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1. UVOD

Zivim stanicama ili biotehnoloskim procesima sa Zivim organizmima proizvode se nove
generacije lijekova, tzv. biotehnoloski lijekovi — biofarmaceutici. Ovaj pristup je utemeljen na
iskoriStavanju terapijskih funkcija odredenih stanica za regulaciju ili omogucéavanje bioloskih
procesa. Primjenjuju se u lijeCenju tumora, kardiovaskularnih, neuroloskih i autoimunih
bolesti. Zive stanice prolaze procese konstruiranja metodama geneti¢kog, metabolickog i
proteinskog istrazivanja te tako mogu obavljati funkciju katalizatora ili nosaca nestabilnih
bioloskih lijekova na nacin da oponasaju pulsirajucu ili reagirajucu isporuku lijeka. Od brojnih
se prednosti isticu ucinkovitost i proliferacija na mjestu djelovanju, izravan utjecaj na

imunoloski sustav te djelovanje na ciljno mjesto gdje postoji potreba za primjenom terapije [1].

Tumorska oboljenja predstavljaju jedne od najc¢escih oboljenja danasnjice, njihov se broj
svakodnevno povecava te se iz navedenih razloga, osim §to se pokuSava preventivno utjecati
na populaciju i tako podizati svijest o zdravlju, radi 1 na razvijanju novih nacina terapija, kao
i na unaprjedivanju ve¢ postojeih metoda lijecenja [2]. Tumorske stanice mogu biti
dobroc¢udne (benigne) i zlo¢udne (maligne) te ¢e o tome ovisiti nacin lijeCenja. Vrste lijeCenja
mogu se podijeliti na tri glavne skupine: kirur§ko, lijekovima i radioterapija. Terapija
lijekovima obuhvaca razne metode kao $to su kemoterapija, hormonska terapija, imunoterapija
1 ciljana terapija. KirurSki zahvat najc¢esce se koristi kao prvi korak lije¢enja pri ¢emu se uklanja
tumorsko tkivo, dok se primjerice kemoterapija i1 radioterapija koriste vanjskim ¢imbenicima
(kemijske tvari-citostatici; snopovi ioniziraju¢ih zraka), imunoterapija djeluje na nacin da se

omogucuje bolji 1 jaci odgovor na prisutnost tumorskih stanica u organizmu [3].

Jedna od vrsta imunoterapija koja se u Hrvatskoj aktivno primjenjuje od 2019. godine jest
terapija T-stanicama s kimernim antigenskim receptorom (CAR-T), odnosno lijeenje vlastitim
stanicama budu¢i da se koriste T-stanice oboljele osobe. Iako je ovaj pristup revolucionaran u

lijeCenju, zabiljeZeni su nedostaci poput pojave nuspojava te visoke cijene terapije.

Cilj ovog zavrSnog rada jest istraziti 1 objasniti terapiju T-stanicama s kimernim
antigenskim receptorom, njezinu primjenu i znac¢aj, prednosti, ali i nedostatke u odnosu na

ostale nacine terapija.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. OSNOVNA OBILJEZJA TUMORSKIH STANICA

Ostec¢ivanjem DNA ili mutacijama dolazi do poremecaja u diobi i rastu stanica, a krajnji
rezultat je nastanak tumorskih stanica koje ¢e, iako u organizmu nemaju nikakvu korisnu
fiziolosku zadacu, okolnim stanicama uzimati hranjive tvari. Tumorske stanice ne
organiziraju se u tkivo, nakupina istih naziva se tumor, a njihova osnovna podjela ukljucuje
benigne 1 maligne tumore (karcinom). Osim $to maligni tumori rastu brze od benignih,
benigni tumori lokalizirani su na zahva¢enome mjestu, a maligni tumori imaju sposobnost
Siriti se, tj. metastazirati krvozilnim i1 limfnim sustavom u druge dijelove tijela pa tako
njihovo lijeCenje iznova predstavlja veliki izazov [4]. Osim metastaziranja, maligni tumori
napadaju okolna tkiva i uniStavaju ga. Daljnja podjela tumorskih stanica uzima u obzir
mjesto nastanka — solidni tumori ¢vrstog su oblik 1 zahvacaju organe i tkiva, a hematoloki
krv 1 limfu. Tumorske stanice jasno su prepoznatljive pod mikroskopom, njihov oblik
razlikuje se od oblika zdravih stanica, jezgra je veca i nepravilnog oblika, citoplazme ¢esto

ima u manjim koli¢inama negoli kod zdravih stanica (Slika 1.).

