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Popis kratica

ALL- akutna limfoblasti¢na leukemija (engl. acute lymphoblastic leukemia)

AML- akutna mijeloidna leukemija (engl. acute myeloid leukemia)

B-ALL- akutna limfoblasti¢na leukemija B stanica (engl. B-cell acute lymphoblastic leukemia)
BBB- krvno mozdana barijera (engl. blood-brain barier)

CAAR- kimericki autoantigenski receptor (engl. chimeric autoantigen receptor)

CAAR-T- T stanica s kimerickim autoantigenskim receptorom (engl. chmeric autoantigen

receptor T cell)
CAR- kimericki antigenski receptor (engl. chimeric antigen receptor)

CAR-T- stanica T s kimerickim antigenskim receptorom (engl. chimeric antigen receptor T
cell)

CAR-Treg- regulatorna stanica T s kimeri¢kim antigenskim receptorom (engl. chimeric antigen

receptor T regulatory cell)

CLL- kroni¢na limfocitna leukemija (engl. chronic lymphocytic leukemia)
CRP- C reaktivni protein (engl. C reactive protein)

CRS- sindrom otpustanja citokina (engl. cytokine release syndrome)

CTLA-4- citotoksi¢ni T-limfocitni protein 4 (engl. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein
4)

CXCL-12- C-X-C kemokinski ligand 12 (engl. C-X-C motif chemokine ligand 12)

FDA- Agencija za hranu i lijekove Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava (engl. The Food and Drug

Administration)

HER2- ljudski epidermalni faktor rasta receptor 2 (engl. human epidermal growth factor

receptor 2)
IDH1- izocitrat dehidrogenaza 1 (engl. isocitrate dehydrogenase 1)
IDH2- izocitrat dehidrogenaza 2 (engl. isocitrate dehydrogenase 2)

IgG- imunoglobulin G (engl. immunoglobulin G)



IgM- imunoglobulin M (engl. immunoglobulin M)

INFy- interferon gama (engl. interferon gamma)

LSC- leukemijske mati¢ne stanice (engl. leukemic stem cells)

MHC- glavni sustav tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex)
NHL- ne-Hodgkinkov limfom (engl. non-Hodgkin lymphoma)

NK- stanice prirodne ubojice (engl. natural killer cells)

NPM1- nukleofosmin (engl. nucleophosmin 1)

PD-1-protein programirane stani¢ne smrti (engl. programmed cell death protein 1)
PDGF- trombocitni faktor rasta (engl. platelet-derived growth factor)

PD-L1- Ligand programirane stani¢ne smrti 1 (engl. programmed death-ligand 1)

SCFv- vanstniéna jednolan¢ana domena koja veze antigen (engl. single-chain fragment

variable)

TAA- tumoru pridruzeni antigeni (engl. tumor-associated antigen)

TCR- T stani¢ni receptor (engl. T-cell receptor)

TGF-B- Transformirajuéi ¢cimbenik rasta beta (engl. transforming growth factor beta)
Thl- T pomoc¢nicke stanica tipa 1 (engl. T helper cells type 1)

Th2- T pomo¢nicke stanica tipa 2 (engl. T helper cells type 2)

TM- transmembranska domena (engl. trnasmembrain domain)

TNFa- ¢imbenik nekroze tumora alfa (engl. tumor necrosis factor alpha)

Treg- T regulatorne stanice (engl. T regulatory cells)

TRUCK- T-stanice preusmjerene za citokinima posredovano ubijanje (engl. T cells redirected

for antigen-unrestricted cytokine-initiated killing)

VEGF- krvozilni endotelni ¢imbenik rasta (engl. vascular endothelial growth factor)



1. Uvod

Imunoterapijski pristup lijeCenju maligniteta sve je popularniji. Imunoterapija T stanicama s
kimeri¢nim antigenskim receptorom nudi brojne pogodnosti kada je u pitanju lijecenje tumora,
ali i drugih bolesti za koje danas medicina nema lijeka, poput autoimunih bolesti. Klinicki
utjecaj CAR-T imunoterapije sve je jaci, a danas ova terapija predstavlja najuspje$niji izbor
terapije u lijecenju recidivnih oblika hematoloskih maligniteta te svojim rezultatima pokazuje
vrlo visoku razinu uspjes$nosti u odrzavanju bolesti u remisiji. CAR-T stanice svoju potencijalnu
primjenu mogu pronaci i u lijeCenju autoimunih bolesti te solidnih tumora. Brojna istrazivanja
usmjerena su na otkrivanje odgovaraju¢e primjene modificiranih T stanica u klini¢ke svrhe.
Manipulacija stanicama T daje velik potencijal za njihovo usmjeravanje na specificne antigene
Sto ih ¢ini vrlo u¢inkovitim u unistavanju tumorskih tkiva, ali i autoreaktivnih stanica koje mogu
uzrokovati brojne autoimune bolesti. Tumorska tkiva posjeduju odliéne mehanizme za
izbjegavanje uniStenja od strane imunosnog sustava, takoder mijenjanjem mikrookolisa
tumorske stanice stvaraju imunosupresivno okruzenje koje pospjesuje njihovo prezivljavanje i
onemogucéuje njihovo prepoznavanje. CAR-T stanice imaju mogucost specificnog
prepoznavanja ciljanih tumorskih antigena putem receptora CAR, a novije generacije CAR-T
stanica mogu luciti proupalne citokine u tumorski mikrookoli§ koji mogu pospjesiti
protutumorski imunosni odgovora i dodatno aktivirati druge stanice imunosnog sustava. Veliku
vaznost u klinickoj primjeni CAR-T imunoterapije ima odabir specifi¢énih antigena koje
tumorsko tkivo ne dijeli sa zdravim stanicama te odabir antigena koji su lako dostupni T
stanicama. Posljedica nespecificnog odabira antigena moZe dovesti do brojnih neZeljenih
ucinka, poput napadanja zdravog tkiva i stanica te uniStenja organa i organskih sustava.
Pracenje pacijenata koji primaju terapiju od velike je vaznosti zbog moguéih nuspojava, od
kojih je najce$¢i sindrom otpustanja citokina. Infuzijom CAR-T stanica u krvotok pacijenta
dolazi do aktivacije i proliferacije CAR-T stanica. Takve stanice pocinju prepoznavati
specificne antigene 1 uniStavati prepoznate stanice. Takoder, dolazi do lucenja velike koli€ine
citokina iz stanica T §to uzrokuje brojne fizioloske promjene u organizmu koje mogu zahvatiti
brojne organske sustave te ukoliko se stanje pacijenta ne prati moze do¢i do pojave po zivot

opasnih stanja pa tako i smrti.



2. CAR-T stanice

CAR-T stanice pogodne su za lijecenje raznih oblika hematoloskih tumora dok kod lijecenja
¢vrstih tumora postoje odredena ograni¢enja. Razlog tome je teska dostupnost tumora, teze
okruzivanje i napadanje tumorskih stanica te nespecificnost samih tumorskih receptora.
Klinicka primjena CAR-T stanica temelji se na njihovoj sposobnosti da prepoznaju

promijenjene tumorske stanice te ih putem imunosnih mehanizama uniste.

