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Abstract

Chimeric Antigen Receptor (CAR) T Cell therapy is a
cellular therapy method that has developed rapidly in
recent years and is especially promising in cancer
treatment. Although there is a long history of cell-mediated
therapies, the development of CARs has recently been
among the cell-mediated therapies. Among the biggest
reasons for this is the success of CAR-T Cell therapy
against hematological malignancies. In this review, the
history of cell-mediated therapy methods, the structure of
the CAR-T Cell, its production methods, the method of
application during treatment, its mechanism of action and
the diseases in which this cell-mediated therapy method is
used are discussed.

Keywords: Chimeric antigen receptor, cell-mediated
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GIRIS

Hiicre aracili terapiler, 6zellikle ndrodejeneratif ve
kardiyak hastaliklar ile diyabet gibi hastalik
gruplarinda tedavi amactyla veya hastanin bagistkligini
giclendirmek icin hucrelerin - modifiye edilerek
hastaya geri verildigi bir tedavi yontemidir!. Bu tedavi
yontemleri, 1889’da  Chatles-Edouard Brown-
Sequard ve arkadaslarinin yaglanmayi geciktirmek i¢in
yaptigl calismalarda hayvan testislerini kullanarak
hormonal tedavi elde etmeyi amagcladigi giinden beri
hayatimizda bulunmaktadir?3.

Hiicre aracili terapi yaklagimlari, otolog veya allojenik
olarak elde edilen hiicrelere genetik muhendisligi
temelli teknolojiler kullanilarak hastalikla micadele
etme yetenegi kazandirilmast temeline dayanir.
Istenilen  6zelliklerin -~ kazandirdmast  amactyla

Oz

Kimerik Antijen Reseptérii (CAR) T Hicre tedavisi son
yillarda hizla gelisen ve 6zellikle kanser tedavisinde umut
vadeden bir hiicresel terapi yontemidir. Hiicre aracilt
terapilerin uzun stireli bir ge¢misi mevcut olmakla birlikte
CAR’larin gelisimi yakin bir ge¢miste hiicre aracili tedavi
yontemleri arasinda yer bulmustur. Bunun en buyik
sebepleri arasinda CAR-T Hiicre tedavisinin hematolojik
maligniteler karsisindaki bagarisi gelmektedir. Bu makalede
hicre aracih terapi yontemlerinin tatihgesi, CAR-T
Huicresinin yapist, tretim yontemleri, tedavi sirasinda
uygulanma yontemi, etki mekanizmasi ve bu hiicre aracilt
terapi yonteminin kullanildigs hastaliklara deginilmektedir.

Anahtar kelimeler: Kimerik antijen reseptor, hiicre aracilt
terapi, T hiicre, hematolojik kansetler

modifiye edilen bu hiicrelerin ¢ogaltillip hastaya
verilmesi ile de hastaligin tedavi edilmesi amaglanur.

Hiicre aracili terapiler, kullanilan hicrelere gore kok
hticre temelli ve kék hiicre temelli olmayan hiicresel
terapiler olarak ikiye ayrilir. Kok hicre temelli
olmayan tedavi yontemlerinin  gelistirilmesinde
eritrosit, NK hiicre ve T lenfositler gibi kan htcreleri
en stk kullanilan hiicreleri olusturur.

