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Tiivistelma

Sy0pé on ollut pitkaan yksi yleisimmista kuolemaan johtaneista sairauksista. Vuonna 2022 sygpaan
menehtyi 9,7 miljoonaa ihmistd. Kiinteiden sydpien hoidoissa kirurgiset toimenpiteet ja sddehoito
ovat tehokkaita varhaisvaiheen hoitomuotoja, mutta levinneen sydvan kohdalla kasvainta on
kirurgisesti vaikea kokonaan poistaa. Naiden haasteiden vuoksi kehitetddn jatkuvasti uusia
hoitomuotoja, joista lupaavimpien joukossa ovat immunoterapeuttiset hoitomuodot, kuten CAR-T-
soluhoito.

Perinteisesti CAR-T-hoito perustuu potilaan omien T-solujen muokkaamiseen siten, ettd ne pystyvat
tunnistamaan ja tuhoamaan hematologisia sydpasoluja tdsmallisesti. Hoidossa keratdan potilaan omia
T soluja, joita muokataan geneettisesti ilmentamaan kimeerista antigeenia sitovaa reseptoria (CAR).
CAR-rakennetta muokataan tunnistamaan syOvélle ominaista pintaproteiinia, ja tunnistaessaan
syopasolun CAR-T-solu aktivoituu ja tuhoaa sen.

Tahan mennessa kuusi CAR-T-soluhoitoa on saanut USA:n Elintarvike ja ladkeviraston (FDA)
hyvaksynnan B-soluldhtoisten hematologisten syOpien hoitoon, ja niistd on tullut keskeinen
hoitovaihtoehto muille hoidoille resistenteille potilaille. Hoidon tehokkuus perustuu B-soluille
ominaisiin ja helposti kohdennettaviin pintaproteiineihin, kuten erilaistumisklusteri 19 (CD19) -
proteiiniin. CAR-T-solut muokataan tunnistamaan naita pintaproteiineja, jolloin ne tuhoavat vain B-
soluja ja jattavat muut kudokset rauhaan.

Hematologisten sydpien merkittavien saavutusten lisdksi CAR-T-hoitoja on yritetty soveltaa myds
kiinteiden sy6pien hoitoon. Tama on kuitenkin osoittautunut haastavaksi, silla toisin kuin
verisydvissd, kiinteiden syopéasolujen pinnalla ei yleensa esiinny syovélle ominaisia kohdennettavia
pintarakenteita. Kiinteiden syopien kohdistamiseen soveltuvia pintarakenteita esiintyy usein myos
terveissd soluissa, vaikkakin pienemmissa maarin. Kun CAR-T-soluja kohdennetaan néihin
pintarakenteisiin, ne voivat aiheuttaa myo6s terveiden kudoksien tuhoutumista ja vakavia
haittavaikutuksia. Lisaksi Kiinteiden sydpien heterogeenisyys, niiden nopea sopeutuminen hoitoihin
ja haastava kasvainmikroympadrist0 ovat tuottaneet huomattavia haasteita CAR-T-hoidoille.

Néiden haasteiden voittamiseksi on kehitetty useita eri strategioita. Tutkimuksissa on keskitytty muun
muassa CAR-rakenteen optimointiin, kasvainmikroympériston muokkaamiseen CAR-T-soluille
suotuisammaksi sekd tasmaéllisemp&an tunnistamiseen, jossa pyritddn tunnistamaan useita
pintaproteiineja samanaikaisesti. Lupaavista Kkliinisista kokeista huolimatta merkittavia lapimurtoja
ei olla vield saavutettu, ja hoitomuodon turvallisuuden ja tehokkuuden parantamiseksi tarvitaan vieléd
paljon tutkimusta.

Avainsanat: CAR-T-soluhoito, kiinted syopa, pintarakenne, tdsméllinen kohdentaminen
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1. Johdanto

Syo0pé on ollut pitk&an yksi yleisimmistd kuolemaan johtaneista sairauksista (1). Vuonna 2022 noin
20 miljoonaa ihmist4 sairastui syopéan maailmanlaajuisesti, ja 9,7 miljoonaa menehtyi syovén takia.
Vuoteen 2050 mennessé syOpédan sairastuneiden maardksi ennustetaan peréti 35 miljoonaa, mika

kuormittaa merkittévasti useiden maiden terveydenhuoltojérjestelmié (1)

Jo pitk&éan kiinteiden syopien keskeisid hoitoja ovat olleet muun muassa Kirurgiset toimenpiteet,
sédehoito ja sytostaattihoito (2). Kirurgiset toimenpiteet ja sddehoito ovat tehokkaita hoitoja syévan
alkuvaiheessa, mutta levinneen sydvan kohdalla kasvainta on kirurgisesti hankala kokonaisvaltaisesti
poistaa (3). Naiden haasteiden myo6td kehitetddn jatkuvasti uusia hoitomuotoja, joista yksi
edellak&vijoistd on immunoterapia (2). Immunoterapian alkujuuret ulottuvat yli sadan vuoden taakse,
jolloin William Coley havaitsi, ettd korkeakuumeiset infektiot auttoivat tiettyja sydpapotilaita
paasemaan remissioon (4). Coleyn 16yddsten jalkeen immunoterapeuttiset menetelmét syépahoidossa
ovat kehittyneet valtavasti. Ensimmaéiset monoklonaaliset vasta-aineet, rituksimabi ja trastutsumabi,
saivat FDA:n hyvaksynnan 2000-luvun vaihteessa hematologisten sydpien ja HER2-positiivisen
rintasyovan hoitoon (5,6). Noin 10 vuotta myéhemmin Carl June ja hanen tutkimusryhménsa

toteuttivat ensimmaisia kliinisia kokeita kayttaméalla CAR-T-soluja (7).

CAR-T-soluhoito perustuu potilaan omien T-solujen muokkaamiseen siten, ettd ne kykenevét
spesifisesti tunnistamaan ja tuhoamaan syodpasoluja (8). Hoidossa keréatédan potilaan omia T soluja,
minkéa jalkeen laboratoriossa niihin lisatddn kimeerinen antigeenié sitova reseptori (CAR). CAR
koostuu neljasta eri komponentista: solun ulkoinen antigeenid tunnistava domeeni, saranavyohyke
(engl. hinge), solunkalvon l&péisevd domeeni (engl. transmembrane domain, TM) ja solunsisdinen
domeeni. CAR-T-soluvalitteinen aktivaatio tapahtuu siten, ettd solunulkoinen domeeni tunnistaa
syOpésolun antigeenin ja vélittaa signaalin solun reseptorin siséiselle domeenille, mik& laukaisee
intrasellulaarisen viestin. Tdma viesti aktivoi T-solun ja aikaansaa sytotoksisen vaikutuksen, joka
johtaa syopasolujen tuhoamiseen (8). Useiden l&apimurtotutkimusten ansiosta vuonna 2017 USA:n
elintarvike- ja ladkevirasto FDA (engl. Food and Drug Administration) myonsi hyvéksynnan kahdelle
CD19-antigeeniin kohdennetulle CAR-T-soluhoidolle B-solul&htdisten hematologisten sydpien
hoitoon (9-11). CAR-T-soluhoito on toistaiseksi hyvéksytty vain B-solul&htdisiin hematologisiin
syopiin, eli hoidolla on suhteellisen kapea terapeuttinen vaikutusalue (12). Hematologisten CAR-T-



syopahoitojen suursaavutusten lisdksi on hoitoja pitk&an pyritty kohdistamaan myds Kiinteisiin
syopiin. Monista osin lupaavistakin kliinisista kokeista huolimatta merkittavia lapimurtoja ei ole viel&
saavutettu (13). Keskeisiksi ongelmiksi on havaittu muun muassa CAR-T-solujen kulkeutuminen
syopakasvaimeen, niiden tunkeutuminen syopékudokseen ja sdilyminen kudoksessa. Lisaksi
kiinteiden syOpien heterogeenisyys, antigeeninen katoaminen, haastava kasvainmikroymparisto ja
hoidon haittavaikutukset ovat koituneet keskeisiksi haasteiksi (13). Kandidaattitutkielmani
tavoitteena on koota yhteen tutkimusaineistoa, joka kasittelee CAR-T-soluterapiaa, sen keskeisia
haasteita ja potentiaalisia ratkaisuja seké tulevaisuuden ndkymia hoidon laajentamiseksi Kiinteiden

syopien hoitoon.