2.1. Tumori i imunosni sustav

Prepoznavanje 1 uniStavanje tumorskih stanica temelji se na brojnim imunoloskim
mehanizmima koji ukljucuju vanstani¢ne i unutarstanicne procese. Vanstanicni mehanizmi
odvijaju se tek kada unutarstani¢ni procesi zakazu pri uniStavanju promijenjenih stanica.
Eliminacija tumorskih stanica temelji se na mehanizmima adaptivnog i urodenog imunosnog
odgovora prije nego li tumor naraste u klini¢ki vidljivu neoplaziju. Eliminacija tumorskih
stanica ukljucuje prepoznavanje tumorskih stanica od strane urodenog imunosnog sustava.
Kada tumor naraste vise od 2 do 3 mm u promjeru dolazi do angiogeneze i preuredenja okolnih
slojeva tkiva Sto ukljucuje sekreciju citokina i privlacenje stanica prirodnih ubojica, y6T stanica
i antigenpredo¢nih stanica poput makrofaga i dendritickih stanica. Ove stanice prepoznaju
tumorsku stanicu te imunosnim odgovorom dolazi douniStenja tumorskih stanica. Ukoliko
odredene tumorske stanice preZive ovaj imunosni odgovor, $to je rijedak sluc¢aj, ulazi se u fazu
kod koje se sprjecava rast neoplazije imunosnim mehanizmima. U ovoj fazi imunosni sustav
nastoji vrsiti pritisak na tumorske stanice, no ne uspijeva ih unistiti do kraja, a trajanje ove faze
moze se produziti do ¢ak 20 godina trajanja, §to ukljucuje prvobitni nastanak tumorskih stanica
i njihovo kona¢no klinicko opazanje. U iducoj fazi dolazi do genetickih i epigenetickih
promjena u tumorskom tkivu te ono postaje klini¢ki vidljivo. Tumorske stanice postaju
rezistentne na imunoloski sustav domacina putem izbjegavanja prepoznavanja tumorskih
stanica ili razvijanjem mehanizama za zasStitu od uniStenja putem imunosnih mehanizama.
Imunoterapija ima potencijal za pojaano prepoznavanje tumorskih stanica i njihovo
uniStavanje (Miliotou i Papadopoulou 2018). Terapija stanicama T s kimeri¢nim antigenskim
receptorom teorijski predstavlja odlican odgovor na nastanak tumorskog tkiva, jer ovakve
geneticki modificirane stanice eksprimiraju specificne kimericke antigenske receptore kojima
se moze prepoznati tumorsko tkivo nevidljivo imunosnom sustavu. Bitno svojstvo CAR-T
stanica njihova je neovisnost o haplotipu kompleksa glavne histokompatibilnosti pacijenta $to
im pruza moguénost prepoznavanja antigena neovisno o drugim stanicama imunosnog sustava

te neovisno o vrsti antigena. Limfociti T u organizmu su ovisni o sustavu MHC, oni mogu



prepoznati tumorske antigene putem stani¢nog receptora T isklju¢ivo kada su predoceni preko
molekula sustava MHC dok CAR-T stanice prepoznaju tumorske antigene preko geneticki
modificiranih receptora CAR (Han i sur. 2021). Brojne se moguc¢nosti otvaraju kada je rije¢ o
primjeni CAR-T stanica u terapijske svrhe, a mnoga istraZivanja usmjerena su na otkrivanje

punog potencijala ovog oblika imunoterapije.

2.2. Nacin djelovanja CAR-T stanica

Djelovanje CAR-T stanica temelji se na koristenju specifi¢nih stani¢nih receptora poput PD-1
PDL1, CTLA-4 i kimerickih antigenskih receptora. CAR receptori su geneticki modificirani
transmembranski proteini eksprimirani na T limfocitima. CAR membranski proteini djeluju na
specifi¢ne antigene eksprimirane na ciljanim stanicama. CAR-T stanice mogu prepoznavati
tumorske stanice neovisno o MHC sustavu te su iz tog razloga primjenjive na Sirem broju
pacijenata i mogu prepoznavati velik broj antigena. CAR su gradeni od vanstani¢ne domene
koja se veZze za tumorima pridruzene antigene, transmembranske domene koja je najceSce
gradena od tipa I. membranskih proteina poput s CD3(, CD4, CD8, ili CD28, a mutacije u toj
domeni dovode do nepotpunog funkcionalnog kapaciteta limfocita T $to ukazuje na vaznost
TM domene u pravilnoj aktivaciji stanica T, i unutarstanicne domene koja je zaduzene za
signalizaciju (Shirasu i Kuroki 2012). S obzirom na gradu unutarstanicne domene za
signalizaciju, CAR-T stanice mozemo podijeliti na stanice prve, druge i treCe generacije
(Miliotou i Papadopoulou 2018). Za uspjesno funkcioniranje CAR-T stanica u lijeGenju
malignitetajako je bitna sposobnost eksprimiranja CAR receptora na stanicama T, koli¢ina
specifiénih tumorskih antigena na tumorskim stanicama 1 dostupnost tumorskih epitopa CAR

receptorima (Shirasu i Kuroki 2012).

Geni pomocu kojih se sintetiziraju CAR unutar CAR-T stanica ugraduju se u genom T stanice,
a kao vektori za transdukciju najcesce se koriste lentivirusi, retrovirusi, ali 1 druge metode poput
tehnologije CRISPR-Cas9 (Han i sur. 2021). Prva generacija CAR-T stanica imaju scFv i
unutarstanicu domenu bez kostimulatornih unutarstani¢énih dodataka. Najveca prednost
koriStenja scFv domene izvedene od protutijela u CAR-T stanicama je moguénost
prepoznavanja antigena neovisno o MHC kompleksu. Problem kod ovog tipa prepoznavanja je
teze prepoznavanje unutarstani¢nih antigena koji tipiéno nisu dostupni CAR jer je
unutarstani¢ne antigene moguce prepoznati nakon $to su preradeni i predstavljeni T stanicama
preko MHC molekula (Marvin-Peek i sur. 2022). Grada prve generacije CAR-T stanica
uzrokuje slabu proliferaciju i aktivaciju stanica T §to rezultira njihovom kratkoro¢nom

antitumorskom djelotvorno$¢u. Druga generacija stanica sadrzi kostimulatornu domenu u
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unutarstani¢noj domeni poput CD28 ili CD137. Zbog dodatka unutarstani¢ne kostimulatorne
domene, druga generacija stanica pokazuje jacu i brzu proliferaciju, aktivaciju, rast i
prezivljavanje u odnosu na stanice prve generacije (Miliotou i Papadopoulou 2018). Treca
generacija stanica sadrzi dodatnu kostimulatornu domenu poputCD28, 4-1BB, ICOS, i ili
0OX40 (Marvin-Peek i sur. 2022) uz CD28, CD 27 ili CTL4 domenu. Dodatkom ove domene
takoder je doSlo do pojacane aktivacije i proliferacije stanica §to za posljedicu ima jace
protutumorsko djelovanje ovih stanica. Negativan utjecaj dodatnih kostimulatornih domena
ocituje se u pojacanom lucenju citokina iz aktiviranih stanica §to posljedicno moze dovesti do
opasnih stanja poput sindroma otpusStanja citokina i neurotoksi¢nosti. Koncept cetvrte
generacije CAR-T stanica poznatih kao “T-cells redirected for universal cytokine-mediated
killing” ili “TRUCKSs” ukljucuje dodatak liganda za proliferaciju 4-1BBL ili receptora za
proupalne citokine poput IL-12 (Slika 1.). U tom slu¢aju, kada bi stanica prepoznal antigene
pridruZzene tumorima, doslo bi do ispustanja velike koli¢ine granzima i perforina te TNF-a Koji
bi doveli do smrti tumorskih stanica (Sha i sur. 2017). TRUCK stanice mogu takoder
eksprimirati dodatne proteine poput receptora za kemokine, ali su i dizajnirane da ispustaju
dodatne kemokine u mikrookoli§ tumora (Marvin-Peek i sur. 2022). Takoder, TRUCK stanice
lu¢enjem proupalnih citokina u neposrednoj blizini tumora mogu potaknuti jaci protutumorski
imunosni odgovor od strane drugih stanice imunosnog sustava $to moze pospjesiti eliminaciju
tumora. Mikrookoli§ tkiva sastoji se od brojnih ¢imbenika koji mogu usmjeravati imunosni
odgovor u smjeru proupalnih ili protuupalnih imunosnih odgovora. Takoder, mikrookoli§
tumorskog tkiva igra vaZznu ulogu u signalizaciji izmedu stanica imunosnog sustava.
Procjenjivanje tumorskog mikrookoliSa u pacijenata moze pridonijeti boljem predvidanju

uspjesnosti same terapije i potencijalnih nuspojava (Tan i sur. 2022).
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Slika 1. Shematski prikaz CAR receptora prve, druge, trece generacije i TRUCK stanica. CAR
se sastoje od vanstaitne domene za prepoznavanje antigena izvedene iz jednolan¢anog
varijabilnog ulomka monoklonalnog protutijela (scFv domena). Vanstani¢éna domena je preko
razmaknice povezana s transmembranskim segmentom i s unutarstani¢nom endodomenom
izvorno izvedene iz CD3({. Kostimulatorne domene CD28 i 4-1BB te njihove kombinacije
prisutne su kod CAR-T stanica druge i treCe generacije. Uz postojanje CAR receptora na
TRUCK stanicama, one su specifi¢éne i po lucenju specifi¢nih citokina koji mogu potaknuti

pojacani protutumorski odgovor (preuzeto i prilagodeno prema Miliotou i Papadopoulou 2018).