Slika 1. Tumorske stanice zeluca [5]



2.1.1. MikrookruZenje tumorskih stanica

Podrucje oko tumora naziva se njegovim mikrookruzenjem (TME) 1 hipoksi¢no je.
Grada mikrokruzenja vrlo je specificna, ovisi o stadiju napredovanja i sastoji se od
tumorskih stanica 1 endogene strome domacina, imunoloskih stanica (granulociti,
limfociti), makrofaga, fibroblasta, a naposljetku ukljucuje i zile koje se granaju iz zila
domacina i do tumorskih stanica dovode potrebne hranjive tvari i kisik. Time se postize
okruzenje koje je povoljno za daljnji razvoj tumorskih stanica [6]. Tumorske stanice u
neprekidnoj su interakceiji s pripadaju¢im mikrookruZenjem S$to utjece na njihov rast, ali i

na krajnji ishod oboljenja.
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Slika 2. Prikaz grade tumorskog mikrookruzenja [7]

Svaka od sastavnica mikrookruZenja ima svoju zadacu koju izvrSava u korist napretka
tumorskih stanica pa tako imunoloSke stanice, koje u uobicajenim uvjetima Stite organizam,
sada poticu razliCite upalne procese i tako pomazu prezivljavanje tumora. Nadalje,
makrofagi — nositelji nespecificne imunosti (uklanjaju organizmu nepoznate cCestice
razgradujuéi ih pritom vlastitim enzimima), u ovakvim ¢e uvjetima sudjelovati u prijenosu
tumorskih stanica u krvozilnih sustav i tako olakSavaju proces metastaziranja, a ujedno ith

karakterizira 1 luCenje faktora rasta. Novija istrazivanja ukazuju kako makrofagi mogu



negativno utjecati i na zraenje te tako umanjiti njegovo djelovanje. Uz makrofage,
fibroblasti takoder pripomazu metastaziranju, ali uz to sudjeluju i u procesu stvaranja

krvnih Zila kojima ¢e se potrebni nutrijenti transportirati do tumora.

Mikrookruzenje solidnih tumora predstavlja i fizicku barijeru oko samog tumora buduci
da se stvara gusti sloj graden od stromalnih stanica kao Sto su CAF-ovi (engl. cancer-
associated-fibroblast/s), a u poja¢anoj se mjeri proizvode 1 izvanstani¢ni mati¢ni proteini

(ECM, eng. extracellular matrix) radi transformacije faktora rasta [8] [9].

2.2.T-STANICE S KIMERNIM ANTIGENSKIM RECEPTORIMA (CAR T-
STANICE) - NOVI IMUOTERAPIJSKI PRISTUP U LIJECENJU RAKA

Imunoterapija je relativno novi pristup u lijecenju raka, a buduci da je rak sve zastupljenija
bolest (Slika 3.), vaZno je istraZiti sve potencijale neke metode te pruZiti priliku novim idejama

u lijecenju.
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Slika 3. Prikaz naj¢esc¢ih karcinoma u Hrvatskoj, 2020. [10]



Imunoterapija ne djeluje direktno na tumorske stanice, ve¢ na imunoloski sustav kako bi
prepoznao tumorske stanice i potice ga na odgovor. Nekoliko je mehanizama djelovanja
imunoterapije: inhibicija imunoloSkih kontrolnih tocaka, terapija prijenosa T-stanica,

monoklonalna protutijela, terapijska cjepiva te imunoloska modulacija.

Americka agencija za hranu i lijekove (The United States Food and Drug Administration)
do sada je odobrila pet terapija CAR T- stanicama (Slika 4.). Prva takva odobrena terapija zove
se Kymriah, a odobrena je nakon studije provedene na 75 pacijenata s akutnom
limfoblasticnom leukemijom mlade zivotne ili ¢ak i pedijatrijske dobi. Zabiljezena je stopa
remisije od 81%. No, iako su ovakvi rezultati bili zapanjujuce izvrsni, kod 21 pacijenta pojavilo
se oslobadanje citokina, a naknadno je 35 pacijenata iz navedenog razloga i hospitalizirano.
Trenutno je odobreno pet terapija koje koriste CAR T-stanice i sve su namijenjene za lijecenje

hematoloskih vrsta tumorskih stanica [11].
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Slika 4. Kronoloski prikaz odobrenja CAR T-terapija [12]

Terapija CAR T-stanicama u Hrvatskoj trenutno se provodi u KBC-u Zagreb od
2019.godine. Pacijenti kandidati su odrasle osobe koje boluju od agresivnog oblika difuznog
B-velikostanicnog limfoma 1 pacijenti mladi od 25 godina oboljeli od akutne limfoblasticne
leukemije. U podrucju solidnih tumora zapaZena je ogranicena aktivnost CAR T-stanica i u te

svrhe ne primjenjuje se navedeni tip terapije [13].