2. CAR-T-soluhoito

2.1 CAR-rakenne

2.1.1 Antigeenia sitova osa

CAR-rakenteen solunulkoista osaa kutsutaan antigeenid sitovaksi domeeniksi (Kuva 1), ja tata
muokataan siten, ettd se kykenee sitoutumaan tiettyyn kasvaimelle ominaiseen antigeeniin (13).
Perinteisesti tdima osa on johdettu sydpaantigeenispesifisten monoklonaalisten vasta-aineiden kevyen

(VL) jaraskaan (Vw) ketjun vaihtelevista domeeneista (14).

VL ja VH domeenien véliset vuorovaikutukset eivat kuitenkaan yksindan ole riittdvan vahvat stabiilin
antigeenia sitovan domeenin muodostamiseksi. Taman ratkaisemiseksi Vu ja Vi domeenit liitetdan
toisiinsa esimerkiksi peptidilinkkerilld, jolloin muodostuu nk. yksiketjuinen vasta-ainefragmentti
(engl. single chain variable fragment, scFv) (15). Seka Vn ettd V.. domeenissa on kolme niin sanottua
CDR-aluetta (engl. complementarity determining regions, CDRs). Ndma alueet ovat hypermuuttuvia
(16), miké& viittaa niiden suureen vaihteluun eri vasta-aineiden vélilld. CDR-alueet muodostavat

domeenin kérjessé sijaitsevan paratoopin, joka vélittad sitoutumisen antigeenin epitooppiin (16).

CAR-rakenteet tunnistavat ldhtokohtaisesti vain solunulkoisia kohteita ja toimivat MHC-
riippumattomasti. Toisin kuin oikeat T-solu-reseptorit (engl. T-cell receptor, TCR), perinteiset CAR-
rakenteet eivat ole suunniteltu sitoutumaan solunsisdisiin peptideihin, joita MHC-molekyylit

esittelevat (17). Antigeenia sitovan domeenin tdrkeimpid ominaisuuksia ovat sen spesifisyys ja



affiniteetti, eli kuinka tarkasti ja vahvasti se kykenee sitoutumaan kohdeantigeeniinsa (18). Namé

tekijat pitkalti méaarédavat millaisen sytotoksisen vasteen CAR-T-solut voivat aiheuttaa

syopakudoksessa (18).
1 sukupolven 2 sukupolven 3 sukupolven
CAR CAR CAR
scFv scFv scFv
- Solunulkoinen
osa
—» Sarana ]
| Solukalvon
............ _| lapdisevé osa
t . Kostimulatorinen Kostimulatorinen
TM-domeeni Signaalidomeeni domeeni 1 domeeni 2 (esim.
(esim. CD3¢) (esim. 4-1BB) CD28)
| Solunsiséinen
CcD3¢ 4-1BB osa
CcD3¢

Kuva 1. Kolmen sukupolven CAR-rakenteet. CAR-rakenne koostuu solunulkoisesta, solukalvon
ldpdisevastd osasta ja solunsisdisestd osasta. Solunulkoisessa osassa sijaitsee antigeenia sitova scFv-
fragmentti, joka perinteisesti koostuu syopaantigeenispesifisten monoklonaalisten vasta-aineiden kevyen (V.)
ja raskaan (Vu) ketjun vaihtelevista domeeneista. ScFv-fragmentti on saranarakenteen vélitykselld yhdistetty
solukalvoon Kiinnittyvdan transmembraanidomeeniin (TM-domeeni). Kaikkien sukupolvien CAR-T-solujen
solunsisdisessd osassa on CD3(-signalointidomeeni. Toisen sukupolven CAR-rakenteessa on yksi
kostimulatorinen domeeni (esim. 4-1BB), kun taas kolmannen sukupolven CAR-rakenteessa on kaksi
kostimulatorista domeenia (esim. 4-1BB ja CD28). Kuva tehty Biorender-ohjelmalla (biorender.com).

2.1.2 Sarana-rakenne

Antigeenid sitova domeeni yhdistetddn TM-domeeniin solunulkoisella saranalla (engl. hinge) (Kuva
1). Sarana lisdd CAR-rakenteen solunulkopuoleisen kokonaisuuden vakautta ja parantaa antigeenia
sitovan domeenin liikkuvuutta, mik4 mahdollistaa myos steerisistéd eli rakenteellisisista esteisté
ylipadsemisen (18). Taman liséksi on havaittu, ettd saranalla on keskeinen merkitys CAR-rakenteen
kulkeutumisessa T-solun solukalvolle. Erityisesti saranan pituudella ja joustavuudella on esitetty

olevan tarked merkitys tassé (19).



Tutkimuksissa on my6s havaittu, ettd saranan pituus ja joustavuus voi vaikuttaa CAR-T-solujen
lisddntymiseen ja sytokiinituotantoon sekd edistdd niiden séilyvyyttd ja sytotoksisuutta (20-22).
Naissé tutkimuksissa kuitenkin havaittiin, ettd ihanteellisen saranan valitsemiseen vaikuttavat
merkittévasti myos kohdeantigeenin ominaisuudet, kuten sen sijainti ja steerinen asento solupinnalla.
N&ma tekijat maaraédvat, saavutetaanko parempi vaste lyhyelld vai pitkédlla saranalla. Saranan
aminohapposekvenssi on johdettu useimmiten erilaistumisklusteri CD8- ja CD28-proteiineista (engl.
cluster of differentation, CD) tai immunoglobuliini 1gG1- tai 1gG4-proteiineista (engl.
immunoglobulin, 1gG) (13). Mydhemmin on kuitenkin havaittu, ettd IgG-vasta-aineista johdetut
saranavyohykkeet voivat muodostaa sidoksia 1gG vasta-aineiden Fc-gamma-reseptorien (Fcy)

kanssa, miké& voi johtaa luontaisen immuniteetin epétoivottuun aktivaatioon (23).

2.1.3 Solukalvon lapaisevéa osa (TM-domeeni)

TM-domeenin ensisijainen tehtdva on ankkuroida CAR-rakenne kiinni solukalvoon ja tukea sen
vakautta (Kuva 1) (13). TM-domeeni johdetaan yleisesti CD3( -, CD4-, CD28- ja CD8a-proteiineista.
Kukin ndista tuottaa useita toiminnallisia eroja CAR-rakenteeseen (13). CD3(-TM-domeeni on
lagjasti tutkittu ja yleisesti kaytetty, koska se kykenee muodostamaan dimeerirakenteita ja
integroitumaan endogeenisten TCR-reseptorien kanssa, edistden CAR-T-soluvélitteista aktivaatiota
(18). Myts CD28-TM-johdetuilla domeeneilla on havaittu taipumusta muodostaa heterodimeereja
endogeenisten CD28-proteiinien kanssa ja siten herkistdd CAR-T-solujen aktivoitumista seké edistaa
niiden séilymista ja lisadntyvyytta (24).

Tutkimustulokset ovat myds osoittaneet, etta eri TM-domeenit vaikuttavat synergisesti muiden CAR-
komponenttien kanssa (18). Tama tekee TM-domeenien huomioimisesta keskeisen osan CAR-
rakenteen suunnittelua. Erddssa tutkimuksessa havaittiin, ettd yhdistiméalla CD8a:n-TM-domeeni ja
saranarakenne, voidaan CAR-T-solujen sytokiinituotantoa véhentdd ja niiden alttiutta
aktivaatioindusoidulle solukuolemalle pienentdd (engl. activation induced cell death, AICD)

verrattuna CD28:aan perustuvien CAR-T solujen vastaaviin ominaisuuksiin (25)

2.1.4 Solunsisainen domeeni

Solunsisédinen osa on niin ikaan keskeinen kiinnostuksen kohde CAR-rakenteiden suunnittelussa. Se

koostuu yhdestd varsinaisesta signaalidomeenista ja yhdestd tai useasta kostimulatorisesta
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domeenista (Kuva 1) (26). Ensimmaisten CAR-rakenteiden solunsiséiset domeenit koostuvat vain
TCR-reseptorin CD3(-johdetuista proteiineista (26). CD3(-proteiineissa on immunoreseptorien
tyrosiiniin perustuvia aktivaatiomotiiveja (ITAM), jotka fosforyloituvat, kun CAR-rakenne sitoutuu
antigeeniinsd, mika johtaa T-solujen aktivoitumiseen (27). Néita kutsutaan ensimmaisen sukupolven
CAR-rakenteiksi (Kuva 1).

