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UvoD

POVZETEK

Zdravila za napredno zdravljenje (ZNZ) obsegajo
zdravila na osnovi celic, genov in tkivno inzenirskih
izdelkov, ki v sodobni farmacevtski in medicinski
stroki pospeSeno pridobivajo na pomembnosti.
Medtem ko so bila v zadnjih desetletjih ZNZ pred-
met intenzivnih bazi¢nih in predklinicnih raziskav
v najnaprednejsin raziskovalnih centrin po svetu,
smo v zadnjih letih prica porastu Stevila tistih, ki
so tako v ZDA kot drzavah Clanicah Evropske
unije pridobila dovoljenje za promet. Pri razvoju,
proizvodnii, Klini¢ni translaciji in nenazadnje v re-
gulativi ZNZ se farmacevtska stroka srecuje s Ste-
vilnimi novostmi, ki so odsev mnogih posebnosti
te naslednje generacije zdravil. Obenem pa vse
skupaj spremlja obetavno dejstvo, da predstavljajo
ZNZ potencial za zdravljenje nekaterih najhujsih,
pred tem neozdravljivih bolezni ter terapeviski pri-
stop, ki bo lahko v prihodnosti znacilno povecal
kakovost Zivljenja pacientov s kroni¢nimi bolez-
nimi.

KLJUCNE BESEDE:
celiCna terapija, genska terapija, zdravila za na-
predna zdravljenja

ABSTRACT

Advanced therapy medicinal products (ATMPs)
comprise medicinal products based on cells,
genes and tissue-engineered products that are
rapidly gaining in importance in contemporary
pharmaceutical and medical professions. While
ATMPs have been a subject of focused and ex-
tensive basic and preclinical research within the
most advanced research institutes worldwide in
the last decades, in recent years, we are witness-
ing an increase in number of ATMPs that have
gained marketing authorization both in the United
States, as well as in member states of the EU. In
development, manufacture, clinical translation and
last but not least, regulation of ATMPs, the phar-
maceutical profession is confronting numerous
new challenges, which reflect several special fea-
tures of this new generation of drugs. At the same
time ATMPs are accompanied by a promising fact,
that they represent a potential for the treatment of
some of the most severe, previously incurable dis-

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI

Zdravila za napredno zdravljenje (ZNZ) omogoc&ajo inovati-
vne terapevtske pristope, ki se v marsi¢em korenito razli-
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eases, and a therapeutic approach that may sig-
nificantly enhance patient's quality of life in the fu-
ture.

KEY WORDS:
cell therapy, gene therapy, advanced therapy medi-
cinal products

kujejo od bolj uveljavljenih in poznanih terapij na osnovi
malih molekul ali bioloSkih zdravil. Prva posebnost sloni na
dejstvu, da so zdravine ucinkovine ZNZ genetska infor-
macija oz. zive celice, s Cimer trditev, da lahko na ZNZ
gledamo kot na »Ziva« zdravila, ni napacna. Svoje ucinke
lahko dosegajo neposredno na osnovi sekvenc rekombi-
nantnih nukleinskih kislin, farmakoloSkega, imunskega ali
metabolnega delovanja ali pa z uporabo celic in tkiv za na-
mene, ki v prejemniku niso enaki njihovim osnovnim funk-
cijam, kot jih imajo v telesu darovalca. Zato moramo upo-
Stevati mnoge posebnosti in uporabljati interdisciplinarna
znanja, ki se nanasajo na celoten zivljenjski cikel razvoja,
proizvodnje in kontrole kakovosti teh zdravil.

Zaradi iziemnega terapevtskega potenciala ZNZ pri Stevilnih
hudih boleznih smo v zadnijih 20 letih pri¢a eksponentnemu
porastu na podrocju njihovega razvoja in prenosa v klini¢no
prakso. To, kot tudi ugotovitve, da pri Steviinih ZNZ opa-
Zamo nizko pojavnost resnih nezelenih ucinkov, so razlogi
za njihovo uporabo pri raznolikin indikacijah na podrocju
onkologije, nevrologije, bolezni misi¢no-skeletnega sistema,
kardiologije, endokrinologije in mnogih drugih.