Immiin sistem hiicrelerinin; enfekte olmus, zarar
gérmils ve kanserlesmis hiicreleri tantyabilme
yeteneginden faydalanilarak bu hicrelerin  hiicre
aracili terapilerde kullanilmast hiicresel
immiinoterapinin  temelini  olusturur. Hiicresel
immiunoterapinin bircok farklt cesidi bulunmakla
birlikte literatiirde en biylik yere sahip olan grubunu
T hiicre temelli immiinoterapiler olusturmaktadir.
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Gunumizde T hicre temelli imminoterapiden
faydalanilarak kliniklerde uygulanmakta olan baslica
t¢ tedavi yontemi vardir: “Immun  Checkpoint
Inhibitor” (ICI) (immiin kontrol noktast inhibit6ri),
“Bispesific T Cell Engagers” (BiTEs) (Bispesifik T
hiicre angajori) ve son olarak da modifiye edilmis T
hiicreleri. Bu derleme caligmasinda, genetik olarak
modifiye edilmis T hiicreler arasindan yeni tedavi
yontemlerinin gelistirilmesine yonelik olarak biyik
potansiyel tagidigi  gosterilen Kimerik  Antijen
Reseptord (CAR) T hiicreleri ve bu hiicrelerin glincel
klinik uygulama alanlarini inceledik®.

CAR-T cell tedavileri, yirmi yili agkin bir stredir
gelistirilmektedir. Bu tedavi yontemi kanserle
miicadele i¢in otolog veya allojenik olarak elde edilen
ve genetik olarak tasarlanan T hiicrelerini kullanit®.

CAR’lar belitli bir hedef antijeni eksprese eden
hicreleri  tanimak ve ortadan kaldirmak icin
lenfositleri, lenfositlerin igerisinden de en yaygin
olarak T hicrelerini yeniden yonlendirme islevi
goren, tasarlanmis genetik reseptorlerdir’.

CAR’1n; hiicre yiizeyinde eksprese edilen hedef
antijenlere baglandiktan sonra ortaya ¢ikan aktivitesi,
gicli T hiicresi aktivasyonu ve giicli anti-timor
yanitiyla  sonuglanan HLA (Human Leukocyte
Antigen) (Insan Lokosit Amtijeni) reseptériinden
bagimstzdir®.

Ozellikle hematolojik kanserler igerisinden B hiicre
malignitelerine karst gelistirilmis olan anti-CD19
CAR-T cell tedavisinin basarisi, bu tedavi seklinin
2017°de Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Tlac
Dairesi (FDA, USA Food and Drug Administration)
tarafindan onaylanmastyla kanitlanmistir®.

Bu bilgiler 1s1ginda, bu derleme ¢alismasinda hiicre
aracilt terapiler ve CAR-T cell tedavisinin tarihsel
gelisimini, etki mekanizmalarint ve kullanildigi alanlar
aydmnlatmayt ve CAR-T celller hakkindaki Turkce
literatiire katkida bulunmayi hedefledik

HUCRE ARACILI TERAPILER VE
TARIHCESI

Hicre aracili terapilerin bilim dinyasinda yerini
bulmasinin temelleri 19. Yiizyila kadar uzanmaktadir.
Tk yapilan hiicre aracili terapilerin  gogunlugu
yaslanma karsithg Gzerinedir. ilk hiicre aracils terapi
caligmasi olarak sayilabilecek uygulama 1889 yilinda
Charles Edouard Brown-Sequard ve arkadaglar
tarafindan yaslanma karsitt bir terapi yOntemi
gelistirmek tzerinedir. Bu amac¢ dogrultusunda
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Chatles Edouard Brown-Sequard hayvanlardan aldigs
sperm hiicrelerini deri altina uygulayarak terap6tik bir
etki yaratmay1 hedeflemigtir?.

Insanlar dogadaki canlilarin kendi organlarini yeniden
olusturabilmesinden uzun zamandir etkileniyordu.
Hiicre aracili terapi yontemleri igerisinden kok
hiicreler ve progenitdr hiicrelerin kesfiyle, insanlarin
doku ve organ yenilenmesine olan bu ilgisinin sadece
hayal olarak kalmayip insanlar {zerinde de
uygulanabilecegine olan inang glglendi. Kok hiicre
tanim olarak kultlirde stresiz olarak bolinme
yetenegine sahip ve olgun 6zel hicre tiplerine
déniisme potansiyeline sahip bir hiicredir. Bu kesiften
sonra kok hiicrelerin bu 6zellikleri kullanilarak onarict
tp icin temel atiddi'0.

