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POPIS | OBJASNJENJE KRATICA KORISTENIH U RADU:

ALL — akutna limfoblastiCna leukemija

AML — akutna mijeloi¢na leukemija

B-ALL — akutna B-limfoblasti¢na leukemija

BCMA — antigen za sazrijevanje B stanica (eng. B-cell maturation antigen)
BTKi — inhibitori Brutonove tirozin kinaze (eng. Bruton's tyrosine kinase inhibitors)
CCR7 - prema eng. C-C chemokine receptor type 7

CD — prema eng. Cluster of differentiation

CR — potpuna remisija (eng. complete remission)

CRS - sindrom otpustanja citokina (eng. cytokine-release syndrom)

CTL — citotoksiéni T limfocit

DLBCL - difuzni B velikostani¢ni limfom

FDA — Ameri¢ka agencija za hranu i lijekove

KLL — kroni¢na limfocitna leukemija

GM-CSF — prema eng. Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
HLH — hemofagocitna limfohistiocitoza

HSCT - transplantacija hematopoetskih mati¢nih stanica (eng. Hematopoietic stem cell
transplantation)

ICANS - sindrom neurotoksi¢nosti povezan s imunoloskim efektorskim stanicama (eng.
Immune effector cell-associated neurotoxicity syndrome)

IFN-y — interferon gama

IL-12 — interleukin 12

ITAM molekule — prema eng. immunoreceptor tyrosine-based activation motifs
MAH — sindrom aktivacije makrofaga

MCL - limfom plastene zone (eng. mantle cell lymphoma)

MDSC — myeloid-derived suppressor cells

MHC — prema eng. Major histocompatibility complex

NK stanice — prirodno-ubilacke stanice (eng. Natural killer cells)

r/r — prema eng. relapsed/refractory

scFv — jendolanc&ani varijabilni fragment (eng. Single-chain variable fragment)
TAM — prema eng. tumor-associated macrophages

TME — tumorski mikrookolis

TNF — faktor tumorske nekroze

Treg — regulacijske T-stanice

VEGF - prema eng. Vascular endothelial growth factor
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SAZETAK

NASLOV RADA: CAR-T stanicna terapija u hematologiji
AUTOR: Nika Premuz

CAR-T stani¢na (eng. chimeric antigen receptor T-cell) terapija je vrsta adaptivne
staniCne imunoterapije u kojoj se T limfociti genetski modificiraju ex vivo te se potom
vracaju u krvotok pacijenta kako bi prepoznavali i uniStavali tumorske stanice. Radi se
o novom terapijskom pristupu lijec¢enju malignih bolesti koji u pretkliniCkim i kliniCkim
studijama pokazuje odliéne rezultate u lijeCenju hematoloskih malignih bolesti.
Osnovna struktura CAR receptora sastoji se od tri glavhe domene: ektodomene,
transmembranske domene i endodomene. Na temelju grade endodomene, CAR-T
stanice podijeljene su u pet generacija. CAR-T stani¢na terapija ima velik potencijal
Sto potvrduju brojne kliniCke studije i sve veci broj komercijalnih CAR-T stani¢nih

terapija koje je odobrila FDA.

Unato€ tome, postoje brojna ogranicenja u primjeni CAR-T stanica. CAR-T stani¢nu
terapiju prati visoka stopa toksi¢nih ucinaka zbog €ega je potreban dobar probir
pacijenata koji su kandidati za takvu vrstu lijeCenja. Ovaj rad donosi pregled
dosadas$njih spoznaja o CAR-T stani¢noj terapiji te njezinu uporabu u lijeCenju

hematoloskih proliferativnih bolesti.

Kljune rijeci: CAR-T stanice, imunoterapija, hematoonkologija



SUMMARY

TITLE: CAR-T cell therapy in hematology
AUTHOR: Nika Premuz

CAR-T cell therapy is a type of adaptive cell immunotherapy that uses ex vivo
genetically modified T-cells which are administered into the bloodstream in order to
recognize and destroy cancer cells. It is a new therapeutic approach in cancer therapy,
which shows promising results in preclinical and clinical trials when used to treat
haematologic malignancies. The CAR receptor is structurally made of three main
domains: ectodomain, transmembrane domain and endodomain. Based on the
endodomain structure, CAR-T cells can be divided into five distinct generations. CAR-
T cell therapy has great potential, which is confirmed by numerous clinical trials and
an increasing number of FDA approved CAR-T cell therapies. Despite that, CAR-T
cell therapy has a lot of limitations due to its high rate of adverse effects, mainly
toxicities. Thus, the patient selection for that specific treatment should be precisely
defined. This review focuses on CAR-T therapy and its use in the treatment of

haematological proliferative diseases.

Key words: CAR-T cells, imunotherapy, Hemato-Oncology



1. UvVvOD

Incidencija i prevalencija malignih bolesti u svijetu u stalnom su porastu zbog ¢ega ove bolesti

predstavljaju vazan javnozdravstveni i ekonomski problem danas$njice.

Prema podacima Medunarodne agencije za istrazivanje raka (IARC), u 2020. godini
dijagnosticirano je 19,3 milijuna novih slu¢ajeva malignih bolesti uz 10 milijuna novih smrtnih
sluCajeva u svijetu (1). Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) u slijede¢ih 20 godina

predvida porast prevalencije malignih bolesti za ¢ak 60% (2).

Sve vece opterecenje malignim bolestima predstavlja velik izazov modernoj medicini. Uz
kemoterapiju i radioterapiju kao tradicionalne metode lijeCenja maligniteta, razvijaju se i novi

oblici lije€enja.

CAR-T stani¢na (eng. chimeric antigen receptor T-cell) terapija je vrsta adaptivne stani¢ne
imunoterapije u kojoj se T limfociti genetski modificiraju ex vivo te se potom vraéaju u krvotok

pacijenta kako bi prepoznavali i uniStavali tumorske stanice (3).

Adaptivna terapija T stanicama koje izrazavaju kimeri¢ne receptore za antigene ponajvise se
koristi u lije€enju hematoloskih malignih bolesti gdje pokazuje obeéavajuée rezultate, no danas

postoji i sve vise klinickih ispitivanja ove vrste terapije u lije€enju solidnih tumora (4).
U ovome radu naglasak ¢e biti na uporabi CAR-T stanine terapije u hematologiji.

1.1. Tumorska imunost

Zloc¢udni fenotip malignih stanica posljedica je poremecaja regulacije stani¢ne proliferacije,
otpornosti tumorskih stanica na apoptotsku smrt te sposobnosti tumora u izbjegavanju
imunonadzora. Imunolo$ki sustav ima vaznu ulogu u prepoznavanju i unistavanju klonova
transformiranih stanica te u unistavanju vec¢ stvorenih tumorskih procesa. U prilog tome govori
povecéana ucestalost nekih malignih bolesti u imunokompromitiranih bolesnika (5). U&inkovita

imunoreakcija na maligne stanice ukljuuje procese urodene i adaptivne imunosti.

Maligne stanice izrazavaju tumor specificne antigene (TAA) kao i antigene pridruzene tumoru
koje prepoznaju antigen predocne stanice (APC) kao $to su dendriticke stanice. One se,
potaknute tumorskim antigenima, aktiviraju, dolazi do ekspresije CCR7, te potom odlaze u
limfne ¢vorove, gdje putem MHC molekula klase | i Il predoCuju antigene CD4+ i CD8+
limfocitima T. Posredovanjem kostimulacijskih molekula CD40, CD80 i CD86 i sekrecijom
aktivirajucih citokina dolazi do aktivacije T stani€¢nog odgovora. Diferencijacijom naivnih CD8+

stanica T nastaju izvrSne CTL koje prepoznaju specificne TAA u sklopu MHC-I molekula na



malignim stanicama te ih potom ubijaju sekrecijom perforina i granzima. Ubijanjem malignih

stanica oslobadaju se molekule TAA Sto pokrece novi ciklus tumorske imunosti (6).

