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KRATICE

ACT - adoptivna T-stani¢na imunoterapija (engl. adoptive T-cell therapy)
APC - antigen-predo¢na stanica (engl. antigen presenting cell)

AID - autoimune bolesti (engl. autoimmune disease)

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

BCMA - antigen sazrijevanja B stanica (engl. B-cell maturation antigen)
CAR - kimericki antigenski receptor (engl. chimeric antigen receptor)

CAAR-T stanica - T stanice s kimerickim autoprotutijelnim receptorom (engl. chimeric

autoantibody receptor T cell)
CAF - fibroblasti povezani s rakom (engl. cancer-associated fibroblast)

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

CD - Kklaster diferencijacije (engl. cluster of differentiation)

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

DC — dendriti¢ka stanica (engl. dendritic cell)

DDR - DNA odgovor na oste¢enje (engl. DNA damage response)

Fab - regija koja veze antigen (engl. fragment antigen-binding)

FDA - Ameri¢ka agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration)
FL - folikularni limfom (engl. follicular lymphoma)

FoxP3 - transkripcijski faktor Foxp3 (engl. Forkhead box protein P3)

GD2 - disijalogangliozida (engl. disialogangliosid)

GPC3 - glipikan-3 (engl. glypican-3)

HER2 - receptor humanog epidermnog faktora rasta (engl. human epidermal growth factor
receptor)

HPi2 - humani gusteracni endokrini marker stanica oto¢i¢a 2 (engl. human pancreas endocrine

islet cell marker 2)

iICAR - inhibitorni CAR (engl. inhibitory CAR)



IDO - indolamin 2,3-dioksigenaze (engl. indoleamine 2,3-dioxygenase)
IgG - imunoglobulin G (engl. immunoglobulin G)
IL - interleukin

ITAM - imunoreceptor koji ima motive bazirane na tirozinu (engl. immunoreceptor tyrosine-based

activation motif)

LBCL - B-velikostani¢ni limfom (engl. large B-cell lymphoma)

MCL - limfom plastenih stanica (engl. mantle cell lymphoma)

MDSC - supresivne stanice mijeloidnog porijekla (engl. myeloid-derived suppressive cell)
MHC - glavni sustav tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex)

MM - multipli mijelom (engl. multiple myleoma)

MSC - mezenhimalne mati¢ne stanice (engl. mesenchymal stems cells)

MSLN - mezotelin (engl. mesothelin)

NFAT - jezgrin faktor aktiviranih T stanica (engl. nuclear factor of the activated T cells)
NHL - ne-Hodgkinov limfom (engl. non-Hodgkin's lymphoma)

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

NOD - nepretili dijabeticki (engl. non-obese diabetic)

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

RA - reumatoidnom artritisu (engl. rheumatoid arthritis)

scFv - jednolancani varijabilni fragment antitijela (engl. single-chain fragment variable)
SLE - sustavni eritematozni lupus (engl. systemic lupus erythematosus)

SS - Sjeorgenov sindromu (engl. Sjogren’s syndrome)

STAT - signalni prenositelj i transkripcijski aktivator (engl. signal transducer and activator of
trancription)

Tcwm - srediS$nje memorijske stanice T (engl. central memory T cell)

Tewm - efektorne memorijske stanice T (engl. effector memory T cell,)

Terr - efektorne stanice T (engl. effector T cell)

Tscm - memorijske T stanice nalik mati¢nim stanicama (engl. stem cell-like memory T cell)

T1D - dijabetes tip 1 (engl. type 1 diabetes)



TAA - tumor-povezani antigen (engl. tumor-associated antigen)

Tan-CAR - dvofazni CAR (engl. tandem CAR)

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

TGF-B - transformirajuci faktor rasta f (engl. transforming growth factor 5)
TNF - faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor)

TRUCK - T-stanice usmjerene za univerzalno ubijanje citokinima (engl. T-cells redirected for
universal cytokine killing)

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



1. UVOD

Rak je jedan od vodecih uzroka smrti diljem svijeta zbog Cega se intenzivno traga za ucinkovitim
lijekom ve¢ dugi niz godina od strane velikog broja znanstvenika. Tradicionalna lijeCenja raka
poput kemoterapije i radioterapije Cesto izazivaju velike nuspojave, ne daju dugotrajne rezultate te
ljudi razviju otpornost na takve vrste lije¢enja i bolest se nerijetko vraca. Imunoterapija ¢ini se kao
odli¢na i obecavajuca alternativa zahvaljujuci iskoriStavanju sposobnosti imunosnog sustava da
ciljano napada tumorske stanice. Adoptivna T-stani¢na imunoterapija (engl. adoptive T-cell
therapy, ACT) istaknula se kao jedan od najucinkovitijih tipova imunoterapije, a temelji se na
izoliranju limfocita T iz osobe, njihovoj genetskoj modifikaciji i ekspanziji u prisutnosti citokina
ex vivo i reinfuziji (Sha i sur. 2017). Dijeli se na temelju tipa receptora koji koristi: T-stani¢ni
receptor (engl. T-cell receptor, TCR) terapija i kimericki antigenski receptor (engl. chimeric
antigen receptor, CAR) terapija. Ovaj rad fokusira se na CAR-T stani¢noj imunoterapiji, koja daje
zaista obecavajuce rezultate u dosadasnjim istrazivanjima. Glavna prednost CAR nad TCR
terapijom Krije se u sposobnosti CAR-a da prepoznaje neprocesirane antigene tako ne zahtijevajuci
pomo¢ glavnog sustava tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex, MHC).
Stanice CAR-T imaju direktan anti-tumorski u¢inak vezuci se na antigene tumorskih stanica, ¢ime
se aktivira njihova citotoksi¢nost. Jedan nacin kojim ubijaju maligne stanice je lucenje perforina,
granzima i interferona-y (INF-y), a drugi aktiviranjem mehanizma za apoptozu pomocu liganda
receptora smrti kao $to je FasL (Slika 1) (Shin i sur. 2023).

stanica
raka

CAR-T
L stanica

\

apoptoza stanice raka

Slika 1.: Nacin djelovanja stanica CAR-T: vezanjem na ciljani antigen, stanice se aktiviraju i lu¢e perforin, granzim i
INF-y. Drugi je put pomocu receptora smrti (Fas i FasL) koji vodi stanicu raka u apoptozu. Preuzeto i prilagodeno iz
Shin i sur. 2023.



Neke od prednosti CAR-T stani¢ne imunoterapije su kratko trajanje tretmana — uglavnom je
potrebna samo jedna doza te dugotrajan efekt terapije zbog proliferacije limfocita u organizmu. S
druge strane, glavna mana procesa lezi u individualnom pristupu terapije — proces proizvodnje i
primjene ovakvih stanica je kompleksan te zahtijeva rad visokoobucenog osoblja, a posljedicno
ovakvo lijeCenje postaje poprilicno skupocjeno i dostupno malom broju ljudi (Shin i sur. 2023).
Najveci uspjeh ovakve imunoterapije zasad postignut je u lijeCenju hematoloskih maligniteta poput
akutne limfoblasti¢ne leukemije (engl. acute lymphoblastic leukemia, ALL), multiplog mijeloma
(engl. multiple myleoma, MM) te ne-Hodgkinova limfoma (engl. non-Hodgkin's lymphoma, NHL).
Terapija je pokazala iznimno dobre rezultate u lije¢enju ljudi s prethodno vrlo slabim Sansama za
oporavak, koji nisu reagirali na ostale dostupne tipove lijeenja odnosno u slucaju ponavljajucih
karcinoma. S obzirom na to da je postignuta veliku uspjesnost i veliki broj remisija pacijenata,
Americka agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) odobrila je ve¢
6 takvih terapija (Shin i sur. 2023).

