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Ανοσοθεραπεία στηριζόμενη στην  άρση  των ανασταλτικών μηχανισμών της ενεργοποίησης των 
Τ-κυττάρων   

CTLA- 4, cytotoxic T- lymphocyte- associated protein- 4;  
IDO, indoleamine 2,3- dioxygenase 1;  
LAG- 3, lymphocyte activation gene- 3;  
PD- 1,programmed cell death protein- 1;  
PD- L1, programmed death ligand- 1;  
PD- L2, programmed death ligand- 2;  
TIM-3, T cell immunoglobulin 3. 



Check point inhibitors: Αναστολείς σημείων ελέγχου κυτταρικής ανοσολογικής απάντησης  

A. Ribas : NEJM 2015 

T-cell Activation in the Lymph Node. 

Suppression of T-Cell Activation in Lymph   Node Activation of T-Cell  by  Antibody Blockade of CTLA-4 

T-cell activation in the lymph 
node requires both immunologic 
signal 1 and immunologic signal 2  

Binding of CTLA -4 by dendritic cell  
ligands  blocks immunologic  signal  2 
and  T-cell activation  

Antibody blockade of CTLA-4  
( e.g  ipilimumab ) permits 
 T-cell activation 



Suppression of T-Cell Activation by Tumor  Activation of T-Cell  by  Antibody Blockade of PD-1 Signaling  

Binding of PD-1 by one 
of its ligands blocks 
TCR signaling and there 
f or blocks T-cell 
activation  

Antibody blockade  
of PD-1 (e.g. 
pembrolizumab  or 
nivolumab ) or one of 
its ligands permits        
T-cell activation   

T-cell Activation in  Tumor Milieu. 

A. Ribas : NEJM 2015 

Check point inhibitors: Αναστολείς σημείων ελέγχου κυτταρικής ανοσολογικής απάντησης  



Check point inhibitors: New spectrum of AEs- Immune-Related AEs 

 Ενεργοποίηση κυττάρων ανοσολογικού συστήματος εκτός  του   
    νεοπλασματικού περιβάλλοντος  
 Εκδηλώσεις μιμούμενες αυτοάνοσες καταστάσεις 

Ενεργοποίηση κυττάρων ανοσολογικού συστήματος εκτός  του  νεοπλασματικού περιβάλλοντος  
 Εκδηλώσεις μιμούμενες αυτοάνοσες καταστάσεις 



Adoptive T cell transfer therapies 



Adoptive T cell transfer therapies 

CAR: chimeric antigen receptor.  
TCR: T cell receptor.  
 TRUC: T cells redirected for universal cytokine-mediated killing.  
UCAR-T:  universal CAR-T cells 
UTCR-T: universal TCR-T cells. 

TIL: tumor-infiltrating lymphocyteσ  

Genetic 
engineering  

Genetic engineering 
Genomic editing 

S.Guedan, M.Ruella, C.June : Annual  review  of immunology  2019 
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Adoptive T cell transfer therapies 

CAR: chimeric antigen receptor.  
TCR: T cell receptor.  
 TRUC: T cells redirected for universal cytokine-mediated killing.  
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UTCR-T: universal TCR-T cells. 

TIL: tumor-infiltrating lymphocyteσ  

Genetic 
engineering  

Genetic engineering 
Genomic editing 

S.Guedan, M.Ruella, C.June : Annual  review  of immunology  2019 





Ιδανικός υποδοχέας για CART κύτταρα με μεγάλη ειδικότητα. 
 
 Να εκφράζεται  το μόριο σύνδεσης ομοιογενώς σε όλα τα κύτταρα -στόχο. 

 
 Να εκφράζεται στην επιφάνεια του κυττάρου. Τα CART δεν αναγνωρίζουν ενδοκυττάρια 

αντιγόνα. 
 

  Ιδανικά να μην εκφράζονται σε φυσιολογικά κύτταρα  ή τουλάχιστον να εκφράζονται  
        σε ‘αποδεκτό’ κυτταρικό πληθυσμό. 

 
  Δεν θα πρέπει το αντιγόνο να διαφεύγει στη κυκλοφορία.  

