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Adoptivna celična terapija in limfociti T z 
izraženimi himernimi antigenskimi receptorji
Adoptive Cell Therapy and chimeric antigen receptor – T cells

Uroš Rajčević

Izvleček
Pri zdravljenju raka se trenutno uporabljajo pristopi kirurškega zdravljenja, radio- in kemotera-
pije ter različne kombinacije teh pristopov. Kot 'četrti steber' onkološkega zdravljenja se razvija 
imunoterapija. Revija Science je imunoterapijo raka že leta 2013 razglasila za 'preboj leta'. Tera-
pije s protitelesi in citokini se uporabljajo že dlje, celična imunoterapija pa pridobiva na pomenu 
šele v zadnjih letih, še posebej po zaslugi adoptivne T-celične terapije (ATC). Terapije z adoptiv-
nimi limfociti T, kar obravnava prispevek, delimo predvsem na terapije s tumor infiltrirajočimi 
limfociti (TIL) in terapije z limfociti T, ki so gensko spremenjeni bodisi s transgenimi T-limfocitni-
mi receptorji (angl. T-cell receptor, TCR) ali pa s himernimi antigenskimi receptorji (CAR). Vse te 
terapije so izrazito personalizirane in trenutno temeljijo na presaditvi avtolognih, t.j. bolnikovih 
lastnih celic. Terapevtiki se pripravijo za vsakega bolnika posebej, kar zelo vpliva na procese ra-
zvoja in izdelave ter tako na logistiko in stroške, ki so povezani s tem. Nov način terapij s CAR-T, 
ki je za določene bolezni trenutno tudi edini registrirani način ATC, povzroča revolucionarne pre-
mike pri razvoju takih naprednih terapevtikov, s tem pa tudi v klinični onkologiji. Terapija s CAR-T 
dosega izredne uspehe v klinični praksi zlasti v boju proti hematološkim oblikam raka, medtem 
ko pri zdravljenju bolnikov s solidnimi tumorji še ne. Hkrati pa zaradi velike kompleksnosti tera-
pije težavo pri zdravljenju s CAR-T povzročajo pogosti, težki stranski učinki, ki lahko vodijo tudi v 
bolnikovo smrt. Z ustreznimi ukrepi lahko stranske učinke nadzorujemo in delno ublažimo. Tera-
pija s CAR-T vstopa v Slovenijo s komercialno dostopnimi terapevtiki te vrste, na možnost ostalih 
adoptivnih celičnih terapij pa bo potrebno še počakati. V Sloveniji pa na tem področju razvijamo 
tudi lastno znanje in tehnologijo, zato upamo, da bodo novi učinkoviti načini zdravljenja čim prej 
dostopni čim širšemu krogu bolnikov.

Abstract
In cancer therapy, currently used approaches include surgery, radio- and chemotherapy and 
various combinations of these. Immunotherapy is emerging as the ‘fourth pillar’ of cancer the-
rapy. Science Magazine declared cancer immunotherapy as a ‘breakthrough of the year’ in 2013. 
While antibody therapies and cytokines have been in use for a longer period of time, the cell 
immunotherapies are only gaining momentum in recent years, especially thanks to adoptive 
T-cell therapy (ATC). Adoptive T-cell therapy, which is subject of this article can be divided mostly 
to therapies with tumor-infiltrating lymphocytes (TIL) and to therapies using T-cells genetically 
modified with transgenic T-cell receptors (TCR) or chimeric antigen receptors (CAR). All of these 
therapies are exclusively personalized and are at the moment based on the autologous tran-
splant of the patient’s own cells. Therapeutic cells are prepared for each patient individually, 
which carries a great impact on the processes of their development and production, as well as 
the logistics and costsinvolved. The new mode of therapies with CAR-T, for specific diseases at 
the moment the only registered mode of ATC, causes revolutionary breakthroughs in the deve-
lopment of such advanced therapeutics and, consequently in clinical oncology. CAR-T therapy 
is achieving an incredible success in clinical practice especially in combat against hematological 



Adoptivna celična terapija in limfociti T 399

PReglednI znAnSTvenI člAneK

cancers, while the treatment of patients with solid tumours it has not been as successful. Along 
with that, due to great complexity of the CAR-T therapy, it is accompanied by frequent and severe 
side effects which can be fatal in worst cases. By adopting adequate measures, these effects can 
be controlled and partially mitigated. CAR-T therapy is being introduced to Slovenia through 
registered, commercially accessible therapeutics of this kind, while the access to other ATC is 
still pending. At the same time, in Slovenia in this field, we are developing our own knowledge 
and technology, hoping that new, efficient treatment modalities become accessible to a wider 
population of patients as soon as possible.