Sto se ti¢e lijeGenja solidnih tumora CAR-T stani¢nom imunoterapijom, dobiveni su manje
impresivni rezultati. Razlozi tome kriju su u imunosupresivnom tumorskom mikrookolisu,
prostornom zatvoreno$c¢u takvih tumora, malom broju antigena specificnih za tumorske stanice i
njihova heterogenost, a 1 u nastalim nuspojavama, medu kojima su glavni sindrom otpuStanja

citokina (engl. cytokine release syndrome, CRS) i neurotoksi¢nost (Schmidts i Maus 2018).

CAR-T stani¢na imunoterapija svoju primjenu nalazi i u lijeCenju autoimunih bolesti (engl.
autoimmune disease, AlID), takoder stanja za koja ¢esto nema uistinu u¢inkovitog i dugotrajnog
lijeka. Idealna terapija za AID bi eliminirala patoloske autoreaktivne stanice iz organizma te bi
pritom zaStitna imunost ostala ofuvana. To bi se moglo posti¢i ciljanjem isklju¢ivo na
autoreaktivne stanice Sto bi bilo potencijalno moglo biti ostvarivo CAR-T staniénom
imunoterapijom. Razvijaju se 1 ispituju dvije modificirane verzije klasicne CAR-T stani¢ne
imunoterapije: stanice T s kimeri¢kim autoprotutijelnim receptorom (engl. chimeric autoantibody
receptor T cell, CAAR-T stanica) i stanice CAR-Treg (Sun i sur. 2023).



2. RAZVOJ CAR-T STANICNE IMUNOTERAPIJE

2.1. Tumori

DNA ljudskih stanica svakodnevno prolazi kroz mnogobrojna ostecenja, §to zbog endogenog
metabolizma, §to zbog okolisnih ¢imbenika, i to ¢ak oko 100000 po svakoj stanici dnevno (Lindahl
1993). Razlog je to zbog kojeg su stanice morale razviti puno raznolikih i kompleksnih
mehanizama kako bi popravile ta mnogobrojna ostecenja, §to se pod jednim imenom naziva sustav
DNA odgovora na ostecenja (engl. DNA damage response, DDR) (Zhou i Elledge 2000). Naravno,
1 ti mehanizmi nekad nisu uspjeSni 1 moze do¢i do genomske nestabilnosti, a posljedi¢no 1
tumorigeneze. Tumorigeneza je proces koji ukljucuje puno koraka, a pocinje s disregulacijom
stani¢ne proliferacije, koja nastaje zbog aktivacije onkogena ili gubitka tumor-supresorskih gena
(Bartkova i sur. 2010). U tom prvom koraku DDR se aktivira i djeluje kao fizioloSka barijera protiv
napredovanja ranog tumora (Sun i sur. 2019).

Ubrzanje stani¢nog ciklusa, invazivni rast i proliferacija, u¢estale mutacije, povecana pokretljivost
stanica, kemotaksija, promjene na povrsini stanice i izluéivanje litickih ¢imbenika samo su neke
od tipicnih karakteristika tumorskih stanica. PonaSaju se poput metabolickog parazita i crpe
energiju organizma u kojem se nalaze. Poticu specifitne procese u svojem okruzenju:
limforetikularnu reakciju — invazija limfocita, makrofaga i limforetikularnih stanica; vaskularnu
reakciju — proliferacija endotelnih stanica i stvaranje novih kapilara; fibroznu reakciju —
proliferacija fibroblasta i uklanjanje kolagena te upalnu reakciju — prodiranje neutrofila i eozinofila
(Baba i Catoi 2007). Stvaraju specifican tumorski mikrookolis, koji se sastoji od raznih stromalnih
stanica — fibroblasti povezani s rakom (engl. cancer-associated fibroblast, CAF), vaskularne
endotelne stanice, imunoloSke stanice, adipociti, mezenhimalne mati¢ne Stanice (engl.
mesenchymal stems cells, MSC) te raznih citokina (Hall i sur. 2007). Fizioloski uvjeti u takvom
tumorskom mikrookoliSu puno su drugaciji od onog u normalnom tkivu: hipoksija, nedostatak
nutrijenata, kiselost, upala (Degenhardt i sur. 2006). Tumorski mikrookoli$ je ono §to omoguéava
prezivljavanje tumora dopremajuc¢i hranu, a i pridonosi invaziju tumorskih stanica i njihovu
metastaziranju (Yang i sur. 2015).

Kada unutarnji tumor-supresorski mehanizmi ne uspiju zaustaviti Sirenje tumora, aktiviraju se

vanjski tumor-supresorski mehanizmi, medu kojima i tzv. imunouredivanje raka, koje se sastoji od



tri faze: uklanjanje, ravnoteza i bijeg (Miliotou i Papadopoulou 2018). Prva je faza uklanjanje, ¢iji
su dio 1 urodena i ste¢ena imunost, koje zajedno rade s ciljem uniStavanja tumora puno prije nego
postane klini¢ki vidljiv. Za rijetke tumorske stanice koje prezive fazu uklanjanja, slijedi faza
ravnoteze u kojoj ih imunosni sustav i dalje pokusava unistiti, no biva manje uspjesan u tome i ne
uspijeva u potpunosti istisnuti tumor. Uklanjanje je najduza faza imunouredivanja i moZe potrajati
do 20 godina. Posljednja faza je bijeg, u kojoj dolazi do geneti¢kih i epigenetickih promjena u
tumorskim stanicama koje im daju otpornost na otkrivanje i uklanjanje od strane imunosnog

sustava zbog ¢ega se Sire i tumor postaje klinic¢ki vidljiv (Dunn i sur. 2004).

Tumorske strategije za antigenski bijeg ukljucuju izlu¢ivanje imunosupresivnih citokina od strane
malignih i stromalnih stanica poput transformirajuc¢eg ¢imbenika rasta B (engl. transforming
growth factor g, TGF-B), privlacenje imunosupresivnih stanica poput regulatornih limfocita T
(Treg) i Supresivne stanice mijeloidnog porijekla (engl. myeloid-derived suppressive cell, MDSC),
inhibiranje sazrijevanja dendritickih stanica (engl. dendritic cell, DC), ekspresiju
imunosupresivnih molekula na povrsini malignih stanica kao $to su Fas ligand i ligand za
programiranu stani¢nu smrt 1 (engl. programmed death 1 ligand, PD-L1) (Ramos i sur. 2016).
Tumorski je mikrookoli§ imunosupresivan te ukljucuje visoke razine laktata i kinurenina (zbog
visoke aktivnosti indolamin 2,3-dioksigenaze (engl. indoleamine 2,3-dioxygenase, IDO u
tumorskim i nezrelim DC), a niske razine triptofana i arginina (zbog aktivnosti arginaze u MDSC)
(Ninomiya i sur. 2015). Kako bi se tumorsko tkivo moglo dobro opskrbiti kisikom i hranjivim
tvarima, potice se i proces stvaranja novih krvnih Zila (vaskularizacija) pomoc¢u lu¢enja krvozilnog
endotelnog ¢imbenika rasta (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) i vrbovanja
endotelnih stanica . Svi ovi procesi kojima se tumor razvija, poti¢e svoj rast i bori protiv imunosnog
sustava trebaju biti uzeti u obzir prilikom razvijanja anti-tumorske terapije kao sto je CAR-T

stani¢na imunoterapija kako bi ona bila $to uspjesnija i dugotrajnija (Slika 2).
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Slika 2.: Tumorske strategije za antigenski bijeg: izlu¢ivanje imunosupresivnih citokina od strane malignih i stromalnih
stanica (npr. TGF-B), privlaéenje imunosupresivnih stanica (Treg i MDSC), inhibiranje sazrijevanja DC-a, ekspresija
imunosupresivnih molekula (Fas ligand i PD-L1), imunosupresivan metaboli¢ki okoli§ (visoke razine laktata i
kinurenina (zbog visoke aktivnosti IDO), niske razine triptofana i arginina (zbog aktivnosti arginaze), vaskularizacija
pomocu lu¢enja VEGF-a i vrbovanja endotelnih stanica. Preuzeto i prilagodeno iz Ramos i sur. 2016.