CAR-T stanice u vanstani¢noj domeni CAR-a sadrze teske i lake lance koji potjecu od
imunoglobulina s to¢no odredenom specificno$¢u za antigen. Vanstani¢na domena gradena je
od monoklonalnog protutijela specificnog za neki TAA. Neovisnost o MHC sustavu ¢ini CAR-
T stanice izuzetno dobrim u prepoznavanju ne samo proteinskih i peptidnih ulomaka antigena,
nego i razli¢itih povrSinskih biljega koje su dominantni na tumorskim stanicama poput
ugljikohidrata, glikoproteina, glikolipida i gangliozida (Shirasu i Kuroki 2012). U klini¢koj
primjeni CAR-T stanica, TAA vezuju¢a domena gradena je od miSjeg ili humaniziranog
protutijela specificnog za prepoznavanje odredenog antigena. U klini¢koj primjeni postoji rizik
od nastanka ljudskih protu-misjih antitijela na TAA vezuju¢u domenu CAR receptora Sto moze
ogranic¢iti primjenu CAR-T imunoterapije, no posljedice nastanka ovih protutijela procjenjuju
se unutar preklini¢kih i klinickih istrazivanja (Shirasu i Kuroki 2012). Nakon vezanja CAR-a
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za TAA dolazi do aktivacije CAR-T stanica putem fosforilacije te dolazi do njihove
proliferacije. Znacajnu ulogu u citotoksi¢nom djelovanju i lizi tumora imaju CDS8 pozitivne
CAR-T stanice, dok CD4 pozitivne CAR-T stanice igraju vaznu ulogu u stvaranju
odgovaraju¢eg mikrookoliSa za uniStenje tumora i imaju ulogu u jacanju protutumorskog

odgovora drugih stanica imunoloskog sustava (Han i sur. 2021).

3. Hematolo$ki maligniteti i CAR-T imunoterapija

CAR-T imunoterapija najviSe je istrazivana u vidu terapije za lijeCenje hematoloSkih
maligniteta. NajuspjeSniju primjenu CAR-T imunoterapija pronasla je upravo u lijeCenju ove
skupine maligniteta, pogotovo kada je rije¢ o malignitetima stanica B. Najbolji rezultati o€ituju
se u lijeCenju anti-CD19 CAR-T stanicama djece i odraslih kod recidivnih oblika ne-
Hodgkinsonovog limfoma stanica B, akutne limfoblasti¢ne leukemije i kroni¢ne limfoblasti¢ne
leukemije. Postotak uspje$ne remisije ovih bolesti nakon primjene CAR-T imunoterapije
doseze Cak 70-94% u razli¢itim istrazivanjima (Miliotou i Papadopoulou 2018). Svoj je
najznacajniji i terapeutski najuspjesniji u¢inak CAR-T imunoterapija ostvarila u lije¢enju B-
ALL. CAR-T imunoterapija najuspjesnija je kod ciljanja CD19, CD20 ili CD30 molekula s
CD28 ili 4-1BB kostimulatornim domenama. CAR-T imunoterapija ,.tisagenlekleucel
(Kymriah®) prva je odobrena imunoterapija ovog tipa od strane FDA 30. kolovoza 2017.
godine za lijeCenje recidivne ALL u pacijenata od 3 do 25 godina starosti. Cijena ove terapije
iznosi 4750,000$8. Od 18.11.2019. klini¢ki bolni¢ki centar Zagreb je ovlaSten za provodenje
terapije CAR-T stanicama tisagenlekleucel (Kymriah®) u bolesnika s difuznim B-
velikostani¢nim limfomom i B-ALL mladih od 25 godina (Klinicki bolnic¢ki centar Zagreb

2022).

3.1. Akutna limfoblasti¢na leukemija (ALL)

Akutne limfoblasti¢ne leukemije najces¢i su maligniteti koji zahvacaju pedijatrijske pacijente,
pri ¢emu se najucestalije javlja akutna limfoblasticna leukemija stanica B. Postoji i akutna
limfoblasti¢n leukemija stanica T no taj oblik akutne limfoblasti¢ne leukemije mnogo je rjedi i
agresivniji te je ¢eS¢i u odraslih pacijenata naspram pedijatrijskih pacijenata (Sheykhhasan i
sur. 2022). Najuspjesniji oblik CAR-T terapije razvijen je na ciljanje CD19 biljega u lijeCenju
bolesti poput folikularnih limfoma, ne-Hodgkinsonovog limfoma, CLL-a i ALL-a. FDA je do
sada odobrila Cetiri oblika CAR-T imunoterapije usmjerene na CD19 biljeg koje su dostupne
za lijeCenje recidivnih oblika ALL-a i NHL-a (Zhang i sur. 2022) CAR-T stanice koje su
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pokazale najvecu uspjeh u lijecenju ovih bolesti sadrzavale su kostimulatorne domene CD28 ili
4-1BB. Unato¢ jakom protutomorskom uc¢inku u lije¢enju razli¢itih maligniteta CAR-T stanice
koje ciljaju CD19 biljeg najbolje rezultate pokazale su u lijeCenju B-ALL-a. Klini¢ki znacajan
problem koji se javlja kod lijecenja CAR-T terapijom je bijeg antigena, odnosno nestanak CD19
biljega sa povrSine tumorskih stanica. Ovaj problem zabiljezen je u 10-20% pedijatrijskih
pacijenata koji su tretirani imunoterapijom usmjerenom na CD19 (Miliotou i Papadopoulou
2018). Bijeg antigena dovodi do potrebe za otkrivanjem dodatnih specifi¢nih antigena koji se
mogu ciljati u lijeCenju ALL-a kod ovakvih pacijenata. CD19 odli¢na je molekula za napadanje
B stani¢nih maligniteta zbog jednolike i visoke ekspresije molekule na limfocitima B (Sha i
sur. 2017). CAR-T terapija usmjerena na CD19 zbog svog citotoksi¢nog efekta na limfocite B
dovodi do aplazije stanica B i hipogamaglobulinemije, no ova nuspojava moze biti rijeSena
nadomjestanjem imunoglobulina intravenozno (June i Sadelain 2018). Ciljanjem veceg broja
antigena i opremanjem CAR-T stanica sa specifiénijim receptorima moze se povecati
ucinkovitost ove terapije te se smanjiti nezeljene nuspojave i napadanje CAR-T stanica na
nezeljeno tkivo; takoder, ciljanjem veéeg broja antigena moze se izbjeci i bijeg antigena
(Sheykhhasan i sur. 2022). Neke istrazivacke skupine utvrdile su da se bijeg antigena moze
izbje¢i ciljanjem molekule CD20 koja potencijalno moze pomoc¢i kod izljeenja nekih

pacijenata (Han i sur. 2021).

3.2. Akutna mijeloidna leukemija (AML)

Cilj lijecenja CAR-T stanicama je selektivno eliminiranje tumorskih stanica,
postedivanjezdravih tkiva i postojanje stanica koje se zadrzavaju u organizmu i odrZavaju bolest
u remisiji. Ponovna pojava AML-a u izlijeCenih pacijenata rezultat je postojanja leukemijskih
mati¢nih stanica za koje se pretpostavlja da su otporne na kemoterapije te mogu zapoceti
ponovni razvitak maligniteta. Najbolja meta za CAR-T stanice usmjerene na lijeCenje AML-a
su biljezi koji su jako eksprimirani na AML stanicama, ali i na LSC stanicama. Bitno je da ovi
biljezi nisu eksprimirani na zdravim tkivima i stanicama ni na hematopoetskim mati¢nim
stanicama. Pronalazak ovakvih specificnih antigena doveo bi do uspjesnog eliminiranja
malignih stanica. U razvitku uspjesne terapije za lijeCenja AML-a kao najveca prepreka javlja
se nedostatak AML specifiénih antigena, imunosupresivno stanje uzrokovano AML-om i

poteskoce u prikupljanjulimfocita T pacijenata (Marvin-Peek i sur. 2022).

