erzielt werden konnte. C, D: Perimetrische Untersuchung mit préoperativer homonymen
Hemianopsie (C) und vollstéindiger Befundregredienz in der postoperativen Kontrolle (D). Thon, Karschnia et al. in Dtsch Arztebl
Int., 2023 (doi: 10.3238/arztebl.m2022.0410; in Druck).

Vor diesem Hintergrund beschaftigt sich Teilprojekt | des vorliegenden Habilitationsantrags

mit den pathophysiologischen Mechanismen der Hirnmetastasierung und neuartigen
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Therapieansdtzen. In den vergangenen Jahren riickte die komplexe Wechselwirkung
zwischen neoplastischen Tumorzellen und nicht-neoplastischen (ZNS-residenten oder
peripher-migrierenden) Zellen in den Fokus. Insbesondere tumorassoziierte Mikroglia und
Makrophagen (TAM/M) reprasentieren eine endogene Zellpopulation, welche in hoher Zahl
in Hirnmetastasen migrieren und dort (beispielsweise tiber die CX3CL1/CX3CR1-Achse) in
engen Kontakt mit den neoplastischen Tumorzellen treten. Dabei wird eine immunologische
Nische gebildet,®2> welche durch ihre immunosuppressiven und anti-inflammatorischen
Eigenschaften zur Metastasenentstehung und -wachstum beitragt. Durch ein vertieftes
Verstandnis der hierbei stattfindenden zelluldren Interaktionen konnten sich dann
verschiedene (experimentelle) Therapieansatze eroffnen, welche auf der Modifikation des
lokalen Tumor-Mikromilieus beruhen. In diesem Rahmen kdnnte beispielsweise eine
therapeutische Modulation der Signalwege (wie die CX3CL1/CX3CR1-Achse) erfolgen, welche
fur den Austausch der TAM/M mit den Tumorzellen entscheidend sind. Als Alternative zu
dieser indirekten Methode konnte auch die direkte Transfusion von genetisch modifizierten
Immun-Effektorzellen erfolgen, welche nach intratumoraler Migration sowohl anti-tumordse
als auch pro-inflammatorische Aktivitat ausiiben und so das Tumorwachstum behindern.
Beispielsweise stehen zur Therapie hamatologischer Erkrankungen Chimeric Antigen Receptor
(CAR) T-Zellen zur Verfligung. Diese reprasentieren eine neuartige Klasse zelluldrer
Immuntherapeutika, in welcher durch eine genetische Modifikation die Effektorfunktion von
autologen T-Lymphozyten gegen ein Tumorantigen (wie das pan-B-Zell-Antigen CD19)
gerichtet wird.”*3 Aufgrund potentieller neurotoxischer Nebenwirkungen ist bisher nicht
untersucht, ob CAR T-Zellen auch fur Patienten mit (solitirer oder konkomitanter)
Hirnmetastasierung eine geeignete Therapie darstellen. Insgesamt ist die Effektivitat solcher
indirekter und direkter Therapieansatze zur Behandlung von Metastasen des adulten Gehirn
damit unklar und soll deshalb im Rahmen dieser Habilitation beleuchtet werden.

Der Erfolg innovativer immuntherapeutischer Konzepte ist jedoch oftmals durch eine Vielzahl
an Toxizitdten limitiert. In diesem Kontext fokussiert sich Teilprojekt Il auf die ZNS-
spezifischen Nebenwirkungen von (neuartigen immuntherapeutischen) Tumortherapien.
Konventionelle Tumortherapien wie eine systemische Chemotherapie oder eine zerebrale
Bestrahlung zur Behandlung von Hirnmetastasen gehen haufig mit Nebenwirkungen einher,
die eher im langerfristigen Verlauf auftreten. Diese sind vorrangig durch eine fortschreitende

Neurodegeneration bedingt, welche auf der Basis einer axonalen Schadigung des Marklagers
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entsteht  (Abbildung 2).}° Demgegeniiber stehen

neue immuntherapeutische

Therapiekonzepte, welche vorrangig durch das Auftreten von Akuttoxizitaten gekennzeichnet

Aufgrund  bestehender  Urheberrechtsrestriktionen  kann
Abbildung 2 der Originalpublikation nicht abgedruckt werden und

es wird auf die folgende Originalpublikation verwiesen:

KARSCHNIA P, PARSONS MW, DieTRicH J (2019) Pharmacologic
management of cognitive impairment induced by cancer therapy.

Lancet Oncol, doi: 10.1016/51470-2045(18)30938-0.

Abbildung 2: Mechanismen der ZNS-spezifischen Nebenwirkungen von
konventionellen Tumortherapien. Karschnia et al. in Lancet Oncol, 2019.

sind. In diesem Zusammenhang
ist insbesondere das
Nebenwirkungsprofil von CAR T-
Zellen erwdhnenswert. In etwa
60% aller Krebspatienten mit
einer systemischen
Tumorerkrankung, welche mit
CAR T-Zellen behandelt wird,
kommt es zu akuten
30

neurologischen Ausfallen.

Insgesamt versterben etwa 3%

aller Patienten aufgrund einer profunden neurotoxischen Symptomatik bedingt durch die

Transfusion der Immun-Effektorzellen.3® Als Teil der vorliegenden Habilitation soll nun sowohl

eine klinische als auch pathogenetische Einordnung der Neurotoxizitat erfolgen und zusatzlich

pradiktive Biomarker zur Vorhersage der CAR T-Zell-induzierten Toxizitaten definiert werden.

Insgesamt verwendet die vorliegende Habilitation experimentelle, translationale und

klinische Ansdtze, um das wissenschaftliche Verstandnis in Bezug auf Hirnmetastasen zu

vertiefen und damit die klinische Versorgung betroffener Patienten zu verbessern.
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2. Teilprojekt I: Pathophysiologie und therapeutische Ansdtze zur Behandlung von

Hirnmetastasen

Hirnmetastasen entstehen typischerweise auf Basis eines extra-kraniellen Tumors, welcher
durch hamatogene Dissemination das Gehirn sekundar affektiert und mit den ZNS-
spezifischen Parenchymzellen interagiert. Im ersten Abschnitt des Teilprojekts | wird ein
klinisch relevantes Tiermodell eingeflihrt, welches die Beobachtung der pathophysiologischen
Einzelschritte der hamatogenen Hirnmetastasierung und die Interaktion der Tumorzellen mit
den TAM/M erlaubt. Auf Basis des Modells soll dann die TAM/M als Teil des Tumor-
Mikromilieus als moglicher therapeutisch Ansatzpunkt in vivo untersucht werden.
AnschlieBend soll in einer weiteren Arbeit auf CAR T-Zellen als neuartiger immunologischer
Behandlungsansatz fir Hirnmetastasen eingegangen werden. Der abschlieRende Abschnitt
des Teilprojekts | konzentriert sich auf distante ZNS-Metastasen von hirneigenen Tumoren als

seltene Sonderform der Hirnmetastasen.