 
  Να είναι καθοριστικός για την ανάπτυξη και επιβίωση του όγκου και να μη διαφεύγει 

εύκολα κάτω από επιλεκτική πίεση  



Σχεδιασμός  CAR  

scFv: Single –chain variable fragment 
DARPins: designed ankyrin repeat protein 
ICOS: inducible T cell co-stimulators 
KIR2DS2: killer cells immunoglobulin-like receptor 2DS2 
VHH: Heavy chain variable domain  

S.Rafiq et.al Nature Reviews 2019  



1. Construct  a CAR gene  2. Subclone  CAR  gene  into a vector  

Retrovirus  containing CAR gene  

3. Transduce and 
expand patient  
T-cells ex vivo  

CD19 

Tumor cell 

Genetically modified  
CD-19 targeted T-cell 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 CART cells : Παρασκευή και χορήγηση 





CART cell θεραπεία ιδιαίτερα αποτελεσματική σε κακοήθειες με χαμηλό φορτίο μεταλλάξεων 
και αστοχία check-point inhibitors.   

Check-point inhibitors 

CART-Cells  

M. Sadelain, I.Riviere ,S.Riddell :Nature 2017  







Differences in design, materials and clinical use of first approved autologous CAR T-cell products compared to 
other CAR T-cells (Autologous and  Allogeneic) currently in clinical trials. 



TRAC: T cell receptor alpha constant 



CART cells:  Διαφορές στα συνδιεγερτικά μόρια    Διαφορετική βιολογική συμπεριφορά.  

Ο.Kawalekar et.al Immunity 2016 



Cell sources for T cell engineering 

Tscm  and Tcm: Self –renewal capacity , enhanced persistence. 
 
CART 19 products with cells related to Tscm associated with clinical response. 
 
Presence of Tscm  cells associated with CART 19 expansion. 
 

Increased efficacy of CART 19 cells manufactured from Tcm (preclinical).          



Επίδραση του σχήματος 
προετοιμασίας στην 
αποτελεσματικότητα των 
CART cells  

Sattva Neelapu . Blood 2019  
Hirayama  AV. et.al . Blood  2019  

MPC-1: monocyte chemoattractant protein-1 
IDO: indoleamine 2,3 -dioxygenase 





Κλινική ανταπόκριση στη θεραπεία με  CD19 /CART-cells  

M. Sadelain, I.Riviere ,S.Riddell :Nature 2017  



 
 
 
 
 
 
 
 

ALL relapse: Antigen escape in  CD19/CART cells clinical trials   

 
 
 
 
 
 
 
 



Απώλεια αντιγονικού στόχου 



A) Coadministration—involves production of two separate CAR-T cell products infused together or sequentially 
B)  Bicistronic vector—allows expression of 2 different CARs on the same cell. 
C)  Cotransduction—encode 2 CAR constructs via transduction with multiple vectors. With this process, one will also obtain 
cells that express each CAR alone 
(D) Tandem—encode 2 CARs on same chimeric protein using a single vector. 



CAR T κύτταρα εναντίον Τ- κακοηθειών:  
 Σοβαροί περιορισμοί οι κοινοί αντιγονικοί στόχοι και οι παρόμοιες λειτουργικές ιδιότητες. 
Αδυναμία διάκρισης μεταξύ θεραπευτικών, φυσιολογικών και κακοήθων Τ κυττάρων. 
Επιμόλυνση του CART προϊόντος με κακοήθη κύτταρα  (CAR tumor T-cells).  

Selective targeting T- cell subsets  
 
Gene editing preventing expression 
of target T-cell Ag 

 
Non T- CAR cell ( CAR-NK cell)   

Selective targeting T- cell 
subsets 

 
Safety switch 

 
Short-lived CAR cells 
(alloCART-cell, CAR-NK ) 

 
Allo-HSCT  

Allogeneic CART-cells  
 
Non -T  CAR cells (CAR- NK cells)  

 
Allo-HSCT ?  