1950’lerde E. Donnel Thompson adli bilim insant
kemik iliginden elde edilen kok hicreler sayesinde
l6semi, anemi gibi bazi hastaliklarin bu hicrelerin
uygun nakli ile tedavi edilebilecegini iddia eden bir
hipotez ortaya attt. 1960 yilina gelindiginde ise
aplastik anemi magduru Nancy Lowry, Thompson’in
hipotezini degerlendirmek tizere yapilan klinik bir
calismaya katilmak icin génilli oldu. Bu ¢alisma icin
Nancy’nin tek yumurta ikizinin kemik iliginden kok
htceler izole edildikten sonra Nancy’e nakledildi. Bu
calismanin  bagarili  olmast hiicre aracili terapi
yontemlerinin déniim noktalarindan birisi oldu!!12,

Turkiye’de koék  hiicre  temelli  ¢alismalarinin
onciilerinden olan Prof. Dr. Streyya Tahsin Aygiin,
dogum sonrast atlan plasenta ve kordon
hticrelerinden yaslanma karsitt terapiler
tretilebilecegini  distniyordu. 1950-1960°l:  yillar
arasinda hayvanlardan aldig: fotal greftler ve kordon
kani greftlerini kullanarak cesitli terapi yontemleri
uretmek icin ¢alismalar yapmustir!3,

Bu gelismelerin yaninda, hiicre aracili terapiler
yalnizca kok hiicreler tizerinden ilerlemiyordu. Insan
viicudunda bulunan diger hiicrelerin de modifiye
edilerek hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi fikri
zaman icerisinde gelisti. Bu gelismelerin temelleri
1891 yilinda William Bradley Coley’in kemik kanseri
tedavisi icin hasta kisinin kendi immiin sisteminin
kullanilabilecegini diistinmesi ile atiddi. Coley, klinik
calismalarinda timotlerin igerisine canli ve inaktif
Streptococeus  Pyogenes  enjekte  ettiginde timotlerin
kictldiagini fark etmisti. Ancak bu yillarda bagisiklik
sistemi htcreleri ve bunlarin fonksiyonlari tam olarak
bilinmedigi icin bu ¢alismalarinda edindigi sonuglarin
mekanizmasint actklayamadi. Coley’in de
caligmalarinda  kullanmis  oldugu  kisinin  kendi
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bagisiklik sistemi araciligiyla hastaliklari tedavi ve
kontrol  etme, ortadan kaldirma  yOntemine
immiunoterapi adt verildi'4.

1967 senesinde Jacques Miller ve arkadaslarinin T
hiicrelerini  kesfetmesi immiinoterapinin  gelisimi
actsindan ¢igir acict bir dénim noktast oldu'®. Bu
kesif sayesinde 1891 senesinde Coley ve arkadaslati
tarafindan ortaya atlan immin sistem sayesinde
hastaliklarin tedavi edilebilecegi gorisiiniin dayandigt
nokta kamitlamis oldu. Gunimizde ise immiino-
onkoloji alaninda immiin kontrol noktast inhibitéri
(immun checkpoint inhibitors) (ICI), adapte olmus
T-hiicre terapisi (adoptive T-cell therapy) (ACT) gibi
bir ¢ok umut vaat eden ¢alisma yiritilmektedir!#. Bu
yontemler arasinda temelleri 2017 yiinda James
Allison ve Tasuku Honjo tarafindan atilmis, T
htcrelerinin modifiye edilmesiyle tretilen Kimerik
Antijen Reseptér T hucreleri (Chimeric Antigen
Receptor T) (CAR-T) yoéntemi bizim bu derlemede
lzerine konusacagimiz baslica yontemdir!®.