ZHANG & KARSCHNIA & VON MUECKE-HEIM et al. in Neoplasia, 2021:

Bronchialkarzinome haben im Vergleich mit anderen soliden Tumoren die hdchste
Wahrscheinlichkeit, dass im Krankheitsverlauf Hirnmetastasen auftreten. Dabei betragt das
Uberleben betroffener Patienten meist nur wenige Monate.> Zur in vivo-Visualisierung des

Metastasenwachstum erfolgte nun die Etablierung eines transgenen CX3CR16FP/wt

Mausmodells (Abbildung 3). Dieses erlaubt die prospektive Untersuchung der Interaktion von

Abbildung 3: In vivo-Mikroskopie der Hirnmetastasierung durch Bronchialkarzinom-Zellen. A: Extravasation einzelner
Tumorzellen (rot) aus dem zerebralen Geféfsbett (weifs) nach intra-arterieller Injektion. B: Proliferation der Einzelzellen zu einer
Mikrometastase (<50 Tumorzellen). C, D: Exponentielles Wachstum der Mikrometastase zu einer Makrometastase (>50
Tumorzellen). Wéhrend der einzelnen Metastasierungsschritte kommt es zu einer Akkumulation von CX3CR1-positiven TAM/M
(blau; Pfeilspitzen). Maf3stab: A, B: 50 um; C, D: 33 um. Zhang & Karschnia & von Muecke-Heim et al. in Neoplasia, 2021.
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TAM/M mit metastasierten Bronchialkarzinom-Zellen tber einen Zeitraum von Wochen
mittels Multiphotonen-Laser-Scanning-Mikroskopie durch ein kraniell implantiertes
Glasfenster.3® Zu diesem Zweck wurde die intrakardiale Injektion von Tumorzellen zur
Simulation der hamatogenen Dissemination mit einer anschlieRenden in vivo-Mikroskopie der
fluoreszenz-markierten Tumorzellen sowie “SRUTAM/M  kombiniert. Auf Basis des
resultierenden Modells konnten dann die einzelnen pathophysiologischen Schritte der
zerebralen Metastasierung (intravaskularer Tumorzell-Arrest — Extravasation — Bildung
einer Mikrometastase — Wachstum zur Makrometastase) erfolgreich dargestellt werden.
Parallel zum fortschreitenden Wachstum der einzelnen Metastasen wurde eine peri- und
intratumorale Akkumulation von TAM/M beobachtet, was mit einer morphologischen
TAM/M-Aktivierung (hin zu einem pro-tumordsen Phanotyp) begleitet war.

Wie bereits von Kienast et al. beschrieben,'> war der gesamte Hirnmetastasierungs-Prozess

p— . L. .
(i = Lewis lung carcinoma cell auch im hiesigen Modell jedoch recht
!I n=107 cxsc’RLGFZ;‘ ' . .
— D GEERYFAF ineffektiv, sodass nur etwa 5% aller
:‘:;E‘f’:;‘;i'ﬂ:f * Cell death or
0% displacement: (intravaskular beobachteten)
0% 0/ e
Extravasation: 715% n=98 .
43.0 %, n=46 Tumorzellen eine Makrometastase
28.5 %, n=39 *

Micrometastasis: | bildeten (Abbildung 4).

8.4%, n=9
ll Uberraschenderweise konnte hier

13.9 %, n=19
Macrometastasis: Regression:
4.7 %, n=5 3.7 % (4)

117 % =16 3% belegt werden, dass eine Tumorzell-

Cell death:
34.6 %, n=37
14.6%, n=20

Abbildung 4: Einfluss eines CX3CR1-Knockouts auf die Phagozytose durch TAM/M wahrend

Hirnmetastasierung. Die Beobachtung einzelner Tumorzellen erfolgte
sowohl in CX3CR1-profizienten (grau) und -defizienten Medusen
(schwarz) (iber die einzelnen Schritte der Hirnmetastasierung hinweg. i i .
Zhang & Karschnia & von Muecke-Heim et al. in Neoplasia, 2021. diesem ineffektiven Wachstums-

friher Stadien der Metastasierung zu

muster beitragt. Entsprechend dieser pro- als auch anti-tumordésen Wirkung der TAM/M
konnte ein transgener Knock-Out des TAM/M-Rezeptors CX3CR1 zur therapeutischen
Modulation zwar die Extravasation von individuellen Tumorzellen vermindern, allerdings
resultierte dies in einer gesteigerten Bildung von Mikrometastasen und damit in einer
vergleichbaren Anzahl von Makrometastasen zwischen Tieren mit und ohne CX3CR1-
Inhibition. Eine unspezifische CX3CR1-Inhibition scheint basierend auf diesen Daten damit
keine vielversprechende Methode zur Therapie oder Pravention von Hirnmetastasen zu sein.
Gleichzeitig unterstreicht die Arbeit allerdings deutlich die Relevanz von TAM/M in der
Bildung von Hirnmetastasen und etabliert ein klinisch hochrelevantes Tiermodell zur

Untersuchung der Interaktion von TAM/M und Tumorzellen in Hirnmetastasen.
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KARSCHNIA & REJESKI et al. in Neurology, 2022:

Ein weiterer innovativer Ansatz zur Behandlung von Hirnmetastasen stellen CAR T-Zellen dar.
Durch den genetisch eingefiigten CAR richten sich die autologen T-Zellen gegen ein
Tumorantigen (Abbildung 5A). Eine Therapie mit CAR T-Zellen ist flr systemische
Tumorerkrankungen wie B-Zell-Lymphome zugelassen; bei Patienten mit ZNS-Metastasen
findet sich das angezielte Tumorantigen jedoch innerhalb der Blut-Hirn-Schranke. Dadurch
wird theoretisch eine zerebrale T-Zellinfiltration induziert, was moglicherweise in
substantiellen neurotoxischen Symptomen resultieren kénnte (siehe Teilprojekt Il).
Entsprechend sind Patienten mit ZNS-Befall bisher von relevanten Zulassungsstudien
ausgeschlossen worden,?%33 sodass weder die Effektivitdt noch das Sicherheitsprofil von CAR

T-Zellen im Kontext von Hirnmetastasen klar ist.

Aufgrund bestehender Urheberrechtsrestriktionen kann Abbildung 5 der Originalpublikationen nicht

abgedruckt werden und es wird auf die folgenden Originalpublikationen verwiesen:

KARSCHNIA P*, TESkE N*, THON N, ET AL. (2021) CAR T-cells for glioblastoma: current concepts, challenges

and future perspectives. Neurology, doi: 10.1212/WNL.0000000000012193.

KARSCHNIA P*, REJESKI K*, WINKELMANN M, ET AL. (2022) Toxicities and response rates of secondary CNS
lymphoma after adoptive immunotherapy with CD19-directed CAR T-cells. Neurology, doi:
10.1212/WNL.0000000000200608.

Abbildung 5:: CAR T-Zellen in der Behandlung von Hirnmetastasen. A: Schematische Darstellung der CAR-Struktur mit
extrazellulérer Doméne zur Antigenerkennung und intrazellulérer Doméne zur T-Zell-Stimulation. Karschnia & Teske et al. in
Neurology, 2021. B: Partielle Remission eines sekunddren ZNS-Lymphoms in rechts temporaler Lokalisation (Pfeil;
Kontrastmittel-gewichtete T1-Sequenzen jeweils links) nach CAR T-Zell Transfusion. Auch das Tumor-bedingte vasogene Odem
(FLAIR-gewichtete Sequenzen jeweils rechts) zeigt sich nach Behandlung deutlich regredient. Karschnia & Rejeski et al. in
Neurology, 2022.