Pian kuitenkin havaittiin, ettd tdma yksind&n ei riittdnyt tuottamaan riittdvan tehokasta
immuunivastetta. Ymmarrettiin, ettd kostimulatorinen signaali on valttamaton CAR-T-solujen
tarkoituksenmukaiselle aktivaatiolle ja séilymiselle (28). Kostimulatoristen domeenien, kuten
CD28:n, merkitys on ollut tunnettu jo pitkadn naiivien T-solujen TCR-vélitteisessé aktivaatiossa.
Niiden on todettu lisd&dvéan T-solujen interleukiini-2 (IL-2) -tuotantoa sekd tehostavan sytotoksista
vastetta, lisdantyvyytta ja sédilymistd (29). Samankaltaiset vaikutukset huomattiin myés CAR-T-

soluissa (30), mika johti toisen sukupolven CAR-rakenteiden kehittamiseen (Kuva 1).

Ensimmaéisten FDA:n hyvaksymien CAR-T-solujen solunsiséiset domeenit koostuvat CD3( -
signaalidomeenista seka joko CD28- tai 4-1BB-kostimulatorisesta domeenista. Kiinnostavaa on, etta
naiden kostimulatoristen domeenien vaikutukset eroavat merkittavasti sekd metabolisesti etta
aikaansaadun immuunivasteen osalta. CD28-kostimulatorinen domeeni ohjaa CAR-T-soluja
efektorimuisti-T-soluiksi, kun taas 4-1BB-kostimulatorinen domeeni edistdd erilaistumista
keskusmuisti-T-soluiksi (31). Talla on keskeinen merkitys immuunivasteessa. CD28-kostimulatoriset
CAR-T-solut tuottavat voimakkaamman, mutta lyhytkestoisemman sytotoksisen vasteen, kun taas 4-
1BB-kostimulatoriset CAR-T-solut tuottavat pitkdkestoisemman ja hillitymman vasteen (32). Néiden

erojen taustalla olevia mekanismeja ei kuitenkaan vield taysin ymmarreta.

Muitakin lupaavia kostimulatorisia, kuten esimerkiksi ICOS, OX40, CD27 ja CD40, domeeneja
tutkitaan aktiivisesti (13). Lisaksi on tutkittu useiden kostimulatoristen domeenien liittdmista yhteen
signaalidomeeniin, jonka on oletettu tuottavan CAR-T-soluissa kokonaisvaltaisemman aktivaation ja
vasteen. Tdman myo6td nykyisin puhutaan jo kolmannen (Kuva 1), neljannen ja jopa viidennen
sukupolven CAR-T-soluista (33). Tutkimustulokset eivéat kuitenkaan ainakaan toistaiseksi ole
osoittaneet, ettd kolmannen sukupolven CAR-T-solut, joissa signaalidomeeniin on liitetty kaksi

kostimulatorista domeenia, olisivat tehokkaampia kuin toisen sukupolven CAR-T-solut (34,35).



2.2 CAR-T-soluhoito nykypaivén kliinisessa tyossa

CAR-T-soluhoito on mullistanut useiden hematologisten sy6pien hoidon, joihin kuuluu muun muassa
B-soluldhtoinen akuutti leukemia (B-ALL), suurisoluinen B-soluldhtdinen lymfooma (LBCL),
manttelisolulymfooma, follikulaarinen lymfooma ja multippeli myelooma (36). Téh&dn mennessa
kuusi CAR-T-soluterapiaa on saanut FDA:n hyvéksynnan ndiden sairauksien hoitoon (36). Naistéd
neljassd CAR-rakenne kohdistuu B-soluille ominaiseen CD19-pintaproteiiniin ja kahdessa B-solujen
kypsymisantigeeniin (engl. B-cell maturation antigen, BCMA) (36). Ndmé pintaproteiinit ovat usein
yli-ilmentyneitd B-soluldhtoisissd hematologisissa syovissa (37—-39). Tama tekee niista erinomaisia
kohteita CAR-T-soluille, joita voidaan muokata tunnistamaan ja tappamaan ainoastaan B-soluja,
jattaen muut kudokset rauhaan (40). Hoitojen my6ta malignien B-solujen liséksi tuhoutuvat myds
terveet B-solut, mika johtaa potilaan tilapdiseen immuunipuutokseen (41). B-soluilla on kuitenkin
todettu olevan hyva regeneraatiokyky, minka vuoksi useimpien hoitoa saaneiden potilaiden

immuunijarjestelma korjaantuu ajan myota (41,42).

CAR-T-soluhoito on nykypdivan kliinisessa tyossa tarked hoitovaihtoehto potilaille, joille muut
hoidot eivat ole tehonneet (36). Hoito on kuitenkin kallis, eiké sité toistaiseksi voida tarjota kaikille
sitd tarvitseville (43). Viime vuosikymmenien aikana on CAR-T-soluhoitoa pyritty kohdentamaan
myaos Kiinteiden syopien hoitoon, mutta niiden kohdalla haasteita on huomattavasti enemman, joita

késittelen myéhemmissé osioissa (3.1-3.3).

3. CAR-T soluhoidon keskeiset haasteet kiinteiden sydpien hoidossa

3.1 CAR-T-solujen navigointi, toiminta ja sailyvyys kasvainympéristossa

Yksi keskeisimpié haasteita kiinteiden kasvainten CAR-T-hoidossa liittyy niiden sailymiseen
elimist0ssa ja tehokkaaseen pitkdaikaiseen hoitovasteeseen (44). Hoidoissa on havaittu, etta
potilaassa CAR-T solujen huippupitoisuus saavutetaan noin 7—14 paivaé infuusion jalkeen, mutta jo
kuukauden jélkeen solupitoisuudet laskevat huomattavasti (45). Sen sijaan hematologisten sydpien
hoidossa potilaissa on havaittu huomattavasti voimakkaampaa CAR-T-solujen lisd&ntymista ja
niiden pitkdaikaista sailymisté (46). Korkeat CAR-T-solupitoisuudet voivat séilya potilaassa jopa
vuosia (47). Vaikka tarkat mekanismit CAR-T-solujen toiminnan heikkenemisen takana Kiinteiden

syopien hoidossa ovat osin epéselvia, tiedetéan, ettd CAR-T-solujen liikkuvuus, tunkeutuminen
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kasvaimeen ja kasvaimen immunosuppressiivinen mikroympaéristd vaikuttuvat merkittavasti tahan
iImidon (45).

3.1.1 CAR-T-solujen soluliikenne ja syopakudokseen tunkeutuminen

CAR-T-solujen kulkeutumista ja tunkeutumista tuumorialueelle séételevét tarttumisproteiinit kuten
selektiinit (esim. E- ja P-selektiini) ja integriinit (esim. lymphocyte function-associated antigen 1,
LFA-1) sekd kemokiinit (esim. CXCL9, CXCL10 ja CXCL11) ja kemokiinireseptorit (esim. CXCR3
ja CXCR4) (48). Syopékudosta ymparoivien verisuonten endoteeli tuottaa kemokiinejd, jotka
sitoutuvat CAR-T-solujen kemokiinireseptoreihin, mika johtaa CAR-T-solujen siirtymiseen
syopakudokseen niin kutsuttua kemokiinigradienttia pitkin. Tunkeutumista saatelevat selektiinit ja
integriinit mahdollistavat CAR-T-solujen tarttumisen endoteeliin sekd lopulta siirtymisen

verisuonesta kemokiinigradienttia pitkin kasvaimeen (engl. extravasation) (48).

Yksi merkittdva haaste CAR-T-solujen tunkeutumisessa liittyy kasvaimen verisuonistoon. On
havaittu, ettd Kkiintedt kasvaimet kasvavat vah&happisessa ymparistossd, mika usein lisaa
verisuonitusta lisaavia signaalimolekyylejd, kuten vaskulaarista endoteelikasvusvutekijaa (engl.
vascular endothelial growth factor, VEGF) (49). VEGF ohjaa muun muassa verisuonten
uudismuodostusta, mutta sen yli-ilmentymisell& on havaittu myds immunosuppressiivisia vaikutuksia
(50). Niista yksi merkittava liittyy endoteelin kiinnittymisproteiinien katoamiseen verisuonten
endoteelistd (esim. intrasellulaarinen adheesiomolekyyli 1, ICAM1), mikd on yhdistetty niin
kutsuttuun endoteelisoluanergiaan, jossa CAR-T-solujen tunkeutuminen tuumorialueelle vaikeutuu
(51).