Citirajte kot/Cite as: Rajčević U. Adoptivna celična terapija in limfociti T z izraženimi himernimi 
antigenskimi receptorji. zdrav vestn. 2020;89(7–8):398–407.

DOI: 10.6016/zdravvestn.3006

1 Uvod

Pri raku imunski sistem bolnika 
omejuje onkogenezo in napredovanje 
rasti tumorjev, a igra pomembno vlogo 
tudi pri odzivu obstoječih tumorjev na 
protitumorsko zdravljenje, kar je povze‑
to v (1). Z namenom spodbuditi ali ob‑
noviti sposobnost imunskega sistema, 
da lahko odstrani na specifičen način 
maligne celice, so razvili številne obli‑
ke protitumorske imunoterapije (2‑4). 
Zato je aktiviranje lastnega imunskega 
sistema, da prepozna tumorske celice 
in jih uniči, eden ključnih ciljev imuno‑
terapije raka. V literaturi se imunotera‑
pija raka najpogosteje, a ne izključno, 
povezuje s (5): terapijo s protitelesi (6) 
in imunostimulacijskimi citokini (1), 
protitumorsko vakcinacijo (1,7‑9) ter z 
adoptivnim celičnim zdravljenjem (1,5). 
Adoptivno celično zdravljenje pridobiva 
na pomenu v zadnjih letih, še posebej 
po zaslugi terapije z limfociti T, gensko 
spremenjenimi s himernimi antigenski‑
mi receptorji (CAR‑T). S CAR gensko 
spremenjeni limfociti T s sintezno biolo‑
gijo združujejo funkcionalnosti humo‑
ralnega in celičnega imunskega odziva, 
kar sicer v naravi ne obstaja. Ta način te‑
rapij povzroča revolucionarne premike 
pri razvoju takih terapevtikov ter s tem 
tudi v klinični onkologiji. Prve tovrstne 
terapevtike so leta 2017 registrirali pri 

Ameriški agenciji za hrano in zdravila 
(angl. Food and drug administration, 
FDA) in leta 2018 pri Evropski agenciji 
za zdravila (European medicines agency, 
EMA), zato so na voljo tudi že v Evropi. 
Stanje kliničnih študij kaže na to, da 
se bo obseg tovrstnih terapevtikov na 
trgu v prihodnjih letih hitro povečeval. 
Terapija s CAR‑T dosega izredne uspehe 
v klinični praksi zlasti pri hematoloških 
oblikah raka (10). Položaj je precej slab‑
ši pri zdravljenju bolnikov s solidnimi 
tumorji (11), med drugim zaradi mikro‑
okolja, ki ni naklonjeno celicam CAR‑T. 
Dodatno težavo povzročajo pri zdravlje‑
nju s CAR‑T pogosti hudi stranski učin‑
ki, ki lahko vodijo celo v bolnikovo smrt, 
kar velja tako tako pri hematoloških ob‑
likah raka kot pri solidnih tumorjih.