Auf Basis dieser Rationale erfolgte die retrospektive Untersuchung aller Patienten mit einem
B-Zell-Lymphom, welche im Rahmen der immuntherapeutischen Versorgung am LMU
Klinikum der Universitét Miinchen behandelt worden sind, auf einen ZNS-Befall zum Zeitpunkt
der CAR T-Zell Transfusion.!? Es konnten zehn Patienten identifiziert werden, von denen
sieben einen soliden parenchymatdsen und drei einen leptomeningealen ZNS-Befall
(,sekunddres ZNS-Lymphom®) aufwiesen. Nach der Transfusion von CAR T-Zellen waren
neurotoxische Nebenwirkungen zwar haufig (6/10, 60%), jedoch meist transient (wenige
Tage) und nur mild (SASTCT Grad 3) verlaufen. Hinsichtlich des ZNS-spezifischen Tumorstatus
konnten eine beeindruckende Ansprechrate von 70% mit teilweise monatelanger

vollstdndigen Remission erfasst werden (Abbildung 5B). Zusatzlich zeigten die Analysen, dass



HABILITATION DR. P. KARSCHNIA 8

das Ansprechen des ZNS-Befalls mit dem Ansprechen der systemischen Erkrankung korreliert:
Patienten mit systemischer Remission wiesen haufig auch eine Remission des ZNS-Befalls auf.
Interessanterweise war weder die ZNS-Tumormanifestation (solide versus leptomeningeal)
noch die Anzahl an Vortherapien mit einem besonderen Ansprechen oder
Nebenwirkungsprofil assoziiert.

Basierend auf den erhobenen Daten ldsst sich zusammenfassend ein glinstiges
Sicherheitsprofil von CAR T-Zellen zur Behandlung von Hirnmetastasen in Lymphompatienten
ableiten, welches in etwa dem bekannten Toxizitatsprofil aus prospektiven CAR T-Zell-Studien
fur extra-axiale Tumore entspricht.?%3 Dariiber hinaus erscheint die Effektivitat einer solchen
Therapie auch innerhalb des ZNS vielversprechend, sodass prospektive Studien in diesem

Patientenkollektiv gerechtfertigt imponieren.

KARSCHNIA et al. in Neuroonc Pract, 2020:

Neben extra-axialen Tumoren kénnten auch hirneigene Neoplasien distante Absiedlungen

innerhalb des ZNS bilden, wobei dies

Aufgrund bestehender Urheberrechtsrestriktionen kann typischerweise durch eine

Abbildung 6 der Originalpublikation nicht abgedruckt | leptomeningeale Aussaat entlang der

werden und es wird auf die folgende Originalpublikation | |jquorrdume geschieht. Dieser Prozess
verwiesen: wird hdaufig im Rahmen von héher-

gradigen Gliomen oder padiatrischen
KARSCHNIA P, BARBIERO FJ, SCHWAIBLMAIR MH, PIEPMEIER JM,

Tumorerkrankungen beobachtet,
HUTTNER AJ, BECKER KP, FULBRIGHT RK, BAEHRING JM (2020)

Leptomeningeal  dissemination  from  low-grade wahrend das Wachstum von Metastasen
neuroepithelial CNS tumors in adults: a 15-year | auf der Basis niedrig-gradiger glialer

experience. Neuroonc Pract, doi: 10.1093/nop/npz020. Tumore bei adulten Patienten als

Uberaus selten erachtet wird (Abbildung

6). Entsprechend ist sowohl der

Abbildung 6: Zerebellire Ileptomeningeale Aussaat eines
Gangliozytoms WHO Grad I. A: Hyperintensitdt (Pfeile) entlang der
zerebelldren Foliae in FLAIR-gewichteten MRT-Sequenzen ohne
korrespondierende Kontrastmittelaufnahme. B, C: H&E-Férbung (B)
mit leptomeningealer Infiltration durch monomorphe gliale
Tumorzellen (Pfeilspitzen). Die immunhistochemische
Synaptophysin-Fdrbung (C) férbt die neoplastischen Zellen und
bestdtigt damit deren Herkunft aus einem Gangliozytom. Karschnia
et al. in Neuroonc Pract, 2020.

natirliche klinische Verlauf als auch die
optimale Therapie solcher Sonderfille
unklar. Zur genaueren
Charakterisierung der leptomeningealen

Dissemination durch niedrig-gradige
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hirneigene Tumore als Sonderform der Hirnmetastasierung wurden samtliche Patienten mit
niedrig-gradigen neuroepithelialen Tumoren (WHO Grad I-ll; entsprechend der WHO-
Klassifikation 2016), welche zwischen 2002 und 2017 an der Klinik fir Neurologie der Yale
School of Medicine (in New Haven, USA) behandelt wurden, auf eine leptomeningeale Aussaat
untersucht.® Mit einer Inzidenz von 2.3% konnten elf von 475 Patienten mit einer solchen
leptomeningealen Dissemination identifiziert werden. Wie auch durch vorangehende
Arbeiten suggeriert,?4?’ stellten Ependymome die haufigste histopathologische Entitat und
die hintere Schadelgrube die haufigste Primdrtumor-Lokalisation in unserer Kohorte dar.
Entsprechend waren die flihrenden Symptome in betroffenen Patienten bedingt durch die
(meist zerebelldre) leptomeningeale Aussaat und den konsekutivem okklusiven oder
malresorptiven Hydrozephalus. Zur symptomatischen Therapie erfolgte deshalb oftmals die
Anlage eines ventrikulo-peritonealen Shunts, wodurch meist eine rasche und anhaltende
Symptomregredienz erzielt werden.

Zur spezifischen Tumortherapie wurde neben einer (radio-)chirurgischen Therapie
symptomatischer noduldrer Lasionen entweder eine systemische Chemotherapie oder eine
Bestrahlung der gesamten Neuroachse angewendet. Damit war das mediane
Gesamtiiberleben in der kompletten Patientenkohorte nach Diagnose der leptomeningealen
Aussaat mit 102 Monaten Uberraschend glinstig. In Patienten, die mit einer kombinierten
systemischen (chemotherapeutischen) und lokalisierten (chirurgischen oder
radiotherapeutischen) Behandlung therapiert worden, betrug die mediane Uberlebenszeit
sogar 189 Monate.

