OSSZEFOGLALO KOZLEMENY

Az adoptiv sejttranszfer sikere
a hematologiaban: a kiméra
antigénreceptorral felruhazott T-sejtek

Fésiis Viktoria"?, Nagy Akos!, Alpar Donat', Bodor Csaba’®

'MTA-SE Lendiilet Molekularis Onkohematolégia Kutatécsoport, I. sz. Patolégiai és Kisérleti Rakkutato Intézet,
Semmelweis Egyetem, Budapest
*Keszthelyi Korhaz, Sziilészet-Nogyogyaszati Osztaly, Keszthely

Az endogén T-sejtek genetikai manipuldcidjaval 1étrehozott kiméra antigén receptorral felruhdzott T-sejtek (CAR-T)
ma az egyik legijabb és legnagyobb potencidllal rendelkezd terapids alternativat jelentik az onkol6giaban, els6sorban
a hematoldgiai, azon belill is B-sejtes malignitidsok korében. A CAR-T-sejtek 6tvozik a T-sejtek effektor miikodését,
illetve a B-sejtek antigénfelismerd képességét, megkeriilve ezzel az endogén T-sejtek antigénprocesszalds, antigén-
prezentaci6 és kostimuldci6 iranti igényét. A haematoldgiai malignitasok kozott a legjobb eredmények CAR-T-kezelés-
sel gyermekkori-, illetve felnétt relabdlé/refrakter B-sejtes akut lymphomblastos leukémidban vannak akar 70-90%-os
komplett remisszi6 ardnnyal. Hasonldan igéretesek a kezdeti vizsgilatok tobbek kozott diffiz nagy B-sejtes lymphoma-
ban, follikularis lymphoméban és krénikus lymphocytds leukaemidban. A mellékhatasok koziil messze a leggyakoribb,
akar 80%-ban el6fordulhat a gyakran rendkiviil stlyos, akar letdlis formaban megjelend citokinfelszabaduldsi szindréma.
A jelenleg foly6 intenziv kutatdsok éppen ezért a CAR-T-sejtek Gjabb generacidjanak jobb iranyithatésagara, kombina-
ciok alkalmazasara, illetve a tovabbi problémat jelentd oriasi elGallitasi koltségek csokkentésére iranyulnak. Ezen
osszefoglalé mind a jelenlegi CAR-T repertodr ismertetését, mind a terdpia kihivisainak és a potenciilis megolddsoknak
felvazolasat célozza, ezzel betekintést engedve az tumorterapia egyik legigéretesebb pillérjének kibontakozaséba.
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Success of adoptive cell transfer in hematology: chimeric antigen receptor T-cells

One of today’s newest therapeutic alternatives bearing probably the greatest potential in the field of oncology are chi-
meric antigen receptor expressing T-cells (CAR-T), which are genetically engineered endogenous T-cells. CAR-T cells
alloy the effective function of the T-cells as well as the antigen recognition ability of B cells so that they lack the need of
antigen processing, antigen presentation and costimulation being essential for endogenous T-cell function. Among he-
matological malignancies, the most encouraging results with CAR-T therapy are in pediatric and adolescent patients
with relapsed/refractory B-lineage acute lymphoblastic leukemia achieving complete remission rates of 70-90%. There
are similarly promising results among others in diffuse large B-cell lymphoma, follicular lymphoma and chronic lympho-
cytic leukemia. As for side effects, by far the most common side effect is the cytokine release syndrome occurring in
almost 80% of all cases and often presenting in a serious, sometimes even lethal form. Hence, the ongoing studies focus
on new generations of CAR-T-cells with better manageability, as well as using combinations and lowering the enormous
costs, of this treatment modality representing a major limiting factor nowadays. The aim of this review is to describe the
present CAR-T repertoire and to outline the therapeutic challenges and the potential solutions thereby allowing a better
understanding of the most promising pillar of tumor therapy.
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Roviditések

BiTE = bispecifikus antitest; CAR-T-sejt = kiméra antigén-
receptort expresszald T-sejt; ALL = akut lymphoid leukaemia;
DLBCL = diffdz nagy B-sejtes lymphoma; TME = tumoros
mikrokornyezet; ACT = adoptiv sejttranszfer; CAR = kiméra
antigénreceptor; ALL = akut lymphomblastos leukaemia; CLL
= kronikus lymphocytés leukaemia; MM = myeloma multiplex;
TCR = T-sejt-receptor; BCR = B-sejt-receptor; FL = follikula-
ris lymphoma; R/R =relabald, refrakter; CR = komplett remisz-
szio; EFS = eseménymentes tulélés; OS = teljes tulélés; CRS =
citokinfelszabaduldsi szindréma; ORR teljes valaszadasi
arany; AE = nem kivinatos esemény; PMBCL = primer me-
diasztinalis B-sejtes lymphoma; tFL = transzformalt follikularis
lymphoma; ASCT = autoldg Gssejt-transzplanticié; UniCAR =
unique chimeric antigen receptor

Bevezetés

Az immunterapia Uj tavlatokat és egyre hatékonyabb keze-
lési alternativakat nyujt az onkoldgiai betegek kezelésé-
ben, eredményessége azonban egyel6ére mind koérképen-
ként, mind betegenként véltozd. Az onkohematolégia-
ban, kiilondsen a lymphoproliferativ korképek kezelésé-
nek torténetében az els6 nagy attorést az anti-CD20 anti-
testek bevezetése jelentette az 1990-es években [1]. Ezt
kovetSen az Gn. passziv immunterapia repertoarja roha-
mosan bévilt, s6t a killonb6zd antitestek alkalmazisa
mara a legtobb koérkép esetén helyet kap a kezelési proto-
kollokban is. Kdszonhet6en annak, hogy egyre jobban
korvonalazédik az immunrendszer szerepe a daganatok
kialakuldsaban és progresszi6éjaban, egyre inkabb bé&viil
az immunterdpia aktiv formdinak valasztéka is. Az egyik
legtjabb mddszer az endogén T-sejtek manipuldcidja és
ezaltal a tumorellenes immunvalasz serkentése, melynek
kiilonb6z6 formai egyre tobb lymphoproliferativ korkép
kezelésében eredményesek. Ilyen gydgyszerek tobbek
kozott az immunellenérzépont-gatlok Hodgkin-kérban,
a bispecifikus antitestek (BiTE) akut lymphoblastos leu-
kémidban, valamint a jelen kézlemény tirgyat képezd
kiméra antigénreceptorokat expresszald T-sejtek (CAR-
T-sejtek) akut lymphoid leukaemidban (ALL) és diffuz
nagy B-sejtes lymphomaéban (DLBCL) [2].