2 Adoptivne T-celične 
terapije

Med glavne terapevtske pristope v ce‑
lični imunoterapiji raka sodijo pristopi 
s skupnim imenom adoptivna T‑celična 
terapija (angl. adoptive T‑cell therapy, 
ACT), včasih poimenovani tudi adop‑
tivni celični prenos (angl. adoptive cell 
transfer, ACT). Gre za imunoterapijo 
na osnovi naravno prisotnih ali gensko 
spremenjenih celic, s katerimi lahko do‑
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sežemo regresijo tumorjev celo pri me‑
tastatskem raku (12). Pri teh pristopih 
se specifični limfociti T izolirajo, nato 
namnožijo in vbrizgajo bolniku (13), da 
bi prepoznali, ciljali na tumorske celice 
in jih uničili. ACT ima številne prednosti 
zaradi katerih je uporabna pri zdravlje‑
nju raka: 1. T‑limfocitni odziv je speci‑
fičen in lahko celo loči zdravo od tu‑
morske celice, 2. limfociti T se lahko po 
specifični aktivaciji klonsko množijo, 3. 
limfociti T lahko potujejo v smeri mesta 
antigena, 4. spominski limfociti T lahko 
vzdržujejo terapevtski učinek dolgo po 
začetku zdravljenja (14). Ključni dogo‑
dek oz. prelomnica pri razvoju tehnolo‑
gij ACT je laboratorijska identifikacija 
specifičnih antigenov, povezanih s tu‑
morskimi celicami (angl. tumor associ‑
ated antigens, TAA), na podlagi katerih 
lahko imunske celice bolnika zanesljivo 
ločijo rakave celice od zdravih (15) tako, 
da na zdravem tkivu ne povzročajo ško‑
de in sicer: 1. ločijo antigene, ki so čez‑
merno izraženi na tumorskih celicah v 
primerjavi z zdravimi, 2. ločijo neoan‑
tigene, ki se izražajo na tumorskih celi‑
cah kot posledica somatskih mutacij in 
3. ločijo antigene na tumorskih matičnih 
celicah (14). Identifikacija TAA, skupaj z 
novimi dognanji v klinični imunologi‑
ji rakavih bolnikov, je omogočila razvoj 
številnih oblik ACT, pri kateri se avto‑
logni ali alogeni (1) limfociti T v različ‑
nih postopkih odvzamejo iz bolnikovega 
krvnega obtoka ali tumorja ter stimuli‑
rajo, da se namnožijo v pogojih in vitro. 
Tako namnoženi se ponovno vbrizgajo v 
gostitelja/bolnika po limfodepleciji, pri 
kateri naj bi posredovali pri uničevanju 
tumorskih celic. Tak postopek je upora‑
ben pri večini bolnikov, ki pred posegom 
nimajo učinkovitega imunskega odzi‑
va proti tumorju (1,14). ACT se lahko 
uporabijo tudi v kombinaciji s kemote‑
rapijo in/ali z drugimi oblikami imuno‑
terapije, da bi izboljšali razmnoževanje, 

preživelost in funkcionalnost vnesenih 
terapevtskih celic ter zagotovili njihovo 
evolucijo v imunološko permisivnem 
okolju (1). Med adoptivne T‑celične te‑
rapije sodijo poleg v uvodu omenjenih 
terapij s CAR‑T še terapije s tumor‑in‑
filtrirajočimi limfociti (TIL), kar je pov‑
zeto v (16), ter terapije s transgenskimi 
T‑limfocitnimi receptorji (TCR), kar je 
tudi povzeto v (16). Vse naštete terapije 
so v kliničnih študijah sprožile regre‑
sijo tumorjev, a na žalost trenutno do‑
sežejo trajne rezultate le pri delu bol‑
nikov. Ovire na različnih ravneh pa za 
zdaj še omejujejo uspešnost adoptivnih 
T‑celičnih terapij pri solidnih tumorjih.

Napredek v bazični molekularni bi‑
ologiji nam je omogočil razvoj številnih 
pristopov genskega inženirstva limfoci‑
tov T na genomski ravni, na ravni RNA 
ter na epigenetski in proteinski ravni s 
ciljem farmakološko izboljšati imunski 
sistem (13,17).

Stanje znanja in tehnologije s kom‑
binacijo različnih pristopov k celičnem 
inženirstvu in sodobnim vpogledom v 
biologijo limfocitov T in tumorsko imu‑
nost sta prišla do točke, ko je racionalno 
inženirstvo učinkovite T‑limfocitne pro‑
titumorske imunosti postalo praktično 
izvedljivo in ga je mogoče klinično preiz‑
kusiti (13). V nadaljevanju predstavljamo 
vse te tri načine zdravljenja z limfociti T.

3 Tumor infiltrirajoči 
limfociti (TIL)

Tumor infiltrirajoči limfociti (TIL) so 
bolnikovi limfociti, ki so zapustili krvni 
obtok in migrirali proti tumorju. Njihovo 
število je odvisno od tipa in stadija tu‑
morja in je včasih povezano z napovedjo 
izida bolezni. TIL lahko najdemo v tu‑
morju ali stromi, njihove naloge se lahko 
spreminjajo med napredovanjem rasti 
tumorja ali kot odgovor na protitumor‑
sko zdravljenje. Prisotnost limfocitov v 
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tumorju je pogosto povezana z boljšo 
napovedjo izida po zdravljenju (18‑22).