Damit zeigt die vorliegende Arbeit, dass ein sekundarer leptomeningealer Befall im Kontext
niedrig-gradiger hirneigener Tumore keineswegs eine zwingend terminale Tumorsituation
darstellt, sondern durch chirurgische bzw. radiotherapeutische und medikamentdse
Therapieansatze eine adaquate Symptom- und lange Krankheitskontrolle erzielt werden kann.
Insbesondere in Patienten mit einem Ependymom bzw. einer Tumorerkrankung der hinteren
Schadelgrube sollte aufgrund der engen Lagebeziehung zu den Liquorrdumen bei unklarer

Symptomkonstellation eine leptomeningeale Dissemination ausgeschlossen werden.
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3. Teilprojekt Il: ZNS-spezifische Nebenwirkungen von Tumortherapien

Die neurotoxischen Nebenwirkungen von Immuntherapien sind bislang insuffizient
charakterisiert. Insbesondere nach einer CAR T-Zell-Transfusion kommt es regelhaft neben
einem Sepsis-ahnlichen Krankheitsbild (dem sogenannten ,cytokine release syndrome®) zu
einer neurologischer Symptomatik unterschiedlichen Schweregrades und Phanotyps. Im
ersten Abschnitt des Teilprojekts Il soll die klinische, laborchemische und bildmorphologische
Einordnung der ZNS-spezifischen Nebenwirkungen einer Therapie mit CAR T-Zellen erfolgen,
wobei insbesondere auch auf den Einfluss dieser Nebenwirkung auf das Uberlebensprofil
betroffener Patienten eingegangen werden soll. AnschlieBend werden das klinische
Erscheinungsbild und die elektroenzephalographischen Befunde einer CAR T-Zell-induzierten
Aphasie als haufigstes Symptom einer Neurotoxizitdit durch eine CAR T-Zell-Therapie
ausgefihrt. Im zweiten Abschnitt des Teilprojekts Il werden pradiktive Biomarker zur
Vorhersage des Schweregrades bzw. des Auftretens einer neurotoxischen (oder
hamatologischen) Nebenwirkung nach CAR T-Zell-Transfusion etabliert. Zuletzt soll dann auf
das SMART-Syndrom als Sonderform einer ZNS-Toxizitat durch Hirnbestrahlung eingegangen

werden.

KARSCHNIA et al. in Blood, 2019:

Um die klinischen Phanotypen der CAR T-Zell-induzierten Neurotoxizitat zu charakterisieren,
wurden alle Patienten untersucht, die aufgrund neu aufgetretener neurologischer Ausfalle
nach CAR T-Zell Transfusion zwischen 2016 und 2018 an der Klinik flir Neurologie des
Massachusetts General Hospitals (in Boston, USA) behandelt wurden.® So wurden 25
Neurotoxizitat-Patienten retrospektiv identifiziert, von denen 24 mit CD19-gerichteten und
ein Patient mit AFP-gerichteten CAR T-Zellen behandelt wurden. Insgesamt wiesen zwolf
Patienten eine leichte (CTCAE Grad 1-2) und 13 eine schwere Symptomatik (CTCAE Grad 3-4)

auf. Dabei kam es am haufigsten zu:

. in der Subkohorte mit niedriggradiger Neurotoxizitat: 1. milde
Enzephalopathie mit Verwirrtheit oder Vigilanzminderung (92%); 2. leichte Aphasie

mit fihrend expressiver Komponente (50%); Tremor (33%).

. in der Subkohorte mit hochgradiger Neurotoxizitat: 1. schwere

Enzephalopathie mit Agitation oder Somnolenz bis hin zu Koma (100%); 2. massive
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Aphasie mit flihrend expressiver Komponente (85%); 3. unwillkiirliche motorische

EntduRerungen (77%).

Interessanterweise konnten parallel zum Auftreten der Neurotoxizitdt in den meisten

Patienten (92% mit hochgradiger Neurotoxizitdt; 50% mit niedriggradiger Neurotoxizitat)

EEG-Muster auf dem iktal-interiktalen
Hier  wird aufgrund  von

Urheberrechten auf die folgende Kontinuum abgeleitet werden, was

Originalpublikation verwiesen: Krampfaquivalente als patho-

KARSCHNIA P, JORDAN JT, FORST DA, genetischen Mechanismus suggeriert

ET AL. (2019) Clinical presentation, (Abbildung 7A). Weder in den

management, and biomarkers of ..
g durchgefiihrten CT- noch den
neurotoxicity after adoptive

detaillierteren MRT-Untersuchungen
immunotherapy with CAR T-cells.

12-893396. Charakteristikum der neurotoxischen

Symptomatik herausgearbeitet

Abbildung 7: Diagnostische Ergebnisse bei CAR T-Zell-induzierter . . .
Neurotoxizitit. A, B: EEG mit periodischen epileptiformen Entladungen werden, und nurin wenigen Patienten
(A) und MRT mit FLAIR-Hyperinternsitéten (B; Pfeilspitzen) in zwei . .. i
Patienten 10 bzw. 30 Tagen nach CAR T-Zell Infusion. Karschnia et al. in wurden unSpEZIﬂSChe Anderungen Im
Blood, 2019. C: Autopsiebefunde eines Patienten  mit .

Hirnstammschwellung inkl. Mikroblutungen (Pfeile), welcher 53 Tage Bereich des Marklagers oder des
nach CAR T-Zell Transfusion aufgrund schwerster Neurotoxizitit i X i
verstarb. Mafsstab: 5cm. Karschnia et al. in HemaSphere, 2021. Hirnstamms  detektiert (Abb’l dung

7B). Laborchemisch war eine erhdhte Serumkonzentration des Biomarkers LDH mit dem
Auftreten einer schweren Neurotoxizitdt assoziiert; und Patienten mit hochgradiger
Neurotoxizitat zeigten ein deutlich verringertes Gesamtiiberleben im Vergleich zu Patienten
mit niedriggradiger Neurotoxizitdt (medianes Gesamtiiberleben: 22 Wochen versus nicht
erreicht, p = 0.013 bei HR 6.8). Insgesamt verstarben drei Patienten innerhalb von 30 Tagen
aufgrund schwerer neurotoxischer Symptome (Abbildung 7C).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit heben damit die klinische und prognostische Relevanz
der Neurotoxizitat als Nebenwirkung von CAR T-Zellen hervor. Durch den Nachweis einer
moglicherweise iktalen Genese einiger Symptome wird gleichzeitig ein potentiell kausaler

Ansatz zur Intervention aufgezeigt.

SokoLoV, KARSCHNIA et al. in BMJ Neurol Open, 2020:

Neben einer generalisierten Enzephalopathie konnte in der vorangehenden Arbeit eine
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Aphasie als haufigstes fokal-neurologisches Symptom einer (sowohl niedrig- als auch
hochgradigen) CAR T-Zell-induzierten Neurotoxizitat identifiziert werden. Es erfolgte deshalb
nun die besondere Fokussierung auf Patienten, welche sich nach CD19-gerichteter CAR T-Zell
Transfusion mit Sprachstérungen an der Klinik fir Neurologie des Massachusetts General
Hospitals (in Boston, USA) vorstellten.3* Dabei fiel besonders auf, dass die Aphasie
typischerweise ein sehr friihes neurotoxisches Symptom nach CAR T-Zell Transfusion
darstellte (meist innerhalb der ersten 14 Tage). Bemerkenswerterweise wiesen alle Patienten
mit schwerer Sprachstorung pathologische bzw. iktale EEG-Aktivitdt (beispielsweise
rhythmische Delta-Aktivitat bzw. periodische epileptiforme Entladungen) auf, und samtliche
der so betroffenen Patienten entwickelten im weiteren Verlauf eine schwerwiegende
Enzephalopathie (CTCAE Grad 3-4). Damit scheinen insbesondere Sprachstdrungen ein
Prodromalsymptom weiterer schwerer Neurotoxizitdt zu sein, und betroffene Patienten
sollten dringend engmaschig auf das Auftreten weiterer (moglicherweise foudroyant
einsetzender) Symptome Uberwacht werden. Die nachgewiesen enge Beziehung der
Symptomatik zu EEG-Pathologien bietet eine Rationale fir die klinisch bereits angewendete

(prophylaktische) Therapie mit Antiepileptika im Falle eines hohen Risikos fiir Neurotoxizitat.

