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Abstract

Chimeric antigen receptor (CAR) T cell therapy is at the forefront of cancer immunotherapy development. The number of
ongoing autologous and allogeneic CAR T cell clinical trials has increased exponentially, with more than 30% of studies
researching solid tumor therapies. CAR T cells are genetically engineered cells with artificial CAR receptors, capable of
specific targeting of antigen in MHC-independent manner. Two autologous anti-CD19 CAR T cell therapies approved in
Europe and USA, tisagenlecleucel and axicabtagene ciloleucel, have been authorized for treatment of refractory or relapsed
B cell acute lymphoblastic leukemia and diffuse large B cell lymphomas with potent and long-lasting responses.
Unfortunately, these medicines require a long production process and are prohibitively expensive. Although allogeneic CAR
T cells can cause dangerous graft-versus-host disease and have reduced persistence after transfer, there have been many
developments in gene editing and biotechnology that provide solutions for these challenges. The adoption of allogeneic
CAR T cells would have the benefit of decreased therapy costs, improved access and standardized production protocols
allowing further cell editing and modification, improved treatment response rates. In this review article we discuss the
structure of chimeric antigen receptors, manufacture of autologous CAR T cell therapies, efficacy of currently approved
medications, advances and development strategies of allogeneic CAR T cell therapies for hematologic malignancies and

solid tumors.
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Car t Igstelés vézio imunoterapijoje
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Santrauka

Chimeriniy antigeno receptoriy (CAR) T lasteliy terapija yra viena i§ perspektyviausiy ir labiausiai vystomy onkologinés
imunoterapijos sri¢iy. Autologiniy ir alogeniniy CAR T lasteliy terapijos pritaikymo klinikiniy tyrimy skaicius didéja
eksponentiskai, daugiau nei 30% tyrimy vykdomi su solidiniais navikais. CAR T lastelés yra genetiskai modifikuotos
lastelés su dirbtiniais CAR receptoriais, galinCiais specifiSkai atpaZinti antigena, nepriklausomai nuo MHC molekuliy
sgveikos. Du Europoje ir JAV patvirtinti autologiniai anti-CD19 CAR T lasteliy preparatai, tisagenlekleucelas ir
aksikabtagenas ciloleucelas, yra patvirtinti atsparios ar recidyvavusios B lasteliy Giminés limfoblastinés leukemijos ir
difuzinés dideliy B lasteliy limfomos gydymui. Preparatai pasizymi efektyviu atsaku ir ilgai iSliekancia remisija, taciau
gamybinis procesas uztrunka vidutiniskai tris savaites, gydymo kursas yra brangus. Alogeniniy CAR T lasteliy taikymas
suteikty papildomy privalumy. Biity galima mazinti gydymo kaing, didinti prieinamumg ir standartizuoti gamybos
protokolus, leidziant papildomai modifikuoti ir redaguoti lasteles, gerinti atsaka j gydyma. Nors alogeninés CAR T lastelés
gali sukelti pavojinga transplanto-pries-Seiminka liga ir pasiZymi trumpesne persistencija organizme, pasitelkiant geny
redagavimg ir biotechnologijy laiméjimus, pradedama ieskoti tinkamy $iy problemy sprendimo bidy. Siame straipsnyje
apzvelgiama chimeriniy antigeno receptoriy struktiira, autologiniy CAR T lgsteliy preparaty gamybos procesas, patvirtinty
preparaty efektyvumas, alogeniniy CAR T lasteliy terapijos hematologiniams ir solidiniams navikams i$$tkiai ir vystymo

strategijos.