2.2.1. Obiljezja CAR T-stanica

T-limfociti jedna su od dvije vrste limfocita ( T 1 B) i nositelji su stanicne imunosti, a ime
im potjeCe od organa gdje sazrijevaju — timusu, a nastaju u kostanoj srzi. Nakon sazrijevanja
cirkuliraju krvozilnim 1 limfnim sustavom c¢ekajuc¢i pritom doticaj s to¢no odredenim
antigenom koji ¢e ih aktivirati buduc¢i da na membrani nose receptor (TCR) koji prepoznaje
samo odredeni antigen. TCR je graden od dva varijabilna lanca koji ¢e tvoriti mjesto
prepoznavanja. Za aktivaciju naivnih T-limfocita potrebna su dva signala: primarni signal od

strane TCR-a te signal potpomognut s CD28 molekulama.

U terapiji karcinoma T-stanice se geneticki modificiraju kako bi do izrazaja dosao kimerni
antigenski receptor (CAR) koji je vaZan u usmjeravanju T-stanica da prepoznaju antigen koji
se nalazi samo na povrS$ini tumorske stanice te da se na isti vezu (Slika 5.). CAR receptori su
proteini i imaju 4 osnovna dijela: transmembranska, razmaknicka (zglobna), unutarstani¢na i
izvanstanicna domena od kojih svaka ima specificnu zada¢u koja u konacnici doprinosi

potpunoj funkciji CAR T-stanica. [13]
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Slika 5. Shematski prikaz CAR T-stanica [14]



2.2.2. Grada CAR receptora

Izvanstani¢na domena izloZzena je izvanstani¢nome okruZenju i primarna zadaca jest
vezanje antigena, a u skladu s time osnovni dijelovi jesu signalni protein, regije za
prepoznavanje antigena te razmaknica koja ih povezuje i omogucuje njihovo zajednicko
djelovanje [15]. Signalni protein graden je od teskog (VH) i lakog (VL) lanca imunoglobulina
medusobno povezanih fleksibilnom spojnicom tvoreci tako jednolancani varijabilni fragment
(scFv, eng. single-chain fragment variable) veliCine otprilike 25 kDa. Kompatibilne regije i
medusobna interakcija izmedu teskog i lakog lanca utjece na specifi¢nost scFv lanca i afinitet
za antigen [16]. Regija za prepoznavanje antigena takoder se sastoji od scFv. Kao zamjena za
scFv moze se koristiti peptid koji ima sposobnost prepoznavanja i vezanja za svoj receptor na
ciljanoj stanici. Spajanjem scFv lanca s antigenom, nastaje veliki histokompatibilni kompleks

(MHC, eng. major histocompatibility complex).
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Slika 6. Shematski prikaz jednolancanog varijabilnog fragmenta (scFv) [17]



Razmaknica (eng. hinge) predstavlja odstojnu regiju izmedu izvanstanicne i
transmembranske domene, a moze biti razli¢itih duljina te ova karakteristika znatno utjece na
CAR T-stanice. Jedna od najvaznijih karakteristika jest njezina fleksibilnost pomocu koje se
lakSe savladavaju stericke smetnje koje mogu ometati vezanje CAR receptora 1 pripadajuceg
antigena. Duljina se odreduje empirijski ovisno o polozaju ciljanih antigena. Ukoliko se antigen
nalazi u neposrednoj blizini staniéne membrane potrebna je dulja razmaknica, dok antigen koji
se nalaze na povrsini stanice zahtijevaju kra¢u razmaknicu. U terapiji CAR T-stanicama
najceS¢e se koristi razmaknica gradena od molekula CD8 i1 CD28 ili od dijelova
imunoglobulina (IgGl, IgG4). No, razmaknice koje u svojoj gradi sadrze molekule
imunoglobulina mogu narusiti stabilnost CAR T-stanica in vivo [4]. Inzenjeringom razmaknice
1 dodavanjem drugih molekula moZe se utjecati na stabilnost i smanjiti navedeni nepovoljni
utjecaj imunoglobulina (Slika 7.) U lijekovima Kymriah i Yescarta scFv-ovi koji se nalaze u

sastavu CAR receptora izvedeni su iz misjeg antihumanog CD19 antitijela FMC639 [18].
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Slika 7. Prikaz razlicitih grada razmaknica [19]

Zadaca transmembranske domene jest omogucavanje boljeg usadivanja CAR-a u
membranu T-stanica, a sastoji se od jedne o uzvojnice te se proteze preko stani¢ne membrane.
Gradena je najces¢e od CDS§, CD28, CD4 ili CD3({ molekula. Transmembranska domena
pozitivno utjeCe i na stabilnost cjelokupnog kompleksa, a najveca stabilnost zabiljeZena je

ukoliko je gradena od CD28 molekula [20].