SCHOEBERL & TIEDT, SCHMITT, BLUMENBERG, KARSCHNIA et al. in Blood Adv, 2022:

Das dargelegte, bedrohliche Nebenwirkungsprofil einer CAR T-Zell Therapie limitiert deren
klinischen Erfolg und verhindert, dass Patienten unmittelbar nach CAR T-Zell Transfusion
ambulant gefiihrt werden kénnen. Das beeintrachtigt die Lebensqualitat der Patienten und
resultiert in erheblichen gesundheitsokonomischen Kosten. Biomarker, die Patienten mit
einem hohen Risiko fiir Nebenwirkungen bereits friihzeitig identifizieren, sind deshalb
potentiell von hohem klinischem Interesse.

In diesem Kontext erfolgte in einer bi-institutionellen Kohorte von 96 Patienten mit
systemischen B-Zell Tumoren, die am Klinikum der Universitét Miinchen bzw. der Universitdt
Heidelberg mittels CD19-gerichteten CAR T-Zellen therapiert wurden, die retrospektive
Analyse der Serumkonzentration des Proteins Neurofilament Light Chain (NfL; einem Marker
fur neuro-axonale Schidigung).?? Dabei konnte belegt werden, dass eine schwere
Neurotoxizitat (ASTCT Grad 2-4) mit einer hoheren NfL-Serumkonzentration assoziiert ist als

in Patienten mit ausbleibenden oder nur leichten neurologischen Beschwerden (ASTCT Grad
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0-1). Hier bestand sogar eine direkte, lineare Korrelation zwischen Schweregrad der

Neurotoxizitat und NfL-Konzentration nach CAR T-Zell Transfusion (Abbildung 8A).

Aufgrund bestehender Urheberrechtsrestriktionen kann Abbildung 8 der Originalpublikation nicht

abgedruckt werden und es wird auf die folgende Originalpublikation verwiesen:

SCHOEBERL F, TIEDT S, SCHMITT A, BLUMENBERG V, KARSCHNIA P, GRANJA BUBANO V, BUECKLEIN V, REJESKI K, SCHMIDT C,
BUsCH G, VON BERGWELT-BAILDON M, TONN JC, SCHMITT M, SUBKLEWE M, VON BAUMGARTEN L (2022) Neurofilament
light chain predicts severe neurotoxicity after treatment with chimeric antigen receptor T-cells. Blood Adv,

doi: 10.1182/bloodadvances.2021006144.

Abbildung 8: Serum-Konzentrationen von NfL nach CAR T-Zell Transfusion. A: Lineare Beziehung zwischen Grad der
Neurotoxizitdt und Serum-Konzentration von NfL nach CAR T-Zell Transfusion. B: Signifikante héhere initiale Serum-
Konzentration von NfL bei schwerer Neurotoxizitit (ASTCT Grad 2-4). C: ROC-Analyse mit einer Sensitivitdt/Spezifitdt von
0.88/0.50 bei einer NfL Serum-Konzentration von 74.8 pg/ml als Cutoff-Wert vor CAR T-Zell Transfusion. Schoeberl & Tiedt et
al. in Blood Adv., 2022.

Uberraschenderweise konnten auBerdem in Patienten, welche nach CAR T-Zell Transfusion
eine schwere Neurotoxizitat entwickelten, héhere NfL-Serumkonzentrationen bereits vor CAR
T-Zell Transfusion detektiert werden. Weitere statistische Analysen belegten den
vielversprechenden Wert von NfL vor CAR T-Zell Transfusion als pradiktiven Marker einer
Neurotoxizitdat (AUC in der ROC-Analyse: 0.71 mit Cl 0.58-0.84) (Abbildung 8B, C). Somit
scheint NfL tatsachlich als Serum-Biomarker fiir Neurotoxizitdt dienen zu kénnen, was die
Identifikation von Risikopatienten ermdglichen und die Sicherheit einer CAR T-Zell Therapie

deutlich erh6éhen konnte.

REJESKI, ..., KARSCHNIA, .. et al. in Blood, 2021:

Zusatzlich zu neurologischen Nebenwirkungen geht eine CAR T-Zell Therapie oftmals mit einer
(Pan-)Zytopenie einher, was mit einem relevanten Transfusionsbedarf, erhéhtem Blutungs-
und Infektrisiko sowie negativen Konsequenzen fir die weitere Therapiefdhigkeit im Falle
eines Tumorrezidivs assoziiert ist. Auch hier ware eine Moglichkeit zur Abschatzung des
Zytopenie-Risikos von Relevanz, um beispielsweise eine ambulante CAR T-Zell Therapie zu
ermoglich oder eine medikamentése Zytopenie-Prdavention einzuleiten. Vor diesem
Hintergrund wurde basierend auf einer multi-institutionellen Patientenkohorte aus sechs

internationalen Zentren ein Scoring-System zur Abschatzung des Zytopenie-Risiko
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entwickelt.?®

Innerhalb einer Trainings-Kohorte von 58 Lymphom-Patienten, welche mit CAR T-Zellen
behandelt wurden, erfolgte die Evaluation von Markern, welche sich biologisch als pradiktiv
fur eine Zytopenie erweisen kdnnten. In diesem Rahmen wurden mithilfe des Youden-Index,
einer multivariaten Analyse und einer zusatzlichen Wichtung biologisch besonders relevanter
Faktoren optimale Marker-Cutoffs zur Trennung von Patienten mit einem hohem Risiko von
Patienten mit einem niedrigen Risiko flr eine Zytopenie ermittelt. Basierend auf den so
identifizierten pradiktiven Markern der hamatopoetischen Reserve (Anzahl der neutrophilen
Granulozyten und Thrombozyten, Himoglobin-Wert) sowie der systemischen Inflammation
(Ferritin, C-reaktives Protein) wurde das Scoring-System CAR-HEMATOTOX entworfen
(Abbildung 9).

Aufgrund bestehender Urheberrechtsrestriktionen kann Abbildung 9 der Originalpublikation nicht

abgedruckt werden und es wird auf die folgende Originalpublikation verwiesen:

REJESKI K, PEREZ A, SESQUES P, HOSTER E, BERGER C, JENTZSCH L, MOUGIAKAKOS D, FROLICH L, ACKERMANN J, BUCKLEIN V,
BLUMENBERG V, SCHMIDT C, JALLADES L, FEHSE B, FAUL C, KARSCHNIA P, WEIGERT O, DREYLING M, LOCKE FL, VON BERGWELT-
BAILDON M, MACKENSEN A, BETHGE W, Avuk F, BAcHY E, SALLES G, SUBKLEWE M (2021) CAR-HEMATOTOX: A
multivariate score to predict hematotoxicity after CD19-specific CAR T-cell therapy for relapsed/refractory

large B-cell lymphoma. Blood, doi: 10.1182/blood.2020010543.