Raktiniai ZodzZiai: Vézio imunoterapija, chimeriniai antigeno receptoriai, aksikabtagenas ciloleucelas, tisagenlekleucelas.
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1. Ivadas

Vézio imunoterapija pradeda tapti geriausios
klinikinés  praktikos standartu  naviky
gydymui. Imunoterapija monokloniniais
antikinais, imuninés sistemos kontrolés
taSky inhibitoriais, tapo vienu didZiausiy
onkologijos laiméjimy ir pakeité pacienty,
serganiy krities véziu bei melanoma
iSgyvenamumo prognoz¢  (1). Pirmieji
naujos  kartos  vézio  imunoterapijos
preparatai — gydanciosios vakcinos prostatos
véziui (2) ir melanomai (3), BiTE (angl. bi-
specific T-cell engagers) bispecifiniai
antikinai  (4) Uminei  limfoblastinéi
leukemijai (ULL) bei chimeriniy antigeno
receptoriy (CAR) T lasteliy terapija ULL ir
B lasteliy limfomy gydymui (5) — yra
patvirtinti ir skinasi kelig j kliniking
praktika. CAR T lasteliy terapija remiasi
dirbtiniy receptoriy, atpazjstanciy norima
liganda, kiirimu ir jy jterpimu ] natyvines
zmogaus T Iasteles. Tokios genetisSkai
modifikuotos CAR T lastelés turi didesnj
specifiSkuma navikiniy lasteliy antigenams
ir aktyvindamos imuninj atsaka gali sukelti

navikiniy lasteliy destrukcija.

2. Chimeriniy antigeno receptoriy

struktira

Siuo metu klinikingje praktikoje naudojami
CAR yra sudaryti i§ trijy komponenty:
iSorinio antigeng prijungian¢io domeno,
transmembraninio sujungiancio domeno bei
vidinio singalinio domeno. Kiekvienas i$ jy
turi savo funkcijg, taciau individualiy
fragmenty molekuliné struktiira gali biiti

labai jvairi.

ISorinis antigeng prijungiantis domenas
dazniausiai sudaromas panaudojant vienos
grandinés variabily fragmentg (scFv),
sudaryta i§ imunoglobulino sunkiosios ir
lengvosios grandiniy variabiliy regiony,
prijungian¢iy antigenus (6). Chimeriniy
receptoriy antigeno atpazinimas tampa
panasus j monokloninio antikino — yra
nepriklausomas nuo MHC komplekso ir
genetinio T lasteliy programavimo (7) ir gali
biti individualizuojamas norimam taikiniui.
Galimi ir T lgsteliy receptorius (TCR)
primenantys CAR, atpaZzjstantys
intralastelinius ~ fragmentus  pateikiamus
MHC molekuliy pavirSiuose (8). Domeno
scFv afinitetas antigenui yra svarbus CAR T
lasteliy funkcijai ir turi biiti pakankamas jy
aktyvacijai (9). Taciau, per didelis afinitetas
gali lemti pacios T lastelés zatj bei toksinj
poveiki organizmui (10). ISorinis domenas
gali buti jvarios struktdros: klinikiniuose
tyrimuose naudojami ir ligandais (11),
citokinais (12), de novo sintezuotais

peptidais (13) paremti iSoriniai domenai.

Vidinis signalinis domenas remiasi natyviniu
CD3-{ TCR fragmentu, kuris inicijuoja
vidinj T lastelés signalo aktyvavima per
tirozino liekany fosforilinima (14), taciau
pirmosios kartos CAR T lasteliy tyrimuose
lasteliy atsakas nebuvo pakankamas (15).
Kadangi natiiraliam veiksmingui T lastelés
atsakui be CD3-( aktyvacijos reikalingas ir
ko-stimuliacinis signalas (CD28, 4-1BB ir
kiti), antrosios kartos CAR T lastelés
panaudojo ir j CAR integruotus
kostimuliacinius domenus (16): antigeno
atpazinimas iSoriniu domenu inicijuoja tiek

CD3-¢, tiek papildomg signala, ko pasekoje
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iSvengiama papildomy ligandy ir receptoriy
sgveikos  poreikio iSoriniame Iastelés
pavirSiuje. Naudojami  ko-stimuliaciniai
signalai geba keisti T lasteliy funkcijas.
CD28 lastelés diferencijuojasi i efektorines
atminties T lasteles, tuo tarpu 4-1BB lemia
diferenciacija | centrines atminties lasteles
(Tem) (17). Sios struktiiros CD28-CAR ir 4-
IBB-CAR T lastelés yra patvirtintos B
lasteliy naviky gydymui (18).
Ekspermentuojama ir su trecios bei ketvirtos
kartos CAR T lastelémis,
inkorporuojan¢iomis  papildomus ko-
stimuliacinius ar funkcijos igijimo (angl.

gain-of-function) domenus (19).

