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Definicije osnovnih pojmova

* CAR-T terapija (Chimeric Antigen Receptor T-cell therapy) je
imunoterapijska metoda koja koristi pacijentove sopstvene T
limfocite, geneticki modifikovane da prepoznaju i unistavaju Celije
tumora. Za razliku od obicnih limfocita, genetski modifikovani T
limfociti prepoznaju antigene na povrsini Celija karcinoma bez
molekula humanog kompleksa histokompatibilnosti (MHC).

* Himericni antigen receptor (CAR): Vestacki konstruisan receptor koji
se integrise u T Celije. CAR omogucava T Celijama da prepoznaju
specifiche antigene na povrsini tumorskih celija, Sto im omogucava
ciljano unistavanje tih Celija.



Struktura CAR receptora

* CAR receptor se sastoji od eksternog regiona za prepoznavanje i
unutrasnjeg signalnog regiona.

* Region eksternog prepoznavanja obicno se sastoji od jednolancanog
antitela (scFv) ili domena koji se vezuje za antigen koji prepoznaje i
vezuje se za specificne antigene na povrsini ciljnih celija raka.

e Unutrasnji signalni region tipicno ukljucuje signalne molekule i
signalne module potrebne za aktiviranje T Celija

Sun D, Shi X, Li S, Wang X, Yang X, Wan M. CAR-T cell therapy: A breakthrough in traditional cancer treatment strategies.
Mol Med Rep. 2024;29(3):47.



Struktura CAR receptora

e ScFv se vezuje za antigene na tumorskim celijama, Cime se aktivira
antitumorski efekat T celija.

* Transdukcioni domen CAR-T celija, koji je takode poznat kao
unutrasnji signalni region ili domen aktivacije, nalazi se unutar CAR-T
Celije i pomaze u prenosenju spoljnih signala za prepoznavanje
antigena u unutrasnjost celije kako bi se one aktivirale i izazvao imuni
odgovor.

* Najcesce korisc¢eni transdukcioni domen je CD3zeta domen, koji je
ukljucen u signalni put za aktivaciju T-Celija.

* Kostimulativhi domeni se koriste za poboljsanje efekta aktivacije i
proliferacije CAR-T celija: CD28, 4-1BB (CD137) i OKS40.



Generacije CAR receptora

* CAR prve generacije obicno sadrze samo domen za prepoznavanje antigena i
domen transdukcije CD3zeta. Prva generacija ima slabu terapijsku efikasnost za
antigene sa niskim nivoom ekspresije i heterogenom ekspresijom.

* CAR druge generacije imaﬂ'u dodatak jednog ili vise domena kostimulativnog
faktora, kao sto su CD28 ili 4-1BB, kako bi se poboljsala aktivacija T-Celija i
poboljsala Celijska proliferacija i prezivljavanje.

* CAR trecCe generacije imaju dodatak drugih domena kostimulativnih faktora
drugoj generaciji.

* CAR cCetvrte generacije pokazuju poboljsanu strukturu CAR-a uvodenjem jedne ili
vise kaseta za stimulaciju sekrecije ili poliklonalnih sistema za izlucCivanje antitela.
Ovi dodatni elementi sekrecije mogu luciti specificne citokine, kao sto su IL-12 i
IL-18, nakon vezivanja CAR-T Celija za antigene, dodatno pojacavajuci aktivaciju T-
celija i promovisuci imuni odgovor i antitumorske efekte. CD28 ili CD137
preaktivacioni domeni pojacavaju aktivaciju CAR-T Celija i pre vezivanja antigena.

Abou-El-Enein M, Elsallab M, Feldman SA, Fesnak AD, Heslop HE, Marks P, Till BG, Bauer G, Savoldo B. Scalable
Manufacturing of CAR T cells for Cancer Immunotherapy. Blood Cancer Discov. 2021;2(5):408-422.



Do sada odobrene CAR-T terapije

* Kymriah® (tisagenlecleucel), odobren 2017. za leCenje akutne limfoblastne
leukemije, limfoma velikih B ¢elija i folikularnog limfoma

* Yescarta® (axicabtagene ciloleucel), odobrena 2017. za leCenje limfoma
velikih B celija i folikularnog limfoma

* Tecartus® (brexucabtagene autoleucal), odobren 2020. za lecenje akutne
limfoblastne leukemije poreklom od B-limfocita i limfoma plastastih celija

. Bre\éanzi® (lisocabtagene maraleucel), odobren 2021, za leCenje limfoma
velikih B celija

 Abecma® (idecabtagene vicleucel), odobrena 2021, za leCenje refrakternog
multiplog mijeloma

e Carvykti® (ciltacabtagene autoleucel), odobren 2022, za leCenje
refrakternog multiplog mijeloma

Chen, Y. -J., Abila, B., & Mostafa Kamel, Y. (2023). CAR-T: What Is Next? Cancers, 15(3), 663.