Intracelularna .
I kostimulativna regija = |

Intracelularna signalna
domena

Slika 8. Detaljni prikaz transmembranske i unutarstanicne domene [21]

Unutarstanicna domena ¢ini posljednji dio receptora i signalna je domena s ulogom u
aktiviranju CAR-a, tj. nakon §to dode do prepoznavanja antigena, receptori ¢e se grupirati i
aktivira se signal i ovim putem u konacnici dolazi do T-stanice koja tada moze zapoceti proces

napadanja tumorskih stanica. U sastavu se u najveéem postotku nalazi se CD3{ molekula [20].

Ekstracelularna domena Razmaknica

soocoooed

Transmembranzka domena 0

Staniéna membrana

A Intracelularna signalna
Intracelularna domena ' domena

Slika 9. Shematski prikaz cjelokupne strukture CAR receptora [22]



2.2.3. Tijekrazvoja CAR receptora

Na temelju razlika unutarstani¢éne domene izdavajaju se 3 generacije CAR-a (Slika 8.).
CAR prve generacije ima scFv i samo jednu signalnu domenu gradenu od CD3({ molekula te
je koristena prilikom sinteze CAR makrofaga i CAR NK-stanica. Druga i tre¢a generacija
dobivaju jednu, odnosno dvije dodatne signalne domene koje se takoder razlikuju po sastavu,
tj. gradene su od CD28 ili 4-1BB molekula. Dodavanjem navedenih kostimulativnih regija
doprinosi se brzem rastu i boljem prezivljavanju stanica. No, dodavanjem navedenih regija
utjeCe se na izlu€ivanje citokina §to moze dovesti do neurotoksi¢nosti ili do sindroma

otpustanja citokina [11].

1. generacija 2. generacija 3. generacija

” Ekstracelularna domena

Transmembranska
domena

D CD3 ¢,

. ' Kostimulativna domena

Slika 10. Prikaz struktura tri generacija CAR-a [11]
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2.3. TERAPIJA CAR T-STANICAMA

Proces sinteze CAR T-stanica zahtjevan je i sloZen proces i zadaca je sintetizirati stanice
koje ¢e ciljano prepoznavati iskljuc¢ivo tumorske stanice kako bi se izbjeglo napadanje zdravih
1 organizmu potrebnih stanica. No, tako sintetizirane stanice imaju i nekoliko dodatnih uloga,
a to je njihov rast 1 zadrzavanje u tijelu kroz duzi vremenski period kako bi, ukoliko ponovno
dode do pojave tumorskih stanica, one pravovremeno bile otkrivene i eliminirane od strane

CAR T-stanica.

2.3.1. Sinteza CAR T-stanica

Konkretnome procesu sinteze CAR T-stanica prethodi nekoliko koraka pocevsi s probirom
pacijenta. Pacijente za terapiju prijavljuje njihov hematolog, a stru¢ni timovi razmotriti ¢e
stanje pacijenta i odabrati pacijente kandidate [13]. Prvi korak ka terapiji je prikupljanje CD3
pozitivnih T-limfocita iz krvi pacijenta (leukafereza). Postupak traje nekoliko sati pri ¢emu se
venskim putem i pomocu uredaja za leukaferezu iz krvi izdvajaju limfociti, a ostatak se krvi
natrag vraca u organizam. Ovisno o terapiji i masi pacijenta potrebno je prikupiti odredeni broj
limfocita. U razdoblju izmedu prikupljanja i vra¢anja modificiranih limfocita natrag u krvotok,
pacijent ¢e primiti jo§ 2 dodatne terapije. Prva terapija provodi se radi kontrole i stabilizacije
bolesti kako ne bi doslo do daljnjeg napredovanja bolesti. Druga terapija, tzv. limfodeplecijska
kemoterapija, vrsi se neposredno prije primitka lijeka i njezin je cilj ukloniti T-limfocite iz
organizma 1 na taj nacin stvoriti okruzenje koje ¢e omoguciti bolji razvoj 1 razmnozavanje CAR
T-stanica. Izdvajanje se vr$i protocnom citometrijom ili magnetskim kuglicama. Limfociti se
vezu na pripadajuca antitijela, prethodno vezana na magnetne kuglice, koje ¢e se kasnije
probrati magnetskim poljem. Drugi nacin ukljucuje fluorescentno obiljeZena antitijela i njihov
probir povrSinskim markerima. Nakon izolacije, slijedi geneticko modificiranje stanica kako

bi uspjesnije prepoznavale 1 uniStavale tumorske stanice [23].