Največ kliničnih uspehov je tehno‑
logija TIL doslej prinesla pri kliničnem 
preizkušanju na področju zdravljenja 
solidnih tumorjev (23), še posebej me‑
tastatskih melanomov. Rezultate prve 
klinične študije s TIL na metastatskem 
melanomu so objavili že leta 1994 (24). 
TIL so pridobili iz pribl. 3‑centimetrskih 
kosov tkiva metastatskega melanoma. Po 
resekciji tkivnega vzorca so TIL gojili v 
tkivnih kulturah ob prisotnosti interlev‑
kina‑2 (IL2). Ko so pridobili dovolj TIL, 
so jih testirali na prepoznavanje avto‑
lognih melanomskih celic; če le‑te niso 
bile na voljo, pa na serijo HLA‑ustreznih 
melanomskih celičnih linij. Odzivnost 
limfocitov so preverili z ugotavljanjem 
prisotnosti interferona‑γ (IFNγ), izloče‑
nega v gojišče s testom ELISA. Izbrali so 
le kulture s TIL, reaktivnimi na melano‑
me. Celice so namnožili s stimuliranjem 
s topnim protitelesom proti CD3 ob pri‑
sotnosti visokih koncentracij IL2 (6000 
IU/ml) ter obsevanih alogenskih ali av‑
tolognih hranilnih celic (24).

V preteklih letih smo uspeli pridobiti 
boljši vpogled v mehanizme delovanja 
TIL, še posebej glede vloge limfodeple‑
cije lastnih limfocitov T pri gostitelju 
(bolniku, prejemniku terapije), vloge IL2 
kot dejavnika preživetja vbrizganih TIL 
kot tudi optimalne kakovosti in količine 
vbrizganih celic ter vzorca, kako prepoz‑
nava antigen (25,26). Oblike raka, iz ka‑
terih je bilo mogoče namnožiti reaktivne 
TIL, vključujejo tumorje dojke, prebavne 
cevi, glave in vratu, ledvic, pljuč, jajčni‑
kov ter kutane in uvealne melanome, kar 
je povzeto v (23,25,26). Zdravljenje z re‑
aktivnimi TIL po limfodeplecijski kemo‑
terapiji je povzročilo objektivno zmanj‑
šanje tumorjev pri vseh naštetih oblikah 
raka, tudi pri bolnikih s tumorji, ki so 
bili odporni na zdravljenje z inhibitorji 
imunskih kontrolnih točk (23). Čeprav 

približno 50 % bolnikov z melanomom 
odgovari na terapijo s TIL (23,27), pa 
je regresija epitelnih tumorjev prisotna 
v povprečju pri manj kot 15 % bolni‑
kov (23).

4 Transgeni T-celični 
receptorji

Naravni T‑limfocitni receptor (angl. 
T‑cell receptor, TCR) je zapletena, 
somatsko premeščena (23) molekula kot 
receptor na površini limfocitov T, ki je 
odgovorna za prepoznavanje antigenov, 
ki so kot peptidi vezani na kompleks 
MHC (angl. major histocompatibility 
complex, MHC). TCR je kot heterodi‑
mer sestavljen iz dveh različnih, visoko 
variabilnih proteinskih verig, najpogo‑
steje α in β, izraženih kot del komple‑
ksa s konstantnim proteinom CD3 (28). 
TCR nima samostojne sposobnosti pre‑
našanja signala (23). Ob vezavi TCR na 
kompleks antigen/MHC se limfocit T 
aktivira v zapleteni kaskadi signalne 
transdukcije, kjer so udeleženi še ko‑
receptorji, encimi in druge molekule, s 
katerimi se TCR nekovalentno povezu‑
je (23). Vezava TCR na antigen ima so‑
razmerno nizko afiniteto in je degeneri‑
rana. To pomeni, da številni TCR lahko 
prepoznajo isti antigenski peptid ali pa 
številne antigenske peptide prepozna isti 
TCR (29).