2.2. Struktura i klasifikacija stanica CAR-T

Prvi CAR razvila je 1989. Eshharova grupa u izraelskom laboratoriju. Vazna prednost CAR-a nad
TCR-om je ta §to oni mogu prepoznati neprocesirane antigene, uklju¢ujuéi i ugljikohidratne 1
lipidne strukture, koji su tipi¢ni za povrSinu tumorskih stanica, bez potrebe za predocavanjem
antigena pomo¢u MHC sustava. S druge strane, antigeni koji su Cesto najvise specifi¢ni ba§ za
tumorske stanice, nastali mutantnom onkogenezom i translokacijama, upravo su procesirani
peptidni ulomci koje CAR ne mozZe prepoznati i time se suzava njihova moguénost ciljanja
specifi¢nih tumorskih antigena (Ramos i sur. 2016).

CAR je graden od tri osnovne domene: izvanstani¢na, transmembranska i unutarstani¢na (Slika 3).
Izvanstani¢na domena CAR-a sastavljena je od dijela koji veze tumor-pridruzeni antigen (engl.
tumor-associated antigen, TAA), koji je eksprimiran na povrsini tumorske stanice, i razmaknice.
Antigen-vezuju¢i dio je najcesce jednolancani varijabilni ulomak antitijela (engl. single-chain
fragment variable, scFv), koji se sastoji od antigen-vezujuée regije i teskog i lakog lanca
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monoklonalnog antitijela, a moze biti i regija ljudskog antitijela koja veze antigen (engl. fragment
antigen-binding, Fab) iz knjiznice prikaza faga ili drugi prirodni ligand koji se veze na odredeni
receptor (Sadelain i sur. 2013). Vazno je odabrati prikladnu izvanstani¢énu domenu (scFv) jer
ucinkovitost CAR-T stani¢ne imunoterapije ovisi o afinitetu samog CAR-a, a i 0 svojstvima
antigena koji scFv prepoznaje (Ramos i sur. 2016). Razmaknica je poveznica izmedu antigen-
vezujuceg dijela CAR-a i transmembranske domene, a njezin najjednostavniji i naj¢esce koristeni
oblik je zglobna regija imunoglobulina G1 (engl. immunoglobulin G1, 1gG1) (Zhang i sur. 2017).
Razmaknica i transmembranska domena takoder imaju utjecaj na ucinkovitost stanica CAR-T
utjecuci na duzinu i fleksibilnost samog CAR-a, gusto¢u njihove stani¢ne povrsSine, njihovu
sposobnost samoagregacije i iscrpljivanja limfocita T toni¢nim signaliziranjem te njihovu
mogucénost prepoznavanja drugih osim ciljanog antigena (Hudecek i sur. 2015). Transmembranska
domena povezana je s unutarstani¢nim signalnim dijelom, na temelju ¢ije se strukture stanice CAR-
T mogu podijeliti u 5 generacija (Cappell i Kochenderfer 2023). Prva generacija stanica CAR-T
imala je u unutarstani¢noj domeni samo  lanac TCR-a, odnosno CD3(, imunoreceptor koji ima
motive bazirane na tirozinu (engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif, ITAM), ¢ija
fosforilacija djeluje kao izvor prvog signala za aktivaciju limfocita T. Za optimalan rast i funkciju
limfocita T potreban je i drugi, kostimulatorni signal, bez kojeg dolazi do klonske anergije limfocita
T. Kako nisu postajale dodatne kostimulatorne molekule u prvoj generaciji stanica CAR-T,
aktivacija te proliferacija limfocita T bila je slaba i anti-tumorski uc¢inak bio je kratak (Sha i sur.
2017). Kako bi se to poboljsalo, druga generacija stanica CAR-T imala je, osim prethodnog CD3(,
i dodatnu kostimulatornu molekulu poput CD28 i CD137. Taj dodatak omogucio je puno bolju
aktivaciju, rast i prezivljenje limfocita T. Zbog Zelje za jos boljom ucinkovitoscu limfocita T, trec¢a
generacija CAR-T stanica sadrzavala je dvije kostimulatorne molekule (CD27, CD28, CD134,
CDI137 1 dr.). lako je funkcija T limfocita znacajno poboljSana dodatnim kostimulatornim
molekulama, one su donijele 1 negativnu stranu. Zahvaljuju¢i mnogobrojnom unutarstani¢nom
signaliziranju, dolazi do otpuStanja ogromnog broja citokina, $to moze biti i opasno po Zivot
(Kochenderfer i sur. 2012). Cetvrta generacija poznata je pod nazivom T-stanice usmjerene za
univerzalno ubijanje citokinima (engl. T-cells redirected for universal cytokine killing, TRUCK) i
dobivena je dodavanjem dodatnih gena koji kodiraju za dodatne kostimulatorne ligande limfocita
T poput 4-1BB ili upalne citokine poput interleukina 12 (IL-12), koji aktivira mehanizme urodene

imunosti protiv tumorskih stanica, poti¢e proizvodnju INF-y i povecava proliferciju stanica CAR-



T (Koneru i sur. 2015). Peta generacija ima u unutarstani¢noj domeni dodatak IL-2Rp, koji ima
vezno mjesto za transkripcijske ¢imbenike poput Janus Kkinaze te signalnog prenositelja i
transkripcijskog aktivatora 3/5 (engl. signal transducer and activator of trancription, STAT),

kojima je cilj povecati aktivnost i proliferaciju limfocita T (Shin i sur. 2023).

1. generacija 2. generacija 3. generacija 4. generacija 5. generacija
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Slika 3. Evolucija CAR-a tijekom 5 generacija. Svaki CAR sastoji se od izvanstani¢ne, transmembranske i
unutarstani¢ne domene. Izvanstani¢na se domean najcesce sastoji od scFv (varijabilna regija lakog i teskog lanca) i
razmanknice koja je poveznica s transmembranskom domenom. Unutarstani¢na domena je ona po kojoj se generacije
stanica CAR-T razlikuju, a njezina osnova je signalna CD3( domena, na koju se nadograduju kostimulartorne molekule
poput CD28 i 4-1BB. Cetvrta generacija TRUCK stanica ima dodatnu domenu — jezgrin faktor aktiviranih stanica T
(engl. nuclear factor of the activated T cells, NFAT), koja je zasluzna za izluivanje citokina poput IL-12. U petoj
generaciji dodana je domena IL-2Rf na koje se vezu transkripcijski faktori JAK i STAT 3/5, ¢ime se povecava
ucinkovitost limfocita T. Preuzeto i prilagodeno iz Shin i sur. 2023.