Kemokiineilld on keskeinen vaikutus sytotoksisten T-solujen ohjautumisessa tulehdusalueille (52).
T-solut ilmentévéat useita kemokiinireseptoreja, joista yksi merkittdvimmista on CXCR3. Sen on
havaittu edistdvan T-solujen tunkeutumista kiinteisiin kasvaimiin seké& lisdavan proinflammatoristen
ja kasvainten kasvua hillitsevien valittdjéaineiden tuotantoa (esim. interferoni-gamma, IFN-y), esim.
sarkoomassa ja munuaissyovéssa (53,54). CAR-T-hoitojen keskeinen ongelma syntyy, kun CAR-T-
solujen kemokiinireseptorit ja kasvaimen tuottamat kemokiinit eivat vastaa toisiaan, johtaen nk.
kemokiini/kemokiinireseptori yhteensopimattomuuteen (engl. chemokine/chemokine receptor
mismatch) (48). Téalloin CAR-T-solut eivdat kykene tunnistamaan syOpakudoksen tuottamia
kemokiineja, mika estaa niitd hakeutumasta syopékudokseen. Syopésolut mutatoituvat jatkuvasti ja
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niiden kemokiiniprofiilit voivat myods vaihdella syévan edetessa (55), mika voi lisata
kemokiini/kemokiinireseptori  yhteensopimattomuutta ja vaikeuttaa CAR-T-solujen pdasya
tuumoriin. CXCR3:n keskeisia kemokiiniligandeja ovat CXCL9, CXCL10 ja CXCL11, ja niiden
yhteensopimattomuuden on havaittu olevan merkittdva syy heikentyneeseen CD8'-T-solujen

tunkeutumiseen glioomassa (56).

CAR-T-solujen on navigoitava syopakudoksessa hyvin tiiviissa sekd epéajarjestdytyneessa
mikroympaéristdssd, jossa esiintyy monia fyysisia esteitd niiden liikkumiselle. Sydpaassosioituneet
fibroblastit (engl. cancer-associated fibroblasts, CAF) ovat keskeisessa roolissa tdamén haastavan
tuumorimikroympériston muodostumisessa (Kuva 2) (57). CAF:t ovat nopeasti jakautuvia
erilaistuneita fibroblasteja, jotka tuottavat hallitsemattomasti sydpakudoksessa solunulkoisen
matriksin (ECM) komponentteja, kuten esimerkiksi tyypin 1 kollageenia ja fibronektiinid (57). Tama
luo rakenteeltaan epanormaalin ja jadykemman mikroympariston verrattuna terveeseen kudokseen,
mika vaikeuttaa CAR-T-solujen liikkumista (58). Lisaksi CAF:t erittdvat tuumorin kasvua ja
immunosupressiota edistavid sytokiineja, erityisesti transformoiva kasvutekija-p:ta (TGFpB) (59).
TGFB:n on havaittu vihentdvian T-solujen CXCR3-kemokiinireseptorien ilmentymista (59), mika
saattaa vaikeuttaa CAR-T-solujen tunkeutumista kasvaimeen. Koska CAF:t tuottavat runsaasti
syovan kasvua edistdvia proteiineja, niista on toisaalta myds tullut kiinnostava terapeuttinen kohde
CAR-T-hoidossa.

3.1.2 Immunosuppressiivinen mikroymparisto

Kasvaimen mikroymparistd on usein voimakkaasti immunosuppressiivinen, mika on havaittu CAR-
T-hoidossa  merkittdvdksi  ongelmaksi  (60). Useat kasvaimen solutyypit edistévat
immuunijarjestelman lamaantumista ja sitd kautta syovan kasvua (60). Edell& jo mainittujen CAF-
solujen lisdksi kolme keskeistda ndista solutyypeistda ovat T-regulatoriset solut (Treg),
tuumoriassosioituneet makrofagit (TAM) ja myeloidiperéiset suppressorisolut (engl. myeloid derived

suppressor cells, MDSC), joiden kanssa CAF-solut ovat kiintedssé vuorovaikutuksessa (Kuva 2).
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Kuva 2. Immunosuppressiivinen kasvainmikroymparistd. Kasvainmikroympéristo (vasemmalla) on hyvin
monimuotoinen kokonaisuus, joka koostuu sydpasolujen lisdksi myds monista muista solutyypeistd, jotka
edistavat kasvaimen kasvua. Naihin kuuluvat muun muassa syopaassosioituneet fibroblastit (CAF-solut), T-
regulatoriset solut (Treg-solut), myeloidiset suppressorisolut (MDSC) ja tuumoriassosioidut makrofagit
(TAM). Naméa solut yhdessa muokkaavat kasvainmikroympéristéd immunosuppressiiviseksi ja
vahahappiseksi (hypoksia) seka sen rakenteesta epéjérjestaytyneen. Tamé vaikeuttaa CAR-T-solujen péasya
syopékudokseen ja heikentdd merkittdvasti niiden toimintakykyd. Kuva tehty Biorender-ohjelmalla
(biorender.com).

Treg-solut ovat osa hankittua immuunijarjestelmad, ja ne saételevat immuunivastetta muun muassa
hillitsemalla sytotoksisten T-solujen toimintaa. Normaalissa tulehdusreaktiossa Treg-solut ja
sytotoksiset T-solut yllapitavat tasapainoista immuunivastetta, mutta kasvainmikroympéristossa tama
tasapaino hairiintyy (61). On havaittu, ettd kasvaimissa, joissa on yliméaarin Treg soluja, hoitovaste
tai ennuste on huonompi. Na&itd havaintoja on tehty esimerkiksi glioblastoomassa ja
munasarjasyovassa (62,63). CAR-T-hoidossa Treg-solujen on todettu heikentdvan sekd CAR-T-

solujen kulkeutumista kasvaimeen etta niiden sailyvyytta kasvaimessa (64).

Myo6s makrofagit vaikuttavat CAR-T-solujen hoitovasteeseen ja ovat o0sa synnynndista
immuunipuolustusta. Makrofagit erilaistuvat verenkierrossa kulkevista monosyyteista ja ne jaotellaan
kahteen péaatyyppiin: proinflammatorisiin  M1-makrofageihin ja anti-inflammatorisiin  M2-
makrofageihin (65). Kasvaimen mikroymparistossd monosyytit erilaistuvat tuumoriassiosioituneiksi
makrofageiksi (TAM), jotka ilmentyvat useimmiten anti-inflammatorisina M2-tyypin makrofageina
(66).  Kasvainmikroympdristossd  Treg-solut ja  M2-tyypin  makrofagit  tuottavat
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immunosuppressiivisia sytokiineja (esim. TGF-B) ja ilmentévat pinnallaan
immuunijarrumolekyylejd, kuten ohjelmoidun solukuoleman proteiini ligandi 1:ta (PD-L1). On
havaittu, ettd n&ma sytokiinit ja immuunijarrumolekyylit toiminnallisesti uuvuttavat (engl.

exhaustion) CAR-T-soluja seké heikentavét niiden sailyvyytta (67).

Seuraava este CAR-T-solujen hoitovasteen tielld ovat myeloidiperdiset suppressorisolut (MDSC),
jotka ovat patologisesti aktivoituneita monosyytteja ja neutrofiileja. Niiden erilaistumista saatelevat
muun muassa interleukiinit (esim. IL-6, IL-13 ja IL-4), IFN-y ja VEGF (68). MDSC:t ovat erityisen
immunosuppressiivisia ja edistavat tuumorin kasvua seka levidmista (68). Kiinteiden syopien CAR-
T-hoidossa on havaittu, ettd ne tukahduttavat CAR-T-solujen immuunivastetta useilla eri
mekanismeilla (69). Ne muun muassa lisdavét IL-10- ja TGF-B-sytokiinien tuotantoa, mika edist&a
Treg-solujen kertymistd kasvaimeen, sekd ohjaavat tuumoriassosoituneita M1-tyypin makrofageja
muuttumaan M2-tyypin makrofageiksi (70,71). M2-tyypin makrofagit puolestaan tuottavat MDSC:ja
houkuttelevia inflammatorisia tekijoita, kuten IL-10:t4, mika luo itseddn vahvistavan positiivisen
takaisinkytkentdjérjestelman  (71). TAM:it,  Treg-solut ja  MDSC:t  muodostavat
kasvainmikroymparistossa monimutkaisen kokonaisuuden, jossa niiden keskindiset vuorovaikutukset

systemaattisesti ohjaavat immuunijérjestelmaé lamaantuneeseen tilaan.