3. Autologinés CAR T lastelés

3.1. Preparato gamybos procesas

Autologiné CAR T lasteliy terapija remiasi
paties paciento limfocity panaudojimu, i}
juos  jterpiant  chimerinius  antigeno
receptorius. Leukocitai yra surenkami
leukoferezés proceso metu, norimos klasés T
lastelés yra atrenkamos gryninimo proceso
metu, cetrifugavimo  ar  megnetinio
atskyrimo metodais (20). Limfocitai s¢jami |
kultlirg ir yra veikiami dirbtinémis antigena
pateikianCiomis lgstelémis, kurios sukelia
polikloning stimuliacijg (21). Chimerinio
antigeno receptoriaus genetiné informacija
yra jterpiama | lasteliy genoma naudojant
virusinj vektoriy (22), elektroporacija (23) ar
CRISPR/Cas9 sistema (24). T Iasteléje
vyksta jterpto genetinio kodo tranksripcija ir
transliacija, nauji sintezuoti CAR yra
ekspresuojami lastelés pavirSiuje  (25).
Lasteliy kulttra yra dauginama
bioreaktoriuje, koncentruojama, imami

meéginiai vertinti kulttiros kokybe, steriluma,

sauguma (18). Testavimas yra pagrjstas
lasteliy gyvybingumo vertinimu,
imunofenotipavimu, dazymu gramo bidu,
bakterijy ir grybeliy bei jy toksiny aptikimu
(26). Galutinis  patvirtintas  produktas
krioprezervuojamas ir siunciamas j reikiama
gydymo jstaiga. Nors lasteliy gamyba
uztrunka vidutiniS8kai 8 dienas, laikas nuo
leukoferezes iki galutinio produkto infuzijos
gali uztrukti iki 4 savaiciy (27), priklauso
nuo paciento klinkinés biisenos bei
paruosiamojo gydymo intensyvumo.
Autologiniy T Iasteliy privalumas yra
alogeninés reakcijos nebuvimas, todél
infuzuotos CAR T lastelés gali persistuoti iki
24 ir daugiau ménesiy po gydymo (28).

3.2. Patvirtinti preparatai

Siuvo metu, JAV maisto ir vaisty
administracija (FDA) ir Europos vaisty
agentira (EMA) yra patvirtinusios du
autologinius CAR T lasteliy preparatus.

Pirmasis, tisagenlekleucelas  (Kymriah,
Novartis), yra pagrjstas autologininémis
CAR T lastelémis, turinciomis anti-CD19
chimerinius receptorius. Preparatas
pagamintas naudojant antrosios kartos
chimeriniy receptoriy lasteles, kuriy vidinis
signalinis domenas susideda i§ CD3-{ ir 4-
IBB fragmenty (29). Terapinés preparato
indikacijos (30) yra atspari ar recidyvavusi
B lasteliy Giminé limfoblastiné¢ leukemija
(ULL) bei atspari ar recidyvavusi difuziné
dideliy B lasteliy limfoma (DDBLL).
Preparato autorizavimas buvo pagristas
ELIANA tyrimo (31) metu gautu geresniu
atsaku ULL sergantiems pacientams (18
meénesiy remisijos trukmes tikimybé 0,633;
bendrasis remisijos daznis (BRD) 0,823
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(95% PI 0,721 — 0,900)) lyginant su0,200
BRD gydant klofarabinu, 0,390 BRD BiTE
antikiinu blinatumomabu. JULIET tyrime
(32), pacienty serganciy DDBLL atsakas
(objektyvaus atsako daznis (OAD) 0,535
(95% PI 0,432 — 0,636); 24 ménesiy
iSgyvenamumas 0,391) buvo geresnis nei
lyginamojo  retrospektyvaus standartinés
terapijos efektyvuma vertinusio SCHOLAR-
1 (OAD 0,26 (95% PI 0,21 — 0,31) ir 0,20
(95% PI 0,16 — 0,23) 24 ménesiy
iSgyvenamumas) (33). Tisagenlekleucelas
yra jtrauktas j pediatrinés bei suaugusiyjy
ULL, B lasteliy limfomy gydymo ,,National
Comprehensive Cancer Network* (NCCN)
klinikinés praktikos gaires (34,35).