Vaznost CD4+ pomagackih stanica T u tumorskoj imunosti manje je jasna. Smatra se da one
imaju ulogu u osiguravanju izvora citokina potrebnih za diferencijaciju naivnih CD8+ stanica T
u izvrSne i memorijske CTL. Osim toga, one lu€e TNF i IFN-y koji poti€u izrazaj MHC-I molekula

na malignim stanicama te pospjesuju razaranje malignih stanica posredovano CTL (7).

Osim opisanog adaptivhog imunoloskog odgovora, tumorsku imunost Cine i sastavnice

urodenog imunoloskog sustava — makrofazi, protutijela, NK stanice.

1.2. Izbjegavanje imunosnog odgovora

Unato€ postojanju mehanizama tumorske imunosti, maligne stanice mogu progresivno rasti
Sto upucuje na njihovu sposobnost izbjegavanja imunonadzora (8). Takav progresivan rast
inae imunogenih tumora, Schreiber i suradnici objasnili su konceptom imunouredenja tumora
(engl. tumor immunoediting). Imunosni odgovor djeluje kao selekcijski pritisak koji dovodi do
prezivljavanja i brzeg rasta inacica malignih stanica smanjene imunogenic¢nosti (9). Zbog velike
mitotiCke aktivnosti i genetske nestabilnosti, u malignim stanicama €esto dolazi do tockastih
mutacija i delecija gena koji kodiraju tumorske antigene. Stvaranjem neoepitopa na malignim

stanicama one postaju 'nevidljive' T-stanicnom odgovoru (10).

Osim toga, maligne stanice mogu pokrenuti i aktivnu inhibiciju imunosnog odgovora domacina
djelovanjem PD-1 i CTLA-4 molekula koje pokrec¢u inhibitorne signalne putove u T limfocitima
(11). Istrazivanja su pokazala da i regulacijske T stanice mogu inhibirati imunosni odgovor na
tumor, dok makrofazi pridruzeni tumoru promjenom tumorskog mikrookoliSa inhibiraju T
stani¢ni odgovor (lu¢enjem IL-10 i prostagladnina E,) te poti€u rast i invazivnost malignih

stanica pomoc¢u ¢imbenika angiogeneze (VEGF) (12).

Jo$ jedan od mehanizama supresije T stani€nog odgovora na maligne stanice ukljucuje
supresijske stanice mijeloidnog podrijetla (MDSC) koje lu€e enzime indolaminsku-2,3-
dioksigenazu i arginazu-1 (13). Adekvatna aktivacija T stani¢ne imunosti na maligne stanice
ukljuCuje aktivaciju nekoliko signalnih puteva medu kojima su: TCR posredovano
prepoznavanje antigena na MHC molekuli APC stanica, aktivacija kostimulatornih faktora i
citokinsko signaliziranje. S obzirom da je za veéinsku aktivaciju TCR na T limfocitima potrebno
MHC predocavanje, maligne stanice ¢esto smanje ekspresiju MHC molekula ¢ime izbjegavaju

imunosnom prepoznavanju od strane domacina (14).



2. POVIJEST | RAZVOJ CAR-T STANICNE TERAPIJE

CAR-T stani¢na terapija koristi mehanizme adaptivne imunosti, s time da se T limfociti izolirani
iz pacijenta genetski modificiraju in vitro kako bi prepoznavali i ubijali maligne stanice. Ova
terapija prvo se pocela koristiti u hematoloskim malignim bolestima gdje je postigla dobre
rezultate Sto dovodi do komercijalne primjene CAR-T stanica (15). CAR-T koje su ciljale CD-
19 antigen na malignim B-limfocitima u relapsno/refraktornim B-limfoproliferativnim klonalnim
poremecajima, pokazale su kompletni odgovor kod 40 do 54%, 67 i 69-74% u relapsno-

refraktornom agresivnom B-NHL, limfomima plastene zone i indolentnim limfomima (16)

FDA je 2017. godine prvi put odobrila komercijalnu CAR-T stani¢nu terapiju (Kymriah) za
ljeCenje B-ALL (17).

Razvoj CAR-T tehnologije pocinje 1989. godine kada su Gross i suradnici (18) konstruirali
imunoglobulin-TCR kimeri¢ni receptor koji je imao funkciju antigenskog prepoznavanja i
pokretanja T-stani¢ne aktivacijske kaskade. Nakon toga Eshar i suradnici (19) zamijenili su
TCR sa antigen-specificnim jednolan€anim varijabilnim fragmentom (scFv) kojeg su spojili s
CD3¢ lancem te tako postigli uspjesSno antigen-specificno prepoznavanje preko scFv

fragmenta i aktivaciju T stanica koje je neovisno o MHC molekulama (slika 1) (14) .

Tumorska Tumorska
stanica stanica

Tumorski

MHC antigen

Citotoksicne
* molekule

i Citotoksicne

Ko-stimulacijski' # 3
K molekule scFv

faktor Tumorski
x antigen

- TCR-CD3

CTL stanica CAR-T stanica

Slika 1. Mehanizmi antigen-specificnog prepoznavanja kod CTL i CAR-T stanica. CTL stanice
prepoznaju tumorske antigene prezentirane na MHC kompleksu preko TCR-CD3 kompleksa te uz
pomo¢ ko-stimulacijskih faktora. S druge strane, CAR-T stanice prepoznaju tumorske antigene scFv
fragmentom, bez sudjelovanja MHC molekula. Preuzeto i prilagodeno iz Chen i sur., 2022.



2.1. Grada CAR receptora

Osnovna struktura CAR receptora sastoji se od tri glavne domene: ektodomene,

transmembranske domene i endodomene (slika 2).

2.1.1. Ektodomena

Ekstracelularnu domenu ili ektodomenu €ine signalna antigen-specificna regija, spojnica i
razmaknica. Antigen-specifi¢nu regiju ¢ini scFv fragment koji se sastoji od varijabilnih dijelova
lakih i teSkih lanaca antigen-specificnih imunoglobulina koji su medusobno povezani
fleksibilnom spojnicom. Razmaknica (engl. hinge region) ima ulogu veze i prijenosa signala na
transmembransku domenu. Sve ekstracelularne strukture osiguravaju fleksibilnost i afinitet

vezanja tumorskih antigena (20).

2.1.2. Transmembranska domena

Transmembranska domena gradena je od hidrofobnog alfa heliksa koji ulazi u stani¢nu

membranu. Ova domena odreduje stabilnost samog receptora (20).

2.1.3. Endodomena

Intracelularna domena ili endodomena zaduzZena je za prijenos aktivacijskih i ko-stimulacijskih
signala i pokretanje unutarstani¢nih signalnih puteva. Grada endodomene klasificira CAR
stanice u pet generacija. Sve generacije sadrze CD3( lanac koji se sastoji od tri ITAM molekule
(20).



/ Spojnica

scFv Ekstracelularna
antigen-specificna
regija

Razmaknica

Transmembranska 4[ _—
domena —

Intracelularna
I domena

Slika 2. Grada kimeri¢nog antigenskog receptora (CAR). Preuzeto i prilagodeno iz Sadowski i sur.,
2022.

2.2. Generacije CAR-T stanica

Na temelju grade endodomene CAR-T stanice podijeljene su u pet generacija. Ektodomena i

transmembranska domena iste su grade u svim generacijama (slika 3).