AML ima znacajno niZu razinu pojava mutacija u odnosu na solidne tumore, $to dovodi do
manje pojave neoantigena na koje se mogu usmjeriti CAR-T stanice. Naj¢eS¢e mete CAR-T
stanica u terapiji AML-a su biljezi CD33 i CD123 koji su eksprimirani kod gotovo 80-90% do
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70-80% AML pacijenata. Ovi biljezi su takoder eksprimirani na hematopoetskim
mati¢nimstanicama i normalnim mijeloidnim progenitorskim stanicama i Kuppferovim
stanicama jetre. Otkriveni su neki antigeni i biljezi specificni za AML, poput NPM1, IDHI i
IDH2, no ovi biljezi su unatarstani¢ni te su zbog toga nedostupni klasi¢nim CAR receptorima

(Marvin-Peek i sur. 2022).

Druga generacija CD33 specificnih CAR-T stanica pokazala se obecavaju¢om terapijom u
lije¢enju akutne mijeloidne leukemije u nekim istrazivanjima. Istrazivanja su pokazala da su
stani¢ne linije leukemije i primarne tumorske stanice bile uc¢inkovito uniStene in vitro CD33
CAR-T stanicama. Takoder, broj tumorskih stanica bio je manji kod miseva tretiranih s anti-
CD33 CAR-T stanicama nego u miseva tretiranih kontrolom (Sha i sur. 2017). Pokazano je da
su anti-CD33 CAR-T stanice takoder ucinkovite in vivo. CD123 CAR-T stanice takoder su
pokazale snazan ucinak na AML in vitro i in vivo. Istrazivanja na zivotinjskim modelima
pokazala su da CD123 CAR-T predstavljaju snaznu terapiju u lijecenju AML-a usmjeravanjem
CAR-T stanica na CD123 molekulu (Gill i sur. 2014) lako je mehanizam nastanka nejasan,
fatalna komplikacija koja uklju€uje sindrom kapilarnog curenja nakon primjene CD123 CAR-
T stanica zahtijeva daljnje ispitivanje sigurnosti u koristenju ovog biljega u potencijalnom
lijeCenju AML-a. Za pronalazak idealne terapije nedostaju biljezi s profilom ekspresije
povoljnim kao CD19. Ciljanje dva ili viSe antigena moglo bi pogodovati razvitku same terapije
kako bi se smanjila potencijalna toksi¢nost (June i Sadelain 2018) Nadalje, AML stvara
imunosupresivno tumorsko mikrookruZenje koje ¢ini CAR-ove manje u¢inkovitima nego kod

drugih zlo¢udnih bolesti (Sha i sur. 2017).

Uspjesan oblik CAR-T terapije u lijeCenju AML-a i dalje nije pronaden. No velik broj
istrazivanja usmjereno je u pronalazak odgovarajucih biljega i kreiranja CAR-T stanica kako bi
se napravila odgovarajuca terapija za pacijente s AML-om. UspjeSnost u lijecenju drugih oblika
hematoloskih maligniteta CAR-T stanicama daje nadu za pronalazak odgovarajucih biljega i

kreiranje optimalnih CAR-T stanica za lije¢enje AML-a.

3.3. 1zazovi i buduénost lije¢enja hematoloskih maligniteta CAR-T imunoterapijom

Nedostatak specifi¢nih antigena i biljega u nekim hematoloSkim malignitetima sprjecava razvoj
CAR-T imunoterapije; Cest nedostatak CD19 biljega u ne-Hodgkinsonovom limfomu i
malignitetima stanica T otezava usmjeravanje CAR-T stanica. Takoder, heterogenost antigena
u AML-u otezava razvoj uspjeSnog oblika CAR-T terapije (Zhang i sur. 2022) Klinicka

uspjesnost same terapije ovisi i o otkrivanju specifi¢nih biomarkera pomocu kojih se moze



predvidjeti uspjeSnost terapije te procijeniti parametre poput proliferacijskog i
diferencijacijskogpotencijala CAR-T stanica nakon infuzije, efektorske funkcije samih stanica
I protutumorskog djelovanja stanica kada ih pacijent primi (Tan i sur. 2022) .

4. Solidni tumori i CAR-T imunoterapija

CAR-T imunoterapija potaknula je brojne znanstvenike na otkrivanje terapija u lijeCenju
solidnih tumora. Ovakva istrazivanja potaknuta su vrlo velikom uspje$nos¢éu CAR-T
imunoterapije kada je rije¢ o hematoloSkim malignitetima poput ALL-a. Razvitak uspjesne
terapije za lijeCenje solidnih tumora CAR-T stanicama dosad je bio neuspjesan, no provode se
brojna istrazivanja koja bi mogla rezultirati razvitkom uspjesnih terapija kada je rije¢ o solidnim
tumorima. CAR-T imunoterapija razvija se za ciljanje brojnih povrSinskih antigena koje
nalazimo na solidnim tumorima, poput mesotelina, interleukin-13 receptora a2, mucin-1,
ljudskog epidermalnog ¢imbenika rasta 2, ali i drugih biljega Cesto prisutnih na tumorskim

stanicama (Filley i sur. 2018).

4.1. Djelovanje CAR-T imunoterapije na solidne tumore

Za uspjesnost CAR-T imunoterapije bitna je migracija i ulazak CAR-T stanica u tumorsko tkivo
te nastavak proliferacije 1 njihovo prezivljavanje sve dok se tumorsko tkivo ne unisti.
Sposobnost CAR-T stanica da obave ovoj zadatak u uniStenju solidnih tumorima dosad se
pokazala slabom. Solidni tumori nastaju kao posljedica nakupljanja mutacija u stanicama koje
zatim podlijeZu nekontroliranoj proliferaciji 1 izbjegavanju imunosnog sustava. Takoder, za
ovakve tumore Kkarakteristi¢na je heterogenost u tumorskim stanicama — tumorske stanice ne
eksprimiraju iste membranske proteine te nemaju iste mutacije u svojem genomu §to ih ¢ini
vrlo teSkim metama kada je rije¢ o razvitku specifi¢ne terapije. Kako bi se napravila dobra
terapija potrebno je pronacdi ciljane TAA na tumorskim stanicama te kreirati CAR-T stanica
usmjerene upravo na njih. Heterogenost tumorskih stanica pospjeSuje prezivljavanje tumorskog

tkiva i smanjuje u¢inkovitost CAR-T stanica (Filley i sur. 2018).

Vecina antigena predo¢ena na povrsini tumorskih stanica dolazi od preradenih unutarstani¢nih
proteina. Takoder, tumorske stanice eksprimiraju velik broj endogenih molekula koje su
zaduZene za rast 1 proliferaciju tumorskih stanica. Pojacana ekspresija ovih antigena na povrsini
tumorskih stanica ¢ini ih metom za razvoj terapije. Problem ovog pristupa je losa

imunogeni¢nost tih receptora zbog stvaranja tolerancije na njih. Takoder, ovi receptori javljaju



se 1 na zdravim tkivima §to moZe dovesti do toksi¢nosti izazvane uni$tenjem nekancerogenih
stanica (Filley i sur. 2018). Vecina TAA nisu antigeni isklju¢ivo eksprimirani na tumorskim
stanicama, ve¢ su to antigeni prisutni i na zdravim stanicama i tkivima §to potencijalno dovodi
do nezeljenih nuspojava i toksi¢nosti uzrokovanih napadanjem zdravih tkiva (Dana i sur. 2021).
S obzirom na ekspresiju ciljanih antigena na zdravim tkivima, moze do¢i do ozbiljnih
komplikacija. Primjer je smrt pacijenta koji je primao CAR-T imunoterapiju usmjerenu na
pretjerano eksprimirane HER2 receptore kod metastaziranog kolorektalnog karcinoma. Pacijent
je preminuo zbog napada CAR-T stanica na stanice plu¢a koje su u niskoj koncentraciji

eksprimirale te iste HER2 receptore (Filley i sur. 2018).