V tem prispevku bomo opravili sodoben, a zaradi Sirine
podrocja le sploSen pregled razli¢nih aspektov na podrodju
ZNZ. Pomen teh zdravil bomo predstavili z regulatornega,
klinicnega in deloma znanstvenega vidika.

EVROPSKA REGULATIVA NA
PODROCJU ZDRAVIL ZA
NAPREDNO ZDRAVLJENJE

Mejnik za prepoznavo kot tudi definicijo ZNZ na evropskih
tleh je v letu 2008 postavila Evropska agencija za zdravila
(EMA, European Medicines Agency), in sicer z uredbo (EC)
No. 1394/2007, ki posebej naslavlja podrocje ZNZ oz. ad-
vanced therapy medicinal products (ATMPs) (1). Ta zakonska
regulativa klasificira ZNZ v tri specificne vrste zdravil, in sicer
zdravila za somatsko celi¢no zdravljenje, zdravila za gensko
zdravlienje in izdelke tkivnega inzenirstva (slika 1). Pri tem

so dodatno definirali tudi t. i. kombinirana ZNZ. To so tista
ZNZ, pri katerih je zdravilna ucinkovina (celice, tkiva ali geni)
kombinirana z medicinskim pripomockom, ki predstavija se-
stavni del v konc¢ni formulaciji ZNZ (npr. celice hrustanca, ki
S0 vgrajene v tridimenzionalno ogrodje iz biomateriala).
Posebnosti ZNZ se torej mocno kazejo ze na regulatorni ra-
vni, sgj je njihova proizvodnja od leta 2017 podvrzena tudi
specificnim smernicam na podro¢ju dobre proizvodne
prakse (Eudralex — Volume 4 — Part IV — GMP requirements
for Advanced Therapy Medicinal Products) (2). Tovrsten pri-
stop je EMA smatrala kot klju¢en vzvod, da izdelke na osnovi
ZNZ pred klini¢no in trzno rabo ustrezno ovrednotimo in za-
gotovimo zahtevani varnost in kakovost.

V skladu s tem so v letu 2009, kmalu po vpeljavi nove regu-
lative (v skladu z uredbo No. 1394/2007) ustanovili odbor
za napredne terapije CAT (Committee for Advanced Thera-
pies), ki je odgovoren za ugotavijanje kakovosti, varnosti in
ucinkovitosti ZNZ ter spremlja znanstveni razvoj na tem po-

ALI STE VEDELI?

e Zdravila za napredno zdravljenje opredeljujgjo Steviine
posebnosti, med drugim, da je zdravilna ucinkovina
pri njih pogosto ziveCa entiteta, kot npr. celice ali
tkiva. Le-ta je lahko tudi gensko spremenjena z na-
menom, da ojac¢amo njen terapeviski ucinek oz. do-
damo novega.

V Evropski Uniji izraz »zdravila za napredno zdravlje-
nje« uporabliamo od leta 2008, ko je Evropska agen-
cija za zdravila z uredbo (EC) No. 1394/2007 vpeljala
regulativo na podrocju »naprednih terapij«. Pred tem
tovrstni izdelki niso spadali pod klasifikacijo zdravil,
ampak predvsem na podrocje tkiv in celic, name-
njenih za zdravljenje.

Zdravila na osnovi maticnih celic, npr. mezenhimskih
stromalnih celic, lahko po aplikaciji na mestu po-
Skodbe proizvajajo in izloCajo ve¢ kot 900 razlicnih
proteinov, ki nosijo raznolike regenerativne in imu-
nomodulatorne ucinke. To je ena od lastnosti, zaradli
katere taksSna zdravila proucujejo za zdravljenje zelo
raznolikin patologij.

V Sloveniji razvilamo in proizvajamo zdravila za na-
predno zdravlienje ze vec¢ kot deset let. Na Zavodu
RS za transfuzijsko medicino smo v sodelovanju s
klinicnimi partnerji v zdravstveno prakso do danes
prenesli napredne nacine zdravljenja za vec kot pet
razli¢nih indikacij na podrocju imunskih terapij in re-
generativne medicine.
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Zdravila za napredno zdravljenje
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Zdravila za somatsko celi¢no
zdravljenje

Zdravila za gensko zdravljenje

Izdelki tkivnega inzenirstva

Slika 1: Klasifikacija zdravil za napredno zdravijenje (ZNZ).