2.2.1. Prva generacija

Endodomena prve generacije CAR-T stanica sastoji se od {-lanca CD3 molekule s tri para
ITAM podijedinica. Ova generacija nije postigla zadovoljavaju¢e terapijske rezultate zbog
neadekvatne signalizacije i kratkog prezivljenja. UnatoC loSim rezultatima, prva generacija

pokazala je velik potencijal ove terapije (21).

2.2.2. Druga generacija

Drugoj generaciji dodana je jedna kostimulatorna molekula u intracelularnu regiju ¢ime je
pojacan antitumorski ucinak. Kostimulatorne molekule kao Sto su 4-1BB (CD137), CD28,
OX40 i druge inducibilne kostimulatorne molekule pokre¢u intracelularne signalizacijske
puteve (JFK, ERK i NF-kB) u T limfocitima te tako pospjeSuju proliferacijski i citotoksic¢ni
potencijal CAR-T stanica. U proizvodnji druge generacije koristi se retrovirusni vektoriski
transfer koji prenosi ograni¢ene fragmente gena $to ograni€ava potencijal druge generacije
CAR-T stanica (22).



2.2.3. TreCa generacija

Treéa generacija gradena je od dvije kostimulatorne molekule u intracelularnoj regiji te koristi
lentivirusni vektorski transfer koji prenosi veée fragmente gena u T stanice. Ipak, studije nisu
pokazale znacajno bolje rezultate Sto govori u prilog hipotezi o postizanju praga u aktivacijskoj
signalizaciji ITAM molekula (23).

2.2.4. Cetvrta generacija

Cetvrta generacija naziva se jo$ i TRUCKs (T cell redirect for universal cytokine mediated-
killing). Ova generacija dizajnirana je na osnovi druge generacije uz dodatak gena za citokine
i transkripcijskih faktora NFAT te time moze otpustati transgeniéni citokin IL-12. IL-12 inducira
proizvodnju IFN-y, perforina i granzima u T-stanicama te inhibira proliferaciju Treg stanica.
Time se pojaCava antitumorska imunost T stanica i umanjuju efekti tumorskog izbjegavanja
imunosti (24).

2.2.5. Peta generacija

Peta generacija takoder je dizajnirana na temelju druge generacije s dodatkom intracelularne
domene citokinskog receptora (IL-2RB) koja aktivira signalne puteve JAK i STAT3/5. Ova

generacija joS se istrazuje (25).

Prva Druga Treca Cetrvta Peta
generacija generacija generacija generacija generacija

Mt o LSS
‘‘‘‘‘‘

prsstssssssssssss D+ s es
....................

CD28 CD28
IL-12

4-1BB Inducer

CD3¢ CD3¢

s STAT3/5

Slika 3. Struktura CAR receptora i generacije CAR-T stanica. Preuzeto i prilagodeno iz Umut i sur.,
2021.



2.3. Mehanizam djelovanja

Mehanizam djelovanja CAR-T stani¢ne terapije temelji se na povezivanju scFv domene CAR
receptora i ciljnog antigena koji se nalazi na povrsini tumorskih stanica. Ovo povezivanje
neovisno je o MHC molekulama. Nakon toga, dolazi do formiranja netipi¢ne imunolo3ke
sinapse (IS) koja je preduvjet za antitumorske izvréne funkcije CAR-T stanica . CAR-T stanice,
u usporedbi s klasiénim TCR T stanicama, stvaraju jacu imunoloSku sinapsu (26).
Antitumorska aktivnost CAR-T stanica uklju€uje citolitiCku aktivnost posredovanu perforinima i
granzimima te Iluenjem citokina (IL-2, IFN-y, TNF-a) s antitumorskom aktivhoséu.
Antitumorska aktivnost odvija se i putem TRAIL molekula (eng. TNF-related apoptosis-
inducing ligand) koje se vezu za receptore smrti (DR4, DR5) smjeStene na tumorskim
stanicama te dovode do lize tumorskih stanica. Ovaj proces predstavlja tzv. efekt presatka
protiv tumora (eng. graft vs. tumor effect). Osim navedenih, CAR-T stanice iskoriStavaju Fas i
FasL signali put kojima uniStavaju tumorske stanice. Fas i FasL signalni put zapocinje
trimerizacijom Fas receptora koja rezultira aktivacijom kaspaze 8 i pro-kaspaze 8 koje tvore
DISC (eng. death-inducing signaling complex). Aktivirana kaspaza 8 zatim pokreée nizvodnu
signalnu kaskadu koja pretvara pro-kaspazu 3 u zrelu kaspazu 3 koja posreduje u aktivaciji

apoptotske smrti (27).



3. PROIZVODNJA | KLINICKA PRIMJENA CAR-T STANICA

Proizvodnja CAR-T stanica podrazumijeva individualiziran pristup i dizajn CAR receptora sa
tumor-specificnim scFv fragmentima s time da sam postupak proizvodnje CAR-T stanica slijedi
standardizirane protokole koji uklju€uju kontrolu kvalitete nakon svakog koraka proizvodnje
(28).

Prvi korak je tzv. leukafereza, odnosno prikupljanje periferne krvi i izdvajanje leukocita iz
periferne krvi koja mozZe biti od samog pacijenta (autologno), zdravog donora (alogeni¢no) ili
krv iz pupkovine (29). Potom se T limfociti izdvajaju od ostalih leukocita uporabom kuglica
obloZenih anti-CD3 ili anti-CD28 monoklonskim protutijelima te se faktorima rasta (I1L-2, IL-7 ili
IL-15) inducira aktivacija i rast izdvojenih T limfocita (30).

Nakon toga, slijedi prijenos genetskog materijala koji kodira CAR receptor u dobivene T
limfocite. Metode prijenosa genetskog materijala se s obzirom na koriSteni vektor mogu
podijeliti na metode koje koriste virusni vektor i one koje ne koriste virusne vektore. Kao virusni
vektori koriste se lentivirusi, retrovirusi i adenovirusi (20). Oni pomocu reverzne transkriptaze
prevode RNA u DNA koja se integrira u genom T stanica i kodira CAR receptore. Ovaj
mehanizam omogucuje vrlo brz i efikasan prijenos genetskog materijala, medutim virusni
vektori predstavljaju i moguéu sigurnosnu opasnost (31). Nezeljene posljedice i ograniCenja
ove metode su moguénost karcinogeneze i toksicnost uzrokovane insercijskim mutacijama.
Kako bi se izbjegli ovi nezeljeni uginci, u primjenu su usle metode koje ne korisne virusne
vektore kao $to su mRNA transfekcija i uporaba transpozona. NajceS¢e koriSteni transposoni
su Sleeping Beauty (SB) i PiggyBac transpozoni koji omogucuju sigurniji vektorski transfer
genetskog materijala (32). CAR-kodirajuée mRNA molekule takoder omogucuju prijenos
genetskog materijala i proizvodnju CAR-T stanica s antitumorskom aktivno$éu. Prednosti ne
virusnih metoda su bolja integracija transduciraninh gena zbog slabije promotorske aktivnosti
(33), niza stopa epigenetskih promijena te manja cijena samog postupka (34), dok su
negativne strane: potreba za veéim brojem tranfuzija, moguénost migracije transpozona te

mogucnost mutageneze (35).

Tako proizvedene T stanice s ekspresijom CAR receptora na stani¢noj membrani se umnazaju

u bioreaktorima do zeljenog volumena stanica koji se potom daje pacijentu intravenski (36).

Infuzija CAR-T stani¢ne terapije slijedi 48 do 96 sati nakon limfodeplecijske kemoterapije.
Svrha limfodeplecijske kemoterapije je smanjenje broja endogenih limfocita te posljedi¢no
povecanje dostupnosti cirkulirajucih citokina kao sto su IL-15, IL-7, IL-2 koji stimuliraju JAK-

STAT posredovanu aktivaciju i diobu infundiranih CAR-T stanica (37). Brojne studije pokazale



su bolje rezultate primijene CAR-T stani¢ne terapije u pacijenata koji su pro$li limfodeplecijski
kemoterapijski protokol u usporedbi s pacijentima koji nisu (38).