Antrasis  anti-CD19 CAR T lasteliy
preparatas,  aksikabtagenas ciloleucelas
(Yescarta, Kite Pharma), skiriasi savo
vidiniu signaliniu domenu, kuriame CD3-C
papildantis ko-stimuliacinis signalas
perduodamas per CD28 (36). Preparatas
indikuotinas (37) atsparios ar recidyvavusios
DDBLL bei pirminés tarpuplaucio dideliy B
lasteliy limfomos (PTBLL) gydymui. Vaisto
autorizacija rémési ZUMA-1 tyrimo (36)
duomenimis: OAD 0,74 (95% PI 0,65 —
0,82), 24 ménesiy iSgyvenamumas 0,505
(95% PI 0,404 — 0,597) lyginant su OAD
0,26 (95% PI 0,21 — 0,31) ir 0,20 (95% PI
0,16 — 0,23) 24 ménesiy iSgyvenamumas
SCHOLAR-1 (33). Aksikabtagenas
ciloleucelas jtrauktas j B lasteliy limfomy
gydymo NCCN klinikinés praktikos gaires
(35).

Abu preparatai patvirtinti ES ir JAV nuo
2018 mety, taciau terapija yra brangi, kol
kas néra ilgalaikj klinikinj efektyvuma

jvertinan¢iy tyrimy.. Taciau efektyvumo
vertinimas yra sudétingas dél naudoty vienos
grupés tyrimo tipy, intensyviy gydymo
schemy, palyginamosios auksinio standarto
terapijos  nebuvimo.  Tisagenlekleucelo
efektyvumas ir saugumas ULL gydyme
vertinamas 3 fazés NCT03628053 tyrime.
Aksikabtageng ciloleucelg taip pat bandoma
patvirtinti  leukemijy gydymui - po
sékmingy 1 fazés rezultaty (38), atlickami 2
fazés ULL (NCT02614066, NCT02625480)
bei létinés limfocitinés leukemijos (LLL)
NCT03624036 gydymo efektyvumo tyrimai.
Produktai yra testuojami ir kitoms
indikacijoms, todél ateityje bus daugiau
informacijos apie preparaty naudos-rizikos

santykj.

Limfomy gydyme, tisagenlekleucela
bandoma kombinuoti su pembrolizumabu
bei ibrutinibu (NCT03630159,
NCT03876028). Atitinkamai, aksikabtagena
ciloleucela - su atezolizumabu
(NCT02926833), 4-1BB agonistu
utomilumabu NCT03704298 bei rituximabu
NCT04002401 tyrimuose.