Kljucni koraci u CAR-T terapiji:

* [zolacija T €elija: Uzima se uzorak krvi pacijenta i izoluju se T Celije.

* Geneticka modifikacija: T celijama se dodaje gen za CAR pomocu vektora.

* Proliferacija u laboratoriji: Geneticki modifikovane ¢elije se razmnozavaju
u kontrolisanim uslovima.

* Verifikacija fenotipa i funkcionalnosti CAR-T ¢elija

 Krioprezervacija i Cuvanje CAR-T celija do primene na pacijentu

* Infuzija u krvotok pacijenta: Modifikovane T Celije se vracaju pacijentu
intravenskim putem.

* Pracenje odgovora i nuspojava: Pacijent se prati zbog potencijalnih
komplikacija i reakcija na terapiju.

Ayala Ceja M, Khericha M, Harris CM, Puig-Saus C, Chen YY. CAR-T cell manufacturing: Major process parameters
and next-generation strategies. J Exp Med. 2024 Feb 5;221(2):e20230903.



Indikacije za CAR-T terapiju

* Akutna limfoblastna leukemija kod dece i mladih odraslih.
 Difuzni B-Celijski limfom.

* Multipli mijelom koji nije odgovorio na standardne terapije.
e Sistemski lupus eritematodes — jos nije odobrena indikacija
* Solidni tumori — jos nije odobrena indikacija

LiuY, Dong M, Chu Y, Zhou L, You Y, Pang X, Yang S, Zhang L, Chen L, Zhu L, Xiao J, Wang W, Qin C, Tian D.
Dawn of CAR-T cell therapy in autoimmune diseases. Chin Med J (Engl). 2024;137(10):1140-1150.



Sudbina geneticki modifikovanih T limfocita
(CAR-T celija) u organizmu pacijenta

1. Aktivacija i ciljani napad

* Nakon infuzije, CAR-T celije cirkuliSu kroz organizam i prepoznaju ciljni
antigen (npr. CD19 u slucaju lecenja sistemskog lupusa) na tumorskim
ili Celijama imunog sistema.

* Jednom kada se vezu za tumorsku celiju preko himericnog antigen
receptora (CAR), aktiviraju se i unistavaju ciljanu cCeliju putem
oslobadanja citotoksicnih molekula (perforina i granzima) ili
Izazivanjem apoptoze.

Liu Y, An L, Huang R, Xiong J, Yang H, Wang X, Zhang X. Strategies to enhance CAR-T persistence.
Biomark Res. 2022;10(1):86.



Sudbina geneticki modifikovanih T limfocita
(CAR-T celija) u organizmu pacijenta

2. Proliferacija i ekspanzija

* Nakon aktivacije, CAR-T Celije se intenzivho umnozavaju u organizmu.
Ovaj proces je kljucan za njihov terapeutski efekat jer omogucava
stvaranje dovoljno C¢elija za unistavanje tumora.

* Maksimalna ekspanzija CAR-T ¢elija obicno se desava nekoliko dana
do nekoliko nedelja nakon infuzije.



Sudbina geneticki modifikovanih T limfocita
(CAR-T celija) u organizmu pacijenta

3. Imunolosko "ciscenje" i eliminacija tumorskih celija

* Modifikovane T Celije nastavljaju da prepoznaju i eliminisu Celije sa
ciljinim antigenom dok ih u potpunosti ne uklone iz organizma.

* Ovo ukljucuje ne samo tumorske Celije, vec i zdrave cCelije koje
eksprimiraju isti antigen, sto moze dovesti do nuspojava kao sto je B-
Celijska aplazija (kod ciljanih antigena poput CD19)



Sudbina geneticki modifikovanih T limfocita
(CAR-T celija) u organizmu pacijenta

* 4. Dugotrajna aktivnost ili gubitak funkcije

* Persistencija: Kod nekih pacijenata, CAR-T Celije mogu opstati u telu
mesecima ili godinama, pruzajuci dugotrajnu zastitu od relapsa. Ovo
je poznato kao trajna memorija T cCelija.