Stvoren je i dvofazni CAR (engl. tandem CAR, Tan-CAR), jedan receptor koji prepoznaje dva
razli¢ita antigena. Dvije domene za prepoznavanje dva razliita antigena nalaze se u tandemu 1
spojene su fleksibilnim zglobom. Tan-CAR poboljsava funkciju i rad limfocita T zahvaljujudi
sinergistickom u¢inku — ukoliko su oba antigena prepoznata, stanice se viSe aktiviraju. Ukoliko je
samo jedan antigen prepoznat, one se i dalje aktiviraju istom ja¢inom kao i obi¢ne stanice CAR-T
s jednim receptorom. Ovakvim dizajnom CAR-a sprjecava se bijeg tumora zahvaljujuci
promijenjenom antigenu — ako se jedan antigen izgubi, drugi jo§ uvijek postoji i Tan-CAR ga
prepoznaje i aktivira limfocite T (Grada i sur. 2013). Osim toga, postoje i stanice CAR-T s dva
CAR-a, od kojih svaki prepoznaje drugaciji TAA. Kako se takvi limfociti T aktiviraju samo ako
prepoznaju oba antigena, povecava se specificnost stanica CAR-T i izbjegava se neciljano
prepoznavanje antigena na drugim stanicama (Kloss i sur. 2013). Jos$ jedan pokusaj u sprjeavanju
neciljanog prepoznavanja antigena na zdravim stanicama razvoj je inhibitornog CAR-a (engl.

inhibitory CAR, iICAR). Takve stanice CAR-T osim osnovnog CAR-a, imaju iCAR koji se veze na
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antigene na neciljanim, zdravim stanicama, a prilikom vezanja na te antigene aktivira se njegova

unutarstanic¢na, inhibitorna domena (PD-1 ili CD152) (Juneja i sur. 2017).
2.3. Proizvodnja stanica CAR-T

Prvi korak u proizvodni stanica CAR-T je sakupljanje stanica iz osobe leukoferezom, zatim slijedi
elutriacija nezeljenih stanica i selekcija zeljenih limfocita T, sljedece je unos transgena za zeljeni

CAR, a nakon toga ekspanzija tih stanica i sakupljanje ex vivo (Slika 4).

Selekcija ; Ekspanzija I Sakupljanje

1 1 [ |
Uy \ | \

transdukcija odvajanje ispiranje ~ formuliranje
°

stanice
pacijenta J

C:

punjenje

_ELUTRIJACIJA/ SELEKCIJA TRANSDUKCIJA - SAKUPLJANJE CAR-T STANICA

Slika 4. Prikaz standardne proizvodnje stanica CAR-T. Pocinje leukaferezom i elutrijacijom te selekcijom Zeljenih
limfocita T, u drugom koraku se unosi trangen, i to najée$¢e metodom trandukcije pomocu retrovirusa. Zavr$ava
ekspanzijom i sakupljanjem Zeljenih stanica CAR-T. Preuzeto i prilagodeno iz Feins i sur. 2019.

Leukaferezom se dobije heterogena populacija stanica koja se sastoji od: limfocita T, mijeloidnih
stanice (neutrofili, eozinofili, bazofili, monociti), stanica prirodnih ubojica (engl. natural killer
cells, stanice NK), eritroidnih stanica i malignih stanica. Klju¢no je uspjesno izolirati samo Zeljene
limfocite T od ovih ostalih stanica zato $to kontaminacije smanjuju uspjesnu ekspanziju stanica

CAR-T u kulturi, a posljedi¢no i in vivo (Feins i sur. 2019).

Sljede¢i iznimno vaZan korak je unoSenje transgena za CAR u izolirane stanice. Za taj proces
koriste se sljede¢e metode: virusna transdukcija; unos pomocu transpozona, mRNA, nanocestica,
liposoma; elektroporacija, Crispr/CAS9 tehnologija. Virusna transdukcija trenutno je preferirana
metoda koristeéi retroviruse (y-retrovirus i lentivirus), a rjede i adenoviruse. Retrovirusi se koriste
zbog dviju svojih karakteristika: ve¢ina njihova genoma mozZe biti zamijenjena transgenima i trajno
se ugraduju u genom domacina. Nedostaci ove metode su rizik za insercijskom onkogenezom na
nasumi¢nim mjestima u genomu i1 mogucnost imuno-posredovane toksi¢nosti, koju uzrokuje

dugoro¢no postojanje i aktivnost stanica CAR-T (Miliotou i Papadopoulou 2018). Usporedujucéi y-



retroviruse i lentiviruse, insercijska mutageneza puno je rjeda u slucaju primjene lentivirusa,
najvjerojatnije zbog odsutnosti pojacivaca, koji su prisutni u y-retrovirusa (Modlich i sur. 2009).
Jo§ jedna prednost lentivirusa je veéa ucinkovitost Sto se tiCe genetickog inZenjerstva ljudskih
limfocita T (Naldini i sur. 1996). Iako postoji opasnost od toksi¢nosti, trenutno se ipak preferira
njihovo koriStenje za unos transgena zato $to je cilj dobiti dugotrajnu ekspresiju CAR-a, koja ¢e
omoguciti dugotrajnu uc¢inkovitost stanica CAR-T. No, kako koriStenje retrovirusa za transdukciju
zahtijeva dugo vremena 1 puno novaca, neke grupe koriste transpozone u tu svrhu ukljucujuci
Sleeping beauty i PiggyBac sisteme. Takav nacin takoder omogucuje trajnu ugradnju transgena, no
za sad se ¢ini manje u¢inkovit (Oldham i Medin 2017).

S ciljem povecanja ucinkovitosti CAR-T stani¢ne imunoterapije, radi se i na prilagodavanju te
usavrSavanju omjera CD4" i CD8" limfocita T (Feins i sur. 2019). Nadalje, otkrivene su
memorijske stanice T nalik mati¢nim stanicama (engl. stem cell-like memory T cell, Tscm), koje su
samoobnavljaju¢i izvor limfocita T s multipotentnim kapacitetom diferencijacije u srediSnje
memorijske (engl. central memory T cell, Tcwm), efektorne memorijske (engl. effector memory T
cell, Tem) i efektorne stanice T(engl. effector T cell, Terr). Kada je kultura stanica CAR-T bila
obogacena ovim tipom stanica, dobivena je poboljSana anti-tumorska aktivnost u usporedbi s
ostalim ranim memorijski i efektorskim stanicama T (Gattinoni i sur. 2011). Uzeéi u obzir
poboljsanu ucinkovitost prilikom prilagodenog omjera CD4" i CD8" stanica i prilikom koristenja
populacije stanica Tscwm, potencijalno bi se mogao posti¢i aditivni odnosno sinergisticki u¢inak u
anti-tumorskoj aktivnosti CAR-T imunoterapije. Poznato je takoder kako limfociti T koji su vec¢
bili u interakciji s antigenom, oslabljuju anti-tumorsku funkciju manje diferenciranih limfocita T
(Klebanoff i sur. 2016) tako da je to jo$ jedan dodatan za razlog za obogacivanje kulture stanica
CAR-T populacijom ranih memorijskih stanica. Ostale strategije koje imaju potencijal za
povecanjem ucinkovitost stanica CAR-T ukljucuju: skracivanje vremena kulture stanica CAR-T
(Ghassemi i sur. 2018), metaboli¢ko programiranje (Kawalekar i sur. 2016), epigenetske promjene
limfocita T (Kagoya i sur. 2016), produzivanje zivotnog vijeka stanica CAR-T sprje¢avanjem
gubitka telomera (Bai i sur. 2015), koristenje homeostati¢nih citokina prilikom ekspanzije limfocita
(Hoffmann i sur. 2018).