3.2 On-target off-tumour-ilmi6

Kohdeantigeenien onnistunut valinta on yksi keskeisimmisté tekijoista syopien CAR-T-hoidossa.
Kiinteissé kasvaimissa yli-ilmentyviad antigeenejd kutsutaan tuumoriassosioituneiksi antigeeneiksi
(TAA). TAA:ta esiintyy kuitenkin pienempind maarin my0s terveissa kudoksissa, minka takia CAR-
T-solujen vaikutus kohdistuu myds niihin. Tata ilmiéta kutsutaan on-target off-tumour-ilmioksi
(OTOT) (72). Yksi tyypillinen TAA on ihmisen epidermaalinen kasvutekijareseptori-2 (engl. human
epidermal growth factor receptor 2, HER2), jonka yli-ilmentymé&a on havaittu useissa syopatyypeissa.
Laajassa tutkimuksessa, jossa analysoitiin 37 992 eri syopépotilasta, HER2:n yli-ilmentyma todettiin
merkittavaksi useissa eri syovissé (73). Tama on tehnyt siitd kiinnostavan kohteen myds Kiinteiden
syopien CAR-T-soluhoidolle, mutta hoitoihin on liittynyt huomattavia OTOT-haittavaikutuksia.
Esimerkiksi erééssé Faasi 1 HER2-CAR-T-hoitokokeessa rintasyopéasyopapotilaalle kehittyi nopeasti
hengitysvajaus ja keuhkoddeemaa (74). Mydhemmin potilas karsi kahdesta syddmenpysahdyksesta,

johtaen lopulta kuolemaan.
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Ihanteellisinta olisi siis 16ytaa taysin tuumorispesifinen antigeeni, niin kutsuttu neoantigeeni, jotta
CAR-T-solut voisivat tuhota kohdennetusti ainoastaan syOpasoluja. Neoantigeenien yli-
ilmentyminen sydvissa ja etenkin niiden pinnalla on kuitenkin harvinaista, ja toistaiseksi vain
muutamia téllaisia neoantigeeneja (esim. EGFRvIII glioblastoomassa) on onnistuttu
karakterisoimaan (75). Tilannetta vaikeuttaa liséksi se, ettd vaikka l6ydetaan sopiva kohdeantigeeni,
sydvan monimuotoisuuden takia sen ilmentyminen voi vaihdella solujen vélill4 tai puuttua osasta
soluista kokonaan. Nain ollen osa syopasoluista ja& CAR-T-soluilta huomaamatta. Huomionarvoista
on myods se, ettd kohdeantigeenien ilmentyminen kasvaimessa saattaa vahentya CAR-T-hoidon
seurauksena tai jopa havitd kokonaan ilmidssd, jota kutsutaan antigeeniseksi katoamiseksi (engl.
antigen escape) (76). Talloin sydpasolu pyrkii valttaméan immuunivastetta vahentdmalld antigeenien
ilmentymista solupinnallaan (76). Ndiden ongelmien ratkaisemiseksi on kehitelty strategioita, joissa
CAR-T-soluja pyritddan kohdentamaan useampiin eri kohdeantigeeneihin. Naitd lahestymistapoja

kasittelen tarkemmin osiossa 4.2.

3.3 Haittavaikutukset

CAR-T-soluhoitoon liittyy usein my0s eriasteisia haittavaikutuksia. Hematologisten sairauksien
CAR-T-hoidoissa yleisimpi& vakavia haittavaikutuksia ovat sytokiinioireyhtymé (engl. cytokine
release syndrome, CRS) ja neurotoksinen ICANS-oireyhtyma (engl. immune effector cell-associated
neurotoxicity syndrome, ICANS) (77). Naista eritysesti sytokiinioireyhtymada on havaittu myos
kiinteiden sydpien CAR-T-hoidoissa (78,79). Vakavissa tapauksissa, kuten esimerkiksi kappaleessa
3.2 mainitulla rintasytpépotilaalla, CRS:n uskottiin johtuvan OTOT-ilmiosta (74). ICANS
oireyhtymad on havaittu péadasiassa CD19-CAR-T-hoidoissa, mutta sitd on raportoitu myods

esimerkiksi glioblastooman CAR-T hoidossa (78).

CAR-T-solujen tappaessa syopasoluja syntyy paikallinen tulehdustila, jossa seka CAR-T solut etta
kuolleet syOpésolut tuottavat pro-inflammatorisia tekijoitd, kuten interleukiineja (esim. IL-6),
interferoneja (esim. IFN-y) sekd tuumorin nekroositekijoitd (esim. TNF-a) (77). Naiden
tulehdustekijoiden on havaittu olevan keskeisia CRS:n ja ICANS:n kehittymisessd, ja ne voivat
voimistaa tulehdusta aktivoimalla muita ldhelld olevia immuunisoluja tuottamaan lisdé
tulehdustekijoitd (77,80). Jos tulehdus voimistuu liikaa, voi tulehdus muuttua paikallisesta
systeemiseksi ja johtaa sytokiinioireyhtymaan. ICANS-oireyhtyma tunnetaan patofysiologialtaan

huonommin, mutta sen on havaittu esiintyvén usein sytokiinioireyhtymén yhteydessa. Tallgin
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tulendustekijat aiheuttavat muun muassa veriaivoesteen tuhoutumista ja sitd kautta aiheuttaa

neurotoksisuutta (80).

CRS diagnosoidaan kliiniseen kuvan perusteella, ja se jaetaan neljaan vakavuusasteeseen (81). Aluksi
potilailla esiintyy tyypillisesti muun muassa kuumetta, takykardiaa ja hengitysvaikeuksia, ja
vakavimmillaan CRS voi johtaa monielinvaurioihin tai kuolemaan (81). Sytokiinioireyhtymé& on
tunnettu ilmid jo pitkdan, ja sitd on havaittu my0s muissa immunoterapeuttisissa hoidoissa,
esimerkiksi PD-1-vasta-ainehoidoissa (82). Toistaiseksi ainoa FDA:n hyvéksyma ladke vakavan
sytokiinioireyhtymén hoitoon on IL-6-reseptoreihin sitoutuva tosilitsumabi (83). Kuitenkin
huolimatta tosilitsumabildédkehoidoista vakavia sytokiinioireyhtymétapauksia esiintyy edelleen (84).
Taman vuoksi pyritdan kehittdméan tehokkaampia keinoja sytokiinioireyhtyman ehkaisemiseksi,

joita késittelen kappaleessa 4.3.

4. Strategioita CAR-T-soluhoidon kiinteiden syopien haasteiden ratkaisemiseksi

4.1 CAR-T-solujen kulkeutumisen tehostaminen, sdilyvyyden parantaminen ja
uupumisen ehkéisy kasvainmikroymparistossa

Kuten aiemmin todettu, kasvainten erittdmien kemokiinien ja CAR-T-solujen kemokiinireseptorien
yhteensopimattomuus seka verisuoniston toimintahdiriot muodostavat merkittdvia haasteita
kiinteiden sydpien hoidossa. Ndihin haasteisiin on pyritty vastaamaan muun muassa muokkaamalla
CAR-T-soluja alykkddmmiksi tai muuttamalla kasvaimen mikroympéristdd CAR-T-soluja
suosivammaksi. CAR-T-soluja on esimerkiksi muokattu ilmentdmaan tiettyja kemokiinireseptoreita,
kuten CXCR2:ta, jotta ne reagoisivat tehokkaammin kasvaimen kemokiiniprofiiliin (85). Eradssa
maksakarsinooman ksenograftimallissa CXCR2:ta ilmentavat CAR-T-solut tunkeutuivat kasvaimeen
huomattavasti tehokkaammin (85). Toinen strategia CAR-T-solujen kasvaimeen péésyn
tehostamiseksi on kasvaimen verisuoniston normalisointi. Tatd on pyritty saavuttamaan anti-VEGF-
hoidolla, joka estdd VEGF:n toimintaa. Tutkimuksessa havaittiin, ettd anti-VEGF parantaa

kasvainmikroympadriston happipitoisuutta seka lisad CAR-T-solujen tunkeutumista kasvaimeen (86).

Tehostetun  kulkeutumisen lisdksi on tirkedd Kkehittdd strategioita, jotka torjuvat
immunosuppressiivistd mikroymparistdd. TGF-B-sytokiini ja PD-1-immuunijarrumolekyyli ovat
keskeisid immunosuppressiivisen kasvainmikroympadriston tekijoitd, jotka aiheuttavat CAR-T-

solujen uupumista ja heikompaa séilyvyytta (58). Néit& vaikutuksia on pyritty estdmain muun muassa
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geenimuokkauksella. Esimerkiksi PD-1 ja TGFBR2-geenien poistolla (engl. knock-out, KO)
CRISPR-Cas9-tekniikalla on voitu estdad PD-L1:n ja TGF-B:n vaimentavia vaikutuksia CAR-T-
soluissa (87). Nadissé tutkimuksissa on raportoitu CAR-T-solujen parempaa sdilyvyyttd ja
vahaisempaa toimintahairiotad (88,89). Toisaalta on myds havaittu, ettd esimerkiksi PD-1-geenin
poistaminen saattaa heikentdd CAR-T solujen pitkaaikaista lisdantymiskykyé (90), mika heréattanyt

keskustelua strategian hyddyllisyydesta (90,91).