Abbildung 9: Das Scoring-System CAR-HEMATOTOX. Dieses errechnet sich aus laborchemischen Markern der
hdmatopoetischen Reserve sowie der systemischen Inflammation. Durch Berechnung des Scores lassen sich Patienten mit
einem niedrigen, intermediéren und hohem Risiko fiir eine Zytopenie identifizieren. Rejeski et al. in Blood, 2021.

In einer separaten europadischen (91 Patienten) sowie einer amerikanischen Patienten-
Kohorte (109 Patienten) validierte sich der CAR-HEMATOTOX, sodass eine milde Zytopenie
(von weniger als 14 Tagen) von einer schwerwiegenderen, anhaltenden Zytopenie (von mehr
als 14 Tagen) abgegrenzt werden konnte (AUC 0.89; Sensitivitat/Spezifitat: 0.89/0.68). Die
Stratifizierung der Patienten gemaR des CAR-HEMATOTOX zeigte dabei Relevanz fiir alle drei
hamatopoetischen Zellreihen, sodass sowohl eine Neutropenie, Thrombozytopenie als auch
Andamie vorhergesehen werden konnte. Somit erlaubt der hier etabliert CAR-HEMATOTOX
eine akkurate Risikostratifizierung von Patienten unter CAR T-Zell Therapie hinsichtlich der

moglichen hamatologischen Nebenwirkungen einer solchen Behandlung.
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WINTER, KLEIN, VAIOS, KARSCHNIA et al. in Neurology, 2021:

Neben neuartigen Therapiekonzepten wie CAR T-Zellen kommen konventionelle Ansdtze wie
eine zerebrale Bestrahlung in der Behandlung von Hirnmetastasen (noch) deutlich haufiger
zum Einsatz. Wahrend viele Toxizitaten der Radiotherapie mittlerweile gut charakterisiert

sind, kommt es in einem Bruchteil der so behandelten Patienten zu ungewdhnlichen

Aufgrund bestehender | Symptomen mit (transienter) Schlaganfall-dhnlicher

Urheberrechtsrestriktionen kann | Symptomatik gepaart mit Migrane-artigen Cephalgien.

Abbildung 10 der Originalpublikation . o .
Zur genaueren prognostischen und atiologischen
nicht abgedruckt werden und es wird
) o o Einordnung des sogenannten Stroke-like Migraine
auf die folgende Originalpublikation

verwiesen: Attacks after Radiation Therapy (SMART)-Syndroms
WINTER SF, KLEIN JP, VAIOS EJ, KARSCHNIA wurden die klinischen und diagnostischen Daten aller

P, ETAL. (2021) Clinical presentation and sieben Patienten analysiert, die zwischen 2013 und

management of SMART syndrome. | 75020  aufgrund eines SMART-Syndroms am

Neurology, doi: . .
i Massachusetts General Hospital, Brigham and

10.1212/WNL.0000000000012150.

Women's Hospital sowie am Dana-Farber Cancer
Abbildung 10: MRT bei SMART-Syndrom. Vier

Tage nach Symptombeginn ist eine gyrale |nstjtyte (allesamt in Boston, USA) behandelt wurden.3’
Hyperintensitdt mit Kontrastmittel-Aufnahme zu

sehen (Pfeile), weiche von einem lokal erhdhten  Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass die
Blutvolumen und -fluss (Pfeilspitzen) begleitet

wird. Winter et al. in Neurology, 2021. beschriebene Symptomatik mit einem
pathognomonischen MRT-Muster aus kortikaler Kontrastmittel-Aufnahme entlang der
zerebralen Gyrierung in Verbindung mit einem vermehrten Blutfluss einhergeht (Abbildung
10). Dabei war stets exklusiv das bestrahlte Hirnareal betroffen, und erst nach dem Eintreten
der beschriebenen bildmorphologischen Veranderungen konnten iktale Veranderungen im
EEG abgeleitet werden. Interessanterweise erholten sich fast alle Patienten (5/7, 71%)
spontan unter supportiver Therapie, wobei in den Fdllen mit inkompletter
Symptomregredienz eine Migrdane-Anamnese eruierbar war. Damit zeigt die vorliegende
Studie auf, dass das SMART-Syndrom am ehesten auf einer vaskuldaren Hyperreagibilitat
beruht (und iktale Veranderungen eher als Epiphdnomen zu betrachten sind). Aufgrund des
prinzipiell gutartigen Verlaufs ist das Erkennen des SMART-Syndroms als Nebenwirkung einer
Hirnbestrahlung entscheidend, um unnétige Therapien im Rahmen alternativer
Verdachtsdiagnosen (wie beispielsweise eine Chemotherapie beim Tumorrezidiv oder

systemische Lysetherapie beim ischamischen Schlaganfall) zu vermeiden.
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4. Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden kumulativen Habilitationsarbeit wurden experimentelle, translationale
und klinische Ansdtze genutzt, um das wissenschaftliche Verstandnis in Bezug auf

Hirnmetastasen zu vertiefen.

Dabei wurden in Teilprojekt | auf die Pathophysiologie der zerebralen Hirnmetastasierung

sowie deren therapeutische Behandlung eingegangen und folgende Erkenntnisse gewonnen:

1. Die Kombination aus kraniell implantiertem Fenster, Multiphotonen-Laser-Scanning-
Mikroskopie und intrakardialer Injektion von fluoreszenz-markierten Tumorzellen
stellt in der transgenen Maus ein verldssliches Tiermodell zur Untersuchung der
Einzelschritte der Hirnmetastasierung dar. Initial weisen TAM/M eher anti-tumordse
Eigenschaften auf und polarisieren wahrend des zunehmenden Tumorwachstums
zugunsten eines pro-tumordsen Phanotyps dabei findet eine peri- und intratumorale
TAM/M-Akkumulation statt. Entsprechend verandert ein therapeutischer Knockout
des TAM/M-Rezeptors CX3CR1 zwar die Einzelschritte der Metastasierung, jedoch
wird die finale Anzahl an beobachteten Makrometastasen nicht reduziert.

2. Eine Therapie mit CD19-gerichteten CAR T-Zellen scheint in B-Zell Lymphom-Patienten
mit aktivem solidem und leptomeningealen ZNS-Befall vielversprechend. Hierbei ist
das neurotoxische Nebenwirkungsprofil einer solchen Behandlung zwar beachtlich,
jedoch nicht substantiell schwerwiegender als fir CAR T-Zell-Patienten ohne ZNS-
Befall beschrieben. Gleichzeitig kann in einigen Patienten klinisch relevante anti-
tumordse Wirkung auf den ZNS-Befall nachgewiesen werden, welche teilweise in einer
langanhaltenden Komplettremission resultiert.