3. PRIMJENA CAR-T STANICNE
IMUNOTERAPIJE

3.1. LijeCenje hematoloSkih maligniteta

CAR-T stani¢na imunoterapija pokazala se do sada najdjelotvornija u lijeenju hematoloskih,
odnosno B-stani¢nih maligniteta te je odobreno ve¢ 6 tipova takve terapije od strane FDA. Sve se
koriste u sluCaju ponavljaju¢ih karcinoma i onih koji ne reagiraju na druge tipove postojecih
terapija (Shin i sur. 2023). Velika prednost za imunoterapije u lije¢enju karcinoma krvi upravo je
tkivo u kojima se nalazi i time laka dostupnost unesenim antitijelima te stanicama. Nadalje, u
slu¢aju B-stani¢nih maligniteta, stanice CAR-T imaju pomo¢ upravo limfocita B, koje su odli¢ne
antigen-predoc¢ne stanice (engl. antigen presenting cell, APC) i tako sudjeluju u prolasku limfocita
T kroz imunosne kontrolne tocke te osiguravaju dodatnu kostimulaciju, koja je potrebna za

optimalnu funkciju stanica CAR-T (Ramos i sur. 2016).

Prva CAR-T stani¢na imunoterapija, koja je odobrena krajem kolovoza 2017. godine, jest Kymriah
(tisagenlekleucel), cijene od 475000 $ (Miliotou i Papadopoulou 2018). Koristi se za lije¢enje B-
velikostani¢nog limfoma (engl. large B-cell lymphoma, LBCL), B-stani¢ne ALL i folukilarnog
limfoma (engl. follicular lymphoma, FL) (Shin i sur. 2023). Antigen koje CAR prepoznaje u ovom
primjeru imunoterapije je CD19, ujedno i naj¢esce koristen TAA u CAR-T stani¢noj imunoterapiji
zbog svoje jedinstvene i visoke ekspresije na limfocitima B (Sha i sur. 2017). Sljedeca terapija
odobrena od strane FDA je Yescarta (aksikaptagen ciloleucel), takoder anti-CD19 CAR-T
imunoterapija, cijene od 373000 $, a koristi se za lijecenje LBCL-a i FL-a (Yip i Webster 2018).
U 2020. godini odobrena je jo$ jedna anti-CD19 imunoterapija, i to Tecartus (breksukaptagen
autoleucel), koja se koristi za lijeCenje limfoma plastenih stanica (engl. mantle cell lymphoma,
MCL) i B-stani¢ne ALL (Shin i sur. 2023). U 2021. godini FDA je odobrila jo$ dvije CAR-T
stani¢ne imunoterapije: Breyanzi (lisokaptagenemaraleucel), takoder koja ima anti-CD19 CAR i
lije¢i LBCL i FL, i Abecma (idepaptagenevikleucel), prva koja ima CAR koji prepoznaje antigen
sazrijevanja stanica B (engl. B-cell maturation antigen, BCMA), a svoju primjenu nalazi u lijeCenju
MM-a. BCMA je vise specifi¢an antigen koji se predominatno eksprimira na plazma stanicama 1
podskupu zrelih limfocita B, za razliku od CD19 koji je zastupljen na punom ve¢em broju limfocita

B, zato koristenje BCMA kao ciljnog antigena za CAR-T terapiju ima potencijala za stvaranje
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manje nuspojava, odnosno manjim brojem zdravih unistenih stanica. 2022. godine odobrena je jos
jedna anti-BCMA CAR-T imunoterapija za lijeCenje MM-a naziva Carvykti (ciltakaptagen
autoleucel) (Young i sur. 2022). Yescarta i Tecartus, kao anti-CD19 CAR-T terapije, koriste
retroviruse kojima je uklonjena sposobnost replikacije, a ostale Cetiri terapije koriste lentivirus za
unos transgena za CAR. Svih Sest CAR-ova ukljuc¢uju kostimulatorne molekule, Yescarta i
Tecartus CD28, a ostale CD137 (Cappell i Kochenderfer 2023).

Jo§ dva vrlo Cesto ispitivana antigena za CAR-T stani¢nu imunoterapiju jesu CD20, aktivirani
glikozilirani fosfoprotein eksprimiran na povrsini limfocita B, i CD30, dio superfamilije receptora
¢imbenika nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor, TNF). Do sada se nisu pokazali uspje$nima
kao CD19 i BCMA, ali ostaju kao dobra alternativa, koju je jos potrebno detaljnije istraziti (Sha i
sur. 2017).

3.2. LijeCenje solidnih tumora

U usporedbi s impresivnim rezultatima koja CAR-T stani¢na imunoterapija pokazuje u lijeCenju
hematoloskih maligniteta, rezultati u lije€enju solidnih tumora za sada daju puno manje uspjesne
rezultate. Glavni razlozi su nepostojanje jedinstvenih TAA-a, odnosno heterogenost antigena na
povrSini tumorskih stanica zbog nastalih razli¢itih mutacija u pojedina¢nim stanicama;
neprijateljski, imunosupresivni tumorski mikrookolis te otezano dopremanje i ekspanzija stanica
CAR-T na mjestu tumora i to su upravo glavne tocke svih istrazivanja na tom podrucju (Slika 5)
(Schmidts i Maus 2018).

Idealni TAA za CAR-T stani¢nu imunoterapiju trebao bi biti eksprimiran na svakoj tumorskoj
stanici i klju¢an za odrzavanje te napredovanje malignog fenotipa, a odsutan na zdravim stanicama.
Medutim, rijetki su antigeni koji su prisutni samo na malignim, a ne i na zdravim stanicama.
Najcesc¢e su antigeni preklapajuci izmedu tumorskih i epitelnih stanica zato Sto tumor potjece
upravo iz epitelnog tkiva. Drugi problem predstavlja prostorna zatvorenost tkiva zbog koje je tesko
dostaviti stanice CAR-T do ciljanih antigena u tumoru (Morgan i sur. 2010). Takoder, bitno je
pronac¢i TAA koji je prisutan u vecoj koli¢ini zato $to se tada povecava ucinkovitost stanica CAR-
T - povecava se njihova aktivnost i proizvodnja citokina. Bilo bi idealno kada bi 1 taj antigen bio
prisutan u velikoj gusto¢i samo u tumorskom, a u maloj na zdravom jer bi se tako onda 1 sprijecila

prevelika Steta na zdravom tkivu te posljedi¢ne nuspojave (Walker i sur. 2017).
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Slika 5.: Glavne preprke za razvoj efikasne CAR-T stani¢ne imunoterapije za lijeCenje solidnih tumora: A) heterogena
ekspresija TAA na tumorskim stanicama te njihova ekspresija i na zdravim stanicama; B) prijenos stanica CAR-T do
sredista tkiva (iz krvnog zila trebaju izaci iz cirkulacije i prodrijeti do tumorskih stanica); C) imunosupresivni tumorski
mikrookoli§ (imunosupresivni citokini 1 stanice, ekspresija imunosupresivnih molekula i dr.). Preuzeto i prilagodeno
iz Schmidts i Maus 2018.