Az immunterapia koncepcidja

A tumorok szamos mechanizmussal rendelkeznek az im-
munrendszer kijatszdsara (,immune escape”), melyek az
eredetileg a gazdaszervezet védelméért felelés immun-
rendszert egy tumor kialakuldsanak kedvezd, azt progresz-
szidjaban tdmogaté immunrendszerré alakitjadk. Ennek
egyik f6 mechanizmusa a T-sejtek aktivitisat, talélését
és migraciojat gatldé tumoros mikrokornyezet (TME) ki-
alakitdsa, melyben tobbek k6zott gatld citokinek (IL-10,
TGFp) termelése, gatld immunsejtek (T-reg) odavonzasa
és az immunrendszer ellen6rz6 pontjain haté koinhibito-
ros molekulak (példdul PD-L1) expresszalasa altal egy im-
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munszuppressziv mili6 jon létre, mely az effektor T-sejtek
(CD8+) funkcidjat rendkiviil hatékonyan gatolja [3].
Utébbi terapias megakadalyozaséra fejlesztették ki az im-
munellenérzépont-gatldkat (,immune checkpoint inhibi-
tor”), melyek segitségével sok esetben megsziintethetd
a tumorok altal létrehozott mesterséges tolerancia, tovab-
b4 jraindithatd a tumorellenes immunvalasz.

Az immunellendrzépont-gatlok az aktivalé receptorok
aktivalasan (,activate the activator”) vagy az immunszup-
pressziv mechanizmusok gatlasan (,inhibit the inhibitor”)
keresztiil fejtik ki hatasukat [4]. E hatdsmechanizmus ér-
telemszerlien olyan daganatokban miikodik leginkabb,
ahol a tumor evoldcidja sordn az immunescape dontéen
az immunvalasz megbénitasaval valésult meg, a tumoros
szovet immunogenitasinak megtartasa mellett (példaul
vesesejtes rak, Hodgkin-lymphoma, melanoma). Ez a fel-
tétel azonban korlatot is szab a terdpia bevethetGségének,
és megteremti az igényt a tumorellenes T-sejtvalasz egyéb
moédon torténd serkentésére.

CAR-T-sejtek felépitése, eldallitasa

Koszonhet6en az egyre b6viilé ismereteinknek a T-sejtek
biolégiajardl, az elmult években egyre tobb mddszert dol-
goztak ki a T-sejtek szaporitdsara, irdnyitasara és aktivala-
sara, melyek koziil az adoptiv sejttranszfer (ACT), azon
beliil is a kiméra antigénreceptorral (CAR) felruhazott
autolog T-sejtek (CAR-T) alkalmazasa az egyik legigére-
tesebb teriilet. Kiilonosen a hematoldgiai malignitdsok
(akut lymphomblastos leukaemia - ALL, krénikus lym-
phocytas leukaemia - CLL, myeloma multiplex - MM és
B-sejtes lymphomak), de egyre inkdbb a szolid tumorok
(melanoma, mellrdk, szarkdéma, mesothelioma) korében
is felmeriil a CAR-T-terapia alkalmazhatdsaga. Az els6
CAR-T-sejtekkel mar a 80-as években kisérleteztek, azon-
ban az igazi fellendiilés akkor indult el, amikor 2017 au-
gusztusaban az amerikai Elelmiszer- és Gy6gyszerenge-
délyeztetési Hivatal (FDA) engedélyezte a legels6 CAR-
T-terapiat, amely az anti-CD19 Tisagenlecleucel (Kym-
riah™, Novartis) volt, legels6 indik4ci6ja 25 évnél fiatalabb
relabdld, refrakter (R/R) prekurzor B-sejtes ALL-ben.

A CAR-T-sejtek miikodésének megértéséhez fontos
ismerni az endogén T-sejtek fiziologids miikodését, kiilo-
nosen az antigénfelismerd mechanizmust. Mig B-sejtjeink
az extracelluldris térben jelenlévd antigéneket ismerik fel
sejtfelszini immunglobulinok (B-sejt-receptor, vagy BCR)
segitségével, addig a T-sejtek kizardlag sajit sejtjeink fel-
szinén, f6 hisztokompatibiltasi komplex (,Major Histo-
compatibility Complex” - MHC) glikoprotein éltal pre-
zentalt antigéneket ismernek fel. Ezek az antigének szar-
mazhatnak intracelluldrisan replikdlédé patogénekbdl
(pl. virusok), vagy az extracellularis térbdl endocitézis
utjan internalizalt patogénekbdl, vagy azok dltal termelt
anyagok részleteibdl. Egy intracelluldris kompartmentek-
ben zajlé komplex, szabilyozott mechanizmusnak, az Gn.
antigénprocesszalasnak koszonhetSen az antigének pep-
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1. dbra. CAR-T-generaciok. A CAR-T-sejtek 3 f6 alkotdrészbél dllnak, ezek a B-sejt-receptor (BCR) extracelluldris részének megfelel$
ektodomén, egy transzmembrin domén, illetve egy T-sejt-receptor (TCR) eredetdi endodomén. Az endodomén alkotdrészei a CAR-
T-generaciok kozott eltéréek, melyek az abran balrél jobbra haladva egyre hatékonyabb effektorfunkciét biztositanak

tidfragmentjei MHC molekuldkhoz koét6dnek, majd a
sejtfelszinre keriilve MHC altal immaron felismerhetévé
valnak a T-sejtek T-sejt receptorai (TCR) szamara.