Geneticko modificiranje ukljucuje implementaciju gena za sintezu odredenog TCR-a, a
vrsi se virusnim vektorom bududi da je njegova ucinkovitost veca negoli u nevirusnih. Danas
se najceS¢e modificiraju lentavirusima ili gama retrovirusima ex vivo. Detaljniji prikaz
strategija za geneticku modifikaciju T-stanica prikazan je u Tablici 1. Transformacija T-
stanicama retrovirusima dobro je uhodana metoda, no ogranic¢ena je velicinom genoma koja se
moze ugraditi u vektor [20].
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Tablica 1. Prikaz strategija za geneticku modifikaciju T-stanica [18]

Ekspresija Zivotni vijek Transgenska
Vrsta vektora Transgensko umetanje Vrste Znacajke
transgena transgena isporuka
gama . . o S .
egzogeni ex vivo ] sigurni, optimizirani protokoli koje je odobrila FDA
Retrovirusi neciljana integracija dugo - retrovirus
promotor transdukcija
lentivirus ogranicenje velikih transgena
»leeping
o B egzogeni ex vivo beauty® ] .
Enzimi transpozaze neciljana integracija dugo . cauty ekonomicno, slabo razvijeno
promotor elektroporacija
,piggyBac*
. . . ex Vivo . . . . ..
mRNA neintegrativni N/A kratak N N/A brzo, ekonomicno, idealno pri uvodenju novog CAR-a u pacijente
elektroporacija
Neintegrativni neintegrativni, egzogeni ) ex vivo NILV- ) o
) ) srednje kratak . skupo, zahtjeva stalno doziranje
lentivirus epizomalni promotor transdukcija S/MAR
cinkov prst
o N endogeni ex vivo TALENSs : . : .
Enzimi endonukleaze ciljana integracija dugo B usmjerano umetanje transgena u genom stanice domacina
promotor elektroporacija
CRISPR/Ca
s9
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Tako pripremljene stanice potrebno je umnoziti u kulturi tkiva koriste¢i faktora rasta,
primjerice IL-2 koji je u ovome postupku najéesce koristen. Buduci da se prije pocCetka terapije
uklanjaju T-limfociti pacijenta, sintetizirane CAR T-stanice potrebno je umnoziti u velikim
koli¢inama. Sam postupak moze potrajati do 3-7 tjedana, a nakon toga se stanice u

zamrznutome stanju vrac¢aju u bolnicu gdje ¢e se provoditi daljnja terapija.

Nakon S$to su u organizam unijete CAR T-stanice, podlegle su razmnozavanju buduci
da su u okruzenju povoljni uvjeti s dovoljno nutrijenata. CAR T-stanice odmah pocinju
napadati tumorske vodene kemokinima (npr. CXCLI i CXCL2) koje ispustaju tumorske
stanice [23]. UniStavanje tumorskih stanica omoguceno je stvaranjem imunosne sinapse.
Imunosna sinapsa definira se kao trodimenzionalna, molekularna i kompleksna struktura koja

omogucava vezanje T stanica s ciljanom stanicom.

Prije nego Sto pacijent primi prve CAR T-stanice prima i lijekove koji ¢e sprijeciti pojavu

alergijskih reakcija.
| 1zolacija
T limiocita
i OA nazanie L :
1 = SpaTee
S CART s
“ T limfociti
CAR-T stanice
D
CAR gen
Y
1k z
1| 12 leukafereza
Vi
it
[}
| JLESS Spipeetcrt R ’
1 l
1 !
1 i
| i
: I reinfuzija
e e e o i
i e e e CAR-T stanica | 1Y]
I i
E'_IE 1 CAR-T stanice
=] E I tisapenceleuecel* \
r:",' .'é‘ : ciltacablagene autoleucel® |
s/ B @ TTTTTmETmEETmEmEmETmEETm T
2%
o ' '
]
e et Legenda
1 ] = postupei pripreme CAR-T stanica
= i = = = | - kondicioniranje kemoterapijskim refimima, 2 - reinflizijn CAR-T stanica

* - primjer lijekova

Slika 11. Shematski prikaz terapije CAR T-stanicama [23]
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2.41ZAZOVI I MOGUCA RJESENJA U DALJNJEM RAZVOJU CAR T-STANICA
ZA TERAPIJSKU PRIMJENU

Ucinkovitost terapije ovisi 0 mnogim ¢imbenicima, od zdravstvenog stanja pacijenta,
kvalitete provedbe modificiranja T-stanica u CAR T-stanice preko transporta istih, njihovog
mehanizma djelovanja, a potom se opet vra¢ajuéi na pacijenta i na to kako ¢e organizam
prihvatiti i reagirati na ,,nove* T-limfocite. Poodmakli stadij bolesti pacijenta moze biti jedan
od faktora koji ¢e biti presudujuci prilikom razmatranja o pocetku terapije CAR T-stanicama i
u takvim se slucajevima pacijent ¢esto niti ne ukljucuje u terapiju. Glavnim izazovima koje je
potrebno savladati smatraju nedostatak T-limfocita te veli¢ina zivih terapijskih stanica,
mikrookruzenje (mikrookoli$ni uvjeti) tumorskih stanica koje rezultira slabim prodiranjem
terapijskih stanica u tumor, nedostatak antigena specificnih za tumor kao i zahtjevi za
biokompatibilno$¢u, neucinkovita infiltracija i visoki nivo sterilnosti koji je potrebno ostvariti
u svim fazama sinteze, ali i provodenja terapije. RjeSenja na prethodno spomenute izazove
mogu se temeljiti na ¢injenici da je terapija autolognim stanicama ( stanice pacijenta) trenutno
ucinkovitiji od alogenih stanica (stanice donora). Naime, autologne se stanice lakSe
prilagodavaju, no zahtjevi njihovog ¢uvanja i transporta strogi su, zivotni vijek kratak, a cijena

visoka [1].