Toinen tapa torjua TGF-B:n ja PD-L1:n vaikutuksia on ilmentdd CAR-T-soluissa niin kutsuttuja
dominant-negative-reseptoreja  (DNR) (58). Naistd reseptoreista puuttuvat aktivoivat
signaalidomeenit, ja ne sitovat ligandejaan Kilpailevasti, jolloin muodostuu toimintakyvyttomia
ligandi-reseptorikomplekseja (92). Tama estad ligandien toiminnan. Ksenograftimalleissa TGF-f3-
DNR-CAR-T- ja PD-1-DNR-CAR-T-solut ovat osoittaneet parempaa toimintakykya, sailyvyytta ja
lisdantyvyytta (92,93). Lisdksi niissd havaittiin vahdisempéd normaalien T-solujen taipumusta
erilaistua Treg-soluiksi (92,93), mik& voi osaltaan lisdta proinflammatorisia vaikutuksia

kasvainmikroymparistossa.

Myos kasvainalueen vaikean mikroympériston ohittamiseksi on kehitetty useita eri strategioita. YKksi
ldhestymistapa CAR-T soluja muokkaaminen tuottamaan ECM:a hajottavia entsyymejé (94). Erddssa
in vitro tutkimuksessa CAR-T-soluja muokattiin tuottamaan heparanaasia, joka hajottaa tehokkaasti
hepariini-sulfaatti-proteoglykaaneja (HSPG) joita esiintyy kasvainmikroymparistdssa runsaasti (95).
Heparanaasi paransi merkittavasti CAR-T-solujen toimintakykyéd kasvainmikroymparistossa (95).
Toinen keino haastavan mikroympériston voittamiseksi on estdd ECM:&a tuottavien CAF-solujen
toimintaa. Prekliinisissd tutkimuksissa on CAR-T soluja kohdennettu myds fibroblastia aktivoivaan
proteiiniin (FAP), jota usein ilmentyy CAF-soluissa (96,97). Tuloksissa havaittiin, ettd FAP-CAR-T-
solut kykenivat tuhoamaan syOpakudosta tehokkaasti ja véhentdm&in muun muassa MDSC:n
rekrytoitumista kasvainmikroympéristoon (96,97). Toisaalta toisessa tutkimuksessa FAP:n suora
kohdentaminen CAR-T-soluilla osoittautui erittdin toksiseksi (98), mik& on heréttanyt keskustelua

strategian soveltuvuudesta terapeuttiseen kayttoon.

Yksi muista poikkeava, mutta lupaava ladhestymistapa on CAR-T-solujen annostelutavan
muuttaminen suonensisdisestd (i.v.) paikalliseksi (99). Perinteisesti CAR-T-soluja annostellaan
potilaalle laskimoon, jolloin niiden taytyy I0yt4dd kasvaimeen, tunkeutua siihen ja lopulta navigoida
kasvaimensisaisiin syopasolurikkaisiin alueisiin. Kasvainalueeseen suoraan kohdistuvaa annostelua

on tutkittu muun muassa aivokasvaimissa, mesotelioomassa ja maksasyovassd (99).
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Ksenograftimalleissa on havaittu, ettd CAR-T-solujen kasvaimensisdisessa annostelussa on
aikaansaatu voimakkaampia sytotoksisia vasteita kuin i.v.-annostelussa (100,101). Kliinisissa
tutkimuksissa se on todettu turvalliseksi (102), mutta vakuuttavaa ndyttod sen paremmuudesta ei ole

viela esitetty.

Etépesdkkeet kuitenkin rajoittavat oleellisesti kasvaimensisdistd annostelua. Toisaalta paikallinen
annostelu on sovellettavissa myods muihin kasvainta ympardiviin tiloihin, kuten esimerkiksi
selkdydinnesteeseen keskushermostokasvaimissa tai keuhkopussin alueelle mesotelioomassa (99).
Erityisesti aivokasvainten CAR-T-hoidoissa on havaittu, ettd annostelu selkaydinnesteeseen eli

intratekaalinen annostelutapa on saanut aikaan poikkeuksellisen hyvia hoitovasteita (103).

4.2 Strategioita on-target off-tumour-ilmion voittamiseksi

Koska OTOT-ilmi6 voi aiheuttaa vakavia haittoja, sen estdmiseksi on kehitetty useita strategioita.
Tavoitteena on luoda CAR-T-soluja, jotka kykenevét tunnistamaan ja tuhoamaan syopésoluja entista
tarkemmin ilman, ettd ne kohdistuvat terveisiin kudoksiin. T&m& on vaatinut moniulotteista
lahestymistapaa, jossa CAR-T-soluissa hyddynnetddn yhd& monimutkaisempia syovén
tunnistamisjarjestelmid. Naissa lahestymistavoissa on sovellettu muun muassa Boolean logiikkaan
perustuvia menetelmid (104). Ne perustuvat matemaattisiin operaattoreihin kuten AND-, OR ja
IF/THEN-logiikoihin (Kuva 3) (72). Naiden logiikoiden avulla voidaan luoda tietyt ehdot CAR-T-

solun aktivoinnille, kun se tunnistaa sydpasolun.
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A OR-logiikka AND-logiikka C IF/ THEN-logiikka
Jos tunnistetaan antigeeni A TAI Jos tunnistetaan antigeeni A JA Lt I s L
antigeeni B = kohdesolu tuhoutuu antigeeni B = kohdesolu tuhoutuu antigeeni B tunnistetaan = kohdesolu
tuhoutuu
Antigeeni A Antigeeni B Antigeeni A FoEE = Antigeeni A Antigeeni B
-
Tandem-CAR 1 synNotch CAR
4 %
: i ~ ' CAR-T-
c 5, " m soluaktivaatio|
CAR-T- --- CAR-T- - '
soluaktivaatio soluaktivaatio CAR-geeni

Kuva 3. Logiikkaohjatut CAR-T-solumallit. Boolean-logiikkaan perustuvia matemaattisia malleja, kuten
AND-, OR- ja IF/THEN-logiikoita, on pystytty soveltamaan spesifisempaén ja tarkempaan CAR-T-solujen
sydpasolujen tunnistukseen. Taméa mikd on muun muassa vahentanyt OTOT-haittavaikutuksia ja parantanut
CAR-T-solujen toimintakykyd. OR-logiikkamalli (A) perustuu siihen, ettd CAR-T-solu muokataan
tunnistamaan kahta sy6pasolujen pinta-antigeeni&, esimerkiksi tandem-rakenteessa, joista vain toisen tunnistus
riittdé aktivaatioon. AND-logiikkamalli (B) toimii siten, ettéd tarkoituksenmukainen ja pitkékestoinen CAR-
T-soluvaste edellyttdd kahden antigeenin samanaikaista tunnistusta. IF/THEN-logiikkamalli (C) perustuu
malliin, jossa CAR-rakenne aktivoituu tai siirtyy solukalvolle vain tietyn ehdon tayttyessd. Tastda hyva
esimerkki on synNotch-CAR-T-solumalli: kun synNotch sitoutuu antigeeniin A, se pilkkoutuu ja kdynnistaa
kohdegeeninsa luennan sek& CAR-rakenteen tuotannon. Taman jdlkeen CAR siirtyy solukalvolle ja voi
sitoutua esimerkiksi toiseen antigeeniin B, mika aktivoi CAR-T-solun. Kuva tehty Biorender-ohjelmalla
(biorender.com).

OR-logiikkaa on jo sovellettu hematologisten sydpien hoidoissa (105). Tassa lahestymistavassa
CAR-T-soluja muokataan tunnistamaan kahta antigeenid, jolloin vain toisenkin niista tunnistaminen
riittdd CAR-T-solun aktivaatioon (Kuva 3A) (105). Antigeenid tunnistavat rakenteet voivat olla
kytkettyna kahteen eri CAR-rakenteeseen, jossa ne ilmentyvét solukalvolla rinnakkain (engl. dual-
CAR), tai yhdessa yhdistetyssda CAR-rakenteessa, jossa ne ovat liitettyna perakkain linkkerin avulla
(engl. tandem-CAR).

monimuotoisuuden ja antigeenisen katoamisen haasteisiin (106).