A CAR egy részben TCR részben BCR eredetd, ekto-,
endo- és transzmembrian doménekbdl allé szintetikus
fehérje, melynek felépitése az 1. dbrdn lathaté. A TCR
extracellularis része helyén egy monoklondlis antitest
antigénkotd helyét magaba foglalé ektodomén talalhato,
amely egy tumorantigénre specifikus egyszala variabilis
fragment (scFv). Az endodomén a TCR-aktivacidért fele-
16s sejtszignalizicidés doménjébdl all (CD3-{ lianc vagy
FcyRI fehérje intracellularis domén). Ez a CAR-T-sejtek
masodik generacidjatdl kezdve mar kostimuldciés do-
ménnel fuzionalt (B27 = CD28, CD134 = OX40 és/vagy
CD137 = 4-1BB), melynek feladata azt a kostimulacios

szignalt imitalni, amely fiziol6gis esetben a TCR antigén-
prezentalé sejthez valé kapcsolédasakor érkezne, igy a
T-sejt-valasz fiiggetlenné valik a szamos TCR-jelatvitel-
hez egyébként sziikséges szignalmolekulatol és korecep-
tortdl [5, 6] (1. dbra). A kostimulaciés domén megvalasz-
tdsa az in vivo felezési id6t (CD28 <« 4-1BB) és eloszlast
(CD28 >> 4-1BB) is meghatarozza [7]. A harmadik gene-
racié tobbszords intracellularis kostimuaciés domének
kombindacdit tartalmazza, melyek tovabb noévelik a cito-
kintermelési potencialt, ezaltal az effektivitast. A negye-
dik generacios CAR-T-sejtek, az in. TRUCK (T cells Re-
directed for Universal Cytokine Killing) sejtek indukal-
haté transzgenikus citokinexpressziéra — mely leggyak-
rabban az IL-12 - képesek (lasd 2. dbrdn indukalhat6 ex-
pressziés domén), ami a tumorszdvetben jelenlévé T-sej-

leuk/apheresis transzfekcio

ex vivo expanzio

~ minGség
v tisztasag
v sterilitds

- -

ellendrzés

beadas

2. dbra. CAR-T-sejtek el6allitasa. Els6 1épésként a beteg autolog T-
ezt kovetSen viralis/nem viralis vektorral juttatjdk a CAR-ért felel8s

sejtjeinek gyijtése torténik leukapheresis/apheresis Gtjan, majd
génszakaszt a T-sejtekbe. Kovetkezd 1épés a létrehozott CAR-T-

sejtek felszaporitdsa, tisztitdsa. Ezt kovetSen a sejtek szdmos ellendrzéteszten (mindség, sterilitds) esnek at. Végil a beteg egy

lymphodeplécids kezelést kovetGen megkapja a sejtkészitményt
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tek aktivicidja, valamint egyéb immunsejtek odavonzéisa
és aktivacidja révén az antigénnegativ tumorsejtek elimi-
nicidjat, a T-sejtek hosszabb perzisztalasat és jobb effek-
tivitast tesz lehet6vé [8]. Az ezt megel6z6 generacioknal
az immunszuppressziv tumoros mikrokornyezet részben
a csOkkent CAR-T-perzisztilas miatt kiillondsen a szolid
tumorok esetén gyakran a CAR-T-terdpia limitalt hatdsos-
sagahoz vezetett.

A CAR-T-sejtek egyik nagy elénye tehat a magas affi-
nitds mellett a felismerhet6 epitopok széles spektruma,
a monoklondlis antitest eredet ugyanis lehetévé teszi a
konformdciés epitépok mint intakt proteinek, szénhid-
ratok és lipidek felismerését egyarant. Mivel a CAR-ral
torténd antigénfelismerés nem igényli az antigén feldol-
gozasat és MHC 4ltali prezentici6jat, alkalmazasa kiemel-
ten eredményes lehet a HLA-downreguliciét vagy az
aberrdns proteaszomilis antigénfeldolgozast alkalmazé
daganatos sejtekkel szemben. A CAR-T-sejtek legtijabb
generacidjiban a sejtek képesek citokinszekréciora, ez-
altal még hatékonyabb funkcié érhetd el.

A CAR-T-sejtek létrehozisa egy klinikusok és kutatok
kozos munkajat igénylS, bonyolult folyamat, amely rész-
leteiben a 2. dbrdn lathatd. Els6 1épésként T-lymphocy-
takhoz granulocyta koldniat stimulalé faktor adasa nélkiili
mononukledris cytapherezis Gtjan jutnak [9-11]. Ezutdn
transzfekcio torténik, azaz a CAR virilis (retrovirus, ade-
novirus) vagy nem viralis (liposzéma, molekularis konju-
gatum) géntranszferrel torténé bevitele, ezéltal tumor-
specifikus T-lymphocytdk létrehozasa [9, 11]. A kivant
gének T-sejtekbe viteléhez a legnépszer(ibb a génmani-
pulalt retrovirus, ill. az ebbe a csoportba tartozd, joval
tobb szabélyoz6 gént tartalmazd, nem osztddoé sejteket is
megfertézni képes lentivirus vektorok alkalmazasa. A ret-
rovirusokra éltaliban jellemz8, hogy pozitiv, egyszala
RNS genomot tartalmaznak, mely a gazdasejtbe bejutva
a virdlis reverz transzkriptdz enzim 4altal Gn. virdlis
DNS-sé ir6dik, majd tobbek kozott a szintén viralis integ-
raz enzim segitségével sejtosztodas alatt beépiil a gazda-
sejt kromoszomalis DNS-ébe. Ezt kdvetGen mar a gazda-
sejt enzimjeinek felhaszndlasdval folyik tovabb a virus
replikacidja, ill. transzkripciéja. A CAR-T elGallitasndl a
lentivirus vektorplazmidjiban helyezkedik el a transzgén
- jelen esetben a CAR-T -, amit egy konstitutivan aktiv
promoter kisér a szekvenciitél upstream elhelyezkedd
long terminal repeat (LTR) régiéban. A lentivirusok jelleg-
zetességeibdl fakadéan a CAR-T-terdpia egyik veszélye
lehet, hogy ezek a vektorok elméletileg a beépiiléstdl tavo-
labbi géneket is aktivalni képes promotereket hordozhat-
nak, ami tumorigenezishez és toxicitdshoz vezethet,
melyek megakadalyozdsa céljabdl a vektorok Gjabb gene-
racidit mar auto-inaktivalé (self-inactivating, SIN) me-
chanizmusokkal ruhédzzak fel.