CAR-T HUCRENIN YAPISI

CAR-T hiicre tedavisi kanser tedavisi icin hastalarin
bagisikik  sistemini kullanan yeni bir tedavi
yontemidir®. Kimerik antijen reseptéric T (CAR-T)
hticre tedavisi kanser tedavisinde biyik bir atilimi
temsil eder ve hematolojik malignitelerde benzeri
gorilmemis bir basart elde etmistir!”. Yillar icinde
hem hematolojik hem de katt malignitelerde genis bir
antijen repertuvarini tantyabilen daha etkili ve daha
givenli varyasyonlara doénigmistir!®.  Genetik
mihendisligi tekniklerinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte,
arastirmactlar T hiicresi aktivasyonuna bagl kanser
antijenleri icin harici 6zgilluk saglayan bir “kimerik
antijen reseptori” (CAR) ifade etmek icin T htcre
degistiren  replike  olmayan  viral  vektorleri
kullanabildiler!® T hiicreleri reseptdtleri eksprese
etmek icin CAR sekanslari ile yiklenmis retrovirisler
veya lentiviriisler ile enfekte edildi ve bu modifiye
edilmis T Thicreleri timérle iliskili  antijenleri
tantyabilir ve tandem ko-stimiilasyon molekiiler sinyal
transditksiyon fragmanlarini  eksprese  edebilir?!.
Kimerik antijen reseptérii (CAR) T hiicreleri kanser
tedavisi icin en wumut verici yeni terapétik
yontemlerden birini temsil eder. Hastalarin %10 ila
%30’u ciddi organ disfonksiyonu ile birlikte ciddi
toksisiteler yasar. CAR genellikle bir hiicre dist
hedefleme alan, bir transmembran aralayici ve hiicre
ici sinyalleme alanlarindan olusur. CAR’in hedefleme
alani tipik olarak bir antikorun antijeni baglama
fragmanindan yani antikor baglama bdlgesini

CAR-T

olusturan imminoglobulin agir ve hafif zincirlerinden
tiretilir?.

CAR-T yapistnin gelisimi dort kusaktan gecmistir.
Her nesil CAR-T yapist hiicre i¢i alana dahA fazla
bilesen eklenerek daha spesifik, verimli ve dayanikli
hale getirilerek degistirilir?!. CAR’in hiicre ici alant
CD3 ( zincirini igerit ve genetigi degistirilmis T
htcrelerine bir T hiicresi aktivasyon sinyali ve
profileratif uyari saglar. Yalnizca tek bir CD3
¢ sinyalleme modiili igeten birinci nesil CAR-T
hiicreleri  zayif proliferatif yanittan ve disik
toksisiteden muzdaripti. Bu nedenle ortaya ¢tkan T
hiicresi yanitt  kisa streliydi ve kalict timor
gerilemelerini indiikleyemedi. Birinci nesil CAR’larin
etkinligini arttirmak icin ikinci nesil CAR yapilar
CD-28 VE 4-1BB gibi ortak uyarict reseptorlerden
hiicre i¢i sinyalleme alanlarini icerecek sekilde
tasarlanmistir. Tkinci nesil CAR’lar ya bir CD28 ya da
bir 4-1BB sinyal alant igerir. CD28 alaninin dahil
edilmesi CAR-T hicrelerinin  aktivasyonunu  ve
proliferasyonunu arttirir ve efektér fonksiyonunu
iyilestirir oysa 4-1BB alant iceren CAR’lar agirlikh
olarak CAR-T hicrelerinin genislemesini ve uzun
stireli kalicthgint iyilestirir®®. Ugiincii nesil CAR-T
hiicrelerinin proliferasyon aktivitesini 6nemli Slctide
arttiran ve sitokin salinimini arttiran ve daha glgli bir
sitotoksik aktivite ile sonuglanan iki birlikte uyarict
molekiler alan tagtyordu. Daha yakin zamanlarda
TRUCK-T (hedeflenen timor dokusuna transgenik
bir urin ileten CAR yonlendirilmis T hucreleri)
hiicreleri olarak da adlandirilan dérdiincti nesil CAR-
T hicreleri I1-12 ve IL-15 gibi spesifik sitokinleri
salgilamak tzere tasarlandi. IL-18, CCL-19 ve IL-7
gibi timor immiin mikro ortamindan gelen baskinin
ustesinden gelmek icin bir bagisiklik tepkisi tiretmek
icin ikinci bagisiklik sistemi dalgast toplanir ve
etkinligtirilir!.