* lzumiranje: U drugim slucajevima, broj CAR-T Celija opada tokom
vremena zbog imunoloske regulacije ili iscrpljenosti (tzv. T cell
exhaustion), Sto moze dovesti do gubitka zastite.

Bulliard Y, Andersson BS, Baysal MA, Damiano J, Tsimberidou AM. Reprogramming T cell differentiation and
exhaustion in CAR-T cell therapy. ] Hematol Oncol. 2023 Oct 25;16(1):108.



Tehnologija za povecCanje perzistencije |
smanjenje iscrpljivanja CAR-T cCelija

* Grupisani, ravnomerno medusobno razmaknuti sistem kratkih
palindromskih ponavljanja: CRISPR/nukleaza 9 (Cas9)

e Ovaj sistem sadrzi protein Cas9 i jednostruko vodenu RNK (sgRNA).
Protein Cas9 je enzim DNK endonukleaza koji moze da stvori
dvolancane prekide na ciljnim mestima DNK. SgRNA je ~20
nukleotidna sekvenca koja je komplementarna ciljanoj DNK, i koja
moze usmeriti Cas9 protein na ciljana mesta preseka DNK.

* Jedno obelezje iscrpljenosti T-Celija je ekspresija inhibitornih
receptora, ukljucujuci PD-1, CTLA-4, LAG3 i TIM3.

* CRISPR/cas9 sistem dovodi do deaktivacije gena za ove receptore, sto
produzava zivotni vek i aktivnost CAR-T celija

Wei W, Chen ZN, Wang K. CRISPR/Cas9: A Powerful Strategy to Improve CAR-T Cell Persistence.
Int J Mol Sci. 2023;24(15):12317.



Sudbina geneticki modifikovanih T limfocita
(CAR-T celija) u organizmu pacijenta

* 5. Interakcija sa imunim sistemom pacijenta

* CAR-T celije mogu modulirati imuni sistem pacijenta. Njihova aktivnost
moze izazvati snazan upalni odgovor, ukljucujuci citokinsku oluju.

* Ciljana eliminacija zdravih celija: Ako ciljani antigen postoji i na zdravim
celijama (npr. CD19 na normalnim B limfocitima), one Ce takode biti
unistene.

e Gubitak antigena na tumorskim celijama: Tumori mogu razviti mehanizme
kojima izbegavaju CAR-T Celije, poput smanjenja ili gubitka ekspresije
ciljanog antigena.

* Autoimune reakcije i sekundarni maligniteti: U retkim slucajevima,
dugotrajno prisustvo geneticki modifikovanih T Celija moze izazvati
imunske komplikacije.

Sterner RC, Sterner RM. CAR-T cell therapy: current limitations and potential strategies.
Blood Cancer J. 2021;11(4):69.



Sudbina geneticki modifikovanih T limfocita
(CAR-T celija) u organizmu pacijenta

* 6. Eliminacija iz organizma

* CAR-T celije se prirodno uklanjaju putem mehanizama imunoloske
homeostaze, ukljucujuci apoptozu ili imunosupresivne signale iz
mikrookoline.

* U slucaju ozbiljnih nuspojava, njihov broj se moze smanjiti primenom
lekova kao sto su kortikosteroidi ili antitela protiv T Celija.



Nezeljena dejstva CAR-T terapije

e Sindrom oslobadanja citokina

* Sindrom neurotoksicnosti povezan sa efektornim celijama imunog
sistema

* Citopenija

* Hipogamaglobulinemija
* Aplazija B- limfocita

* Infekcija

* Smrtnost: 5%

Del Duca F, Napoletano G, Volonnino G, Maiese A, La Russa R, Di Paolo M, De Matteis S, Frati P, Bonafe M, Fineschi V.
Blood-brain barrier breakdown, central nervous system cell damage, and infiltrated T cells as major adverse effects in
CAR-T-related deaths: a literature review. Front Med (Lausanne). 2024;10:1272291.



Sindrom oslobadanja citokina (CRS)

* Javlja se kod 30-100% pacijenata

e Sindrom oslobadanja citokina (CRS) je akutni sistemski inflamatorni
odgovor uzrokovan brzom aktivacijom i proliferacijom CAR-T Celija, sto
dovodi do prekomernog oslobadanja citokina (npr. IL-6, IFN-gama).

* PocCinje oko 7 dana posle infuzije, i poklapa se sa proliferacijom CAR-T celija

e Simptomi: groznica, hipotenzija, tahikardija, hipoksija, disfunkcija organa
(npr. otkazivanje bubrega ili jetre u teskim slucajevima).