A transzfekci6t a T-sejtek ex vivo expanzidja és tisztita-
sa kovet, mely idedlis esetben 1-5x10° sejtet eredményez
[9, 12]. Végill mindségellendrzé tesztek és egy kondicio-
nal6 (lymphodeplécids) kezelés utn a sejtek visszaaddsa
torténik a betegbe [9, 11]. A CAR-T infuziét megel6z6
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lymphodeplécids kezelés a nagyobb nemzetkozi tanulma-
nyok (ELIANA, JULIET) alapjin nagyban fokozza a tera-
pia sikerességét a CAR-T-sejtek expanzidjinak és perzisz-
taldsanak elGsegitésével. A jelenleg legelterjedtebben
hasznélt lymphodeplécids kezelés fludarabin és ciklofosz-
famid kombindcidjabdl 4ll, egyelre nem egységes dozi-
sokban.

Az CAR-T-kezeléssel sok esetben olyan t6bbszordsen
kidjul6é tumorok esetén is komplett remisszié érhet6 el,
amelyek koribban valamennyi elérhet6 kezelésre rezisz-
tenciat mutattak. Mindazonaltal a terdpids véalasz elmara-
dasa, valamint az immunmedialt mellékhatisok fellépése
tovabbra is nagy kihivast jelentenek, és intenziv kutata-
sok, klinikai vizsgéilatok fokuszaban allnak.

Klinikai alkalmazas

A haematoldgiaban a B-ALL-ben és felndtt B-sejtes lym-
phomakban (follikularis lymphoma - FL és DLBCL) ta-
pasztalt kezdeti sikerek mas korképekre valo kiterjeszté-
sének reményében egyre tobb antigén (CD19, CD20,
CD30, CD22, CD38, CD138) alkalmazhatésagat vizsgaljak
tobb mint 200 klinikai tanulmanyban [13]. A legtobb ta-
pasztalat a CD19-ellenes CAR-T-sejtek alkalmazasaval
van, a CD19 ugyanis - 1évén pan-B-sejtmarker — idealis
célpont a legtobb B-sejtes malignitas esetén. A CD19-li-
mitalt tumorsejteken kivilli expresszidja kovetkeztében
kevés az on-target, off tumor mellékhatds, {6ként a B-sejtes
aplasia fordul el a normal B-sejtek CD19 expresszidja
miatt, melynek megjelenése segitséget nydjt a CAR-T-sej-
tek aktivitidsdnak monitorozasiban is [14-16]. 2017-ben
kapott FDA engedélyt az els6 két CAR-T-terapia, a Tisa-
genlecleucel (Kymriah™, Novartis), réviden Tisacel, illetve
az Axicabtagene Ciloleucel (Yescarta™ Gilead), roviden
Axicel, majd 2018 nyaran mindkét gyogyszer az Eurdpai
Uni6é gyogyszerligynokségének (EMA) engedélyét is
megkapta. Az FDA, illetve EMA indikacidk az 1. tdbld-
zatban lathatéak.

B-sejtes akut lymphomblastos leukaemia (B-ALL)

Az eddigi tapasztalatok alapjan a CAR-T-terapia legna-
gyobb sikere ALL-ben, azon beliil is gyermekkori, illetve
felnétt R/R B-ALL-ben van. A CD-19 ellenes CAR-T al-
kalmazdsaval gyermek, illetve feln6tt R/R B-ALL-ben a
klinikai vizsgalatok alapjan hosszan tarté komplett vagy
részleges remisszi6 érhetd el: a kiilonb6z6 klinikai vizs-
galatokban az elérhet6 CR arany 70-90%, a molekularis
CR 60-70% [17-19]. A lymphodeplécids kezelés, egyéb
tumorellenes gyogyszerek, illetve a CD4+ és CD8+
CAR-T-k kiilonb6z6 kombinacidja segithet az optimalis
dézis megvalasztasdban és a mellékhatasok minimaliza-
lasaban [19]. Egy terapiarefrakter, visszaes6 (R/R) ALL-
ben végzett fazis I. vizsgalat (n = 30) 90%-o0s komplett
remissziét (CR) mutatott, 6 hénap utin 67%-os ese-
ménymentes tuléléssel (EFS) és 78%-os teljes tuléléssel
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1. tablazat. Az FDA, EMA iltal engedélyezett CAR-T-sejtek
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Hatéanyag Gyarinév Gyodgyszergyart6 Célpont Kostimuldcio FDA engedély EMA engedély
tisagenlecleucel Kymriah Novartis CD19 4-1BB 25 év alatti gyermek, 25 év alatti gyermek,
fiatal felnétt R/R B- fiatal felnétt R/R B-
ALL ALL
felnéttek R/RDLBCL  feln6ttek R/R DLBCL
két vagy tobb vonal két vagy tobb vonal
kezelés utian (beleértve: szisztémas kezelés utin
DLBCL-NOS, FL
transzformaci6jabol
szarmazo high grade
DLBCL)
axicabtagene Yescarta  Gilead CD19 CD28 R/RDLBCL 2 vagy R/RDLBCL és PMB-
ciloleucel tobb vonal szisztémads CL, 2 vagy tobb vonal

kezelés utan (beleértve: szisztémas kezelés utin
DLBCL-NOS, high

grade DLBCL,

PMBCL, FL transzfor-

maci6jabol szarmazd

DLBCL)

Réviditések: R/R = refrakter, recidiv; B-ALL = B-sejtes akut lymphoblastos leukaemia; DLBCL = diffiz nagy B-sejtes lympho-
ma; NOS = not otherwise specified; FL = follikularis lymphoma; PMBCL = primer mediastinélis B-sejtes lymphoma