Nakon primjene CAR-T stani¢ne terapije, pacijent ostaje jo$ nekoliko dana hospitaliziran radi
praéenja i intervencije u slu€aju pojave nezeljenih nuspojava. Cijeli proces proizvodnje i
primjene CAR-T stani¢ne terapije traje oko 3 tjedna gdje najveci dio vremena otpada na proces
pripreme CAR-T stanica (4).
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Prikupljanje perifernih
limfocita

CAR CAR-T
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Slika 4. Shematski prikaz temeljnih principa CAR-T stani¢ne terapije. Preuzeto i prilagodeno iz Chen i
sur., 2022.
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4. KLINICKA PRIMJENA CAR-T STANICNE TERAPIJE U
HEMATOLOGJI

CAR-T stani¢na terapija naj¢eSce se koristi u lijeCenju hematoloSkih malignih bolesti.

Molekula CD19 na limfocitima B najeS¢a je cilina molekula koja sluzi kao ciljni antigen CAR-
T stani¢ne terapije, ova meta koristi se u lije¢enju limfoma i akutne limfoblasti¢ne leukemije
(ALL) (39). Osim ovih, CAR-T stani¢na terapija primjenjuje se u lije¢enju i drugih hematoloskih
bolesti.

4.1. CAR-T stani¢na terapija u lijeCenju akutne limfoblasti¢ne leukemije (ALL)

ALL nastaje malignom proliferacijom prekursorskih B ili T limfocita u kostanoj srzi. Radi se o
naj¢escoj vrsti leukemije djecje dobi (40). U djece se najCesce javlja T-ALL, dok je kod odraslih
C¢eSc¢a B-ALL uz znacajno loSiju prognozu kod pojave u odrasloj dobi (41). Kemoterapijski
protokoli su uobiCajena terapija za ALL uz mogucénost alogeni¢ne transplantacije

hematopoetskih mati¢nih stanica kod visokorizi¢nih pacijenata (42).

CAR-T stani¢na terapija pokazala je vrlo dobre rezultate u lije€enju ALL-a, osobito CAR-T
stanice s CD19 antigenskom specificno$¢u s obzirom na to da je CD19 biomarker izrazen na
B stani¢nim linijjama. CD19 je transmembranski glikoprotein ukljuéen u B-stani¢nu aktivaciju
te je izrazen i na prekursorskim stadijima B stani¢ne linije (43). Zbog dobrih rezultata u klini¢kim
studijama, 2017. godine je FDA odobrila CAR-T stani¢ni proizvod Kymriah koji cilia CD19
molekulu za lije¢enje B-ALL. Ova terapija pokazuje ukupnu stopu remisije od 81% kod djece i
mladih odraslih s relapsno/refrakternom akutnom B-ALL (r/r B-ALL) (44).

Drugi potencijalni cilini antigen je molekula CD20 te brojne studije istrazuju ucinke
kombiniranih CAR-T stani¢nih terapija (45). S druge strane, u lijecenju T-ALL, terapija koja cilja
molekulu CD19 nije pokazala dobre rezultate te se ovdje istrazuju terapije koje ciljaju molekule
CD5 i CD7 (39).

CAR-T stani¢na terapija u pedijatrijskoj populaciji moze odrzati kompletnu remisiju u B-ALL,

bez potrebe za konsolidacijskom alogeni¢nom transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica.

U odrasloj populaciji B-ALL pacijenata, konsolidacija alogeni¢nom transplantacijom
krvotvornih perifernih mati¢nih stanica od HLA-identi€nog darivatelja, preporucuje se ukoliko

je odrzana kompletna remisija nakon CAR-T stani¢ne terapije (46).
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4.2. CAR-T stani¢na terapija u lijeCenju kroni¢ne limfocitne leukemije (KLL)

KLL je B-stani¢na limfoproliferativna bolest karakterizirana klonalnim B-limfocitima koji se
nakupljaju u kostanoj srzi, perifernoj krvi, slezeni te limfnim ¢vorovima (47). U lije€enju B-KLL
koristi se ciljana terapija inhibitorima Brutonove tirozin kinaze, potom BCL inhibitori,
imunokemoterapija te monoklonalna protutijela usmjerena na CD20 B limfocite. (48). Unato¢
brojnim dostupnim terapijama, KLL je i dalje neizljeCiva bolest. Danas postoje brojne uéinkovite
terapije u lijeCenju B-KLL zbog &ega veliki dio pacijenata nema indikaciju za stani¢nom

terapijom ili alogeni€énom transplantacijom.

CAR-T stani¢na terapija istraZzuje se kod pacijenata s relapsnom ili refrakternom KLL gdje se
kao ciljna molekula koristi CD19. Ipak, stani¢na terapija pokazuje znatno loSije rezultate u
lije€enju KLL-a u usporedbi s rezultatima lije€enja ALL-a ili DLBCL. U odluci o lije¢enju B-KLL

CAR-T stani¢nom terapijom, postoji nekoliko izazova koje treba razmaotriti.

Kako je B-KLL bolest starije zivotne dobi, treba uzeti u obzir brojne komorbiditete pacijenata i
imunodeficijenciju. CAR T stani¢na terapija moze imati pojacanu neurotoksi¢nost kod KLL

pacijenata starijinh od 65 godina.

Kod pacijenata sa B-KLL mozZe doc¢i do takozvane imunosubverzije/smanjenog odgovora
CAR-T stani¢nog produkta (49)

Prema istrazivanju Geyera i suradnika, ukupna stopa odgovora na lijeéenje CAR-T staniénom
terapijom bila je 38%, dok je stopa kompletne remisije bila 25% te medijan prezivljenja 17
mjeseci (50). Unatol loSim rezultatima u lijeCenju KLL-a, novija istrazivanja prepoznaju
potencijal CAR-T stani¢ne terapije kao konsolidacijske terapije kod pacijenata s parcijalnom
remisijom (51). To se posebno odnosi na pacijente koji su rezistentni/intolerantni na Bruton

tirazne inhibitore, ili venetoklaks.

U skupini pacijenata s B-KLL i dell7 ili p53 mutacijom, ili nemutiranim teSkim lancem
imunoglobulina, dosadasnji terapijski pristupi nisu donijeli zadovoljavajuée trajanje odgovora.
Razmatra se ba$ ta skupina pacijenata kod koje bi bilo u€inkovitije ponuditi CAR-T stani¢nu

terapiju u ranijim linijama lije€enja uz uspjesnije sakupljanje T-limfocita (49).

11



4.3. CAR-T stani¢na terapija u lijeCenju Richterovog sindroma

Richterov sindrom predstavlja zloéudnu preobrazbu KLL-a u difuzni velikostani¢ni B-limfom
(DLBCL). Ova bolest ima vrlo agresivan tijek i loSu prognozu s medijanom prezivljenja od 5 do
8 mjeseci (52). Terapijske opcije kod ove bolesti su vrlo ograni¢ene, a ukoliko se postigne
zadovoljavajuci terapijski odgovor na sistemsku (imuno)kemoterapiju, kod mladih pacijenata

je indicirana alogeni¢na transplantacija hematopoetskih mati¢nih stanica (53).

U dosadasnjim kliniCkim istrazivanjima u kojima je mali broj pacijenata s Richterovim
sindromom lije€en CAR-T stani€énom terapijom, heterogeni su terapijski odgovori. Dio
pacijenata je postigao kompletnu remisiju, dok je kod ostalih odgovor bio djelomi¢an, a dio ih

je zbog komplikacija lije¢enja imalo smrtni ishod (54).