Zgodnje klinične študije z gensko 
spremenjenimi limfociti T so se opirale 
na izražanje rekombinantnih, klonira‑
nih TCR s ciljano afiniteto za tumorske 
antigene (30). Prvič so regresijo melano‑
mov po zdravljenju z avtolognimi lim‑
fociti T, spremenjenimi s transgenskim 
TCR proti antigenu MART‑1, opisali 
leta 2006 (31). TCR lahko prepozna tako 
znotraj‑ kot zunajcelične antigene, pred‑
stavljene na MHC (30). Zato ima dostop 
do bistveno večjega nabora antigenov kot 
CAR‑T, kar sodi med najpomembnejše 
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prednosti tehnologije TCR pred CAR‑T. 
Uvajanje transgenov TCR z γ‑retro‑ ali 
lentivirusnimi vektorji povzroči kopiče‑
nje na naključno mesto v genomu limfo‑
cita T. Pri tem endogeni αβTCR ostane 
brezhiben, kar vodi v izražanje različnih 
kombinacij endo‑ in eksogenih heterodi‑
merov TCR v gensko spremenjeni celici. 
Mešani heterodimeri endo‑ in eksogenih 
TCR lahko zmanjšajo delovanje pravil‑
no dimeriziranih ter povzročijo toksične 
stranske učinke, ki lahko vodijo v bole‑
zen presadka proti gostitelju. Podrobno 
poznavanje molekulske arhitekture na‑
ravnega TCR nam omogoča racionalne 
modifikacije njegove strukture, kar iz‑
boljša varnost, učinkovitost in nadgra‑
dljivost imunoterapij na osnovi TCR. 
Da bi izboljšali varnost in/ali povečali 
funkcionalnost, se lahko struktura tran‑
sgenih TCR spreminja na več načinov. 
Te spremembe so: 1. zamenjava vseh ali 
izbranih delov humanih sekvenc z miš‑
jimi – murinizacija (32,33), kar pa lahko 
vodi v imunizacijo, 2. cisteinske modi‑
fikacije, ki omogočajo drugo disulfidno 
vez (34), 3. modifikacije hidrofobnosti 
transmembranske regije TCR α (34), 4. 
inverzija humanih sekvenc TCR α (35), 5. 
mutageneza variabilnih regij TCR (angl. 
complementarity determining region, 
CDR) za povečanje afinitete, 6. okrepitev 
normalnih heterodimerov TCR (23) ter 
7. s spreminjanjem/prilagajanjem limfo‑
citov T s tehnologijo CRISPR/Cas9 (36). 
S ciljno integracijo transgenega TCR na 
'varna mesta' v genomu, vključno z loku‑
som za endogeni TCR, lahko presežemo 
številne varnostne in funkcijske zadržke, 
kot npr.: 1. integracija transgena na de‑
finirana varna mesta izključi možnost 
motenj v delovanju normalnih genov oz. 
genotoksičnosti, 2. izključitev delovanja 
endogenega TCR onemogoči nepravilno 
dimerizacijo TCR z že naštetimi posle‑
dicami, 3. integracija na mesto endoge‑
nega lokusa TCR postavi transgen pod 

fiziološki transkripcijski nadzor, kar 
zmanjša možnosti tonične signalizacije 
in imunološkega izčrpanja in 4. ciljna in‑
tegracija transgena z nevirusnimi meto‑
dami zmanjša proizvodne stroške, ker je 
izdelava nukleinskih kislin GMP cenej‑
ša kot virusnih partiklov GMP (23,36). 
Raziskovalci poročajo o uspehu pri 
zdravljenju bolnikov z WT‑1, pozitivni‑
ma AML in MDS, z WT‑1 specifičnimi 
TCR‑T (37).

5 Limfociti T, gensko 
spremenjeni s himernimi 
antigenskimi receptorji – 
CAR-T

Limfocite T lahko reprogramiramo 
oz. genetsko spremenimo tudi tako, da 
izražajo himerne antigenske receptorje 
(CAR), ki limfocite T povežejo s speci‑
fičnim antigenom na površini rakave ali 
druge bolne celice. CAR so sestavljeni 
iz antigen‑prepoznavne domene, npr. 
enoverižnega variabilnega fragmenta 
monoklonskih protiteles (scFv), giblji‑
vega tečaja, transmembranske domene 
ter znotrajceličnih signalnih in kostimu‑
lacijskih domen, ki so potrebne za akti‑
viranje limfocitov T (38,39). Ob vezavi 
scFv na specifični antigen se sproži znot‑
rajcelična signalna kaskada, ki aktivira 
limfocit T proti ciljni tumorski celici pre‑
ko T‑celičnega receptorskega kompleksa 
CD3ζ ter enega ali več kostimulacij‑
skih receptorjev v znotrajceličnem delu 
CAR (39,40). Uvajanje kostimulacijske‑
ga receptorja v znotrajceličnem delu 
CAR druge generacije (prva generacija 
pomeni CAR brez kostimulacijskega re‑
ceptorja) omogoča veliko število variacij 
glede antigenske specifičnosti, kostimu‑
lacijskih signalnih domen in komponent 
za aktiviranje limfocitov T. Poročajo o 
prek 100 specifičnostih za CAR s teh‑
nologijo scFv in vsaj o osmih različnih 
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kostimulacijskih komponentah (41). 
Doslej so najbolj preučevali CAR‑T dru‑
ge generacije, ki vsebuje bodisi CD28 ali 
4–1BB (41). Trenutno registrirani (2017 
in 2018) terapevtiki CAR‑T so izdelani 
na osnovi le‑teh.