3. Ein leptomeningealer Befall im Rahmen von neuroepithelialen hirneigenen Tumoren
WHO Grad I-Il tritt in etwa 2% aller Falle auf. Insbesondere Patienten mit einem Tumor
in enger Lagebeziehung zu den inneren Liquorrdumen (Ependymom, hintere
Schadelgrube) sind hierflur gefahrdet. Trotz des fortgeschrittenen Krankheitsbildes
haben Patienten eine lange Uberlebenszeit nach Diagnose des leptomeningealen
Befalls, sodass eine symptomatische (wie ein ventrikulo-peritonealer Shunt) oder
krankheitsspezifische Therapie (Chemotherapie, Bestrahlung, Operation) durchaus

sinnvoll erscheinen kann.
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AnschlieBend fokussierte sich Teilprojekt Il auf die (ZNS-spezifischen) Nebenwirkungen von

Tumortherapien, wobei hier folgende Erkenntnisse erzielt werden konnten:

1. Eine Enzephalopathie mit Vigilanzminderung unterschiedlicher Auspragung und eine
(expressiv-betonte) Aphasie sind die filihrenden klinischen Symptome einer
Neurotoxizitdit nach CAR T-Zell Transfusion. Regelhaft lassen sich hierbei
Auffalligkeiten im EEG ableiten, wahrend eine Bildgebung des Neurokraniums keine
richtungsweisende Befunde erbringt. Wahrend klinisch insbesondere eine deutliche
Sprachstoérung als Ausdruck pathologischer EEG-Aktivitat einer lebensbedrohlichen
Enzephalopathie vorausgeht, so scheint laborchemisch vorrangig eine LDH-Erhéhung
zum Zeitpunkt der Transfusion mit einer spdteren hochgradigen Neurotoxizitat
vergesellschaftet. Durch das Auftreten von neurologisch-bedingten Todesfalle tragt
die Neurotoxizitat relevant zur Mortalitat einer CAR T-Zell Therapie bei.

2. Das Protein NfL als Indikator fir neuro-axonale Schadigung konnte als pradiktiver
Biomarker einer Neurotoxizitdt unter Therapie mit CAR T-Zellen etabliert werden.
Dabei bilden erhéhte NfL-Serumkonzentrationen nicht nur den Verlauf der
Symptomatik ab, sondern scheinen auch schon vor CAR T-Zell Transfusion selektiv in
Patienten erhoht, die spater eine schwere Neurotoxizitat entwickeln. Zur klinischen
Abschatzung des Risikos einer Zytopenie als Nebenwirkung einer CAR T-Zell Therapie
konnte auRerdem das klinische Scoring-System CAR-HEMATOTOX entwickelt werden,
welches eine akkurate Risikostratifizierung hinsichtlich der madglichen
hamatologischen Nebenwirkungen erlaubt.

3. Das SMART-Syndrom ist als seltene Nebenwirkung einer zerebralen Radiotherapie mit
einem pathognomonischen MRT-Muster vergesellschaftet. Pathophysiologisch
scheint insbesondere eine Veranderung des zerebralen Blutflusses ausschlaggebend,
wahrend Krampfanfalle im Verlauf als Epiphdnomen auftreten. Durch die insgesamt
glinstige Prognose mit haufig kompletter Symptomregredienz ist insbesondere die

Abgrenzung zu anderen (therapiebedirftigen) Alternativdiagnosen entscheidend.
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5. Diskussion
5.1. Pathophysiologie und therapeutische Ansdtze zur Behandlung von Hirnmetastasen

In selektiven Fallen der Hirnmetastasierung wie in Patienten mit leptomeningealer
Dissemination im Rahmen niedrig-gradiger hirneigener Tumore bieten konventionelle
Therapieverfahren eine adadquate Krankheitskontrolle. In den meisten Patienten mit
Hirnmetastasen ist die Prognose jedoch sehr eingeschrankt und die Identifizierung neuer
Therapiestrategien deshalb unabdingbar. Praklinische Modelle zur Untersuchung neuer
Behandlungsansatze sind fiir primdre Hirntumore zuverlassig etabliert,?33® fur sekundare
Hirntumore jedoch meist entweder ob des fehlenden longitudinalen Beobachtungszeitraums
(beispielsweise im Rahmen histologischer Methoden), der insuffizienten Auflésung
(beispielsweise im Rahmen Bioflureszenz-basierter Methode) oder der unzureichend
abgebildeten biologischen Mechanismen (beispielsweise im Rahmen direkter Hirninjektion
von Tumorzellen) nur von limitierter Aussagekraft. Das in der vorliegenden Habilitationsarbeit
etablierte syngene, klinisch hochrelevante Tiermodell erméglicht nun die Untersuchung
neuartiger Therapieansatze mit Visualisierung der zelluldren Interaktion zwischen
Tumorzellen und TAM/M Uber einen Zeitraum von Wochen.

Basierend auf diesem Tiermodell konnte Ubereinstimmend mit vorausgehenden Studien
nachgewiesen werden,'®?> dass die TAM/M als Teil des Tumormikromilieus aufgrund ihrer
engen Interaktion mit den neoplastischen Tumorzellen ein attraktives Ziel fiir therapeutische
Interventionen darstellen kdnnten. Im Gegensatz zu hirneigenen Tumoren scheint jedoch
eine ubiquitdre therapeutische Intervention entlang der TAM/M-spezifischen
CX3CL1/CX3CR1-Achse in Hirnmetastasen des Bronchialkarzinoms therapeutisch nicht
zielfihrend zu sein.?'¥ Interessanterweise konnte nichtsdestotrotz im CX3CR1-Knockout-
Modell im Vergleich zu entsprechenden Kontrollen ein geringerer Anteil an Tumorzellen
festgestellt werden, die erfolgreich aus dem GefdaRlumen in das zerebrale Parenchym
extravasieren. Auch wenn dieser Effekt in den darauffolgenden Metastasierungs-Schritten
durch eine erhohte Effizienz der Mikrometastasen-Bildung konterkariert wurde, kdnnte
beispielsweise eine selektiv an der Blut-Hirn-Schranke einsetzende CX3CR1-Inhibition die Rate
an erfolgreich in das Hirngewebe extravasierenden Tumorzellen verringern. Entsprechende
intravaskular wirksame in vivo-Antikorper stehen fir eine experimentelle Therapie im

Tiermodell zur Verfiigung,?! wobei die Penetranz des Antikorpers tber die Blut-Hirn-Schranke
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noch nicht suffizient charakterisiert ist. Eine Kombination einer TAM/M-gerichteten Therapie
zur Verstarkung der Effizienz einer Checkpoint-Inhibition ist Gegenstand aktueller
praklinischer Forschung als Fortfiihrung der Habilitation.*

Ein alternativer Ansatz zurimmuntherapeutischen Behandlung von Hirnmetastasen lber eine
Modifikation des Tumormikromilieus stellen CAR T-Zellen dar. Die initiale Zulassungsstudien
wie JULIET,®®> ZUMA-2%> oder ZUMA-7,2° welche CD19-gerichteten CAR T-Zellen zur
Behandlung von B-Zell Neoplasien etablierten, exkludierten aufgrund der moglicherweise
aggravierten Neurotoxizitat Patienten mit ZNS-Beteiligung. In der vorliegenden Arbeit wurde
in einer retrospektiven Kohorte an Patienten mit aktivem ZNS-Befall zum Zeitpunkt der CAR
T-Zell Transfusion eine dhnlich hohe Rate an neurotoxischen Symptomen beobachtet wie in
den genannten Zulassungsstudien, wobei diese meist milder und transienter Natur waren.
Gemeinsam mit vergleichbaren Beobachtungen aus anderen Zentren,>* rechtfertigt die
vorliegende Arbeit mit einer vielversprechenden anti-tumordsen CAR T-Zell Aktivitat
innerhalb des ZNS somit sowohl die Anwendung von CAR T-Zellen in Patienten mit ZNS-Befall,
andererseits aber auch prospektive Studien an Patienten mit primdaren ZNS-Lymphom
(beispielsweise die CAROUSEL-Studie, NCT04443829). Die Behandlung von Hirnmetastasen
solider Tumore wie des Bronchialkarzinoms wird unter Verwendung des in der vorliegenden

Arbeit etablierten Tiermodells unter Beteiligung des Habilitanden untersucht (Abbildung 11).