Subpopulacije stanice tumora koje imaju mutirani epitop od onoga kojeg prepoznaju CAR-T
stanice mogu izbje¢i unistenje te dovesti do ponovne pojave tumora s mutiranim epitopima.
Takoder, ukoliko se terapija usmjerava na epitope koji nisu neophodni za onkogenezu i
prezivljavanje tumora moze do¢i do nestanka tih epitopa ili njihove mutacije na tumorskim
stanicama te ne dolazi do eliminiranja svih tumorskih stanica. Velik broj tumorskih stanica
moze izbjec¢i imunosni sustav uklanjanjem imunogeni¢nih epitopa sa svoje povrsine jer takve
stanice imunosni sustav slabije prepoznaje (Dana i sur. 2021). Tumorska tkiva takoder podlijezu
strukturnim promjenama koje mogu otezati terapijski pristup. Otezani pristup CAR-T stanica
tumorskom tkivu ¢ini fibrozna stroma u koju su tumorske stanice najc¢es¢e uklopljene. Fibrozna
stroma ¢ini mrezu koja odvaja tumor od okolnog tkiva. Takvu fibroznu mreZzu stvaraju
tumorima pridruZeni fibroblasti, koji igraju vaznu ulogu u reguliranju metabolizma tumora te
nastanku metastaza remodeliranjem izvanstanicnog matriksa. Endogene stanice T posjeduju
enzime heparanaze koje sudjeluju u razgradnji fibrozne strome te pospjesuju pristup stanica T
tumorima. Aktivnost heparanaze gubi se kulturom stanica in vitro te ¢esto CAR-T stanice imaju
smanjenu sposobnost prodiranja do tumorskog tkiva (Filley i sur. 2018). Nakon ulaska u
tumorsko tkivo, CAR-T stanice susrecu se s nepovoljnim tumorskim mikrookolis§em. Tumorski
mikrookoli§ karakteriziran je oksidativnim stresom, hipoksijom, kiselim pH i postojanjem
brojnih Treg stanica, neutrofila i tumorima pridruzenih makrofaga koji umanjuju terapijsku
mo¢ CAR-T stanica (Newick i sur. 2017) Takoder, tumorski mikrookoli§ karakteriziran je
kroni¢nom upalom za koju je karakteristicno stvaranje velike koli¢ine kisikovih reaktivnih vrsta
(ROS) koje mogu umanjiti antitumorsko djelovanje CAR-T stanica (Dana i sur. 2021).
Tumorske stanice luce velike koncentracije CXCL-12, VEGF i PDGF koji promoviraju razvoj
abnormalnih i1 propusnih krvih Zila §to povisuje intratumorski tlak koji sprjecava infiltraciju

limfocita u tumorsko tkivo (Filley i sur. 2018).
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Tumorska tkiva takoder stvaraju imonuspresivno okruzenje koje pogoduje izbjegavanju
imunosnog odgovara. Nacin na koji to postizu je lu¢enjem velike koli¢ine imunosupresivnih
citokina 1 drugih medijatora te okruzivanje regulatornim leukocitima. Pomoc¢u brojnih
imunosuspresivnih mehanizama pokazano je da tumori smanjuju elektorsku funkciju CAR-T
stanica nakon njihovog ulaska u tumorsko tkivo. Ekspresijom imunosupresivnih molekula
poput PD-1 i CTLA-4 direktno se inhibira efektorska funkcija stanica T. Kontakt
djevi¢anskihstanica T sa CTLA-4 receptorom sprjecava njihovu aktivaciju, dok kontakt
aktiviranih T stanica s PD-1 dovodi do njihove anergije, apoptoze ili njihove pretvorbe u T
regulatorne stanice (Filley i sur. 2018) Kod solidnih tumora, ve¢a koncentracija Treg stanica
(koje mogu dovesti do smanjenja imunosnog odgovora) u cirkulaciji povezana je s generalno
slabijim prezivljavanjem (Tan i sur. 2022). Takoder, mikrookoli§ nekih tumora bogat je
imunosupresivnim citokinima poput TGF-B i IL-10 koji pogoduju smanjenju ekspresije MHC
I1. molekula te smanjuju sazrijevanje i funkcionalnost antigen-predo¢nih stanica. Takoder, ovi
citokini umanjuju diferencijaciju, proliferaciju i citotoksi¢no djelovanjestanica T (Filley i sur.
2018). Pretpostavlja se da mikrookoli$ kod solidnih tumora moze imati puno vazniju ulogu u
uspjeSnosti CAR-T imunoterapije u odnosu na utjecaj mikrookoliSa na ishode terapije kod

lije¢enja hematoloskih maligniteta (Tan i sur. 2022)

4.2. Buduénost CAR-T imunoterapije u lijeenju solidnih tumora

Klini¢ki uspjeh CAR-T terapije temelji se na uspjeSnosti stanica T U prepoznavanju i
uniStavanju tumorskih stanica, infiltraciji u tumorsko tkivo te njthovom prezivljavanju u
imunosupresivnom tumorskom mikrookoliSu. Iako preklinicka istrazivanja u terapiji solidnih
tumora nisu imala uspjeha kao ona koja su ispitivala utjecaj CAR-T terapije na hematoloske
malignitete, intenzivno se radi na istrazivanju potencijalno uspjesnijih terapija (Newick i sur.
2017) Uspjesnost CAR-T imunoterapije moze se poboljSati mijenjanjem protuupalnog i
imunosupresivnog okolisa u tumoru tako da CAR-T prilikom kontakta sa tumorskom stanicom
ispustaju proupalni citokin IL-12 u okolinu te se time moze potaknuti protutumorski imunosni
odgovor. IL-12 moze potaknuti dolazak drugih imunosnih stanica koje mogu unistiti tumorske
stanice koje nisu vidljive CAR-T stanicama. Mikrookoli§ bogat IL-12 pojacava
polarizacijupomoc¢nickih stanica T u tip | stanica (Th1), sto dovodi do pojacanog lu¢enja INF-
Y, granzima i perforina i dolazi do supresije angiogeneze (Filley i sur. 2018) Takoder, veca
uspjesSnost terapije moze se posti¢i boljim razumijevanjem svih prepreka koje CAR-T stanice

prelaze kako bi uspjesno eliminirale stanice solidnih tumora (Newick i sur. 2017)
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CAR-T terapija solidnih tumora razvijat ¢e se u buducnosti te ima potencijala u klinickoj
primjeni. Primjena CAR-T imunoterapije moguéa je i u kombinaciji s drugim tipovima
imunoterapije, poput onkoliti¢ke viroterapije ili cjepiva. Takoder, razvitak proteomskih analiza
omogucit ¢e detaljno sekvenciranje tumorskih antigena i otkrivanje imunogenic¢nih epitopa Sto

¢e potencijalno osigurati bolju terapiju prilagodenu specificnim potrebama svakog pacijenta

(Filley i sur. 2018)

5. Autoimune bolesti i CAR-T imunoterapija

S obzirom na dostignu¢a medicine, u lije€enju autoimunih bolesti ne postoji nijedan oblik
terapije koji garantira potpunu remisiju autoimunih bolesti. CAR-T terapija daje obeéavajuéi
pristup te je potaknula brojne znanstvenike na istrazivanje klini¢ke primjene ovog oblika
imunoterapije u lijeCenju autoimunih bolesti. U svrhu lijecenja autoimunih bolesti, posebno se
proucavaju CAAR-T stanice; ovaj tip stanica sa svojim antigen specifiénim receptorima
prepoznaju 1 vezu se za protutijelo-eksprimiraju¢e autoreaktivne stanice te ih uniStavaju.
Preklinicka istrazivanja CAR-T stanica pokazuju potencijalne klinicke primjene u lijecenju
autoimunih bolesti. Problem u razvijanju specificne terapije ¢ini nedostatak specifi¢nih

autoantigena koji se pojavljuju u autoimunim bolestima (Sadeqi Nezhad i sur. 2020).