T-HUCRE’NIN CAR-T HUCREYE
DONUSTURULMESI

1lk kimerik antijen reseptorii 1989 yilinda Eshhar ve
grubu tarafindan tasarlandt. Israil'deki Weizmann
Bilim Enstitiisi’ne gére CAR htcre dist alan, antijen
baglama parcast ve bir aralayicidan olusur. Bu antijen
baglama parcalar sunlar olabilir:

a) antikorlardan tiretilmis bir scFv (tek zincitli parca
degiskeni)

b) faj goruntileme kitapliklarindan segilen bir insan
Fab fragmani
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¢) aynt kokenli reseptorden tretilmis dogal ligand

Daha spesifik olarak scFv, fareden tiretilen degisken
bir monoklonal antikor fragmanidir. Monoklonal
antikorlar (mAb'ler), hiimanize Ab'ler veya tamamen
insan Ab'ler ve bunlarin taninmasindan  ve
baglanmasindan sorumludur. Tumorde eksprese
edilen timotle iligkili antijenler (TAA'lar) hiicre
yuzeyi CAR'lar islenmemis antijenlerin yan1 sira tipik
olarak hiicre tzerinde ifade edilen karbonhidrat ve
glikolipid yapilart tanir. Bir timor hicresinin hiicre
yuzeyi, normalin aksine MHC aracihgiyla antijen
sunumu gerekliligi olmaksizin TCR'ler. MHC sinif 1
ve stnif IT kisitlamasint atlayarak, Hem CD8+ hem de
CD4+ alt kimelerinin CAR T hcreleri, hedef
hiicrenin  yeniden y6nlendirilmis
kullanilabilir.

taninmast  icin

1970’den itiberen daha farkli genetik mithendisligi
yontemleri  gelistirilmistir. Coklu gen transfer
yontemlerine sahip CAR tarafindan tasarlanmis
hiicreler viral transdiiksiyon dahil olmak tizere klinik
uygulamada uygulanan, transpozonlar ve mRNA
transfeksiyon yontemlerinin yani sira nanopartikiller,
lipozomlar, elektroporasyon veya CRISPR/Cas9
teknolojisi son zamanlarda kullanilan  genetik
mithendisligi ydontemlerine dahil olmustur.

Viral Tetim: Viral transditksiyonlar su anda tercih
edilen prosedirlerdir T-htcrelerini  retrovirisler
(lentiviriis ve y-retrovirls), adenoviris ve adeno-
iliskili virtis dahil olmak tzere CAR'larla donatma
temeline dayanir. “Retroviridae” ailesinin  viral
vektorleri artik gen terapisi uygulamalart igin en stk
olarak kullanilan vektorlerdir. Ana viral gen transfer
vektorlerinin - avantajlart  gbérece  olarak  diger
yontemler karigsinda kolayhigidir. Uretim ve iiretim
kapasitelerinin yani sira genetik materyali konakgt
genomuna stabil bir sekilde entegre edilebilmesi de bu
kolayliklarin en basinda gelir.

Transpozontar: Transpozonlar, olusan cift hareketli
genetik elementlerdir. (a) CAR (transpozon) tastyan
bir plazmit ve (b)transpozazi tastyan baska bir plazmit
olmak tizere iki alandan olusur ve CAR sentezinde yer
alan metotlardan biridir.