5.2. ZNS-spezifische Nebenwirkungen von Tumortherapien

Der Therapieerfolg einer Behandlung mit CAR T-Zellen wird durch die auftretenden
Toxizitaten begrenzt, und hierbei zahlt die Neurotoxizitdit neben dem cytokine release

12 In der aktuellen

syndrome zu den am hdufigsten und bedrohlichsten Effekten.
Habilitationsarbeit wurden mit einer (eher unspezifischen) Enzephalopathie, einer (expressiv
betonten) Aphasie und unwillkiirlicher motorischer EntduRerungen (inkl. Tremor) die
Kardinalsymptome einer Neurotoxizitdat charakterisiert. Eine Abfrage der genannten
Symptome hat Eingang in den Immune Effector Cell-associated Encephalopathy (ICE)-Score
der American Society for Transplantation and Cellular Therapy (ASTCT) gefunden, welcher

zum Grading einer Neurotoxizitdt klinisch standardmaRig genutzt wird.8
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Abbildung 11: Behandlung einer zerebralen E/<AM+Bronchialkarzinom-Metastase (rot) mit EpCAM-gerichteten CAR T-Zellen (A,
B) bzw. ungerichteten T-Zellen als Kontrollen (C, D) (griin) im Mausmodell des kraniellen Fensters. Der Beobachtungszeitraum
betrdgt zehn Tage nach Injektion der CAR T-Zellen in das distante Hirnparenchym. A, C: Epifluoreszenz des Tumorwachstums
mit Nachweis der Tumorregredienz nach Injektion der EpCAM-gerichteten CAR T-Zellen (A) bzw. exponentielles
Tumorwachstum in der Kontrollgruppe (C). B, D: Maximum-Intensity-Projections von dreidimensionalen Aufnahmen mittels
Multiphotonen-Laser-Scanning-Mikroskopie mit Nachweis einer deutlichen intra- bzw. peritumoralen Akkumulation von
EpCAM-gerichteten CAR T-Zellen. Mafistab: A, C: 370 um (Ausnahmen in Grafik angegeben); B, D: 90 um. Xu & Karschnia &
Cadilha et al. in Oncolmmunology, 2023 (doi: 10.1080/2162402X.2022.2163781; in Druck).

Die zellularen Abldaufe, die zum Entstehen einer Neurotoxizitat beitragen, verleiben
weitgehend unverstanden. Neben eines on-target-off-tumor Effekts der CAR T-Zellen gegen
Zellen, die an der Integritat der Blut-Hirn-Schranke beteiligt sind,2® konnte sowohl ein passiver
Einstrom systemischer Zytokine in das ZNS (beispielsweise IFN-y oder TNF-a) als auch eine
ZNS-spezifische Produktion von pro-inflammatorischen Zytokine (beispielsweise MCP-1, IL-6
oder IL-8) nachgewiesen werden.3! Bildmorphologisch kénnen eher unspezifische Befunde
erhoben werden, sodass eine Bildgebung des Neurokraniums im Kontext der Neurotoxizitat
vorrangig zum Ausschluss alternativer Verdachtsdiagnosen dient. Gleichzeitig kommt es
jedoch zu kortikalen Funktionsstérungen, welche in pathologischer bzw. iktaler EEG-Aktivitat

Ausdruck finden und nicht nur in der vorliegenden Arbeit, sondern auch durch andere Zentren
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beschrieben wurden.! Ob diese pathologische EEG-Aktivitit wie beim SMART-Syndrom ein
Epiphdnomen auf Basis (mit konventionellen bildmorphologischen Methoden nicht
abbildbarer) struktureller Veranderungen darstellt, ist Gegenstand aktueller Forschung unter
Beteiligung des Habilitanden. Unabhadngig davon gilt die Relevanz EEG-morphologischer
Veranderungen als gut belegt, sodass in der klinischen Praxis die (praventive) Abdeckung von
Patienten mit hohem Risiko fiir schwere Neurotoxizitdt (beispielsweise bei beginnenden
leichter Symptomatik, bekannter struktureller Epilepsie oder ausgedehntem intrazerebralem
Tumorbefall) erfolgt.> Im Ubrigen beruht die Therapie einer Neurotoxizitit vorrangig auf
Corticosteroiden,?? die jedoch moglicherweise dem gewliinschten anti-tumorésen Effekt der
CAR T-Zellen entgegenstehen. Zusatzlich erfolgt die engmaschige (intensivmedizinische)
Uberwachung und supportive MaRnahmen.

Zur ldentifizierung von Patienten mit hohem Risiko fur schwere Neurotoxizitat wurde der
Biomarker NfL an einer multi-institutionellen Kohorte etabliert. Zwar sind bereits klinische
Scoring-Systeme zur Abschitzung des Neurotoxizitit-Risikos bereits verfugbar,3® diese sind
jedoch mit multiplen Variablen komplex und beruhen teilweise auf Markern, die erst nach
CAR T-Zell Transfusion erhoben werden kénnen. Demgegeniiber steht NfL als leicht zu
bestimmender, objektiver Serumparameter, der eine akkurate Risikostratifizierung von CAR
T-Zell Patienten erlaubt. Ahnlich akkurat erméglicht das Scoring-System CAR-HEMATOTOX die
Pradiktion einer Zytopenie unter CAR T-Zell Therapie, welche oftmals Transfusionsbedarf und
(moglicherweise fatale) Infektionen zur Folge hat.?® Patienten mit hohen NfL-
Serumkonzentrationen bzw. CAR-HEMATOTOX-Werten koénnten damit zu einer
engmaschigeren Uberwachung triagiert werden, wihrend Patienten mit niedrigen Werten
moglicherweise ambulant geflihrt werden kénnten um gesundheitsékonomischen Kosten zu

senken und die Lebensqualitat solcher Patienten zu erhéhen.

5.3. Ausblick

Basierend auf klinisch relevanten in vivo-Modellen vertieft sich das Verstandnis der
pathophysiologischen Ablaufe der Hirnmetastasierung, wobei mdgliche therapeutische
Angriffspunkte identifiziert werden. Praklinisch als wirkungsvoll erachtete Behandlungen
kénnen dann rasch in klinische Studien translatiert werden, um erganzend zu konventionellen

Therapien die Versorgung von Patienten mit Hirnmetastasen zu verbessern. In diesem
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Zusammenhang nimmt insbesondere das Management der Nebenwirkungen neuartiger
Tumortherapien einen grofRen Stellenwert ein, um die Sicherheit der betroffenen Patienten

hierbei nicht zu gefahrden.
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