(0OS) [20]. A mellékhatasok kozott ,,citokinfelszabadulasi
szindréma” (CRS) 100%-ban, a stlyos formdja csak 27%-
ban fordult el6. A szintén gyermek és feln6tt R/R B-ALL-
ben (n = 75) végzett ELIANA-vizsgilatban 3 hénap utin
81%-o0s teljes valaszadasi aranyt (ORR) értek el. Hat ho-
napndl az eseménymentes tulélés (EFS) 73%, az OS 90%,
majd 12 hénapnal az EFS 50%, az OS 76% volt [21]. A mel-
lékhatasokat illet6leg grade 3-4 nem kivinatos esemény
(AE) 73%-ban fordult el6, CRS 77%-ban, neurotoxicitas
40%-ban [21].

Erdemes megemliteni, hogy ALL-ben az Gn. antigén-
escape gatolja a terdpia sikerességét, ennek megoldasa-
képp mar tesztelés alatt dllnak kombindcids kezelések
(BiTE), illetve anti-CD22 CAR-T-sejtek [22, 23].

B-sejtes lymphomadk

Mind az indolens, mind a kidjuld, terapia refrakter (R/R)
B-sejtes non-Hodgkin lymphomas betegek esetén egy 1j,
igéretes kezelési alternativanak szamit a CAR-T-terapia
[20]. A masodik, harmadik generacids, kiillonosen a 4-1BB
kostimulaciés molekulat tartalmazé anti-CD19 CAR-T-
terdpia a kezdeti vizsgilatok alapjan indolens B-sejtes
lymphomak, szplenikus marginélis zéna lymphoma, R/R
FL és DLBCL esetén bizonyult eredményesnek [9, 19].
A prototipust jelent§, CD19-et célz6 CAR-T-sejtek mel-
lett tesztelés alatt allnak egyéb célozhaté molekuldk, mint
a CD30 (klasszikus Hodgkin-lymphoma, DLBCL, primer
mediasztindlis B-sejtes lymphoma - PMBCL, perifé-
rids T-sejtes lymphoma), CD20 (DLBCL) és y/x lincok
(non-Hodgkin-lymphoma (NHL), CLL) ellen kifejlesz-
tett CAR-T-kezelések is, melyek eredményessége a kez-
deti tanulmanyok alapjan rendkiviil biztat6 [19].

Diffuz nagy B-sejtes lymphoma (DLBCL)

DLBCL-ben az elmult évek kiilonb6z6 autolég CD-19-spe-
cifikus CAR-T-sejteket vizsgdlé multicentrikus klinikai
vizsgalatai (ZUMA-1, JULIET, TRANSCEND NHL-001)
ravilagitottak a CAR-T-sejtek rendkiviili hatékonysagara
tiiggetleniil att6l, hogy az egyes vizsgalatok mind kostimu-
laciés molekula, mind betegcsoport és kovetési id6 szem-
pontjabdl kiilonboztek [24].

A fazis I-II ZUMA-1 tanulmanyban (NCT0238216)
Axicabtagene Ciloleucel-kezelés tortént egy 101 f6s, ref-
rakter aggressziv NHL-ben (DLBCL, PMBCL, transzfor-
malt FL - tFL) szenved$ betegcsoporton [24]. A 15,4
hénapos medidn kovetési id6 utdn a betegek 42%-a tar-
totta meg a valaszat, tovabba 18 hénapnal az OS 52% volt
[24]. A mellékhatasok tekintetében CRS a betegek 93%-
aban 1épett fel (13%-ban > grade 3), neurotoxicitas a bete-
gek 64%-aban (28%-ban > grade 3) [24]. Az Axicabtagene
Ciloleucel-terapia tovabbi tesztelésére fazis II (ZUMA-5,
6) és fazis III (ZUMA-7) vizsgalatok indulnak R/R és in-
dolens NHL-ben (ZUMA-5), R/R DLBCL-ben (ZUMA-
7), refrakter DLBCL-ben (ZUMA-6) R/R nagy B-sejtes
lymphomdakban (ZUMA-9) (https://clinicaltrials.gov).

A JULIET-1 tanulmanyban a Tisagenlecleucelt vizsgal-
tak egy 99 f6s, R/R DLBCL-ben szenvedd betegcsopor-
ton [25]. A kezelésre a betegek 53%-a reagalt, 40%-uk ért
el komplett remissziét, a 6 hdénapos eseménymentes
talélés 74% volt. A komplett remissziét eléré betegek a
medidn progressziomentes tulélést nem érték el [25].
Grade 3/4 CRS 23%-ban, grade 3/4 neurotoxicitas 12%-
ban fordult el6. A Tisagenlecleucel alkalmazdsa esetén
gyakrabban fordul el6 silyos CRS, 4m ritkiabban stlyos
neurotoxicités, és kevesebb tocilizumab haszndlatra is van
sziikség, mint az Axicabtagene Ciloleucel-terdpianal [26].
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A legbiztonsigosabbnak egy ujabb CAR-T, a szintén
CD19 specifikus Lisocabtagene maraleucel, réviden Liso-
cel tinik. A TRANSCEND NHL-001 tanulméanyban a
Liso-cel-kezelés hatékonysaganak vizsgalata folyik [27].
A kizarélag high-grade B-sejtes lymphomaban (double/
triple hit) vagy a DLBCL tovabb nem osztalyozhat6 cso-
portjaban (DLBCL-NOS) (de novo vagy FL-bdl transz-
formalddott) szenvedd 67 f6s csoportban az ORR 80%,
a CR 55% volt, mig a teljes betegcsoportban (7 = 90) a leg-
jobb ORR 74%, a legjobb CR 52% volt [28]. Grade 3/4
CRS 1%-ban, neurotoxicitas 15%-ban jelentkezett, igy az
eddigi CD19-specifikus CAR-T-terapidk koziil a Liso-cel
rendelkezik a legkedvez6bb mellékhatasprofillal [26, 27].
A jelenleg is foly6 klinikai vizsgalatok eredményétdl fiig-
gben a jovében ez a gydgyszer lehet majd a legoptimali-
sabb ebben a hatéanyagcsoportban, sét a kedvez6 mellék-
hatdsprofilnak kdszonhetSen akar az ambulans adagolds
is elképzelhetd.