Unato¢ ohrabrujuéim rezultatima malobrojnih studija koje istraZzuju uinke CAR-T stani¢ne
terapije u lije¢enju Richterovog sindroma, valja naglasiti kako je potrebno provesti jos studija

na ve¢em broju pacijenata (39).

4.4. CAR-T stani¢na terapija u lije€enju limfoma

Glavni oblici limfoma su Hodgkinova bolest i ne-Hodgkinovi limfomi T i B fenotipa.

Difuzni velikostani¢ni B-limfom (DLBCL) najceS¢a je vrsta ne-Hodgkinovog limfoma te Cini
40% svih limfoma (55). Za lije€enje relapsno/refraktornog DLBCL-a prvo je odobrena CD19
specificna CAR-T stani¢na terapija Kymriah (56).

U ZUMA studiji, pacijenti s refrakternim DLBCL-om lijeCeni su CD19 CAR-T stani¢nom
terapijom (Yescarta) te je stopa kompletne remisije bila 58%, uz 28% pacijenata s parcijalnom
remisijom (56). Zbog dobrih rezultata lijeCenja, FDA je 2017. godine odobrila Yescartu u
lieCenju DLBCL-a (57). U lije€enju refrakternin B-limfoma (DLBCL, folikularni limfom, B-
stani¢ni limfom visokog stupnja, medijastinalni B-stani¢ni limfom) u uporabi je i nedavno
odobrena CAR-T stani¢na terapija Breyanzi (58). Sve CAR-T stani¢ne terapijske opcije su, za
sada, CD19 specificne sto otvara mogucnost istrazivanju novih potencijalnih ciljnih molekula
(59).
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4.5. CAR-T stani¢na terapija u lijeCenju multiplog mijeloma

Multipli mijelom (MM) je zlocudna bolest B-stanine loze kod koje dolazi do proliferacije
monoklonskih plazma stanica u koStanoj srZi. Posljedicno dolazi do disfunkcije
hematopoetskih stanica koStane srZi i osteoblasta te do hiperprodukcije nefunkcionalnih
imunoglobulina, tzv. monoklonskih proteina (M-protein). Terapija multiplog mijeloma ukljucuje
inhibitore proteasoma (bortezomib, iksazomib, karfilzomib), imunomodulatore (lenalidomid,
talidomid), monoklonalno protutijelo (daratumumab), sistemsku kemoterapiju, autolognu
transplantaciju  krvotvornih mati¢nih stanica (kod pacijenata visokog rizika tandem
transplantacija), a kod mladih pacijenata dolazi u obzir i alogeni¢na transplantacija krvotvornih

mati¢nih stanica (60).

Prvi antigen za sazrijevanje B-stanica (BCMA) kojeg cilia CAR-T stanica, prou¢avan je u
ljeCenju MM jo$ 2013. godine.

BCMA je protein dominantno izrazen na povrsini terminalno diferenciranih B-limfocita,
odnosno stanica multiplog mijeloma, a vazan je za razvoj B-limfocita i autoimuni odgovor.
Pripada obitelji faktora tumorske nekroze. BCMA je identificiran kao obec¢avajuca meta za
CAR-T u lije€enju MM.

Dvije FDA odobrene CAR-T stani¢ne terapije, ide-cel i cilta-cel, pokazuju terapijski odgovor u
refraktornom MM, ali i izrazenu hematoloSku, infektivnhu i neuroloSku toksiénost. CAR-T
stani€na terapija odobrena je od FDA za lije€enje relapsno/refraktornih MM koji su lije€eni sa
najmanje Cetiri linije terapije, a koje ukljuCuju inhibitor proteasoma, imunomodulator,
monoklonalno protutijelo. Studije pokazuju obecavajuce rezultate sa stopama odgovora preko
80% (61). Nedavno je FDA odobrio prvu anti-BCMA CAR-T stani¢nu terapiju (Abecma) za

liie€enje refrakternog multiplog mijeloma (62).

U lijeCenje se takoder istrazuju i ne-BCMA mete za CAR-T poput transmembranskog receptota
GPRC5D ili CS1 na MM stanicama.

Alogeni¢na CAR-T stani¢na terapija takoder donosi odredene mogucnosti lije€enja pacijenata
s MM, ali potrebno je jo$ prac¢enja kako bi se odabrao najuncikovitiji terapijski pristup sa §to

manjom toksi¢noscu.

Razmatra se i uvodenje CAR-T stanine terapije u ranije linije lijeCenja MM (63).
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4.6. CAR-T stani¢na terapija u lijeCenju akutne mijeloicne leukemije (AML)

Akutna mijeloi¢na leukemija je zloéudna bolest mijeloidne loze koja se o€ituje pojavom blasta
u perifernoj krvi, a uglavnom nastaje zbog genetskih mutacija (64). UobiCajena terapija
ukljuCuje kemoterapiju i HSCT. Glavno ograni¢enje primjene CAR-T stani¢ne terapije u
ljeCenju AML-a je nedostatak ciljne molekule, s obzirom na to da je vecina mijeloi¢nih antigena
izrazena i na normalnim hematopoetskim mati¢nim i progenitornim stanicama u kostanoj srzi.
Cilj kod lije€enja CAR-T stanicama je pronaci odgovarajucu ciljnu molekulu koja je izraZzena na
malignim stanicama, a nije izrazena na ostalim stanicama kako bi se postigao terapijski
odgovor uz Sto manju toksi¢nost. Potencijalne ciljne molekule u lije€enju AML-a su Lewis Y
antigen, CD123, CD33, CLL-1, no rezultati studija nisu pokazali dobar terapijski odgovor
(65,66).

U tijeku su istrazivanja u kojima se koristi terapija s kombiniranim ciljnim molekulama koje
ukljuCuju sofisticiranije CAR-T stanice nove generacije, TCR-T i CAR-NK terapiju koja bi

povezala leukemijski mikrookolis, ciljane nove antigene i alogenicni pristup (67).
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5. FDA ODOBRENE CAR-T STANICNE TERAPIJE

5.1. Axicabtagene Ciloleucel (YESCARTA™)

Axicabtagene Ciloleucel (axi-cel; YESCARTA™) je prva FDA odobrena CAR-T stani¢na
terapija (2017). Proizvodac je tvrtka Kite Pharma, a radi se o autolognim genetski modificiranim
T stanicama koje izraZavaju CAR receptor specifi€an za CD19 molekulu (68). Yescarta je
odobrena u lije€enju B-stani¢nih ne-Hodgkinovih limfoma u odraslih nakon dvije ili viSe linija
sistemske (imuno)kemoterapije. Ova terapija odobrena je na temelju multicentri¢ne kliniCke
studije (ZUMA-1; NCT02348216) u kojoj je sudjelovalo 108 pacijenata s refraktornim difuznim-
B-velikostani¢nim NHL. Rezultati studije pokazali su ukupnu stopu odgovora (ORR) od 83%,
uz 58% kompletnih remisija. ZapaZzene nuspojave gradusa 3 prisutne u >10% pacijenata
ukljucivale su vrucicu, febrilnu neutropeniju, encefalopatiju, CRS, hipoksiju, hipotenziju. 25%
pacijenata imalo je teSke nuspojave kao Sto su neurotoksiCnost, CRS, teSke infekcije i
citopenije te je u nekoliko slu€ajeva nastupio smrtni ishod. Medijan ukupnog prezivljenja bio je

25,8 mjeseci, a petogodisnje prezivljenje bilo je 43% (69).