Figure 1: Classification of advanced therapy medicinal products (ATMPS).

dro&ju. Njegova naloga je, da pripravi osnutek mnenja za
vsako od prijav za registracijo ZNZ (3). Konéno oceno mnenja
CAT pa nato poda odbor za zdravila za humano rabo
(CHMP, Committee for Medicinal Products for Human Use),
ki je sicer klju¢en za oceno kakovosti, varnosti in uc¢inkovitosti
vecine ostalih vrst zdravil. Evropska regulativa na podrocju
ZNZ zahteva, da gredo nova zdravila v ocenjevanje izklju¢no
preko enotnega centraliziranega postopka, neposredno na
EMA. Glavni razlog za to je prepriCanje, da zahteva ocenje-
vanje lastnosti tovrstnih zdravil Siroko in raznoliko strokovno
znanje celotne evropske skupnosti (4).

2.1 ZDRAVILA ZA NAPREDNO
ZDRAVLJENJE ALI TKIVA IN
CELICE?

DobrSen del razvoja ZNZ z regulatornega vidika temelji na
predhodnih nacinih uporabe osnovnih gradnikov teh zdravil,
to je celic in tkiv. Danasnje klasifikacije namre¢ upostevajo
obseg in kompleksnost proizvodnje (stopnjo manipulacije),
kakor tudi namen uporabe teh izdelkov (5). Ce gre pri
proizvodnii izdelka za minimalno manipulacijo (npr. celicna
izolacija ali centrifugiranje) in nato aplicirane celice (ali tkivo)
v prejemniku opravljajo funkcijo, ki je identi¢na tisti, ki so jo
vrSile v telesu darovalca, potem takega izdelka ne uvrs-
¢amo med ZNZ, temveC ga obravnavamo kot Cloveske
celice/tkiva, namenjene za zdravljenje. V primeru obsez-
nejSe oz. bistvene manipulacije (gojenje, encimska obde-
lava in aktivacija oz. vsi posegi, ki vplivajo na celi¢no biolo-
gijo) pa taksen izdelek uvrstimo med ZNZ. Primer ZNZ so
sicer lahko tudi produkti, pridobljieni z minimalno manipu-
lacijo, pri Cemer pa delovanje celic po aplikaciji ni name-
njeno njihovi osnovni funkciji, npr. uporaba krvotvornih ma-
ticnih celic za zdravljenje kardiomiopatij.

2.2 NERUTINSKO PRIPRAVLJENA
ZDRAVILA ZA NAPREDNO
ZDRAVLJENJE - PRAVILO
»HOSPITAL EXEMPTION«

Evropska regulativa dovoljuje oz. omogoca tudi proizvodnjo
in Klinicno uporabo t. i. nerutinsko pripravijenih ZNZ
(NPZNZ), skladno s pravilom bolnisni¢nih izjem (hospital
exemption, HE-ATMPs) (6). S tem pravilom so v EU omo-
gocili izdelavo in uporabo ZNZ brez dovoljenja za promet,
ki so lahko v precejsnji meri tudi Se v fazi razvoja 0z. na
voljo ze po zacetnih fazah klinicnih raziskav (kar ni pogoj).
Na tak nacin je pacientom dana neprecenljiva moznost,
da imajo lahko dostop do najnovejsih zdravil. To velja zlasti
v primeru zivljenjsko ogrozajocih bolezni, posebe; tistih, za
katere ni na voljo drugih ucinkovitih terapij. Priprava in upo-
raba NPZNZ mora slediti dolo€enim pravilom, in sicer: a)
proizvajajo jih lahko le na nerutinski osnovi (za omejeno
Stevilo pacientov na leto), b) uporabljajo jih lahko samo v
drzavi ¢lanici EU, kjer so jih proizvedli, ¢) standardi kakovosti
proizvodnje morajo biti primerljivi s standardi kakovosti re-
gistriranih ZNZ, d) proizvajajo jih lahko le po narocilu in iz-
klju€no na odgovornost leCeCega zdravnika (7).