Nailla menetelmilla on pystytty vastaamaan myds syodpasolujen

Kiinteiden kasvainten hoidoissa OR-logiikan soveltaminen on vaikeampaa, silld niissé jo yhden
taysin syovélle ominaisen antigeenin I6ytdaminen on ongelmallista. Kuitenkin monet kasvaimet yli-
ilmentavat useita tuumoriassosioituneita antigeenejd, jotka voivat esiintyd solupinnalla jopa

klustereina (107). Tama on johtanut tutkijoita kehittdm&én strategian, jossa hyddynnetadn AND-
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logiikka. Talléin CAR-T-solut aktivoituvat vain, kun ne tunnistavat kaksi tai useampaa antigeenia
samanaikaisesti (Kuva 3B), mill4 voidaan saavuttaa parempi syopaspesifisyys kuin vain yhden
antigeenin ohjaamassa kohdesolun tuhoamisessa. Erddssa tutkimuksessa kehitettiin AND-logiikkaa
noudattavia dual-CAR-T-soluja, jotka ksenograftimalleissa tunnistivat haiman sydpasolujen
karsinoembryonaalista antigeenia (CEA) ja mesoteliinia (MSLN) samanaikaisesti (108).
Tutkimuksessa CAR-T-solut ilmensivat kahta CAR-rakennetta: CEA-CD3(-CAR ja MSLN-4-1BB-
CAR. Néissda CAR-T-soluissa signaalidomeeni CD3( ja kostimulatorinen domeeni 4-1BB on jaettu
kahteen eri CAR-rakenteeseen. Taman dual-CAR strategian toimintaperiaate perustuu siihen, etta
tarkoituksenmukainen ja pitkakestoinen hoitovaste edellyttdd sek& signaalidomeenin etté
kostimulatorisen domeenin sitoutumista kohdeantigeeneihinsé. Tdma4 strategia voi kuitenkin olla altis
tahdottomalle aktivaatiolle, jos CD3(-CAR-rakenne tunnistaa antigeenin terveessa kudoksessa.

Kyseisessa tutkimuksessa kuitenkin havaittiin haittavaikutukset vahaisiksi (108).

Toinen AND-logiikkaa hyddyntéva strategia perustuu niin sanottuihin aviditeettipohjaisiin CAR-T-
soluihin (109). Tassakin mallissa CAR-T-solut muokataan tunnistamaan useita antigeeneja, mutta
antigeenia sitovien domeenien affiniteetti saddetdan heikoksi. Liséksi strategiassa pyritdan estamaan
hallitsematonta CAR-rakenteiden valistd dimerisaatiota. Sen sijaan dimerisaatio pyritaan
indusoimaan kontrolloidusti ulkoisen molekyylin avulla. Spontaania dimerisaatiota voidaan estaa
korvaamalla saranarakenteen kysteiiniaminohapot seriiniaminohapoilla, sekd k&yttamalla perinteisen
scFv-rakenteen sijaan yksidomeenista proteiinia antigeenin tunnistuksessa. Naiden muutosten on
havaittu estavan CAR-rakenteiden vélista klusteroitumista ja dimerisaatiota CAR-T-solujen pinnalla
(109). Né&in CAR-T-solut dimerisoituvat ja aktivoituvat vasta, kun ne tunnistavat kaikki
kohdeantigeenit samanaikaisesti ja ulkoinen molekyyli on lasnd. Tall4 tavoin on kehitetty entista
tarkemmin séédeltavia ja tehokkaampia AND-logiikkaa hyddyntavid CAR-T-soluja (109).

AND-logiikan ohella myds IF/THEN-logiikkaa on hyddynnetty CAR-T-solujen suunnittelussa
(Kuva 3C) (72). Téssa lahestymistavassa CAR-rakenne aktivoituu tai tuodaan solukalvolle vain tietyn
ehdon tayttyessa. Esimerkiksi jos CAR-rakenteen antigeenia sitovaan domeeniin lisataén sitoutumista
estdva peptidiosa, pilkkoutuu se kasvainmikroympéristéssa esiintyvien spesifien proteaasien
vaikutuksesta, mika johtaa CAR-T-solun aktivaatioon (110). Talloin CAR-T-solujen sytotoksinen

aktiivisuus rajoittuu vain kasvainymparistoon.

Toinen IF/THEN-logiikkaa hyédyntava seké erityistd huomiota saanut strategia CAR-T-soluissa on

synteettisen Notch-reseptorijérjestelman (synNotch) kaytté (Kuva 3C) (72). Kun synNotch-reseptori
20



CAR-T-solukalvolla tunnistaa kohdeproteiininsa, esimerkiksi syopésolun neoantigeenin, sen siséinen
0sa vapautuu ja siirtyy tumaan. Sielld se kdynnistdd kohdegeeninsa ilmentymisen (111), johtaen
CAR-rakenteen tuotantoon. Tama CAR-rakenne voidaan muokata tunnistamaan jotakin toista syovan
pinnalla esiintyvaa antigeenid. N&in synNotch-CAR-T-solu siis ilmentéa pinnallaan CAR-rakennetta
vasta syopasolun synNotch-valitteisen tunnistamisen jalkeen. Jos aktivoitunut synNotch-CART-solu
kulkeutuu pois kasvainalueelta, niin Notch-signalointi lakkaa ja CAR-rakenteet poistuvat pian
solukalvolta, jolloin myds sytotoksiset vaikutukset lakkaavat (112). Lisédksi SynNotch-piiri voidaan
yhdistad myds OR-logiikkaan, jolloin voidaan tuottaa entistd spesifisempia ja monimuotoisempaa
syopasolukkoa tunnistavia CAR-T-soluja. Tassa lahestymistavassa CAR-rakenteen antigeenia
tunnistava domeeni voidaan suunnitella tunnistamaan useita antigeeneja esimerkiksi tandem-
rakenteessa (112,113). Prekliinisissé tutkimuksissa synNotch-CAR-T-solujen on havaittu altistuvan
vahemman uupumukselle, toimivan tehokkaammin sekd véhentdvan OTOT-haittavaikutuksia
(112,113).

Toinen hyddyllinen ndkékulma téhan strategiaan on, ettd synNotch-CAR-T-soluissa, jossa synNotch-
ja CAR-rakenteet on kohdistettu eri antigeeneihin, ei ndiden tarvitse olla samassa solussa, vaan riittaa,
ettd kyseiset antigeenit ovat samassa solukossa. Talléin synNotch:n kohde voi olla myds jokin
kudosspesifinen proteiini, eikd valttamatta sydpaspesifinen antigeeni. Ndin mahdolliset OTOT-
haittavaikutukset kohdistuvat korkeintaan samaan kudokseen, tai niitd ei ilmene lainkaan. Eras
tutkimusryhma kehitti synNotch-CAR-T-soluja, jossa synNotch kohdennettiin solunulkoisesti
esiintyvaan keskuhermostospesifiseen proteoglykaaniin, brevicaniin (BCAN) (114). BCAN:iin
sitoutuessaan synNotch kaynnisti tandem-CAR-rakenteen tuotannon. Tama tandem-CAR oli
suunniteltu tunnistamaan kahta glioblastoomaan (GBM) assosioituvaa antigeenid: a-EphA2 ja
IL13Ra2. Naitd kahta GBM-assosioituvaa antigeenia esiintyy pienissa maarin myos muissa ihmisen
terveissa kudoksissa, mutta ei lainkaan terveissa aivosoluissa. Tutkimuksessa havaittiin, ettd GBM-
hiirimalleissa n&m& BCAN-synNotch - a-EphA2-IL13Ra2 CAR-T-solut aktivoituivat taysin
kudosspesifiesti vain aivoissa, missd ne kykenivédt tuhoamaan GBM-kasvaimet tdysin ja ilman

terveen kudoksen tuhoutumista (114).