Trenutno se odvija veliki broj klini¢kih istrazivanja CAR-T stani¢ne imunoterapije za lijecenje
solidnih tumora poput raka pluca, jajnika, dojki, guSterace i dr., a najvecim dijelom ciljaju na TAA
poput glipikana-3 (engl. glypican-3, GPC3), disijalogangliozida (engl. disialogangliosid, GD2),
mezotelina (engl. mesothelin, MSLN), receptora humanog epidermnog ¢imbenika rasta (engl.
human epidermal growth factor receptor, HER2) (Shin i sur. 2023). GPC3 je prisutan na stanicama
Wilimsova tumora, liposarkoma, raka jetre i dr., a stanice CAR-T su dodatno genetski modificirane
za ekspresiju egzogene glutamin-oksaloacetat transiaminaze 2 za optimalnu aktivnost stanica ili za
ekspresiju IL-15 za poboljsanje anti-tumorske aktivnosti (Hickman i sur. 2022). IL-15 moze
stimulirati dugotrajne memorijske stanice koje su bile u dodiru s antigenom (Posey i sur. 2016),
premostiti inhibirajucu aktivnost Treg, poboljsati razvoj limfocita T (Hsu i sur. 2005), sprijeciti
apoptozu i iscrpljivanje te reverznu anergiju (Brahmer i sur. 2012). GD2 je glikosfingolipid

prekomjerno eksprimiran na tumorskim stanicama neuroblastoma, retinoblastoma, glioma,
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Ewingove obitelji tumora, raka dojke i dr., dok na zdravim stanicama nije i to ga ¢ini dobrim
kandidatom za ciljnim antigenom u imunoterapijama (Straathof i sur. 2020). MSLN je adhezijski
stani¢ni glikoprotein prisutan na velikom broju epitelnih tumora poput raka pluéa, dojki, gusterace
I jajnika, a za upravo taj antigen trenutno se i provode istrazivanja za lokalnu primjenu terapije
umjesto sistemske (intravenske). Lokalna primjena bi mogla rijesiti jedan od velikih problema
primjene CAR-T terapije u solidnim tumorima, a to je prijenos stanica CAR-T do ciljanog
tumorskog tkiva te su za sada rezultati obecavaju¢i — primije¢ena je povecana anti-tumorska
aktivnost bez dodatnih nuspojavi (Adusumilli i sur. 2014). Jo$ jedna modifikacija na anti-MSLN
stanicama CAR-T je knock out gena za PD-1 CRISPR/Cas tehnologijom. PD-1 je imunosna
kontrolna tocka limfocita T koja se veze na PD-L1, koji je eksprimiran na tumorskim stanicama, i
tako se suprimira njihova aktivnost i omogucuje bijeg tumoru (Huang i sur. 2020). Anti-HER2
CAR-T stanice istrazuju se za lijeCenje raka Zeluca, dojke i jajnika te sarkoma, a dodatna
modifikacija u njihovoj primjeni, kojoj je cilj sprijeciti neciljano prepoznavanje antigena, jest
potreba prepoznavanja i ciljnog antigena i tumorskog mikrookolisa kako bi se stanice CAR-T

mogle aktivirati (Feng i sur. 2018).
3.3. LijeCenje autoimunih bolesti

3.3.1. Autoimune bolesti

AID ukljucuje cijeli spektar kroni¢nih bolesti, koje potjecu od abnormalno aktiviranog imunosnog
sustava, odnosno gubitka tolerancije, a mogu zahvatiti odredeni organ (organ-specifi¢ne) ili vise
organskih sustava (organ-nespecifi¢ne ili sustavne). Prema patoloskom mehanizmu dijele se u
dvije kategorije: autoreaktivna protutijela, odnosno autoprotutijelom posredovane AID, koja
proizvode plazma stanica porijeklom od limfocita B i autoreaktivnim limfocitima T posredovane
AID. Autoprotutijela se vezu na stani¢ne povrsine i uzrokuju lizu stanica, a mehanizam najéesce
ukljucuje aktivaciju komplementa ili Fc receptore monocita, makrofaga, neutrofila, bazofila i
mastocita. Ostali mehanizmi kojima autoprotutijela oStecuju tkivo uklju¢uju nastanak
imunokompleksa, npr. u sustavnom eritematoznom lupusu (engl. systemic lupus erythematosus,
SLE), reumatoidnom artritisu (engl. rheumatoid arthritis, RA) i Sjeorgenovu sindromu (engl.
Sjogren’s syndrome, SS), i djelovanju autoprotutijela na stani¢ne receptore, ¢ime moze do¢i do
prestanka djelovanja fizioloskog liganda na receptor, npr. u Se¢ernoj bolesti neovisnoj o inzulinu,

ili do oponasanja djelovanja fizioloSkog liganda, npr. u hipertireozi. TCR autoreaktivnih limfocita
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T prepoznaje peptide porijeklom od autoantigena, veze se za MHCI i nakon signala direktno ubija
vezanu stanicu izlu€ivanjem citotoksi¢nih granula poputa perforina i grazima B ili aktiviranjem
Fas - Fas liganda, §to dovodi do indukcije apoptoze, te lu¢enjem citokina popu TNF-a i INF-vy, koji
uzrokuju ostecenja tkiva (Lleo i sur. 2010; Wang i sur. 2015).

Nije tocno poznata etiologija autoimunosti, ali pretpostavlja se da je povezano sa sljede¢im
¢imbenicima: genetska predispozicija (monogenski i multipli geneticki ¢imbenici), limfocitne i
lokalne promjene, prehrana, razina hormona, patogeni mikroorganizmi i infekcije, lijekovi, toksini
i nedostatak vitamina D (Wang i sur. 2015). Jedan od mehanizama nastanka autoimunosti ukljucuje
molekularnu mimkriju: strani antigen, kojemu u tijelu postoji sli¢an antigen, zapo€inje imunosni
odgovor, ali protutijela prepoznaju i vlastiti antigen zbog velike sli¢nosti, koji zatim postaje auto-
antigen i imunosni sustav ga uniStava. Drugi je mehanizam Sirenje epitiopa, uzrokovan virusnom
infekcijom, a ukljucuje razvoj imunosnog odgovora na endogeni epitop, koji je razli€it i nije krizno
reaktivan od epitopa koji uzrokuje bolest. Jo§ jedan mehanizam je aktivacija ve¢ prethodno
postojecih autoreaktivnih imunosnih stanica. Svi ti mehanizmi vode stvaranju autorekativnih

limfocita T i B te gubitku imunotolerancije (Davidson i Diamond 2001; Wang i sur. 2015).

3.3.2. CAR-T, CAAR-T i CAR-Treg stani¢na imunoterapija

Kljuéna stvar u lijeCenju autoimunih bolesti je povratak imunoloSke tolerancije i ravnoteze.
Tradicionalne opcije lijeCenja i bioloska terapija pomazu samo u ublazavanju upale i boli te je
potrebno puno puta ponavljati takvu terapiju (Saxton i sur. 2021) i zato se pokusavaju naci opcije
koje su dugotrajnije i rjesavaju klju¢an problem. Jedna od takvih opcija predstavlja CAR-T stani¢na
imunoterapija, koja se za sad fokusira na specifi¢no ili nespecifi¢no iscrpljivanje limfocita B. Osim
klasicne CAR-T terapije, ona se razvija jos u dva smjera: CAAR-T i CAR-Tyq terapija (Slika 6)
(Sun i sur. 2023).
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Slika 6.: Mehanizmi CAR-T stani¢ne imunoterapije i njezinih modifikacija u borbi protiv autoimunih bolesti. Lijeva
slika prikazuje anti-CD19 stanice CAR-T koje prepoznaju CD19* limfocite B i uni$tavaju ih, ukljudujuéi i
autoreaktivne i zdrave limfocite B. Srednja slika prikazuje stanice CAAR-T koje specifi¢no prepoznaju limfocite B i
APC koje imaju autoantigen-specifcne receptore; citotoksic¢ni limfociti T koji eksprimiraju specificne MHCII molekule
mogu direktno ubiti patoloske CD4* stanice na TCR-ovisni nacin. Desna slika prikazuje kako djeluje stanice CAR-

Treg, koje se aktiviraju antigenom na ciljnoj stanici i djeluju s ciljem povratka imunosne tolerancije. Preuzeto i
prilagodeno iz (Sun i sur. 2023).