Myeloma multiplex (MM)

Mivel myelomédban a sejtek CD19-expresszidja nem jel-
lemz8, mas célpontok (példaul a CD138) kivalasztasa
szitkséges a CAR-T-kezelés szamara. Egy R/R MM-ben
végzett fazis I vizsgilatban ,salvage” magas ddzisti mel-
phalan és autolég Gssejt-transzplanticié (ASCT) utén in-
dult a Tisagenlecleucel-kezelés (n = 10), mely vizsgalat
eredményei az ASCT és CAR-T kombinaciéval elérhetd
hosszabb progresszidmentes tilélésre utalnak [29].

Kronikus lymphocytds leukaemia (CLL)

Az elmult években a CAR-T-kezelés CLL-en beliil kiilo-
nosen a magas rizikéju, kigjulé CLL-es betegekben bi-
zonyult sikeresnek. A Tisagenlecleucellel torténd kezdeti
tanulmanyokban jelent8s in vivo expanzié és perzisztalas,
valamint driamai antitumoraktivitis mutatkozott, szinte
az egyetlen kurativ kezelésnek szamité allogén csontvels-
transzplantaciéval megegyez6 PR és CR aranyokkal [30,
31]. Mindazonaltal a CLL-ben jellegzetes immundefek-
tusnak, kiillongsen a T-sejt-defektusnak koszonhetGen
nehezitett az ex vivo felszaporitas és csokkent az in vivo
proliferdciés rata, ami egyel6re limitdlja a CAR-T-terdpia
hatékonysagat ebben a korképben [32]. Az egyidejd ib-
rutinibkezelés (=5 ciklus) érdekes mddon vissza tudja for-
ditani ezt a jelenséget, s6t az eddigi tapasztalatok alapjan
alkalmas lehet a CAR-T-sejtek talélésének novelésére, a
megtapadas (engraftment) javitasara, valamint a fennall6
immunszuppresszi6 csokkentésére is [33].

CAR-T versus allogén transzplantdcio

A leirt sikerek miatt a CAR-T-kezelés eredményei sok
esetben Osszevethet6ek az allogén haematopoetikus Gs-
sejt-transzplanticié eredményességével, azonban az
ASCT fontos és potencialisan kurativ terdpias alternativa
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marad a legtébb haematoldgiai malignitas esetén, ami kii-
l6nosen fontos megallapitas a joval alacsonyabb kezelési
koltségek miatt.

Mellékhatisok

A gyédgyszeres kezelés torténetében uttoréként a CAR-T-
sejtek €16 sejtek, igy értelemszertien a fellépé mellékhata-
sok természete még inkabb kiilonbozik a legtobb onkolé-
gidban tapasztalt mellékhatdsétol, és ellatasukhoz is egy 1j
szemléletre van sziikség, melyhez a T-sejtek miikodési
mechanizmusédnak sejtszintd ismerete elengedhetetlen.

A CAR-T-sejtek aktivaciot kovetden exponencidlisan
szaporodnak, mikézben citokinek kibocsatasaval gyorsan
augmentalodé gyulladast generdlnak, amely tovabbi im-
munsejteket vonz az adott szovetbe. A folyamat gyorsan
progredial, és az egyénenként kiilonb6z6 mértékben fel-
szaporodd immunsejtekkel parhuzamosan a mellékhata-
sok skalaja is szélesedik. Az Gn on-target, off-tumor mel-
lékhatasok az enyhe influenzaszer( tiinetektdl a neuroto-
xicitdssal, haemodinamikai instabilitissal, szervelégte-
lenséggel jar6 citokinfelszabadulési szindrémaig (CRS).
A CRS 13-83%-ban silyos formédban jelentkezik, leg-
sulyosabb esetben halalhoz is vezethet [20].

A CAR-T-sejtek ki- és bekapcsolasa

A citokinfelszabadulasi szindréma részeként fellép6 mel-
lékhatdsokat kezdetben szteroid, ill. egyéb immunszup-
presszans (tocilizumab) terdpiaval kezelték, azonban ha-
mar felmeriilt egy Gn. biztonsagi kapcsold (suicide switch)
vagy un. 016 kapcsold (kill switch) beépitésének lehets-
sége is a CAR-T-sejtekbe [34].

A suicide switch esetén kikapcsolé gombbal rendelkez6
un. ongyilkos CAR-T-sejteket alkalmaznak, amit tobb-
féle, idében és hatdismechanizmusban eltéré molekuldval
érnek el [35]. A csoportban a terdpias hatast leggyorsab-
ban kifejt6 megoldas egy dimerizal6dé fehérjeparos be-
épitése a sejtekbe, melyek a betegeknek per os beadott
kis molekulaju inhibitor, jelen esetben a rimiducid ko6t6-
désekor dimerizaldnak, majd a caspase 9-et aktivilva a
sejtek apoptézisat inditjak be (3A. dbra) (Bellicum Phar-
maceuticals, Poseida Therapeutics). Egy masik megoldas
a CAR-T-sejtek felszerelése olyan sejtfelszini molekulak-
kal, melyeket a rituximab megkdt (Cellectis), igy sziikség
esetén egy rituximabinfizidval a sejtek eliminicidja
érhetd el - ebben az esetben néhany napos inkubacids id6
szitkséges a hatds kialakuldsdig (3A. dbra). A moédszer
egyéb elnevezései kozé tartoznak az off switch, valamint az
apoptotic switch kifejezések is.