 

M.Alcantara et.al Leukemia 2018 



The administration of CAR-NK cells was not associated with the development of 
cytokine release syndrome, neurotoxicity, or graft-versus-host disease, and there 
was no increase in the levels of inflammatory cytokines, including interleukin-6, 
over baseline. The maximum tolerated dose was not reached. Of the 11 patients 
who were treated, 8 (73%) had a response; of these patients, 7 (4 with lymphoma 
and 3 with CLL) had a complete remission, and 1 had remission of the Richter’s 
transformation component but had persistent CLL. Responses were rapid and seen 
within 30 days after infusion at all dose levels. The infused CAR-NK cells expanded 
and persisted at low levels for at least 12 months. 

iC9/CAR19/IL15 CAR-NK cells 



iC9/CAR19/IL15 CAR-NK cells 

Male 61 yrs CLL  Richter transformation 

Pre therapy 

Day +29 post                                                                                                                              

CART-NK cells   

Ε. Liu et.al NEJM 2020 



CAR-NK  θεραπεία  

ΝΚ cells  T cells  

Συστατικό φυσικής ανοσίας Συστατικό υιοθετούμενης ανοσίας  

CD56+CD3- CD3+CD4+ /CD3+CD8+  

Διαφοροποίηση στον μυελό  Διαφοροποιείται στο θύμο  

Δεν απαιτείται αντιγονική  προεργασία  Απαιτείται αντιγονική διέγερση  

Κυρίως  στη περιφέρεια  Εμφανίζουν αντιγονική ειδικότητα 

Όχι / ελάχιστος κίνδυνος GVHD Αλλογενή  Τ κύτταρα επάγουν GVHD  

Η αναγνώριση γίνεται μέσω  σύνθετου δικτύου 
υποδοχέων   

Η αναγνώριση γίνεται μέσω TCR 
υποδοχέα  

CD19+CAR NK  CART 

 Αλλογενές προϊόν  
          Άμεσα  διαθέσιμο 
          Δυνητικά χαμηλότερου κόστους  

          1 UCB = >100  δόσεις             

Αυτόλογο προϊόν 
     Χρονοβόρα παρασκευή   
      Υψηλό κόστος  
      1 ασθενής = 1 δόση  

Απουσία ή ελάχιστο GVHD  
Τουλάχιστον από αρχικές μελέτες,  χαμηλή τοξικότητα 

Αλλογενές: Κίνδυνος GVHD  
Σοβαρή τοξικότητα: Σύνδρομο 
κυτταροκινών , Νευροτοξικότητα 
~50%  απαιτεί νοσηλεία ΜΕΘ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Extracellular antigen recognition domains of chimeric antigen receptors (CARs): specificity for HIV-1 
by targeting different regions of the HIV envelope  protein (Env). 

a | The full- length extracellular  domain . 
 
 b | CARs containing broadly neutralizing 
antibody (bNAb): (e.g Ad VRCO1 and PG9) 
 
 c,d | Bispecific  CARs : Dual specificity for HIV .  
 CD4–gp120 interaction +  scFv to an alternative 
region in Env. 
 CD4–gp120 interaction +  carbohydrate 
recognition domain (CRD) of a C- type lectin to 
glycan motifs on Env.  

C.Maldini et.al Nature review  
immunology 2018 



Engineering CAR T cells to traffic to B cell follicles.  
 
 a | Naturally occurring HIV- specific CD8+ cytotoxic T lymphocytes (CTLs) are present in the extrafollicular region of a lymph node.  
 CTLs fail to access the B cell follicle because they lack expression of the follicular homing receptor CXC- chemokine receptor 5 (CXCR5), 
which can mediate chemotaxis along a CXC- chemokine ligand 13 (CXCL13) concentration gradient.  
 
b |  CXCR5 gene engineering could enable HIV- specific CAR T cells to enter into the B cell follicle.  

C.Maldini et.al Nature review  
immunology 2018 



Towards the first clinical trial of CAR- expressing regulatory T cell therapy 

Allospecific Treg cells:  Chimeric antigen receptor (CAR)-expressing regulatory T (Treg) cells that recognize HLA molecules. 
Ιδανικό σενάριο: Πρόκληση ανοσολογικής ανοχής σε μεταμόσχευση με ΗLA  διαφορά συμβατότητας.  