Nakon ohrabrujué¢ih rezultata ZUMA-1, nastavleno je sa ZUMA-7, medunarodnim
randomiziranim istrazivanjem faze 3 u kojoj je axi-cel usporedivan sa standardnim drugim

linijama lije€enja ranih relapsnih ili refraktornih DLBCL.

ZUMA-7 je ukljucila 180 pacijenata sa DLBCL, od kojih je 77% imalo stadij Il ili viSi bolesti, a
74% pacijenata su bili i primarno refraktorni. U vremenu pracenja od 25 mjeseci, ukupno je
odgovorilo 83% pacijenata, a 65% pacijenata je postiglo kompletnu remisiju. lako je kod 91%
pacijenata uocen nezeljeni dogadaj stupnja 3 ili viSi, zabiljezena je 1 smrt vezana uz CAR-T
(16).

5.2. Tisagenlecleucel (KYMRIAH™)

Tisagenlecleucel (KYMRIAH™) od proizvodaca Novartis, druga je FDA odobrena CAR-T
stani¢na terapija (odobrena 2018. godine). Kymriah je takoder anti-CD19 terapija te je
odobrena za lijeCenje r/r B-stani¢nih limfoma (DLBCL, B-limfom visokog gradusa i DLBCL
nastao iz folikularnog limfoma) u odraslih nakon dvije ili viSe linija sistemske terapije.
Odobrenje ove terapije temelji se na fazi Il otvorene, multicentralne klini¢ke studije (JULIET;
NCT02445248) (70).

15



5.3. Brexucabtagene Autoleucel (TECARTUS™)

Brexucabtagene Autoleucel (TECARTUS ™) odobrena je 2020. godine za lije€enje r/r limfoma
plastene zone (mantle cell lymphoma, MCL) u odraslih. Radi se takoder o CD19 specificnoj
terapiji. Odobrenje se temeljilo na otvorenoj, multicentralnoj klinickoj studiji (ZUMA-2;
NCT02601313) provedenoj na 74 pacijenata s dijagnozom MCL koji su prethodno primili
kemoterapiju, anti-CD20 antitijela i inhibitor Brutonove tirozin kinaze. Rezultati su pokazali
stopu odgovora 87% uz stopu kompletne remisije od 62%, ali uz visoku stopu nuspojava te
pojavu CRS-a i neurotoksi¢nosti zbog Cega je FDA izdala upozorenje (71). 2021. godine

Tecartus je odobren i za lije€enje r/r B-stani¢ne ALL kod odraslih (72).

5.4. Lisocabtagene Maraleucel (BREYANZ| ™)

Lisocabtagene Maraleucel (BREYANZI™), proizvoda¢a Juno Therapetucis, odobren je od
FDA 2021. godine za lije€enje odraslih pacijenata s r/r velikostani¢nim B-limfomom nakon dvije
ili viSe linija sistemske terapije. Breynazi je takoder CD19 specificna CAR-T stani¢na terapija

s vrlo sli¢nim rezultatima studija kao i prethodne FDA odobrene terapije (73).

5.5. Idecabtagene Vicleucel (ABECMA™)

Idecabtagene Vicleucel (ABECMA™) odobren je 2021. godine za lijeCenje r/r multiplog
mijeloma u odraslih nakon provedene Cetiri ili viSe linije terapije medu kojima su terapija anti-
CD38 monoklonskim protutijelima, imunomodulatorima i inhibitorima proteasoma. Radi se o
autolognim genetski modificiranim T-limfocitima koji izrazavaju CAR receptor specifican za
BCMA antigen. U multicentralnoj studiji (NCT03361748), 127 pacijenata s r/r multiplim
mijelomom koji su prethodno primili minimalno 3 linije antimijelomske terapije lijeCeno je
Abecma terapijom. Rezultati su pokazali stopu ukupnog odgovora od 72% uz stopu kompletne
remisije od 27%. NajCeSée opazene nezeljene reakcije na terapiju bile su CRS,
neurotoksi¢nost, sindrom aktivacije makrofaga, citopenija. Uz to, opazene su i nuspojave kao

Sto su infekcije, umor, hipogamaglobulinemija i muskuloskeletna bol (74).

5.6. Ciltacabtagene Autoleucel (CARVYKTI ™)

Ciltacabtagene Autoleucel (CARVYKTI ™) je CAR-T stani¢na terapija proizvodaca Janssen
Biotech, Inc. koja je 2021. godine odobrena za lije€enje r/r multiplog mijeloma u odraslih.

Carvykti terapija je, kao i prethodno navedena, anti-BCMA CAR-T stani¢na terapija. Ova
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terapija je u klinikim studijama pokazala stopu ukupnog odgovora od 97,9% kod pacijenata s

multiplim mijelomom. Spektar nuspojava sli¢an je kao i u prethodno navedenoj terapiji (75).

Tablica 1. FDA odobrene CAR-T stani¢ne terapije

CAR-T stanicni Ciljna

proizvod molekula

Indikacije

Vrijeme

odobrenja

Mjesto

Cijena’

Axicabtagene CD19
ciloleucel

(Yescarta)

Tisagenlecleucel CD19

(Kymriah)

Brexucabtagene CD19

(Tecartus)

Lisocabtagene CD19
maraleucel

(Breynazi)

Idecabtagene BCMA
vicleucel
(Abecma)

Ciltacabtagene BCMA
autoleucel
(Carvykti)

DLBCL; RRFL

B-ALL; DLBCL

rir MCL

DLBCL

rir MM

rir MM

2017.

2017.

2020.

2021.

2021.

2022.

SAD

SAD

SAD

SAD

SAD

SAD

373.000 USD

475.000 USD

373.000 USD

410.000 USD

437.000 USD

460.000 USD

*prikazane cijene odnose se na sve troSkove terapije za jednog pacijenta u SAD-u (14)

Prema: Chen L, Xie T, Wei B, Di DL. Current progress in CAR-T cell therapy for tumor treatment

(Review). Vol. 24, Oncology Letters. 2022. doi: 10.3892/0l.2022.13478
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6. OGRANICENJA CAR-T STANICNE TERAPIJE

CAR-T stani¢na terapija ima velik potencijal $to potvrduju brojne klinicke studije i sve veci broj
komercijalnih CAR-T staniénih terapija koje je odobrila FDA. Unato¢ tome, postoje brojna
ograniCenja u primjeni ove terapije. Sve FDA odobrene CAR-T stani¢ne terapije izazivaju
znacajan broj neZeljenih nuspojava koje mogu rezultirati ozbiljnim narusenjem zdravlja (76).
Osim toga, terapijski u€inak terapije moze biti ograni¢en slabljenjem antitumorske aktivnosti u

Cijem procesu sudjeluje vise mehanizama.

6.1. Gubitak antigena

Maligne stanice imaju sposobnost gubitka ciljnog antigena na povrSini stanica sto im
omogucuje izbjegavanje imunosnog odgovora i razvoj rezistencije na CAR-T stani¢nu terapiju.
Vrlo ¢esto CAR-T stani¢na terapija inicijalno pokazuje visoku stopu odgovora, ipak odreden
dio pacijenata s vremenom razvija rezistenciju zbog parcijalnog ili kompletnog gubitka ciljnog
antigena na povrsini tumorskih stanica. KliniCke studije su pokazale da, iako 70-90%
pacijenata s r/r AML pokazuje dobar i dugorocan terapijski odgovor na CD19 specificnu CAR-
T stani¢nu terapiju, pracenjem pacijenata koji su razvili rezistenciju, dokazano je da u 30-70%
njih dolazi do gubitka CD19 antigena (77,78). Sli¢no je primije¢eno i kod pacijenata s multiplim
mijelomom kod kojih dolazi do rezistencije zbog gubitka ciljinog antigena BCMA (79).
Potencijalne strategije kojima bi se izbjegao razvoj rezistencije temelje se na razvoju CAR-T
stanica koje imaju viSe od jedne ciljne molekule. To se mozZe postic¢i razvojem stanica s vise

CAR molekula ili s tandem CAR molekulom koja je gradena od viSe scFv fragmenata (80).