Doslej so bili limfociti T genetsko 
spremenjeni s CAR, ki lahko neodvisno 
od HLA prepoznajo različne antigene, 
povezane s tumorji (TAA), vključno z 
označevalcem limfocitov B – CD19 (38), 
nespremenjenimi proteini, glikoprote‑
ini (42), glikolipidi (43) in ogljikovimi 
hidrati (44).

Terapija s CAR‑T dosega izredne 
uspehe v klinični praksi zlasti pri hema‑
toloških oblikah raka (10) in pri bolni‑
kih s ponovljeno boleznijo, odporno na 
kemoterapijo (45). Prvi terapevtiki na 
osnovi CAR‑T, usmerjeni proti CD19+ 
limfocitom B, so bili registrirani pri FDA 
(2017) in EMA (2018) in so na voljo tudi 
že v Evropi, trenutno za zdravljenje aku‑
tnih limfoblastnih levkemij pri mlajših 
bolniki ter za zdravljenje nekaterih ob‑
lik nehodgkinovega limfoma. Položaj je 
precej slabši pri kliničnih študijah, v ka‑
terih se preizkuša CAR‑T za zdravljenje 
bolnikov s solidnimi tumorji (11), med 
drugim zaradi mikrookolja, ki ni nak‑
lonjeno celicam CAR‑T. Najpogostejši 
hudi stranski učinki, ki lahko vodijo v 
smrt bolnikov, so: citokinska nevihta 
(angl. cytokine release syndrome, CRS), 
nevrotoksičnost (46), sindrom tumorske 
lize (47). Terapija s CD19 CAR T se mora 
zato izvajati po posebnem režimu pripra‑
ve bolnika (prekondicioniranje) z deple‑
cijo endogenih limfocitov, brez katere ne 
moremo pričakovati ustreznih učinkov 
terapije. Toksičnost terapije s celicami 
CAR‑T se običajno uspešno nadzoru‑
je z uporabo protiteles proti IL‑6 (eden 
glavnih dejavnikov citokinske nevihte) 
ter kortikosteroidi ter delno ublaži z in‑
tenzivnostjo prekondicioniranja in z od‑
merjanjem limfocitov T (41). Rezultati 

kliničnih raziskav z novejšimi konstruk‑
ti, ki vsebujejo nizkoafinitetno antigen‑
sko vezavno domeno proti CD19, kažejo 
na izboljšano proliferacijo in obstoj ta‑
kih celic CAR‑T pri pediatričnih bolni‑
kih ter nižjo toksičnost (48) Podatki no‑
vejših kliničnih raziskav kažejo na to, da 
je tudi nevrotoksičnost terapije s CAR‑T 
mogoče omiliti z uporabo popolnoma 
humanih konstruktov CAR (49).

Podobno kot pri antigenu CD19 so 
klinične študije s CAR‑T uspešne tudi 
pri nekaterih drugih hematoonkoloških 
ciljih, npr. CD22 pri akutni limfoblastni 
levkemiji (ALL) in antigenu za zorenje 
limfocitov B (angl. B‑cell maturation 
antigen, BCMA) pri diseminiranemu 
plazmocitomu (41,50,51). Ti antigeni so, 
poleg malignih, izraženi tudi na normal‑
ni celicah, ki pa niso vitalnega pomena 
oz. so vsaj začasno pogrešljive (41). To 
pa ne velja za druge, pogosto omenje‑
ne cilje za CAR‑T, npr. mezotelin, tran‑
smembranski receptor tirozin‑protein 
kinazo (ROR1) ali serumski membran‑
ski antigen prostate (PSMA), ki so izra‑
ženi v delu normalne celične populacije. 
Že nizko izražanje teh antigenov v nor‑
malnih tkivih lahko povzroči statistič‑
no značilno toksičnost (41). Dodatno 
težavo pri solidnih tumorjih povzroča 
njihovo imunosupresivno mikrookolje, 
ki je ovira za vse vrste imunoterapije (3). 
Medcelično okolje je manj ugodno za 
delovanje limfocitov T zaradi hipoksije, 
nekroz, acidoze, pomanjkanja hranil ter 
palete imunosupresivnih molekul (PD‑
L1, IL‑10, TGFβ, indolamine‑2–3‑dio‑
xygenase). Režim predpriprave bolnika 
pred zdravljenjem z limfociti T zmanjša 
vpliv teh dejavnikov (52). To pa običajno 
ni dovolj, da se odstranijo vsi dejavniki, 
ki inhibirajo.