CRISPR/ Cas9: 2000 yilinin baginda, bilim camiasinin
ilgi ve yonelim, genetik “diizenleme” yontemlerine
dondi. Cinko parmak (ZFN'ler) ve niikleosit
transkripsiyon aktivatorii benzeri efektr niikleazlar
(TALEN'ler) gelistirildi. ZFN'ler ve TALEN'ler
tasarlanmig kimerik, uyarlanmis kisitlama
enzimleridir. Gtvenli liman olarak dogrulanmis olsa
bile belirli genetik bélgeleri hedeflemek icin simdiye
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kadar, CAR terapisinde kullaniddi. Simdiye kadar
CAR’larin devre dist birakimt ve reddedilmesi gibi
sorunlarin ¢6zimi icin kullanddi. Bunu CAR T
htcrelerinin, doku uyumlulugu ifadesini ortadan
kaldirarak veya azaltarak yapt1.

Viral  Olmayan — Aktarim  Yontemleri:  Genetik
mihendisligi ile ilgili diger yaklasimlar T-hiicreleri,
distik immunojenisitesi ve dustk riskinden dolay:
plazmid DNA veya IVImRNA'nin viral olmayan
transferini kullanir. Gen terapisi uygulamalari icin
mRNA'nin kullanimt ilk olarak 1989'da Malone ve
digerleri tarafindan lipozom aracili transfeksiyon
kullandarak tanimlanmustir ve ginumizde CAR

tretimi icin kullanilabilecek secenekler arasinda yer
ali522.26,27,

CAR-T CELL’IN URETILIiP
UYGULANMASI

Tedavinin uygulanma siirecini genel hatlariyla bes
adimda inceleyebiliriz:

1)Ayzrma: Otolog olarak hastalardan veya allojenik
olarak dondtlerin  periferik  kan  monontkleer
hiicresinden (PBMC) 16koferez yontemiyle toplanan
T hiicreleri saflastirilir.

2)Modifikasyon: T hiicrelerine in vitro olarak genetik
mithendisligi yoluyla timdr hiicrelerini tanimasi icin
kimerik antijen reseptorii eksprese edilerek CAR-T
hiicreleri dretilir?!. Kimerik antijen reseptoriiniin
direkt eksprese dilmesi nedeniyle CAR-T hiicreleri
antijen sunumu ve ana-histo uyumluluk kompleksi
(MHC) kisitlamasindan bagimsizdir!”.

3)Genisleme: CAR-T hucreleti tedavide kullanilacak
yeterli diizeye getirilmek icin in vitro olarak gerekli
doza kilttrlenir.

4)Infiizyon: CAR-T hiicreleri hastalara asilanir. [21]
CAR-T hicrelerinin ¢ogalmasina engel olmamak
admna infiizyondan hemen sonra kisa sireli bir
immiunosupresif kemoterapi uygulanir!’®. Hastaya
astlanan bu CAR-T hiicreleri in vivo olarak timére
karst olan etkilerini uygulamak icin ¢ogalmaya
baglar!”.

5)Izleme: tedavinin verebilecegi advets reaksiyonlar ve
tedavinin etkileri yakindan izlenir?!.

CAR-T HUCRE TEDAVISININ
KULLANILDIGI HASTALIKLAR

Genellikle hematolojik  hastaliklar  ve  6zellikle
hematolojik malignitelerde kullanilan Car-T hiicre
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tedavisi ginimizde diren¢ gelistirmis B ALL, B
hiicreli Lenfoma ve Multipl Myeloma’da umut
vadeden ve calismalarin devam ettigi bir tedavi
yontemidir**. CAR T htcreleri AML gibi hematolojik
kanserler daha fazla etkili olmakla birlikte katt
timotlere karsida etkilidir®>. CAR-T-htcre tedavisi,
akut lenfoblastik l6semili c¢ocuklar ile ileri evre
lenfomali eriskin hastalarin  tedavisi icin, FDA

(Amerikan  Gida ve Tlac Idaresi) tarafindan
onaylanmistir. CAR-T' hiicre tedavisinin en aktif
kullaniddigt maligniteler B hiicre
maligniteleridir?32428.29,
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