6.2. On-target off-tumor efekt

On-target off-tumor efekt nastaje kada normalna tkiva eksprimiraju isti antigen koiji sluzi kao
meta CAR-T stanicama. U tom procesu CAR-T stanice pokrec¢u imunosni odgovor protiv
zdravih tkiva Sto rezultira toksi¢nim ucinkom. Ovaj efekt Cesto je prisutan u lijecenju solidnih
tumora, a potencijalno rieSenje kojim bi se izbjegao on-target off-tumor efekt nalazi se u
proizvodnji CAR-T stanica koje ciljaju posttranslacijske modifikacije antigena koje su
prekomjerno izrazene na povrsini stanica solidnih tumora kao $to su Tn (GalNAcal-O-Ser/Thr)
sialyl-Tn (STn) (NeuAca2—-6-GalNAcal-O-Ser/Thr) (81).
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6.3. Imunosupresivni mikrookoli$

Tumorski mikrookoli§ (TME) mogu infiltrirati stanice koje djeluju imunosupresivno kao Sto su
MDSC stanice (eng. myloid-derived suppressor cells), T reg stanice i makrofagi povezani s
tumorom (TAM) (82). Ove stanice proizvode citokine, kemokine i faktore rasta koji potiCu rast
tumora te aktivacijom inhibitornih signalnih puteva PD-1 i CTLA-4 djeluju imunosupresivno
¢ime smanijuju terapijski u€inak CAR-T stanica. Slaba ekspanzija i kratkotrajan Zivotni vijek
CAR-T stanica glavni su razlozi slabog terapijskog odgovora na CAR-T stani¢nu terapiju.
Pretpostavlja se da su upravo ko-inhibitorni putevi odgovorni za gubitak izvrdnih funkcija CAR-
T stanica (83) te bi kombinirana imunoterapija CAR-T stanicama i inhibitorima kontrolnih
to¢aka (PD-1/PD-1L blokatori) mogla pruziti jak imunosni odgovor s odrzanom funkcijom CAR-
T stanica. Klini¢ka studija provedena na 14 djece s r/r B-ALL koji su lijec¢eni kombinacijom PD-
1 blokatora i CD19 CAR-T staniénom terapijom u Children’s Hospital of Pennsylvania,
pokazala je poboljSanu postojanost CAR-T stanica i bolji terapijski uc€inak (84). Osim ovih,
istraZzuju se i druge potencijalne strategije kojima bi se prevladao imunosupresivan ucinak

tumorskog mikrokolisa (85)

6.4. Infiltracija CAR-T stanica u ciljna tkiva

Lije€enje solidnih tumora CAR-T stani¢nom terapijom je, za razliku od hematolo$kih bolesti,
ograni¢eno sposobnos¢u CAR-T stanica da prodru i infiltriraju tumorsko tkivo zbog postojanja
imunosupresivnog tumorskog mikrookoli$a i tumorske strome koja djeluje kao fizicka barijera
prolasku CAR-T stanica. Jedna od strategija kojom bi se prevladalo ovo ogranienje je lokalna
primjena CAR-T stanica direktno u tumor. Lokalna primjena osim §to olak$ava infiltraciju u

tumorsko tkivo, umanjuje i toksiénost uzrokovanu on-target off-tumor efektom (86)
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A. Antigen Escape B. on Target Off Tumor

CART Cells

CAR-T Cells

Cancer Cell with  Cancer Cell without Cancer Cell with  Normal Cell with
Target Antigen Target Antigen Target Antigen Target Antigen

C. CAR-T Cell Trafficking and D. Immunosuppressive
Infiltration

E. CAR-T Cell Associated
Toxicities
CAR-T Cell

Cancer Cell Myeloid Cell

Slika 5. Ograni¢enja CAR-T stani¢ne terapije. Preuzeto iz Sterner i sur., 2021.
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7. TOKSICNOST | NUSPOJAVE CAR-T STANICNE TERAPIJE

Unato€ obecavajucim rezultatima klini¢kih studija koje pokazuju visoke stope odgovora, CAR-
T stani¢nu terapiju prati visoka stopa toksi¢nih u€inaka zbog ¢ega ova terapija jos uvijek nije
prva linija u lijeCenju hematolosSkih malignih bolesti. Toksi¢ni ucinci CAR-T stani¢ne terapije
oCituju se kao sindrom otpustanja citokina (CRS), sekundarna hemofagocitna limfohistiocitoza
(sHLH), sindrom aktivacije makrofaga (MAS) te sindrom neurotoksiCnosti povezan s
imunoloskim efektorskim stanicama (ICANS). Dizajn CAR receptora, karakteristike ciljne

molekule te vrsta tumora odreduju intenzitet i pojavnost navedenih toksi¢nih nuspojava (87).

7.1. Sindrom otpustanja citokina (CRS)

Sindrom otpustanja citokina (CRS) naj¢eséi je oblik akutne toksi¢ne reakcije kod primjene
CAR-T stani¢ne terapije. Nastaje zbog povecanog otpustanja citokina kao §to su TNF-q, IL-6,
IL-2, IL-2a, IL-8, IL-10 te IFN-y koji potje€u od apliciranih CAR-T stanica ili od imunolo$kih
stanica poput makrofaga koje reagiraju na CAR-T stanice. Incidencija CRS je 42 do 94%, a za
CRS visokog stupnja (stupanj 3 ili 4) 6 do 25%. Visi stupanj CRS moze se o€ekivati kod mladih
pacijenata s vecom aktivnosti bolesti, uz primjenu ciklofosfamida i fludarabina kao

limfodepecijske terapije, uz drugu generaciju CAR-T i veée doze primjenjenih CAR-T (88).

CRS se obi¢no prezentira opéim simptomima kao $to su vrucica, umor, malaksalost,
anoreksija i mialgije, no moze zahvatiti bilo koji organski sustav u tijelu te dovesti do
multiorganskog zatajenja. Klinicka slika teSkog oblika CRS-a uklju€uje: hipotenziju, sréano
zatajenje, diseminiranu intravaskularnu koagulaciju, respiratornu insuficijenciju, renalnu
insuficijenciju te multiorgansko zatajenje koje vodi u smrt (89). Najtezi oblici CRS-a mogu
progredirati u fulminantni sHLH/MAS. Kako bi se izbjegao tezi oblik CRS-a i smrtni ishod,

vazno je na vrijeme prepoznati simptome te zapoceti lijecenje.

7.2. HLH/MAS

Sekundarna hemofagocitna limfohisticitoza (sHLH) i sindrom aktivacije makrofaga (MAS) su
preklapaju¢i sindromi obiljezeni disfunkcijom imunoloSkog sustava koja rezultira
hiperinflamatornim stanjem i multiorganskim zatajenjem. Klini¢ki se HLH/MAS i CRS uvelike
preklapaju te se HLH/MAS smatra teSkim oblikom CRS-a (90). Prema Neelapu i sur.
predlozeni kriteriji za dijagnozu sHLH/MAS kod pacijenata sa CRS-om nakon provedene CAR-
T stani¢ne terapije ukljuCuju: feritin (serum) >10.000 ug/L i 2 pozitivna kriterija od slijedece
navedenih: gradus >3 poviSene transaminaze ili bilirubin; gradus >3 oligurija ili poviSen

kreatinin; gradus >3 plu¢ni edem; histoloSki dokazana hemofagocitoza u kostanoj srzi ili drugim
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organima (91). Ucestalost ove komplikacije nakon provedene CAR-T staniéne terapije iznosi
3,4% (90).