2.4.1. Nedostatak T-limfocita

Pacijenti oboljeli od karcinoma prije terapije CAR T-stanicama bili su podvrgnuti
brojnim tradicionalnim nac¢inima lijecenja Sto Cesto ukljucuje po nekoliko kemoterapija 1/ili
radioterapija. Ovakve metode Cesto imaju negativan odraz na organizam u smislu oslabljenja
imuniteta $to smanjuje broj leukocita. 1z navedenih se razloga istrazuje mogucnost koriStenja
stanica od kompatibilnog donora (alogeni¢ni T-limfociti). Pronalaskom srodnog donora,
ovakav proces bi se uvelike olakSao budu¢i da pacijent ne bi trebao prolaziti kroz proces
uzimanja T-limfocita. Takoder, postupak prikupljanja bio bi lak§e ponovljiv, a u jednom

postupku izolacije moglo bi se prikupiti puno vise T-limfocita.
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2.4.2. Utjecaj mikrookruZenja

Mikrookruzenje je jedan od najvecih izazova jer svojom gradom ometa transport CAR T-
stanica do Zeljenog mjesta i tako ispunjava svoju glavnu ulogu zastite tumorskih stanica [24].
Svojom gradom TME predstavlja imunosuspresivno okruzenje koje iscrpljuje T-stanice
ponavljanjem TCR stimulacija, a takoder je hipoksi¢no, vrlo siromasno hranjivim tvarima i
kiselog je pH [25]. Kao rezultat transformiranog faktora rasta, pojacana je sinteza
izvanstani¢nog mati¢nog proteina (ECM) koji takoder negativno utjecu na pokretljivost CAR
T-stanica. Prema gradi ECM proteini zapravo su kolageni, glikoproteini i proteoglikani. U
najveCem postotku nalazi se kolagen, a koli¢ina nakupljenog kolagena obrnuto je
proporcionalna sa stopom prezivljavanja pacijenta. ECM tvore gustu mrezu proteina, a
signalima koje odasilju utjecu na stani¢ne aktivnosti kojima onemogucuju prezivljavanje CAR
T-stanica i pristup lijeka tumoru, a okoli§ ujedno opskrbljuju faktorima rasta. Istrazivanjima je
dokazano kako razlicite stanice raka razli¢ito utjeCu na agresivnost raka. CAF-ovi (eng.
Cancer-associated fibroblasts) su najznacnije stanice za izlu¢ivanje ECM-a, aktivne su u
podru¢jima tumora i metastaza,a ukljucuju fibroblasti¢ne, ne-neoplasti¢ne, ne-vaskularne, ne-
epitelne 1 neupalne stanice. No, prilikom definiranja CAF-ova inzistira se da se CAF-ovi ne
opisuju kao stanice, ve¢ kao stani¢no stanje budu¢i da mogu biti razli¢itog podrijetla. Njihov
razvo] moze biti potaknut hipoksijom, stani¢nim stresom, faktorima rasta, citokinima 1
kemokinima [26]. Smanjenjem gusto¢e ECM-a i postavljanjem CAF-ova (fibroblasti) koje
izluuje FAP kao potencijalan cilj CAR T-stanica smanjila bi se duljina probijanja CAR T-

stanica i tako se omogucio bolji transport.
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2.4.3. Zivotni vijek CAR T-stanica

Neke oblici karcinoma zahtijevaju dulji tijek trajanja terapije i u takvim je situacijama
izrazito vazno da su CAR T-stanice postojane te da imaju relativno dug vijek trajanja. Na vijek
trajanja utjeCu kvaliteta izoliranih T-stanica, kao 1 kvaliteta konstrukta CAR-T, stanje kulture
T-stanica, itd. Neke studije tvrde kako se dodavanjem kostimulativnih domena, primjerice
CD28 ili 4-1BB, produljuje zivotni vijek, a ujedno je dokazano kako dodatak 4-1BB domene
produljuje Zivotni vijek za 168 dana, dok CD28 domena za 30 dana, a osnovne razlike postoje
u nacinu signalizacije i ekspresije. U pretklinickim eksperimentima, utvrdeno je kako CAR T-
stanice koje sadrze CD28 otpuStaju vece koli¢ine citokina negoli stanice s 4-1BB

kostimulatornom domenom, dok im je antikancerogena u¢inkovitost otprilike sli¢na [27].