4. Alogeninés CAR T Iasteles

Autologiniy CAR  lgsteliy  preparaty
gamybai, limfocity modifikacija vykdoma
pagal individualy uzsakyma. Sis gamybinis
procesas uztrunka vidutiniskai tris savaites,
pasizymi dideliais kastais (Vokietijoje vieno
paciento gydymas Kymriah ar Yescarta
kainuoja apie €320,000 (39)) bei gali biti
nesekmingas daliai pacienty. Gamybos
trukmé yra ypatingai aktuali pacientams su
agresyviomis leukemijos formomis. Taikytas
gydymas, vézinio  proceso  salygota

imunosupresija gali lemti paciento T lasteliy
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veiklos sutrikimus (40). Siy pasekmiy
galima iSvengti naudojant alogenines CAR T
lasteles, kurtas i§ sveiky donory. Lasteliy
Saltiniu gali buti periferinis kraujas (41),
virkSteles kraujas (42) ar indukuotos
pluripotentinés kamieninés Igstelés (43).
Gamybos procesy standartizacija ir masiné
preparaty produkcija leisty mazinti vaisty
kaing, keisti gydymo schemas (44), plésti
CAR T lasteliy taikiniy skai¢iy — vykdomi
tyrimai su karcinoembrioninio antigeno
(CEA) (45), B lasteliy brendimo baltymo
(BCMA) (46), mezotelino (47) ir kitais
taikiniais (48).

4.1. Transplantato prie§ Seimininkg liga

Vienas pagrindiniy alogeninés Iasteliy
terapijos trikumy yra transplantato-pries-
Seimininka liga. Tai viena pagrindiniy
pacienty morbidiskumo ir mirtingumo
priezasCiy taikant alogening kraujodaros
kamieniniy lgsteliy transplantacija (KKLT)
(49). Sis donoro ir recipiento Zmogaus
leukocity  antigeny (HLA) molekuliy
neatitikimas yra salygotas off T lasteliy (50),
atpazjstan¢iy svetimas MHC komplekso
struktiiras. Viena i§ iSeiCiy yra taikyti HLA
sutapatinto donoro T lasteles (51), taCiau Sis
budas yra prieinamas tik KKLT pacientams.
Alternatyva — naudoti virusams specifiskas
atminties T lasteles, kurios dél riboto atsako
nesukelia transplantato-pries-Seimininka
ligos (52), arba taikyti ne aff T lasteles,
neturincias sgveikos su MHC kompleksais,
taiau iSsaugancias citotoksinj poveik].
Tokiy lasteliy zmogaus organizme yra daug:
vykdomi klinikiniai tyrimai su CAR
modifikuotais natiiraliaisiais zudikais (NK)

(42), naturaliyjy zudiky pavirSiaus markerius

ekspresuojanc¢iomis T lastelémis (iNKT)
(48), yo T Ilastelémis (53), MAIT T
lastelémis (54). Be mazesnés tranplantato-
pries-Seimininka ligos rizikos, Siy lasteliy
naudojimas  susijgs ir su retesnémis
nepageidaujamomis citokiny audros

sindromo reakcijomis (44).

Geny inzinerija leidzia kurti CAR T lasteles
su panaikintas natyviniais off TCR,
lemianciais T lasteliy aloreaktyvuma.
Genetinio kodo redagavimas atliekamas su
transkripcijos aktyvavima primenanciomis
efektorinémis nukleazémis (TALEN) (55),
dirbtinémis chimerinémis MegaTAL
nukleazémis (56), CRISPR-Cas9 (57) ir
alternatyviomis CRISPR sistemos
nukleazémis  (58). Nukleazés  vykdo
dvigrandinius DNR trokius, dazniausiai
TCR o granding koduojanciame genomo
regione (59). Toks natyvinio of TCR
receptoriaus eliminavimas nedaro jtakos
CAR T lasteliy efektyvumui (60),
aloreaktyvumo nebuvimas yra patvirtintas in
tyrimais (61).
4.2. Donoriniy lasteliy destrukcija

Antrasis  alogeniniy CAR T lasteliy
trikumas yra recipiento imuninés sistemos
salygota donoriniy lasteliy destrukcija,
lemianti trumpg jy islikimo laikg organizme
(62). Siekiant ilgai trunkancio terapijos
atsako, galimi pakartotiniai alogeniniy CAR
T lasteliy dozavimo kursai, prilyginami
KKLT konsolidavimo etapui (63). Kartotinis
dozavimas gali buti toksiSkas pacientui bei
esamoms CAR lastelems dél taikomo
paruosiamojo limfodeplecinio gydymo (64).