7.3. ICANS

Sindrom neurotoksicnosti povezan s imunolo$kim efektorskim stanicama (ICANS) je, uz CRS,
najée$¢a manifestacija toksiCnih ucinaka CAR-T stani¢ne terapije. ToCan mehanizam
neurotoksi¢nosti nije sasvim jasan. Pretpostavlja se da se radi o pasivnoj difuziji citokina u
mozak kroz krvno-mozdanu barijeru ili o prolasku T limfocita kroz krvno-mozdanu barijeru do
mozga. KliniCka manifestacija ICANS-a zapoc€inje toksi¢nom encefalopatijom, afazijom,
motornim deficitom, pospanosc¢u. Tezi oblici ICANS-a mogu se prezentirati poremecajima
svijesti, napadajima, motornom slaboS¢u, cerebralnim edemom te komom. U vedéini
slu€ajevima ICANS-u prethodi CRS. Neurotoksi¢nost nakon CAR-T staniCne terapije je

relativno Cesta komplikacija prisutna u 65% pacijenata (92).

7.4. Terapijski pristup toksi¢nim nuspojavama

Terapijski pristup toksi¢nim nuspojavama CAR-T stani¢ne terapije temelji se na primjeni
antiupalnih lijekova poput kortikosteroida i inhibitora interleukinskih signalnih puteva.
Antiupalna terapija primjenjuje se po nastanku simptoma CRS-a i ICANS-a, iako postoje

kliniCke studije koje ispituju preventivno djelovanije antiupalne terapije (93).

Trenutne preporuke podrzavaju primjenu deksametazona za stupanj 2 CRS-a koji je
refraktoran na barem jednu dozu tocilizumaba, ali i za stupanj 3 ili visi. ZUMA-1 ukazala je na
pozitivan ucinak profilakticke rane primjene deksametazona na pojavu visokog stupnja CRS,

a bez ucinka na pojavu ICANS ili na djelovanje CAR-T stani¢ne terapije (88).

Primjena kortikosteroida i inhibitora IL-6 i IL-1p signalnih puteva, uspjeSno djeluje u
ublazavanju simptoma upalnih toksi¢nih reakcija dok je njihovo djelovanje u prevenciji razvoja
toksi¢nih nuspojava slabo. Osim toga, terapijski odgovor na ovu terapiju nije uniforman kod
svih pacijenata te su zabiljezeni slu€ajevi upalnih toksi¢nih reakcija refraktornih na primjenu
kortikosteroida koje su rezultirale multiorganskim zatajenjem i smréu. Mehanizam djelovanja
inhibitora interleukinskih signalnih puteva temelji se na blokiranju citokina mijeloidnog
podrijetla (IL-6 i IL-1B) koji imaju patofizioloSku ulogu u aktivaciji imunoloskog odgovora (94).
Trenutno je tocilizumab, antagonist IL-6 receptora, jedina FDA odobrena terapija za lijecenje
CRS-a povezanog s primjenom CAR-T stani¢ne terapije. Tocilizumab pokazuje dobre rezultate

i u prevenciji nastanka i u lijeCenju teSkog oblika CRS-a, no u 30% pacijenata zabiljezen je
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razvoj teSkog CRS-a refraktornog na terapiju tocilizumabom. Isto tako, tocilizumab zbog svojih
farmakokinetskih svojstava (velika molekula) ne prolazi krvno-mozdanu barijeru te nije dobar
u lije€enju neurotoksic¢nosti. U tijeku su kliniCke studije koje ispituju djelovanje kombinacije IL-
6 inhibitora i anakinre (antagonist IL-1 receptora) u lije€enju simptoma CRS-a i
neurotoksi¢nosti jer se pokazalo da anakinra prolazi krvno-mozdanu barijeru. Zakljuéno,
dosadasnje studije pokazale su da inhibicija jednog citokinskog signalnog puteva nije dostatna
za lijeCenje i prevenciju neZzelijenih upalnih toksi¢nosti kod svih pacijenata zbog
medudjelovanja velikog broja upalnih citokina i signalnih puteva. Za razvoj terapijskih opcija u
lijeCenju CAR-T staniCnih toksicnosti, potrebno je provesti jo$ studija kako bi se unaprijedilo

razumijevanje mehanizama koji dovode do razvoja toksi¢nih ucinaka ove terapije (95).

7.5. Prevencija toksi¢nih nuspojava

Toksi¢ne nuspojave CAR-T staniCne terapije su zasigurno ograniavajuéi Cimbenik u
terapijskoj uporabi CAR-T stanica. Zbog toga je fokus brojnih istrazivanja pronac¢i mehanizme

koji bi prevenirali pojavu inflamatornih toksi¢nih reakcija.

Novi dizajn CAR receptora nastoji posti¢i veéu specificnost ¢ime bi se smanjio on-target off-
tumor efekt, kao i proizvodnja upalnih citokina koja rezultira toksi¢nim nuspojavama (96).

Uporabom inhibitora malih molekula takoder se nastoje blokirati signalizacijski putevi upalnih
citokina te smanijiti tezina nuspojava na CAR-T stani¢nu terapiju. Jedan od takvih lijekova je
ibrutinib, inhibitor Brutonove kinaze (BTKI), koji je odobren od FDA i koristi se u lije€enju
hematoloskih malignih bolesti prije primjene CAR-T stanica te pokazuje dobre rezultate u

redukciji simptoma CRS-a (97).

Slijedeéa potencija strategija redukcije upalnih citokina tiiekom CAR-T stani¢ne terapije je
modulacija post-transkripcijskin procesa. JTE-607 (TO-207) je CPSF3 inhibitor koji blokira
pretvorbu pre-mRNA u mRNA te tako smanjuje produkciju i sekreciju citokina u monocitima in
vitro. PretkliniCke studije pokazuju smanjenje tezine upale posredovane endotoksinima uz
dobru podnosljivost (98).

Genetskom manipulacijom CAR-T stanica tako da one izrazavaju i proizvode interleukinske
receptore (IL-1RA i IL-6 receptor) koji vezu slobodne upalne interleukine u cirkulaciji, reduciraju

se simptomi upalnih toksi¢nih reakcija na primjenu CAR-T stanica (99).

S obzirom na to da proupalne citokine, koji pokre¢u mehanizme upalnih toksi¢nih reakcija,
proizvode prvenstveno mijeloidne stanice, a ne CAR-T stanice, nove strategije nastoje

inhibirati faktore koje pridonose aktivaciji mijeloidnih stanica. GM-CSF jedan je od takvih
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faktora koji proizvode CAR-T stanice te neke studije pokazuju da se inhibicijiom GM-CSF

postiZe redukcija proizvodnje nekih citokina povezanih s razvojem CRS-a (100).
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8. ZAKLJUCAK

CAR-T stani¢na terapija pokazala se kao revolucionarna i vrlo obeéavajuca terapija u lijecenju
hematoloskih malignih bolesti uz nesto loSije rezultate, ali vrlo velik potencijal pri lijecenju
solidnih tumora. Valja naglasiti sva ograni¢enja ove terapije, od nuspojava i toksi¢nih reakcija

do troSkova proizvodnje.

CAR-T stani¢na terapija za sada nije indicirana u prvoj liniji kod lije¢enja malignih bolesti, no
daljnjim istraZivanjima i razvojem novih tehnologija kojima bi se smanjile nuspojave i postigla
veca specificnost CAR receptora, svakako ¢e se proSiriti indikacije i povecati dostupnost ove

terapije.

CAR-T stani¢na terapija, u svakom slucaju, predstavlja odmak od konvencionalnih terapija u

hematologiji i onkologiji te utire put prema personaliziranoj medicini.
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