2.4.4. UniStavanje zdravih stanica

Iako su CAR T-stanice konstruirane za prepoznavanje i vezanje isklju¢ivo na tumorske
stanice, moguce je da tijekom terapije budu napadnute i zdrave stanice. Budu¢i da je organizam

oslabljen, napad na zdrave stanice nikako ne ide u korist.

2.4.5. Cijena terapije

Slika 11. prikazuje lijek Kymriah proizvodac¢a Novartis. Cijena jednog tretmana terapijom
prema podacima iz lipnja 2020.godine iznosila je priblizno 340 000 USD [28],a trenutno u
2023.godini cijena se snizila na 325 000 USD [29]. Kako bi terapija djelovala, u nekim je

slu¢ajevima potrebno vise tretmana.
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Slika 12. Lijek Kymriah proizvodaca Novartis [30]

2.5. NUSPOJAVE

Nuspojave koje se mogu pojaviti tijekom ili nakon provodenja terapije takoder su jedna
vrsta nedostataka buduci da je potrebno naknadno lijecenje. Kako bi se na vrijeme otkrili
znakovi nuspojava, pacijenti su pod stalnim nadzorom lijecnika te se prate njihove vitalne
funkcije kao Sto su tjelesna temperatura, tlak i uzimanje uzoraka krvi. Takoder, od pacijenata
se zahtjeva da dva mjeseca nakon primitka terapije stanuju relativno blizu klini¢kog centra

(max. dopustena udaljenost iznosi 2h voznje) kako bi se po potrebi na vrijeme moglo

intervenirati.

U terapiji CAR T-stanicama postoji moguénost nakon provedbe predstavljaju veliki izazov
budu¢i da se ni u kojem trenutku ne zna kako ¢e organizam kasnije reagirati na provedenu
terapiju. U nekim slucajevima kasnije se ne javljaju nikakve dodatne komplikacije, no
zabiljezeno je kako terapija radi svoje agresivnosti moze uzrokovati dugoro¢nu anemiju,

pojavu sekundarnih tumorskih oboljenja, kao i neplodnosti.

Najcesce nuspojave biti ¢e obradene u daljnjem tekstu.
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2.5.1. Rizik od infekcija

Terapija CAR T-stanicama, iako kao zadatak ima pomoc¢i obrambenome sustavu da
lakSe unisti tumorske stanici, ostaviti ¢e 1 negativan odraz na isti i oslabiti ga za razliCite
infekcije. Tablica 2. prikazuje najcesée uzrocnike infekcija kod onkoloskih bolesnika. Pacijenti
su im nakon provedene terapije Cesto podlozni i to je jedan od razloga zasto je u praksu uvedene
dulje vrijeme promatranja i prema statistici jedan su od naj¢e$¢ih uzro¢nika mortaliteta
onkoloskih bolesnika [31]. Prilikom lijecenja koriste se antibiotici, a nije naodmet uzimanje

imunoglobulina za jaCanje imunoloSkog sustava ili drugih pripravaka sa sli¢nim djelovanjem.

Tablica 2. Najcesc¢i uzrocnici infektivnih oboljenja onkoloskih bolesnika [31]

BAKTERIJE VIRUSI KVASCI I PLIJESNI
Staphylococcus aureus Herpes simplex virus Candida albicans
Pseudomonas aeruginosa Varicella - zoster Aspergillus
Klebsiella Epstein-Barrov virus

2.5.2. Utjecaj na krvnu sliku

Kao S§to je i ranije spomenuto, krvna slika u pacijenata s tumorskim oboljenjem ve¢ i
prije terapije odstupa od referentnih vrijednosti pojedinih pokazatelja, a terapija CAR T-
stanicama moZe dodatno utjecati na snizene vrijednosti eritrocita ili trombocita. Radi toga se

svakodnevno uzimaju uzorci krvi, a po potrebi se uvode dodatni eritrociti ili trombociti.

2.5.3. Sindrom lize tumora

Ukoliko terapija ima pozitivan ucinak 1 dolazi do uniStavanja tumorskih stanica,
njihovim raspadanjem oslobadat ¢e se tvari koje bubrezi moraju obraditi 1 izbaciti iz tijela.
Ukoliko bubrezi ne mogu dovoljno brzo obradivati otpadne tvari (ioni, proteini, nukleinske

kiseline) koje im krvotokom pristizu, dolazi do tzv. sindroma lize tumora koji se pokusava
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prevenirati infuzijom. Ako su prvi simptomi zanemareni ili nisu prepoznati, u kona¢nici moze
do¢i i do smrti. Neki od prvih simptoma su povracanje, slabost, smetnje prilikom mokrenja,

bolovi u predjelu bubrega [32].