5.1. Mehanizam djelovanja T stanica u autoimunim bolestima

CD4 stanice T, poznate kao i pomoc¢nicke stanice T, imaju vaznu ulogu u razvoju autoimunih
bolesti. Ove stanice imaju vaznu ulogu u supresiji i reguliranju drugih tipova imunosnih stanica.
Takoder, polarizacija ovih stanica u Th1 ili Th2 subpopulaciju dovodi do usmjeravanja daljnjeg
imunosnog odgovora. Regulatorne stanice T imaju snazan imunosupresivni uc¢inak koji se
temelji na njihovom kontaktu s drugim stanicama putem stani¢nog receptora T. Treg Stanice
imunosupresivni u€inak takoder vrse lu¢enjem imunosupresivnih citokina popu IL-10, IL-35,
TGF-B kako bi se sprijecila autoimunost i upala. Nakon aktivacije, Treg stanice mogu unistiti
autoreaktivne CD4+ i CD8+ stanice T putem lucenja granzima i perforina koji uzrokuju njihovu
apoptozu ili putem lucenja inhibitornih citokina poput IL-10, TGF-B. Tre¢i nacin je putem
pojacane ekspresije CD25 receptora kako bi Treg potroSile sav IL-2 u mikrookolisu.
CD8+stanice T ili citotoksi¢ne stanice mogu proizvoditi odredene citokine poput IL-10, IL-4 i
TGF-beta koji negativno reguliraju proliferaciju i djelovanje CD4+ T stanica. Ovaj ucinak
pokazuje regulatornu vezu CTL stanica sa CD4+ stanicama u autoimunim bolestima (Sadeqi
Nezhad i sur. 2020).
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Poseban oblik CAR-T stanica nasao je svoju potencijalnu primjenu u lijeCenju autoimunih
bolesti — takve stanice nazivaju se stanice T s kimerickim autoantigenskim receptorom.
Kimericki autoantigenski receptori CAAR gradeni su od vanstani¢ne domene koja se sastoji od
proteinskog djela koji prepoznaje autoreaktivno protutijelo, Sto omoguéuje CAAR-T stanici da
unisti autoreaktivne B stanice na isti nacin kao $to CD19 CAR-T stanice uniStavaju leukemijske
B stanice (Maldini i sur. 2018) CAAR-T stanice modificirani su oblici CAR-T stanica koji
prepoznaju stanice koje luée autoreaktivna protutijela poput autoreaktivnih stanica B. Nalik na
CAR-T stanice, receptori CAAR-T stanica gradeni su od vanstani¢ne, transmembranske i
unutarstanicne signalne domene sa ili bez kostimulatornih domena. Ove stanice vezu se za
autoprotutijela eksprimirana na povrSini autoreaktivnih stanica te ih uniStavaju (Slika 2.).
UniStavanje autoreaktivnih stanica koje uzrokuju autoimune bolesti alternativni je pristup u
lijeenju autoimunih bolesti (Sadeqi Nezhad i sur. 2020) UniStavanjem autoreaktivnih stanica
smanjuje se lucenje protutijela koja mogu igrati vaznu ulogu u razvoju autoimunih bolesti.
Smanjenjem titra autoprotutijela u krvi dolazi do smanjenja autoimunosti i povlacenja

simptoma koji su uzrokovani tim autoprotutijelima.
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Slika 2. Shematski prikaz djelovanja CAAR T stanica na sprjeCavanje autoimunosti.
Napadanjem autoreaktivnihstanica B (a) dolazi do njihova unistenja. Uni$tenjem autoreaktivnih
stanica B prestaje lu¢enje autoreaktivnih protutijela te se smanjuje predo¢avanje autoantigena
autoreaktivnim stanicama T (b). Smanjenim predo¢avanjem autoantigena smanjuje se stanic¢ni
odgovor T na autoantigenei dolazi do smanjenja autoimunosti (preuzeto i prilagodno prema
Nezhad i sur., 2022.).

Napadanje nezeljenih tkiva i stanica CAR-T stanicama moZe imati ozbiljne posljedice, a
napadanjem antigena koji su eksprimirani i na zdravim tkivima moze do¢i do po zivot opasnih
stanja. Napadanje nezeljenih tkiva CAR-Treg stanicama vjerojatno ¢e imati puno slabije
nezeljene ucinke u odnosu na klasi¢ne CAR-T stanice. Takoder, jedan od izazova, kada su
CAR-Treg stanice u pitanju, njihova je sklonost da odlaze u tkiva koja nisu ciljana §to
posljedicno moze ograniciti njihov terapijski ucinak. Osim toga, nakupljanje Treg stanica u
zdravim tkivima moze dovesti do nastanka povoljnog okruzenja za razvitak odredenih tumora
ili prezivljavanja patogena zbog stvaranja imunosupresivnog mikrookolisa (Maldini i sur.
2018).

Potencijalni problem javlja se u mogucem prijelazu efektorskih CAR-T stanica u T regulatorne
stanice $to potencijalno moze dovesti do Smanjenja ucinkovitosti terapije ili cak pogodovati
razvitku nekih tumora, no ovakve promjene nisu do sada zabiljeZene u klinickim ispitivanjima.
Nadalje, prelazak CAR-Treg stanica u efektorske CAR-T stanice potencijalno moze dovesti do
ubrzane progresije bolesti (Maldini i sur. 2018).
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5.2. Potencijalna terapijska primjena CAR-T stanica u lijeCenju autoimunih bolesti

Autoimune bolesti karakterizirane su nestankom tolerancije na vlastite antigene. Stanice
imunosupresivnog ucinka su regulatorne stanice T te je upravo manipulacijom i kreiranjem
specifi¢nih Treg stanica pronaden obecavajuci klini¢ki pristup za lijeCenje autoimunih bolesti
putem supresije autoimunosti 1 autoupalnih procesa. U misjih modela istrazuje se utjecaj CAR-
Treg stanica na sprjeavanje brojnih autoimunih bolesti poput dijabetesa i ulcerativnog kolitisa.
U jednom istrazivanju, CAR-T regulatorne stanice kreirane su za sprjeCavanje razvitka
ulcerativnog kolitisa u miSeva. Tretiranje miSeva tim stanicama dovelo je do uspjeSnog
suprimiranja pojave kolitisa i u tretiranih miSeva smanjila se pojava kolorektalnih tumora

povezanih sa ulcerativnim kolitisom (Maldini i sur. 2018).

Znanstvenici su do sada uspjeli kreirati CD19 CAR-T stanice za eliminaciju CD19+ B stanica
u dva istrazivanja koja su uklju¢ivala miSeve s sistemskim eritemskim lupusom. Uni$tavanje
CD19+stanica B moze dovesti do znac¢ajno smanjenog lu¢enja auto-protutijela. Seroloski nalazi
ovih miseva pokazali su smanjenu koncentraciju IgM 1 IgG protutijela kao i Anti-DNA IgG i
IgM. Uocen je i poboljSanje u patogenezi bolesti 1 prezivljavanju miSeva, a Zivotni vijek
tretiranih miseva produljio se za jednu godinu (Sadeqi Nezhad i sur. 2020) Unistenje stanica B
primjenom CD19 CAR-T stanica u miSeva sa sistematskim lupusom eritematosusom dovelo je
do sprjeavanja razvoja simptoma bolesti, ali je pomoglo i u lije¢enju uznapredovale bolesti

(Aghajanian i sur. 2022)

5.3. Izazovi u razvijanju CAR-T imunoterpije za lije¢enje autoimunih bolesti

Autoimune bolesti temelje se na napadu imunosnog sustava na vlastite antigene. Za kreiranje
specificne terapije potrebno je odrediti koji antigeni uzrokuju reakciju imunosnog sustava kod
odredenih bolesti. Nekoliko specifi¢nih autoantigena otkriveno je kod odredenih autoimunih
bolesti. Za dizajniranje CAR-T terapije potrebno je poznavati specifiéne autoantigene, kako bi
CAR-T stanice mogle ciljano djelovati. Kreiranjem specifiécnih CAR-T stanica smanjuje se
rizik od toksi¢nosti 1 takve stanice ne uniStavaju zdrava tkiva. U dosadasnjim istraZivanjima,
genetski modificirane satnice T pokazale su uspjesnost u eliminiranjuprotutijelima posredovane
autoimune bolesti 1 u potencijalnoj eliminaciji autoreaktivnih stanica. Kao najveéi problem u
razvoju uspjeSnih terapija namece se nedostatak visoko specificnih antigena koje CAR-T
stanice mogu prepoznavati. Osim toga, CAR-T stanice koje nisu visoko specificne mogu
uzrokovati ozbiljne posljedice na druge stanice i tkiva. Jedan od razmatranih pristupa za

povecanje specifi¢nosti je opremanje CAR-T stanica receptorima za odredene kemokine koji
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se lu¢e u bolesnom tkivu te se prepoznavanjem tih kemokina CAR-T stanice mogu preciznije

usmjeriti u ciljana tkiva (Sadeqi Nezhad i sur. 2020).