A kill switch (egyéb elnevezések: on-switch, activation
switch) esetén bekapcsolé gombbal rendelkezd, indukal-
hat6é in. GoCAR-T-sejteket (Bellicum) kikapcsolt alla-
potban juttatjik a szervezetbe, melyek a tumorantigén és
egy kis molekulaja gyoégyszer (rimiducid) egyideji meg-
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kotésekor aktivalédnak (3B. dbra) [36]. Ebben az esetben
a beadott rimiducid dézisaval a klinikus éaltal mindkét
iranyban szabalyozhat6 a reakcié amplitudéja, ami nagy
el6relépés a csupan egy alkalommal kikapcsolhaté suicide
switch mechanizmussal miikod6 CAR-T-sejtekhez képest.
A kill switch biztonsigosabbnak, ebbdl fakadéan kedvel-
tebbnek mondhat6 mddszer. Tovabbi finomitas lehet még
a modositott IL-2-vel szabalyozhat6 CAR-T, amely mo6-
dositott IL-2-receptort hordoz, igy a beadott médositott
szerkezet( interleukin kizar6lag a CAR-T-sejtek mikodé-
sét serkenti.

Tovabbi, rendkivill izgalmas lehet6ség az univerzalis
CAR-T (U-CAR) elédllitisa. Ebben az esetben allogén,
tumorantigén-specifikus CAR-T-t készitenek, melyekben
a graft-versus-host betegség megel6zése céljabol a TCR-
és HLA I gének diszrupcidjat hozzak létre kiillonboz6
génmanipulaciés technikdkkal. A mddszer nagy el6nye,
hogy kisebb id6 és koltségraforditast igényel, mint a tu-
morspecifikus autolég CAR-T-k el6allitisa. Ennek a
CAR-T terapianak az eléallitasa is joval olcsobb és egy-
szer(ibb a koribban emlitetteknél, hisz egy univerzilis

allogén CAR-T-sejtet akar tomegesen is el§ lehet allitani.
Nem véletleniil nevezik ezt a megoldast off-the-shelf
CAR-T-sejtnek.

Léteznek szintén allogén, egészséges donorbdl szarma-
z6 univerzalis CAR-T-sejteket, illetve egy harmadik
résztvevé molekuldt is igényld moddszerek, melyek a
kulcs-zar (,lock-key) effektust a harmadik molekula
direkt kozremiikodésével valositjak meg. A CAR-T-sejtek
iranyitasa, antigénfelismerése ebben az esetben létrejo-
het avidin-biotin komplex, leucin-cipzar, vagy antitest
altal (antibody-switch) [34]. Ut6bbi esetben a CAR-T-k
egy tumorantigén-specifikus bispecifikus antitesthez ko-
tédnek, mely a tumorszévethez iranyitja a CAR-T-t.
A megcélozhaté daganatok repertodarja értelemszertien
ebben az esetben szélesebb, hiszen a tumorantigének
azonositasaban, illetve az antitestek készitésében egyeld-
re tobb ismerettel és tapasztalattal rendelkeziink. Az an-
titest bazisi CAR-T-terdpidnak nagy el6nye a finomabb
szabalyozasi lehet6ség, hiszen a CAR-T aktivitisa szaba-
lyozhat6é az antitest dézisainak moédositasaval, tovabba
kiillonb6z6 antitestek alkalmazasdval akar tobb célpont

A) off switch
tumorsejt
CAR-T-aktivacio,

-proliferacio,
tumorsejt elpusztitasa

antigén

kis molekuldjd inhibitor
pl. rimiducid

gatld antitest
pl. rituximab

caspase-9-aktivacio, apoptdzis ADCC/komplementreakcid

|

CAR-T elpusztitasa

B) on switch

\

tumorsejt

antigén

inaktiv CAR-T
CAR

imiducid
rimiduci ...,‘

\

tumorsejt
antigén CAR-T-aktivacio,
-proliferacio,
CAR tumorsejt elpusztitdsa
’\
Y

dozisfiiggd CAR-T-aktivacio

3. abra. A CAR-T-sejtek ki- és bekapcsolasa. A) ,Off switch” esetén a betegnek beadott gydgyszerrel kikapcsolhatéak a CAR-T-
sejtek. A kikapcsolds ebben az esetben irreverzibilis. B) ,On switch” esetén a CAR-T-sejtek tumorantigén és egy kismolekulajia
gybgyszer egyideji megkotésekor aktivildédnak. Ez egy dézisfiiggd, pozitiv és negativ irdnyban is befolydsolhaté CAR-T-aktivitdst

jelent
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kivéilasztasara is van lehet8ség, s6t a killonb6z6 antites-
tek elkészitésében rengeteg ismerettel és tapasztalattal
rendelkeziink [37].

Hasonl6 koncepcion alapul az UniCAR-ral (unique chi-
meric antigen receptor) felruhizott CAR-T, mely a kon-
vencionalis CAR-T-t4l abban kiilénboézik, hogy a CAR
egy rovid (10 aminosav) nukledris proteinszekvenciira
specifikus, mely fiziol6gids koriilmények kozott nem el-
érhet6 a receptorok szamara. A bekapcsolas un. irdnyitd
molekulak segitségével jon létre, melyek egy tumoranti-
gén-specifikus scFv és a rovid nukledris protein epitép
fazidi, igy keresztkotést létesitenek a tumorantigén, ill. a
CAR-T kozott [38]. Ez a koncepcié mar egy egészen 1j
dimenziét nyitott meg a CAR-T-terapia el6tt, melyben az
é16, endogén T-sejtekben rejlé egyel6re kiaknazatlan le-
het&ségek széles tarhazabdl talan kellden komplex és szo-
fisztikalt fegyver sziilethet a daganatok ellen.

Még inkabb gyerekcip6ben jir, 4m emlitésre mélt6 az
un. dual CAR-T, mely egyszerre rendelkezik CD19-t és
CD22-t felismeré doménnel. A kezdeti vizsgilatok ki-
magaslé antitumoraktivitist tapasztaltak R/R B-sejtes
non-Hodgkin-lymphomékban, a CD19 CAR-T-mono-
terapiaval Osszehasonlitva pedig magasabb CR és ORR,
illetve alacsonyabb CRS ardnyokkal [39]. R/R ALL-ben a
CD19, ill. CD22 CAR-T-k szekvencialis adagoldsaval is zaj-
lanak vizsgilatok, egyelére kedvezS eredményekkel és
mellékhatasprofillal.