Na Oddelku za razvojno‑raziskoval‑
no dejavnost Zavoda RS za transfuzij‑
sko medicino v sodelovanju z Odsekom 
za sintezno biologijo in imunologijo 
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Kemijskega inštituta ter Kliničnim od‑
delkom za hematologijo UKC že vrsto 
let razvijamo svoje pristope za zdravlje‑
nje s CAR‑T druge in tretje generacije. Ti 
pristopi vključujejo razvoj molekulskih 
konstruktov, ki jih s pomočjo transpo‑
zonskih ali virusnih vektorjev ter v ob‑
liki RNA izražamo v limfocitih T. Tako 
oborožene limfocite T nato v okolju 
dobre laboratorijske prakse razmnožimo 
ter preverimo njihovo funkcionalnost in 
vitro ter in vivo.

6 Razpravljanje in zaključki

Imunoterapija raka je nastajajoči če‑
trti steber zdravljenja raka. Izkazalo se je, 
da pri različnih oblikah solidnih tumor‑
jev (53) večini bolnikov trenutne imuno‑
terapije ne koristijo. To še posebej velja 
za bolnike z zmerno mutiranimi tumor‑
ji, ki izhajajo iz epitelnih organov (54), 
ki so skupaj vodilni razlog smrti zaradi 
raka (55). Da bi pri imunoterapiji do re‑
gresije tumorjev res prišlo, je potrebno 
hkrati izpolnjevati tri kritične zahteve, 
kar je povzeto v (23) 1. bolniki mora‑
jo imeti paleto limfocitov T, sposobnih 
prepoznavati antigene na površini tu‑
morskih celic. 2. isti antigensko specifič‑
ni limfociti T morajo imeti sposobnost 
razmnoževanja in infiltriranja v tumor‑
sko maso ter tam ostati. 3. limfociti T 
morajo ostati funkcionalni v tumorskem 
mikrookolju. Bolniki z običajnimi epi‑
telnimi tumorji se soočajo s številnimi 
pomembnimi ovirami, ki omejujejo spo‑
sobnost T‑limfocitnih linij, da bi izpol‑
njevale te zahteve. Vsaka od naštetih kri‑
tičnih zahtev se v osnovi lahko izpolni z 
uporabo adoptivnega celičnega preno‑
sa (23).

Celična imunoterapija z adoptivnim 
celičnim prenosom v zadnjih letih prido‑
biva na pomenu. Zasluga za to gre klinič‑
nim uspehom prvih genskih imunotera‑
pevtikov na osnovi CAR‑T za zdravljenje 

ALL in nekaterih vrst nehodgkinovih 
limfomov. Z registracijo pri FDA (2017) 
in pri EMA (2018) so tovrstni terapev‑
tiki končno dostopnejši nekoliko širše‑
mu krogu bolnikov. S terapijo s CAR‑T 
lahko dosežemo trajno remisijo pri bol‑
nikih z refrakcijskimi B‑limfoidnimi 
novotvorbami, medtem ko so rezultati 
zdravljenja solidnih tumorjev s CAR‑T 
skromnejši (23). Dodatne strategije pre‑
usmerjanja T‑limfocitne specifičnosti in 
citolitičnega delovanja lahko izboljšajo 
adoptivne celične terapije in njihovo vlo‑
go pri zdravljenju raka. Čeprav so si re‑
kombinantni antigenski receptorji TCR 
in CAR v določenem smislu podobni, 
pa se ta dva razreda antigenskih recep‑
torjev razlikujeta glede na strukturo, 
afiniteto, organizacijo imunske sinapse 
in gostoto ciljnih antigenov, potrebnih, 
da se sprožijo T‑limfocitne funkcije (23). 
TCR so izraženi na vseh limfocitih T in 
so komplementarni CAR, včasih pa ima‑
jo tudi prednosti pred njimi. V nasprotju 
s CAR, ki prepoznajo antigene na po‑
vršju celic neodvisno od MHC (HLA), 
ki predstavljajo manjši del potencialnih 
proteinskih antigenov (56,57), pa lahko 
TCR prepoznajo na MHC predstavlje‑
ne antigene katerega koli celičnega dela, 
vključno z membrano, citoplazmo ali je‑
drom. To omogoča TCR zaznavanje bi‑
stveno širšega spektra tarč, kot so neoan‑
tigeni, antigeni tumorskih matičnih celic 
in virusnih proteinov (23,30). Poleg tega 
se odzivajo TCR, ki imajo sposobnost, da 
učinkovito zaznajo in amplificirajo anti‑
genske signale na nekajkrat nižje gostote 
epitopov kot TCR, ki so potrebne za si‑
gnaliziranje sinteznih CAR (23). Doslej 
so vse terapije na osnovi transgenih TCR 
in TIL še v fazi kliničnega preizkušanja.