Trenutno dostupne terapije u lijeCenju autoimunih bolesti temelje se na protuupalnim i
imunosupresivnim lijekovima koji ukljucuju steroide, citostatike i monoklonalna protutijela.
Dugoroc¢na terapija ovakvim lijekovima moze dovesti do ozbiljnih nuspojava i povecane Sanse
za razvojem infekcija. CAR-T terapija u lijeCenju autoimunih bolesti ima potencijalnu
primjenu, no njena uloga i uspjesnost nisu dovoljno istrazene zbog nemoguénosti otkrivanja
specifi¢nih antigena koji mogu biti cilj na autoreaktivnim stanicama. Moderne tehnologije
poput CRISPR/Cas9 i genetickog inZenjerstva mogu pomoéi u pronalazenju skrivenih auto-

antigena u autoimunim bolestima kako bi se povecala specificnost CAR-T stanica.

6. Nuspojave CAR-T imunoterapije

CAR-T stanice imaju obecavajuéi ucinak na lijeenje sve veceg broja tumora, no uz ovaj oblik
terapije veze se nekoliko potencijalno ozbiljnih problema. Nuspojave ove terapije uvelike su
posljedica direktnog u¢inka CAR-T stanica na ciljane stanice npr. tumorske. Ovi se toksi¢ni
ucinci upravo zbog toga mogu reverzibilno kontrolirati i eliminirati. Na primjer, uniStenjem
svih malignih stanica ili uklanjanjem dijela receptora stanica T, toksi¢nost i nuspojave mogu se
smanjiti ili nestati. Ovakva reverzibilnost nuspojava CAR-T imunoterapije suprotna je
nuspojavama citotoksi¢nih oblika kemoterapije koje mogu izazvati trajnu genetsku promjenu
stanica u cijelom organizmu pa tako i u mati¢nim stanicama. Takve promjene mogu imati
znacajne dugorocne klini¢ke posljedice na pacijente. Moguénost regulacije nuspojava CAR-T
imunoterapije velika je prednost u odnosu na neke konvencionalne metode lije€enja malignih
oboljenja, no nuspojave ove imunoterapije i dalje predstavljaju rizik za pacijente te se takvi
pacijenti moraju drzati pod posebnim nadzorom. Takoder, testiranje pacijenata, ispitivanje
odgovaraju¢ih biomarkera i poznavanje mikrookoli$a tumora moZe unaprijed pokazati rizik za

razvoj nuspojava kojem se pacijent izlaze prije primjene CAR-T terapije (Tan i sur. 2022).

6.1. Sindrom otpustanja citokina

Najcesc¢a i relativno kratkotrajna nuspojava CAR-T imunoterapije je CRS cesto povezan s
neurotoksi¢noS¢u. CRS se pojavljuje u 54-91% pacijenata koji su primili CD19 CAR-T oblik
imunoterapije, dok se klinicki ozbiljniji oblik CRS javlja kod 8,3-43% pacijenata. CRS je

karakteriziran dispnejom koja se pojavljuje u kombinaciji sa bronhospazmom, hipoksijom,
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poviSenom tjelesnom temperaturom, groznicom, koaugolopatijom. Sama reakcija nastaje kao
posljedica prepoznavanja CD19+ tumorskih ili zdravih B-stanica te dolazi do aktivacije i
proliferacije CAR-T stanica. CAR-T stanice dolaze u kontakt s tumorskim i zdravim B
stanicama te dolazi do njihove lize i otpusStanja proupalnih citokina (TNFa, IL-6 i INFy) $to se
klini¢ki o€ituje kao CRS i neurotoksi¢nost. Simptomi CRS-a direktno su povezani s velikom
koncentracijom ispusStenih kemokina u krvotok. CRS se moze povezati i sa sindromom lize
tumora koji je posljedica lize velikog broja tumorskih stanica te otpusStanja stani¢nih dijelova i
iona u cirkulaciju. Sindrom lize tumora ukljucuje hiperuricemiju, hipokalcemiju,
hiperfosfatemiju, a ponekad moze dovesti do akutnog zatajenja bubrega, akutnog zatajenja
respiratornog sustava i smrti (Miliotou i Papadopoulou 2018) Nakupljanje brojnih molekula i
metabolita koji nastaju kao posljedica raspadanja tumorskih stanica premasuje sposobnost jetre
i bubrega da ih uklone te dolazi do pojave brojnih metaboli¢kih promjena i izbacivanja
organizma iz homeostaze (Han i sur. 2021) Medijano vrijeme pojave CRS-a nakon primanja
CAR-T terapije kod lijeCenja tisagenlecleucelom iznosi od 3 do 7 dana. Kod drugih CAR-T
terapija, ova brojka moze se mijenjati te ovisi o brojnim ¢imbenicima. Osim CRS-a koji se
moze pojaviti neposredno nakon infuzije CAR-T stanicama, moze se pojaviti 1 zakasnjeli oblik
CRS-a za koji je zabiljezeno da se moze javiti ¢ak 3 tjedna nakon infuzije CAR-T stanica
(Schubert i sur. 2021) U rijetkim slucajevima, CRS mozZe prerasti u CAR-T povezanu
encefalomiopatiju (CRES). Simptomi CRES-a variraju te se mogu pojaviti kao blaga smetenost,
a u nekim sluc¢ajevima moze do¢i do pojave cerebralnog edema i smrti. Tipi¢no, pacijenti
razvijaju encefalopatiju s disfazijom i dezorijentacijom. Mogu se pojaviti napadaji, kao i

motoric¢ki simptomi (Graham i sur. 2018).

CRS se pojavljuje kao nezarazni sindrom nalik na gripu. Bolesnici mogu razviti dispneju i
hipoksiju zbog pluénog edema koji nastaje zbog kapilarnog curenja koji je uzrokovan
cirkulirajué¢im citokinima.U teSkim slu¢ajevima, pacijentima moze biti potrebna mehanicka
ventilacija zbog zatajenja disanja (Brudno i Kochenderfer 2019). Trajanje i razvoj samog
sindroma ovisi o farmakokinetici CAR-T stanica, te je povezano s koli¢inom CAR-T stanica u
organizmu. Sindrom nije karakteristican za pacijente koji nemaju klinicku reakciju neposredno
nakon CAR-T terapije. Za ublaZavanje simptoma i sprjeavanje progresije sindroma Kkoriste se
tocilizumab i anti-interleukin-6-receptor antagonist koji su uglavnom vrlo u¢inkoviti. Takoder
se koriste glukokoritikoidi, no njihova primjena nema brz uc¢inak u blokiranju IL-6 receptora.
Za procjenu potencijalnog razvitka CRS-a do sada su pronadeni potencijalni biomarkeri u krvi

pacijenata (June i Sadelain 2018) Takoder, biomarkere treba otkrivati i opisivati u kontekstu

17



svakog maligniteta zasebno jer je njihova univerzalna primjerna kroz Sirok spektar bolesti
gotovo nemoguca, a ovisi o brojnim ¢imbenicima poput tipa maligniteta, mikrookoliSu tumora
i vrsti CAR-T terapije (Tan i ostali 2022). CRP i feritin su predloZeni biomarkeri u predvidanju
potencijalnog razvitka CRS-a i njegove jacine jer koncentracije ovih biljega koreliraju s
ozbiljnos$¢u nastalog sindroma. Ukoliko se pravodobno otkrije te se s terapijom krene agresivno
i na vrijeme, CRS je reverzibilan. Bitno je i1 pracenje pacijenata koji su se oporavili kako ne bi
doslo do pojave anti-CRS sindroma Kkoji je ponovno povezan s naglim promjenama citokina u
krvotoku (Schubert i sur. 2021) Zbog potencijalnih smrtnih ishoda i opasnih posljedica razvoja
teSkog oblika CRS-a, postoji velika potreba za identificiranjem biomarkera pomocu kojih se

moze predvidjeti mogucnost razvoja toksi¢nosti (Tan i ostali 2022).

6.2. Neurotoksi¢nost

Neurotoksicnost se najcesce klinicki ocituje kao Sirok spektar neuroloskih i psihickih promjena.
Ove promjene ukljucuju napadaje, delirij, afaziju 1 halucinacije. Ovakve promjene uzrokovane
su citokinima koji mogu prelaziti krvno-mozdanu barijeru. U pacijenata s krvnim tumorima
jaka neurotoksi¢nost karakterizirana je aktivacijom endotela. Aktivacijom endotela dolazi do
veée propusnosti krvno-mozdane barijere. Pokazalo se i da je neurotoksi¢nost povezana s
visokom koncentracijom citokina u serumu, ukljucujuéi onih koji aktiviraju endotelne stanice
(IL-6, INFy, TNFa). U nekih pacijenata, CAR-T stanice nadene su u cerebrospinalnoj tekucini
Sto pokazuje povecanu infiltraciju CAR-T stanica u cerebrospinalnu tekuéinu za vrijeme CRS-

a (Miliotou i Papadopoulou 2018).