2.5.4. Sindrom otpustanja citokina (CRS)

Sindrom otpustanja citokina (CRS, eng. Cytokine release syndrome) predstavlja upalni
odgovor organizma prilikom infekcija ili primjenom razli¢itih lijekova i terapija. Ako je
provedba terapije uspjesna, imunoloski sustav biti ¢e visoko potaknuti na djelovanje pa ce
slijedom dogadaja 1 stopa otpusStanja citokina biti visoka. Gradom 1 sastavom citokini pripadaju
proteinima. Prvi simptomi javljaju se unutar 10 dana od terapije, a mogu ukljucivati simptome
zglobovima, no postoji moguénost pojavljivanja i zahtjevnijih simptoma kao $to su poteskoce
u govoru, hipertenzija 1 mialgiju. Simptomi se najceS¢e pojavljuju nakon prve primljene doze,

dok kasnije simptomi najc¢esce izostanu [33].

2.5.5. Neuroloske nuspojave

Terapija moze imati negativan utjecaj na djelovanje mozga Sto se jednim imenom zove
sindrom encefalopatije 1 ukljucuje pojavu teskoca u govoru, epilepticki napadaj, smetenost,
halucinacij te se iz navedenih razloga nalaze izbjegavanje upravljanja vozilima [34]. Do
pojave dolazi u 64% pacijenata jer citokini mogu prelaziti preko krvno-moZzdane barijere koja
ih, iako ima ulogu filtracije, ne moze zaustaviti te ujedno imaju sposobnost vezati se u
cerebrospinalnoj tekucini. Pojava istih moguca je unutar § tjedana od primjene terapije, a na

nju se moze utjecati uporabom antagonista kompatibilnih za pojedine citokine [35].
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2.6. PERSPEKTIVA TERAPIJE CAR T-STANICAMA

Kako bi terapija CAR T-stanicama postala primjenjiva na $to vise pacijenta, potrebno je
raditi na otklanjanju postoje¢ih nedostataka. No, istovremeno i preventivno potrebno je raditi
na $to univerzalnijoj primjeni kako bi se pokrio Sto Siri spektar tumorskih oboljenja za koje ¢e
terapija biti primjenjiva buduci da se u velikome postotku tumorskih oboljenja nalaze solidni
tumori. Prostor za poboljSanje nazire se ve¢ u gradi T-stanica, ¢ime danas nastaju novije i
slozenije, ali kompetentnije generacije CAR T-stanica. Istrazivanjima se nailazi na brojne
komponente koje se prilikom sinteze mogu dodavati na terapijske stanice. Takoder, pogreSan
odabir vektora moze umanjiti kvalitetu sinteze. Iz navedenog se razloga sve vise istrazuje

koriStenje transpozona kao nevirusnih vektora.

Daljnjim razvojem biotehnologije 1 podru¢ja biofarmaceutika otvaraju se brojne
mogucnosti za napredak, no svaki napredak prije konkretne primjene mora pro¢i mnogobrojne
faze klinickih ispitivanja Sto zahtjeva i dulji vremenski period. Slika 16. prikazuje distribuciju
klini¢kih ispitivanja CAR T-stani¢ne terapije. Najveéi broj istrazivanja vrsi se u SAD-u i Kini,

a u novije vrijeme sve vaznije mjesto u istrazivanjima dobiva i Europa.

X
Yl

Canada

B
. Europe
. China

Australia and New Zealand

i
Japan &

lsrael

Slika 13. Distribucija klini¢kih istrazivanja CAR T-stani¢ne terapije [37]
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3. ZAKLJUCAK

1. CAR T-stanice su oblik terapijskih stanica nastao genetickim modificiranjem T-
limfocita kako bi do izrazaja dosao CAR receptor koji usmjerava T-limfocite kako bi

bolje prepoznavali antigene tumorskih stanica.

2. CAR receptori se gradom ubrajaju u skupinu proteina, a sastoje se od 4 osnovna dijela:

transmembranska, razmaknicka (zglobna), unutarstani¢na i izvanstanicna domena.

3. Prvi korak u terapiji jest prikupljanje limfocita nakon Cega slijedi njihovo geneticko
modificiranje virusnim vektorima i umnozavanje u kulturi stanice, a potom se vracaju

u organizam pacijenta.

4. Glavni izazovi terapije CAR T-limfoctima jesu veli¢ina Zivih terapijskih stanica,
mikrookoli$ni uvjeti tumorskih stanica, nedostatak antigena, biokompatibilnost i

sterilnost.

5. Terapija CAR T-stanicama predstavlja izuzetno potencijalan oblik lije¢enja tumorskih
oboljenja, no s brojnim nuspojavama kao primjerice sindrom lize tumora i sindrom

otpustanja citokina radi ¢ega je potreban daljnji napredak i razvoj.
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