Rezisztencia

A tumorsejtek folyamatos klonalis evolticidja a CAR-T-
kezelés soran is rezisztencidhoz vezethet, melynek a me-
chanizmusai hasonléak az egyéb terdpias entitasoknal,
kiilonosen a célzott terapiaknal megfigyeltekhez, valamint
az immunrendszer kijatszasinak (immunescape) mecha-
nizmusaihoz. A legkézenfekvébb rezisztenciamechaniz-
mus CD19-specifikus CAR-T kezelés alatt a rezisztencia-
mutaciok kialakulasa a CD19 strukturajaban, melyek egy
modosult, CAR-T szdmadara fel nem ismerhetd felszini
CD19-antigént eredményeznek [40]. Tovabbi lehet6ség
az antigén expresszidjanak downregulicidja vagy meg-
sziintetése (,antigen escape”), valamint az immunfenoti-
pusos atalakulas, az Un. ,lineage switch”, amikor a tumor
morfolégiailag egy masik sejtvonalld alakul at. Erre egy
példa az eredetileg B-ALL-ben szenvedd beteg relapszusa
AML-ként CAR-T-kezelés utin [41]. Szintén reziszten-
ciadhoz vezet kiilondsen a szolid tumoroknal az immun-
szuppressziv tumoros mikrokdrnyezet kialakitdsa, ami
egyiitt jar a CAR-T-sejtek rovid perzisztalasaval és csok-
kent effektivitasaval.

Mindezek kivédésére lehetSséget nyujthat példaul két
kiilonboz6 receptorral rendelkezé6 CAR-T egyiittes alkal-
mazasa, egy CAR-T-sejtbe két kiilonboz6 vektorral két
kiillonboz6 CAR-szekvencia bevitele, illetve egy vektorral
két kiillonboz6 CAR-szekvencia bevitele. A vart hatas el-
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gyakran el6fordulé nehezitettsége, valamint az alacsony
antigéndenzitas [42].

Osszegzés

Az immunterapia alkalmazasa az onkolégiaban azon a fel-
ismerésen alapszik, hogy az immunrendszer képes a tu-
morsejteket felismerni és elimindlni. Jelenleg tobb 100
immunonkoldgiai terapia all tesztelés alatt tobb mint
3000 klinikai vizsgalatban [43]. Mivel a T-sejtek a tumor-
ellenes immunvalasz irdnyit6- és effektorsejtjei mara az
immunmodulacié egyik {6 célpontjaiva véltak a tumor-
terapidban. A T-sejtek terapias aktivalasa az anti-CTLA4
és anti-PD-1/PD-L1 antitestekkel valosul meg, és szdmos
entitdsban hosszan tarté remissziokhoz vezet [44]. A T-
sejtek tumorsejtekhez val irdnyitasa egyrészt bispecifi-
kus antitestekkel valosul meg, ezek koziil eddig a CD19-
CD3-kot6 blinatumomab az egyetlen engedélyezett BiTe.
Az iranyitas masik formajaban a T-sejteket ruhdzzuk fel
a kozvetlen felismerés képességével, az igy létrehozott
kiméra antigénreceptorral ellatott T-sejtek (CAR-T) egy-
re tobb refrakter lymphomaban, ill. B-sejtes leukémiaban
rendelkeznek FDA-, ill. EMA-engedéllyel. Jelen ossze-
foglal6 kozlemény célja a CAR-T-sejtek bioldgidjanak, kli-
nikai alkalmazhatésaganak részletesebb ismertetése volt,
hiszen a CAR-T-terapia nagy potenciallal bir6é és rend-
kiviil igéretes terapias alternativat jelenthet a jovOben.
A sulyos mellékhatasok mellett a legnagyobb problémat
jelenleg a terdpia koltsége jelenti, ami a klinikai vizsgala-
tokon kiviili alkalmazast szinte ellehetetleniti, egy beteg
kezelési koltsége ugyanis akar a 400-500 ezer dollart is
elérheti.

Bar ez a probléma még nem megoldott, a kutatok mar a
CAR-T-sejtek Gjabb generaciéin dolgoznak, az Gj irany-
vonalakat pedig részben a mellékhatasok minimalizalasa
(on-switch, off-switch, antibody-switch), masrészt a re-
zisztencia athidaldsa (kombinécidk alkalmazasa), tovabba
az el6allitasi koltség csokkentése (off-the-shelf CAR-T),
valamint az 4j célpontok azonositasa (mesothelin) és az
iranyithatosag fejlesztése (bispecifikus antitestek alkal-
mazasa, UniCAR) jelentik.

Nyilatkozat: A cikk nem jelent meg mas folyoiratban, és
nem 4ll publikacié alatt. A szerz6k a szerz6i utmutatdt
elolvastak.

Anyagi tdmogatds: A kozlemény megirasahoz kapcsolodo
munkat a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovaciés Hi-
vatal - NKFIH, K_16-119950, NVKP_16-1-2016-0004 és
KH_17-126718 palyazatai, valamint a Magyar Tudoma-
nyos Akadémia Lendiilet Programjanak LP95021 palya-
zata és Bolyai Janos Kutatisi Oszténdij programja
(BO/00320/18/5) tamogatta. Tovabbi timogatast nyujtott
az Emberi Eréforrasok Minisztériumdnak UNKP-17-2-1
SE-32 és UNKP-18-4-SE-62 kédszdmd Uj Nemzeti Ki-
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valosagi Programja és FelsGoktatdsi Intézményi Kivaldsa-
gi Programja, a Semmelweis Egyetem molekularis bio-
l6gia témateriileti programjanak keretében.
Erdekeltségek: A szerz8knek nincsenek érdekeltségeik.
Szerzdi munkamegosztds:Valamennyi szerz6 részt vett a
kozlemény megirdsaban, valamint az el6zetes irodalmi
adatok feldolgozasiban.
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