Najjednostavnija je strategija eliminirati sve limfocite B, ukljucujuéi i zdrave i autoreaktivne, te je
s tim ciljem razvijena anti-CD19 CAR-T stani¢na imunoterapija. CD19 je antigen koji se nalazi na
povrsini aktivnih limfocita B i to ga ¢ini idealnom metom za nespecifi¢no unistavanje limfocita B.
Trenutno su u tijeku klinicka istrazivanja takve terapije za lijeCenje SLE-a. SLE je sustavna bolest
koju karakterizira puno tipova B limfocita i visoka razina autoprotutijela. CD8" limfociti T su
modificirani za ekspresiju anti-CD19 CAR s CD28-CD3( unutarstaniécnom domenom i testiranje
je vrSeno na misjim modelima lupusa. U pretklinickom istrazivanju ve¢ jedna primjena takvih
stanica CAR-T imala je veliku u¢inkovitost unistavajuci sve limfocite B, terminirajuéi proizvodnju
autoprotutijela i produljujuci Zivotni vijek. Takav ucinak bio je odrZan oko godinu dana (Kansal i

sur. 2019). Ovakva terapija ne zahtijeva pomo¢ drugih stanica za razliku od citotoksi¢nosti
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posredovane protutijelima, koja treba vezana protutijela za aktivaciju komplementa i lizu stanice
(McHugh 2019).

Stanice CAAR-T su modificirane stanice CAR-T koje veZzu autoprotutijela, koja su eksprimirana
na autoreaktivnim limfocitima B i tako eliminiraju te stanice, a sastoje se od specifi¢nog antigena,
transmembranske domene i intracelularne signalne domene. Dva preduvjeta moraju biti ispunjena
kako bi CAAR-T stani¢na imunoterapija mogla biti primijenjena. Jedan je dobra istrazenost uloge
autoprotutijela u patogenezi bolesti kako bi se bilo sigurno u njihovu povezanost s patogenoscu.
Drugi je da pravilan slijed i molekularna struktura kljuénih epitopa bude prepoznata
autoprotutijelima (Chatenoud 2016). PV je rijetka zivotno-ugrozavajuca autoimuna bolest koze i
mukoze najc¢esce uzrokovana protutijelima za adhezijski keratinocitni protein Dsg3. Inzenjirani su
limfociti T s CAAR-om, koji ima autoantigen PV-a te dezmoglein 3 i CD137-CD3( za
unutarstani¢nu domenu. U pretklini¢kom istrazivanju pokazano je kako Dsg3 CAAR-T stanice
uspjesno eliminiraju specifiéne limfocite Dsg3 smanjujudi titar Dsg3 antitijela u krvnom serumu i
to bez toksiCnosti na neciljanim antigenima (Ellebrecht i sur. 2016). Kako su pretklinicka
istrazivanja bila jako obecavajuca, u tijeku su klinicka istrazivanja za primjenu takve terapije (Sun
i sur. 2023).

Limfociti Treg imaju kljué¢nu ulogu u regulaciji imunosnog sustava inhibirajuéi funkciju imunosnih
stanica i tako odrzavaju¢i imunosnu samotoleranciju i homeostazu. Kada specifi¢ni transkripcijski
faktor Foxp3 (engl. Forkhead box protein P3) u limfocitima Ty mutira ili kada su CD4*CD25"
limfociti T eliminirani, dolazi do pojave AlD-a. Stanicama CAR-Trg Zeli se povratiti imunosna
tolerancija (imaju eksprimiran Foxp3 na normalnoj razini), a mogu inducirati antigen-specificnu
lizu ciljanih stanica pomocu granzima B, suprimirati odgovor antigen- specifi¢nih Teft i izlucivati
imunosupresivne citokine kao §to su TGF-B1, IL-10 i IL-35 (Boroughs i sur. 2019). Terapeutski
ucinak CAR-Tregproucava se za niz autoimunih bolesti: dijabetes tip 1 (engl. type 1 diabetes, T1D),
kolitis, hemofilija i odbacivanje presatka. Za lije¢enje T1D-a dizajnirane su stanice CAR-Treg, koje
ciljaju nainzulin. CD4" limfociti T su transducirani retrovirusnim ¢esticama koje kodiraju za drugu
generaciju CAR-a i Foxp3 gen, koji ¢e transformirati CD4" u limfocite Treg. Terapeutski ucinak
ovih stanica CAR-Trg ispitivan je u nepretilim dijabetickim (engl. non-obese diabetic, NOD)
miSevima, poznatim jo§ i kao NOD/Ltj miSevima i uoceno je kako nije bilo moguce sprijeciti
spontani nastanak dijabetesa u Zenkama, iako su stanice CAR-T g jako dugo postojale u jedinkama

1 mogle su biti detektirane cak do 17 tjedana nakon unosa. Moguce objasnjenje za neuspjeh terapije
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u sprjecavanju pojave spontanog dijabetesa je da je za aktivaciju stanica CAR-T potreban topivi
heksamer inzulina (skladi$ni oblik), a ne monomer (bioloski aktivni oblik). Zahvaljuju¢i visokoj
antigenskoj specificnosti ocekuje se minimalno vezanje na neciljane antigene i posljedi¢ne,
nezeljene toksicnosti (Tenspolde i sur. 2019). Kako bi se rijesio problem brzog metabolizma
inzulina, dizajnirane su stanice Treg specificne za stanice Langerhansovih otoc¢i¢a koriste¢i humani
gustera¢ni endokrini biljeg stanica otocic¢a 2 (engl. human pancreas endocrine islet cell marker 2,
HPi2). Nazalost, ovakve HPi2-CAR-T stanice pokazale su se nefunkcionalne zbog previsoke
ekspresije HPi2, sto je dovelo do toni¢nog signaliziranja i neuspjeha ekspanzije te supresije
limfocita Treq (Radichev i sur. 2020). Cesti problem koji se javlja prilikom koristenja limfocita Treg
je gubitak njihove imunosupresivne uloge u upalnom mikrookolisu. Potencijalna rjeSenja za taj
problem nalaze su u tretiranju mikrobiote crijeva bakterijama koje pogoduju stanicama T reg

(Atarashi i sur. 2013) ili primjenom derivata vitamina A, tj. tretinoina (Zhou i sur. 2010).
3.4. Nuspojave

lako CAR-T stani¢na imunoterapija daje impresivne anti-tumorske rezultate, postoje i brige o
njezinoj sigurnosti, odnosno nastajanju nuspojava i toksi¢nosti. Primijecene su nastale razlicite
toksi¢nosti odmah ili nekoliko tjedana nakon primjene terapije poput CRS-a, neurotoksi¢nosti,
genotoksi¢nosti, aplazije limfocita B i dr.

Najcesca kratkotrajna nuspojava je CRS, cCesto 1 skupa s neurotoksi¢no$¢u. U lijeCenju
hematoloskih maligniteta CD19 CAR-T stani¢cnom imunoterapijom primijecena je pojava CRS-a
u 54-91% pacijenata, a u 8,3-43% radi se o tezem CRS-u (Hay i sur. 2017). Radi se o otpustanju
suprafizioloSke serumske razine prouplanih citokina od strane stanica CAR-T (INF-y, IL-6, TNF-
a) nakon vezivanja na ciljani antigen — CD19. Pojavljuje se jedan ili dva sata nakon prve infuzije
terapije, a karakterizira ga hipotenzija, teska dispneja, ¢esto u kombinaciji s bronhospazmom,
hipoksijom, groznicom, tresavicom, osipom, koagulopatijom i sindromom kapilarnog curenja.
CRS moze biti povezan i sa sindromom lize tumora, koji nastaje zbog lize velikog broja tumorskih
stanica, Ciji se dijelovi 1 ioni otpustaju u krvotok, a ukljucuje neke ili sve od sljede¢ih pojava:
hiperuricemiju, hipokalcemiju, hiperfosfatemiju, hiperkalijemiju, zatajenje bubrega, zatajenje
diSnog sustava, povisenu razinu laktat dehidrogenaze, pa ¢ak i smrt. U rijetkim sluc¢ajevima CRS
moze prerasti u encefalopatijski sindrom povezan s CAR-T stani¢nom imunoterapijom ili sindrom

aktivacije makrofaga. Jedan od nacina tretiranja CRS-a je tocilizumab, antagonist IL-6 i
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monoklonalno protutijelo. Osim toga, primjenjuju se i kortikosteroidi, koji inhibiraju perzistenciju
I anti-tumorski uéinak stanica CAR-T (Wang i Liu 2017).