Edelld mainittu strategia on kuitenkin haasteellisempi vaikeasti levinneissa kasvaimissa, jossa
syopasoluja esiintyy useammissa kudoksissa. Lisaksi kiinteissa kasvaimissa esiintyy vain harvoin
taysin spesifisia neontigeenejd, mika on johtanut tutkijoita kehittdm&an strategian vastaamaan myos
nédihin haasteisiin. Kyseinen strategia perustuu synNotch-malliin, jossa hyddynnetddan matala-

affiniteettistd Notch-reseptoria (115). Tama reseptori kykeni tunnistamaan HERZ2-antigeenia vain
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silloin, kun sité ilmentyi runsaasti, eli sypasoluissa. Se ei tunnistanut lainkaan terveité soluja, joissa
puolestaan esiintyi HER2-proteiinia vdhemmissd méérin. Kun synNotch-reseptori sitoutui HER2
proteiiniin, T-solu alkoi tuottaa korkea-affiniteettista HER2-spesifista CAR-rakennetta. Tdma HER2-
CAR Kkykeni tunnistamaan myds ne syopésolut, jotka ilmensivat HER2-antigeenida pienemmissa
maarin. Nain saatiin aikaan erittdin herkké, aktivaatiokynnykseen perustuva (engl. threshold-based)
CAR-T-solu, jonka aktivaatio rajautui kasvainalueelle ja kykeni tunnistamaan varsin monimuotoista

syopasolukkoa (115).

4.3 Farmakologinen laédkehoito CAR-T-hoidon tueksi ja haittavaikutusten estdmiseksi

Tulevaisuudessa on tarke&da huomioida myods farmakologisten lahestymistapojen merkitystd CAR-T-
hoidossa, silld samanaikaisilla l&akehoidoilla voidaan tehostaa CAR-T-solujen toimintakykya.
Laakkeiden yhdistaminen CAR-T-hoitoon on mahdollistanut esimerkiksi kasvainmikroymparistén
muokkaamisen CAR-T-soluja suosivammaksi sekd hoidon kehittdmisen entista turvallisemmaksi.
Esimerkiksi eréassa tutkimuksessa havaittiin, ettd FAP:n keskeisen saatelijaproteiinin, NADPH
oxidaasi 4:n (NOX4) esto farmakologisesti védhensi fibroblastien pahanlaatuista erilaistumista
CAF:ksi (116). NOX4 eston my6td myos osa CAF:sta palautui normaaliin terveeseen ilmiasuunsa,

mika paransi sytotoksisten T-solujen paasya CAF-solurikkaisiin kasvainalueisiin (116).

Haittavaikutusten ehkaisemiseksi tehokkaaksi menetelmédksi on noussut niin sanottujen
itsemurhageenien lisédminen CAR-T-soluihin (117). N&ma geenit mahdollistavat CAR-T-solujen
tuhoamisen tietyn molekyylin lasnd ollessa. Esimerkiksi indusoitava kaspaasi 9-geeni (iCasp9)
aktivoituu dimerisoitumalla, kun siihen sitoutuu AP1903-pienmolekyyli, mik& johtaa solujen
nopeaan apoptoosiin (118). Né&in ulkoisen molekyylin avulla voidaan aiheuttaa CAR-T-solujen
apoptoottista solukuolemaa ja ehkaista vakavia haittavaikutuksia. Tdmén strategian haasteena on

kuitenkin se, etta kallis ja potilaalle tarked hoito keskeytyy valittémasti (117).

Taméa on johtanut tutkijoita kehittdmadn strategioita, joiden avulla CAR-T-solujen toimintaa
voitaisiin valiaikaisesti keskeyttda ja aktivoida uudelleen haittavaikutusten véistyttyd. Hiljattain on
havaittu, etté jo kliiniseen kayttoon hyvaksytty tyrosiinikinaasiestdja dasatanib estdd CAR-T-solujen
aktivaatiota tilapdisesti (119). CAR-T-solujen signaloinnissa CD3{-domeenin ITAM-motiivit
fosforyloituvat tyrosiinikinaasi LCK:n vaikutuksesta, mika kdynnistdd signaalikaskadin. Edella
mainitussa tutkimuksessa todettiin, ettd dasatinib estdd LCK:n aktiivisuutta palautuvasti, mika

keskeyttaa signaloinnin tilapdisesti. Kun dasatanib ei endd ole lasn4, CAR-T-solujen toimintakyky
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palautuu (119). Tamén ansiosta voidaan muodostaa erddnlainen “on-off-kytkin” CAR-T-soluille.
Prekliinisisséd tutkimuksissa dasatinibin on havaittu estdvan muun muassa vakavan CRS:n

kehittymista (119,120), mutta kliinisissa tutkimuksissa sita ei ole viel& tutkittu.

5. Yhteenveto ja johtopaatokset

2000-luvulla kehitetty ja vuonna 2017 kayttoon otettu CAR-T-soluhoito on muodostunut tarkeaksi
hoitomuodoksi B-soluldhtdisten hematologisten sydpien hoidossa (8). Suurin osa sydvista on
kuitenkin peréisin Kiinteistd kudoksista, eikd vastaavia CAR-T-hoitoja ole toistaiseksi vield kehitetty
niiden hoitoon. Hoitoa rajoittavat muun muassa helposti kohdennettavien pintarakenteiden
puuttuminen, vaikea kasvainmikroympéristd, kasvainten monimuotoisuus seka vakavat
haittavaikutukset (45). Toisaalta ndma haasteet ovat johtaneet myds luoviin ratkaisuihin, joissa on
kehitetty entistd alykkaampia CAR-T-soluja.

Yksi yleinen lahestymistapa CAR-T-solujen uupumisen ja haastavan kasvainmikroympériston
voittamiseksi on ollut niiden varustaminen uusilla toiminnallisuuksilla (engl. armoring) (94). Talla
tarkoitetaan geneettistd muokkausta siten, ettd ne kykenevat torjumaan kasvaimen aiheuttamaa
immunosuppressiota, esimerkiksi hiljentamalla tiettyja immuunijarjestelman saatelygeenejd, kuten
PD-1-geenid (89). Néaiden mallien avulla on saatu parempaa ymmarrysté siitd, miksi CAR-T-solujen
toimintakyky on selvésti heikompaa kiinteiden kasvainten hoidossa seka siitd, miten CAR-T-solut

kykenevét sopeutumaan geneettisiin muutoksiin.

Huolimatta ndista edistysaskeleista, ehka suurimpana esteena turvallisen hoidon toteuttamiselle on
edelleen sydpaspesifisten pintarakenteiden puuttuminen kiinteiden sydpasolujen solupinnalla. Tdméan
vuoksi hoitoa on pyritty kohdentamaan tuumoriassosioituneisiin pintarakenteisiin, joita esiintyy
kasvaimissa ylimaarin. Talla strategialla on kuitenkin tormatty OTOT-haittavaikutuksiin, jossa
kohderakenteita my0s vahéaisessa méaéarin ilmentavat terveet solut tuhoutuvat (72). Naiden haasteiden
ylipadsemiseksi on muun muassa kehitetty alykk&&dmpié niin kutsuttuja logiikkaohjattuja CAR-T-
soluja (72). Naissa malleissa syopésolutunnistusta voidaan ohjata esimerkiksi monivaiheisesti, mika
on parantanut CAR-T-solujen spesifisyyttd ja toimintakykyd. Prekliinisissa tutkimuksissa
erityisesti IF/THEN-logiikkaa ja OR-logiikkaa noudattavat CAR-T-solut ovat osoittaneet

merkittavasti véhemman OTOT-haittavaikutuksia seka pitkdaikaisempaa sailymista (112,121).
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Kaiken kaikkiaan ndmda uudet lahestymistavat kuulostavat lupaavilta, mutta niiden kliininen
soveltaminen vaatii vield paljon tutkimusta. Tdman vuoksi on tarkedd myds pohtia, miten nykyista
laéketieteellista tietdmysta voidaan hyddyntdad CAR-T-hoidon tueksi. Farmakologisen laédkehoidon
soveltaminen CAR-T-hoidon tukemiseksi on osoittautunut hyodylliseksi useissa tutkimuksissa.
Esimerkiksi NOX4-inhibitiolla on pystytty muokkaamaan kasvainmikroymparistod CAR-T-soluille
edullisemmaksi ja dasatinibilld on kyetty véliaikaisesti estdd CAR-T-solujen toiminnan, parantaen
nain hoidon tehokkuutta ja turvallisuutta (116,119).

Lopuksi voidaan todeta, ettd menestyksekkadt immunoterapeuttiset CAR-T-hoitovasteet
hematologisten sy0pien hoidossa, seké jatkuvasti kasvava ymmarrys CAR-T-solujen toiminnasta,
luovat vahvan pohjan hoidon laajentamiselle myos Kiinteiden syopien hoitoon. Tdma kuitenkin vaatii
viela paljon tasapainottelua useiden biologisten, teknisten seké kliinisten tekijoiden vélilla, minka

vuoksi tarvitaan vield runsaasti tutkimusta nadiden tavoitteiden saavuttamiseksi.
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