Ključni dogodek pri razvoju tehno‑
logij ACT, ki pomembno opredeljuje 
njihovo varnost in učinkovitost, je iden‑
tifikacija specifičnih antigenov, poveza‑
nih s tumorskimi celicami (angl. tumor 
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associated antigens, TAA). Na podlagi 
teh lahko imunske celice bolnika za‑
nesljivo in varno ločijo rakave celice od 
zdravih (15) tako, da na zdravem tkivu 
ne povzročajo škode (angl. on‑tumor, 
off‑target effect). Povedano drugače: 
morebitna prizadetost zdravih celic s te‑
rapijo ne pomeni prevelikega tveganja za 
bolnika. Najbolj znan primer je terapija z 
anti‑CD19 CAR‑T, ki skupaj z malignimi 
odstrani tudi zdrave limfocite B in lim‑
foblaste in povzroča aplazijo limfocitov 
B. To pa lahko do neke mere uspešno 
blažimo z zdravljenjem z imunoglobu‑
lini.

Ker gre pri ATC za revolucionarno 
terapijo, ki spreminja načine zdravljenja 
odpornih oblik raka, pa je jasno tudi, 
da gre za novo obliko terapije, s katero 
se je (z registriranimi terapevtiki) glo‑
balno zdravilo sorazmerno malo bolni‑
kov. Stanje večine bolnikov, vključenih 
v klinične raziskave, se je spremljalo so‑
razmerno kratek čas. Kljub temu pa se 
količina podatkov, ki pričajo o zgodnjih 
odzivih na terapijo, hitro veča. Trajanje 
teh odzivov bo mogoče napovedati šele, 
ko se bo stanje bolnikov, udeleženih 
v študijah, spremljalo daljše obdobje. 
Pomembno je tudi, da se število bolni‑
kov, vključenih v klinične študije, po‑
veča. Le z večjim številom udeležencev, 
ki jih bomo spremljali daljše obdobje, 
bomo prišli do novih dognanj o učinku 
tega tipa terapij, o načinu, kako zmanjša‑
ti toksičnost, in kako izboljšati obravna‑
vo ob stranskih učinkih.

Stanje kliničnih študij z ATC danes 
kaže na to, da se bo število terapevtikov 
na njihovi osnovi oz. število postopkov 
za pridobivanja le‑teh v prihodnjih le‑
tih še povečevalo. To hkrati pomeni 

tudi večjo dostopnost ATC bolnikom z 
najtežjimi boleznimi. Vendar pa se so‑
časno razvijajo tudi nove oblike TCR in 
TCR‑podobnih struktur, ki prepoznava‑
jo antigen (23). Pri teh pristopih perso‑
nalizirana proizvodnja, ATC in gensko 
inženirstvo ne bodo potrebni, kar bo 
omogočilo boljšo dostopnost in širšo 
uporabo terapije.

S prvimi terapevtiki na osnovi 
CAR‑T prihaja adoptivna T‑limfocitna 
imunoterapija tudi v Slovenijo. Čeprav 
je to dobra novica, pa so te in podobne 
personalizirane terapije povezane z iz‑
redno visokimi stroški proizvodnje in s 
tem s stroški zdravljenja ter z zamudo, 
ki nastane od afereze oz. odvzema tki‑
va do izdaje ustreznega personalizira‑
nega terapevtika in samega zdravljenja. 
Vprašanje je, v kakšni meri in koliko časa 
bodo take terapije dosegljive najširšemu 
krogu bolnikov.

Že več let pri razvijanju tovrstnih 
adoptivnih celičnih terapij v transla‑
cijski verigi sodelujemo ustanove, kot 
so Kemijski inštitut, Odsek za sin‑
tezno biologijo in imunologijo, Zavod 
za transfuzijsko medicino, Oddelek 
za razvojno‑raziskovalno dejavnost 
ter Klinični oddelek za hematologi‑
jo Univerzitetnega kliničnega centra v 
Ljubljani. Translacijski trojček združuje 
vrhunske sintezne biologe Kemijskega 
inštituta, translacijske in proizvodne 
zmogljivosti, aferezni center Zavoda za 
transfuzijsko medicino ter vrhunske he‑
matologe na UKC v Ljubljani. Ob več‑
jem priznavanju domačega znanja in s 
tem njegovi večji uporabi bi lahko veliko 
storili za boljšo dostopnost modernih te‑
rapij, kot so adoptivne T‑celične terapije, 
bolnikom v Sloveniji in zunaj nje.
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