Neurotoksi¢nost nastaje zbog difuzne encefalopatije, uzrokovane sustavnim $irenjem citokina, koji
mogu prijeéi krvno-mozdanu barijeru (engl. blood brain barrier, BBB). Pojavljuje se kao Siroki
spektar neuroloskih i psihickih simptoma, ukljucujuci napadaje, delirij, afaziju i halucinacije. U
lijeCenju B-stani¢nih maligniteta anti-CD19 CAR-T stani¢cnom imunoterapijom prijavljena je
nuspojava u 40% pacijenata (Prudent i Breitbart 2017). Teza neurotoksi¢nost karakterizirana je
endotelnom aktivacijom, ukljucujuéi propusnost BBB-a, vaskularno curenje i diseminiranu
vaskularnu koagulaciju. Neurotoksicnost se povezuje i s visokim koncentracijama citokina,
ukljucujuéi one koji aktiviraju endotelne stanice poput IL-6, INF-y i TNF-o. Zahvaljujuci
citokinskoj propusnosti BBB-a, teze je pronaci i odgovarajuéi lijek koji ¢e moci prijeci tu barijeru.
Jedan od lijekova koji se koristi u ovom sluc¢aju 1 koji moZe uspjesno prodrijeti BBB je
deksametazon (Hay i sur. 2017).

Ukoliko se unos transgena za CAR radi pomocu retrovirusa, moze se javiti 1 genotoksicnost.
Ovisno o wvrsti virusa, uvijek zadrze svojstvene slabosti kao S§to su imunogeni¢nost,
tumorigeni¢nost, ograni¢en kapacitet gena koji mogu prenijeti, kompleksni proces proizvodnje i
dr. Genotoksi¢nost se javlja zbog potencijala za generacijom retrovirusa sposobnih za replikaciju i
insercijske mutageneze in vivo vodeci do prekomjerne ekspresije susjednih gena ili prekidanja gena
na mjestu umetanja (integracije). Moze do¢i do umetanja virusnih gena na ,,vru¢im mjestima“
(engl. hot spots) sto vodi do onkogene deregulacije s malignom transformacijom (npr. sekundarna
leukemija).

Budu¢i da je CD19 eksprimiran i na malignim 1 na zdravim stanicama, moze do¢i do eliminacije
odnosno aplazije limfocita B prilikom primjene anti-CD19 stanica CAR-T, a u konacniCi i
hipogamaglobulinemije. Primijecena je aplazija limfocita B godinu dana i duze nakon primjene
ovakve imunoterapije. Kako poneki normalni limfociti B ne eksprimiraju CD19, mogucée je i da ne
dode do eliminacije svih zdravih limfocita B i humoralna imunost barem djelomi¢no ostane
funkcionalna. Ova toksi¢nost se lijeci primjenom y-globulina i/ili antibioticima (Davila i Brentjens
2016).
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4. ZAKLJUCAK

CAR-T stani¢na imunoterapija namece se kao jedan od vrlo u¢inkovitih na¢ina lijecenja tumora, a
u novije vrijeme i autoimunih bolesti. Do sad najveci je uspjeh pokazala u lije¢enju karcinoma krvi
poput raznih leukemija i limfoma u koju je svrhu odobreno 6 tipova takve terapije. Medutim, i dalje
postoji puno izazova i prepreka koje trebaju biti savliadane kako bi terapija mogla biti primjenjiva
i za lijeenje solidnih tumora i autoimunih bolesti. Glavni problemi na putu vezani su u pronalazak
odgovarajuceg ciljnog antigena koji bi bio prisutan samo na patogenim, a ne na zdravim stanicama,
heterogenost te bijeg antigena, dopremanje stanica CAR-T na patogeno tkivo, koje je Cesto
prostorno zatvoreno i okruZeno imunosupresivnim tumorskim mikrookoliSem, koji stvara joS
dodatan otpor onemogucavajuci proliferaciju i ekspanziju stanica CAR-T. Bijeg antigena pokusSava
se rijesiti Tan-CAR-om, neciljano prepoznavanje antigena dizajniranjem stanica s dva CAR
receptora ili dodavanjem iCAR-a. Kao alternativne opcije trebalo bi vise istraziti i stanice NK, koje
su krace zivuce te manje citotoksic¢ne, i makrofage, koji imaju bolju sposobnost prodiranja u centar
solidnih tumora, odnosno pruzaju snazniji otpor imunosupresivnom tumorskom mikrookolisu. Za
lije¢enje AID-a odnosno povratak imunosne tolerancije istrazuje se primjena Stanica CAR-Treg, @
problem nastaje u upalnom mikrookoli$u gdje mogu izgubiti svoju regulatornu ulogu. Rjesenja za
taj problem mogla bi se nalaziti u tvarima koje pogoduju odrzavanju njihove imunosupresivne

uloge poput derivata vitamina A (tretionin).
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ZIVOTOPIS

Moje je ime Viktoria Krajc i rodena sam u Zagrebu 2000. godine. Pohadala sam OS Malesnica u
Zagrebu (2008. — 2016.), a svoje srednjoskolsko obrazovanje stekla sam u priodoslovno-
matematickoj gimanaziji - XV. gimnazija u Zagrebu (2016.-2020.). U prva tri razreda srednje $kole
sudjelovala sam na Drzavnom natjecanju iz Hrvatskog jezika. 2020. godine upisala sam
Preddiplomski sveucili$ni studij Molekularne biologije na Prirodoslovno-matemati¢kom fakultetu
Sveucilista u Zagrebu, gdje sada zavrSavam tre¢u godinu. Od 2020. godine dajem instrukcije za
osnovnu 1 srednju Skolu iz matematike, kemije, fizike, biologije te hrvatskog jezika, privatno i
preko poslodavca eMatematika. 2022. godine sudjelovala sam u izradi videozapisa ,,Uhvati me ako
moze$*“ u sklopu mikrobioloske radionice za online verziju manifestacije No¢ Biologije, a 2023.
godine takoder sam volontirala na No¢i Biologije, uzivo, u radionicama iz genetike. Nadalje, 2023.
godine volontirala sam i u sklopu radionica za nize razrede osnovne $kole na Tjednu mozga na
Hrvatskom institutu za istrazivanje mozga. 2023. godine odradila sam i Laboratorijsku stru¢nu
praksu na Institutu Ruder Boskovi¢, na Zavodu za istrazivanje mora i okoliSa, u Laboratoriju za
molekularnu ekotoksikologiju, gdje se bave proucavanjem procesa popravka DNA koristeé¢i in
vitro metode, kulture stanica i modelni organizam, ribu zebricu (Danio rerio). Tijekom cijelog
svojeg srednjoSkolskog i fakultetskog obrazovanja primam Stipendiju Grada Zagreba, a tijekom
prve dvije godine studija ponudena mi je i STEM stipendija od Ministarstva znanosti i obrazovanja

Republike Hrvatske.
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