* LeCenje: Primena anti-citokinskih lekova kao sto su tocilizumab (antagonist
IL-6 receptora) ili kortikosteroidi

Del Duca F, Napoletano G, Volonnino G, Maiese A, La Russa R, Di Paolo M, De Matteis S, Frati P, Bonafe M, Fineschi V.
Blood-brain barrier breakdown, central nervous system cell damage, and infiltrated T cells as major adverse effects in
CAR-T-related deaths: a literature review. Front Med (Lausanne). 2024;10:1272291.



Sindrom neurotoksicnosti povezan sa
efektornim celijama imunog sistema

* Javlja se kod 68% pacijenata

* Neuroloski simptomi uzrokovani imunoloskom aktivacijom i zapaljenjem u
centralnom nervnom sistemu.

e Histoloski nalaz u CNS-u: sitna krvarenja, sitni infarkti, edem, fibrinoidna
nekroza zidova krvnih sudova, infiltracija tkiva oko krvnih sudova sa CD8+
limfocitima.

* Simptomi: glavobolja, konfuzija, afazija, tremor, disgrafija, epi-napadi,
gubitak svesti, cerebralni edem (retko, ali opasan po zivot).

* VVreme pojave: Cesto prati CRS i zavisi od doze.
* LeCenje: Suportivhe mere i kortikosteroidi; tocilizumab nije efikasan

Del Duca F, Napoletano G, Volonnino G, Maiese A, La Russa R, Di Paolo M, De Matteis S, Frati P, Bonafe M, Fineschi V.
Blood-brain barrier breakdown, central nervous system cell damage, and infiltrated T cells as major adverse effects in
CAR-T-related deaths: a literature review. Front Med (Lausanne). 2024;10:1272291.



Ostala nezeljena dejstva

* Citopenije, ukljucujuci neutropeniju, trombocitopeniju i anemiju, posebno
ako je davana hemoterapije za pripremu pacijenta

* Vreme: Produzene citopenije mogu da traju nedeljama do mesecima.

e LeCenje: Mere podrske, ukljucujudi transfuzije i faktore rasta kao sto je
filgrastim.

* Aplazija B-limfocita: Smanjenje broja normalnih B climfocita, posebno u
terapijama koje ciljaju na CD19, zbog efekata na B-limfocite koji nose ovaj
antigen.

 Klinicki znacaj: Povecana osetljivost na infekcije usled
hipogamaglobulinemije.

* LeCenje: Nadoknada imunoglobulina.

Brudno JN, Kochenderfer JN. Recent advances in CAR T-cell toxicity: Mechanisms, manifestations and management.
Blood Rev. 2019;34:45-55.



Sindrom lize tumora

* Metabolicka komplikacija usled brzog raspada tumorskih celija.

e Simptomi: Hiperkalemija, hiperfosfatemija, hiperurikemija,
hipokalcemija, akutna insuficijencija bubrega.

* LeCenje: Agresivna hidratacija, sredstva za snizavanje mokracne
kiseline (npr. alopurinol, rasburikaza) i pracenje.

Lupusoru G, Ailincai |, Fratila G, Ungureanu O, Andronesi A, Lupusoru M, Banu M, Vacaroiu |, Dina C, Sinescu |.
Tumor Lysis Syndrome: An Endless Challenge in Onco-Nephrology. Biomedicines. 2022;10(5):1012.



Infekcije i sekundarni maligniteti

* Infekcije: Povecan rizik od bakterijskih, virusnih i gljivicnih infekcija
zbog supresije imuniteta od prethodne hemoterapije, terapije CAR-T i
produzenih citopenija: 0.55 infekcija/100 dana

* LeCenje: Profilakticka primena antibiotika, antigljivicnih lekova i i
antivirusnih lekova; hitno lecCenje infekcija je kljucno.

* Sekundarni malignitet: Redak, ali moguc razvoj novih karcinoma,
potencijalno povezan sa modifikacijama CAR-T Celija ili prethodnim
tretmanima.

e UCestalost: Mijeloidne neoplazme 2.3 — 13% za 5 godina; T-Celijski
limfom retko, karcinomi koze 7 — 15% za 5 godina.

Cordeiro AC, Durisek G, Batista MV, Schmidt J, de Lima M, Bezerra E. Late events after anti-CD19 CAR T-cell therapy for
relapsed/refractory B-cell non-Hodgkin lymphoma. Front Oncol. 2024;14:1404351.