Neurotoksi¢nost, trenutno poznata kao neurotoksi¢ni sindrom povezan s imunoloskim
efektorskim stanicama (ICANS), pojavljuje se u nekih pacijenata lije¢enih CAR-T stanicama.
Ovaj oblik toksi¢nosti zabiljezen je u klini¢kim ispitivanjima i javlja se u do 64% pacijenata
koji su tretirani CAR-T imunoterapijom (Schubert i sur. 2021) ICANS obi¢no poéinje nakon
pocetka CRS-a, ali takoder se moze pojaviti nakon prestanka CRS-a ili potpuno neovisno o
CRS-u. Simptomi ICANS-a mogu se pojaviti istodobno s CRS-om, osobito kad se radi o teskim
oblicima toksi¢nosti. Intratumorske interakcije izmedu CAR-T stanica i makrofaga/monocita
posredovane CD40 ligandom povezane su sa CRS-om, a vjerojatno i s neurotoksi¢noscu.
Primjenom anakinre (antagonist IL-1) sprjecava se razvoj CRS-a i neurotoksi¢nosti u misjim
modelima, bez utjecaja na ucinkovitost CAR-T stanica (Castaneda-Puglianini i Chavez 2021).
Primjena anakinre preporucuje se u najranijim stadijima CRS-a ili profilakticki kako bi se
izbjegao potencijalni nastanak CRS-a (Schubert i sur. 2021) Lijeenje neurotoksi¢nosti

izazovno je upravo zbog postojanja krvno-mozdane barijere koja predstavlja filter za odredene
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molekule. Tocilizumab (monoklonsko protutijelo koje blokira ucinke IL-6) zbog svoje veli¢ine
tesko prodire kroz krvno mozdanu barijeru pa se lijecenje deksametazonom ¢esto bira u ovom
kontekstu zbog ucinkovitog prodiranja kroz krvno mozdanu barijeru (Miliotou i Papadopoulou
2018). Takoder, primjena tocilizumaba u lije¢enju ICANS-a povezana je s pove¢anim rizikom
za razvoj tezeg oblika neurotoksi¢nosti (Schubert i sur. 2021) Na temelju objavljenih podataka,
kod tri FDA odobrene CAR-T stani¢ne terapije za difuzni limfom velikih B stanica, medijano
vrijeme do pojave neurotoksi¢nosti krece se od 5 do 9 dana nakon infuzije CAR-T stanicama
(Castaneda-Puglianini i Chavez 2021). Uoceno je da je visi stupanj neuroloske toksi¢nosti
povezan sa CRS-om viseg stupnja Sto ukazuje na neovisne mehanizme svakog procesa, ali s

preklapaju¢im ¢imbenicima rizika i uzro¢nika (Brudno i Kochenderfer 2019).

6.3. Genotoksi¢nost

Osim gore spomenutih toksi¢nih sindroma, zabrinutost poti¢e i genotoksi¢nost od CAR-T
stanica koje nastaju modifikacijom virusima. Razlog zabrinutosti je potencijalna insercijska
mutageneza in vivo, koja moze dovesti do pretjerane ekspresije dodanih gena ili moze doci do
unistenja odredenih gena na mjestu insercije. Takoder, problem moze predstavljati insercija
gena u vruce regije (,,hot spots®) §to moze rezultirati deregulacijom onkogena te potaknuti
nastanak maligniteta. Zavisno o tipu vektora, virusi uvijek zadrZzavaju odredenu imunogenost,
tumorogenost i kompleksne procese produkcije (Miliotou i Papadopoulou 2018) Takoder,
metode transformacije virusima u kreiranju CAR-T terapije izrazito su skupe te zahtijevaju
strucno osposobljene radnike 1 skupocjenu opremu. CRISPR/Cas9 tehnologija u posljednje se
vrijeme koristi za specificno uredivanje gena i pripremu CAR, §to moze dovesti do smanjena
genotoksi¢nosti (Jin i sur. 2016) Pracenje lijeCenih pacijenata kroz duze vremenske periode
nakon primanja CAR-T terapije pokazat ¢e stvarne rizike i posljedice koje mogu biti povezane
s komercijalno dostupnim CAR-T terapijama kada je rije¢ o njihovom genotoksi¢nom ucinku
(Schubert i sur. 2021).

6.4. Aplazija stanica B

Aplazija stanica B nuspojava je CAR-T imunoterapije koja je usmjerena na stani¢ne receptore
karakteristi¢ne za B stanice poput biljega CD19, CD20 I CD22. Klinicka istrazivanja pokazuju
da je aplazija B stanica puno izrazenija kod CAR-T imunoterapije u odnosu na terapiju
monoklonalnim protutijelima poput rituximaba. Takoder, aplazija stanica B nestaje nakon
nestanka CAR-T stanica iz organizma. Tijekom aplazije stanica B potrebno je nadomjestanje
gamma-globulina i tretiranje antibioticima kako bi se sprijecio nastanak infekcija uzrokovanih

nedostatkom stanica B (Miliotou i Papadopoulou 2018). Osim toga, nakon primjene CAR-T
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terapije, kod nekih pacijenata zabiljezena je pojava bakterijskih, virusnih i gljivi¢nih infekcija
te je u nekim slucajevima doslo do smrti uzrokovane infekcijama (Gill i Brudno 2022). Uz
aplaziju stanica B pojavljuje se i hipogamaglobulinemija koju obiljeZava nedostatak protutijela
u krvi, a nastaje kao direktna posljedica nedostatka stanica B (Schubert i sur. 2021).
Hipogamaglobulinemija moZe potrajati od nekoliko mjeseci pa sve do nekoliko godina nakon
CAR-T terapije (Sheykhhasan i sur. 2022). Produljena aplazija B-stanica do 5 godina nakon
terapije zabiljezena je nakon lije¢enja CAR T-stanicama ALL-a. Dulja aplazija stanica B
uocena je nakon koristenja CAR-T stanica koje imaju 4-1BB kao kostimulacijsku domenu
(Schubert i sur. 2021).

7. ZaKkljucak

Unato¢ velikoj uspjesnosti u primjeni CAR-T imunoterapije u lijeCenju nekih oblika
hematoloskih maligniteta, CAR-T imunoterapija zahtijeva brojna istraZivanja i klinicka
istrazivanja kako bi se otkrio njen puni potencijal u klinici. CAR-T imunoterapija trenutno
predstavlja jedan od potencijalno najuspjesnijih oblika terapije za lijeCenje raznih maligniteta
u buduénosti. Istrazivanja usmjerena na otkrivanja specificnih antigena, razumijevanje
¢imbenika koji vode do uspjeha u lije¢enju hematoloSkih maligniteta, ali i istraZivanja
usmjerena na razumijevanje ¢imbenika koji onemoguéavaju uspjesnu primjenu u lijeéenju
solidnih tumora nuZna su kako bi se CAR-T terapija usavrSila. Buduc¢a primjena CAR-T
imunoterapije vjerojatno nece biti ograni¢ena samo na lijeCenje maligniteta nego ¢e se koristiti
1u lijeCenju autoimunih bolesti, jer brojna istrazivanja pokazuju veliku moguénost manipulacije
CAR-T stanicama te njihovo usmjeravanje prema velikom broju ciljanih antigena. Razvijanjem
nacina proizvodnje i primjenom novih tehnologija o¢ekuje se pad visokih cijena CAR-T terapije

1 povecanje dostupnosti ovog oblika terapije pacijentima.
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9. Zivotopis
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stekao sam u opc¢oj gimnaziji te sam zatim upisao preddiplomski studij Biologije na
Prirodoslovno-matematickom fakultetu u Zagrebu, gdje namjeravam upisati diplomski studij
Fiziologije i imunobiologije. Kada je rije¢ o znanosti, najvise me zanima imunologija te bih se

u buducnosti volio baviti istrazivanjima u tom podrucju biologije.
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