Ekspermentuojama su papildoma CAR T
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lasteliy genetine modifikacija, apsaugancia
donorines lasteles nuo limfodeplecinés
chemoterapijos, taip didinant ju
iSgyvenamumg lyginant su natyviniais

paciento limfocitais (65).

Paciento imuninés sistemos atmetimo
reakcijos galima iSvengti ir eliminuojant
CAR T lasteliy MHC 1 klasés molekules
(66), atsakingas uz aloreaktyvumg. Taciau,
MHC molekulés yra svarbios NK lasteliy
inhibicijai, todél modifikuotos CAR T
lastelés buty jautresnés recipiento NK
lasteliy atpazinimui ir destrukcijai (67).
Papildoma Iasteliy modifikacija siekiant
inhibuoti NK galima indukuojant siglec 7
ligando ekspresija (68).

4.3. Alogeniniy preparaty panaudojimas

Alogeninés CAR T lasteles galéty buti
naudojamos  tiek  hematologinio, tiek
solidinio vézio gydymui (69), taCiau Siuo
metu néra patvirtinty  farmakologiniy
preparaty. Vykdomi pirminés ir
recidyvavusios ~ ULL ~ (NCT03229876,
NCT02746952), tminés mieloleukemijos
(OML) NCT03190278, limfomy
NCT02735083 , dauginés mielomos
NCT03958656 gydymo tyrimai, atlickamas
preparaty kombinavimas su  imuninés
sistemos  kontrolés taSky inhibitoriais
NCT02650999. Trumpa alogeniniy CAR T
lasteliy persistencija organizme gali biiti
panaudojama ir lgsteliy terapija taikant kaip
tilta gydomajai alogeninei KKLT (70).
Solidiniy naviky gydymas tradicinémis
autologinémis CAR T Iastelémis nebuvo
sékmingas (18). Papildomas alogeniniy
CAR T lasteliy genetinis modifikavimas ir

standartizavimas gali padéti iSvengti naviko

imunosupresinés mikroaplinkos,
inhibuojan¢ios imuninés sistemos lasteliy
veikla (47). Siekiant gerinti CAR Iasteliy
patekima | navikg, persistencijg ir
efektyvuma, ekspermentuojama su T
lastelémis ekspresuojanciomis katalaze (71),
turin¢iomis integruotg anti-PD1 poveiki (72)
ar daugybinius skaldytus CAR, gebancius
reaguoti | platesnj naviko antigeny ar

chemokiny spektrg (73).
5. ISvados

Autologiniai CAR T lasteliy terapijos
preparatai tisagenlekleucelas ir
aksikabtagenas ciloleucelas yra efektyvis ir
klinikiskai naudingi pacientams, sergantiems
piktybinémis B lasteliy ligomis.
Biotechnologijy ir geny  inZinerijos
laiméjimai leidzia tobulinti CAR Iasteliy
konstrukcijas, plésti naudojamy terapijai
lasteliy spektra bei naudoti alogenines CAR
lasteles, kurios salygoty mazéjancius
gydymo kaStus ir didesnj prieinamuma.
Tobuléjantys mazesnio toksiskumo
preparatai, jy kombinavimas su imuninés
sistemos  patikros tasky ar  kinaziy
inhibitoriais, BiTE ar monokloniniais
antikfinais, gali didinti Iasteliy terapijos
efektyvuma, atsako  trukme,  plésti
panaudojimo indikacijas hematologiniams
bei solidiniams navikams. Akademiniy
centry, biotechnologiniy ir farmaciniy
jmoniy vykdomy moksliniy tyrimy ir
ekspermentinés plétros projekty gausa rodo
Sios  naujos  farmakoterapijos  Sakos
potencialia, galintj sukelti revoliucija

onkologiniy susirgimy gydyme.
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