PRIMERI ZDRAVIL ZA

NAPREDNO ZDRAVLJENJE V
REGENERATIVNI MEDICINI IN
IMUNSKI TERAPIJI

Podro¢ja zdravljenj z regeneracijo poskodovanih tkiv in or-
ganov (regenerativna medicina), kot tudi razli¢ni pristopi v
imunski terapiji, so s pojavom ZNZ in vedno novejsimi odkritj,
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povezanimi s tem, pridobili povsem novo dimenzijo. Celice,
osnovni gradniki naSega telesa, posedujejo Stevilne intrinzi-
¢ne lastnosti, z drugimi besedami »naravno danost«, da na-
Semu telesu pomagajo v primeru poskodb, neravnovesij in
patologij. Znanstveni napredki nam danes omogocajo uspe-
8no prepoznati, katere celice so pri tem najucinkovitejSe in
kako jih lahko dodatno ojac¢amo, tehnoloske resitve pa nam
omogocajo kakovostno prehoditi pot od priprave zaCetnega
materiala do formulacije kon¢nega produkta.

3.1 ZDRAVILA ZA NAPREDNO
ZDRAVLJENJE V REGENERATIVNI
MEDICINI

Regenerativna medicina je tesno povezana s spoznanji in
napredki na podrocju raziskav biologije mati¢nih celic. Do-
lo¢en manjSi delez neusmerjenih, predniskih celic v Clove-

Skem telesu poseduije t. i. mati¢ne lastnosti. Te omenjenim
celicam omogocajo diferenciacijo v razlicne celiCne tipe
organizma ter sposobnost samoobnavljanja (proces, v ka-
terem se maticne celice delijo in zagotavljajo nastanek
novih héerinskin mati¢nih celic skozi Zivljenje) (8). Mati¢ne
celice izloCajo tudi veliko Stevilo trofiCnih dejavnikov, ki z
mitogenimi, antiapoptotskimi, nevroregenerativnimi, angio-
genetskimi in drugimi lastnostmi pospesujejo popravilo po-
Skodovanih tkiv (9). Pri tem je dostava teh dejavnikov do
poskodovanega mesta pomembna in prav tako kljuéna
lastnost mati¢nih celic je zaznavanje poSkodovanih ana-
tomskih lokacij s pomocjo kemotakse (10). Po doloc¢eni
poskodbi namrec pride do mobilizacije mati¢nih celic na
mesto, Kjer se ta nahaja in kjer lahko mati¢ne celice pripo-
morejo k regeneraciji z nadomestitvijo poskodovanih celic
ter s pomodjo topnih dejavnikov, ki jin proizvajajo in izloCajo
kot majhne »farmacevtske tovarnex.

J, aktivacija
Nevtrofilci

SOD-3

proliferacija
aktivacija

DO, PGE2, HLA-G5

Celice naravne ubijalke (NK)

Mezenhimske stromalne celice

J, polarizacija M1

/) polarizacija M2
Makrofagi

@

DO, IL-10,
TGF-B, TSG-6,
IL-1Ra, IDO

IL-6, IL-10,

PGE2, M-CSF o
aktivacija

zorenje

l diferenciacija

Dendriti¢ne celice

CCL2, IDO,
TGF-B, PGE2, IL-1Ra
IL-10 IDO, NO
PGE2
diferenciacija
proliferacija
Regulatorni limfociti aktivacija
T nastanek Limfociti B
Efektorski limfociti T
diferenciacija
proliferacija
aktivacija

Slika 2: Imunsko posredovani mehanizmi delovanja mezenhimskih stromalnih celic (MSC).
Figure 2: Immune-mediated mechanisms of action of mesenchymal stromal cells (MISCs).
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NajobseznejSe maticne lastnosti pripadajo maticnim celi-
cam, ki so prisotne med zgodnjim nastankom zarodka,
kot so embrionalne mati¢ne celice, iz katerih nastane nas
celoten organizem (11). Njihova uporaba v klini¢ni praksi
ni upravicliiva predvsem zaradi eti¢nih razlogov. So pa ra-
Zli¢ne vrste mati¢nih celic prisotne tudi v odraslem organ-
izmu. Te somatske mati¢ne celice so ze bolj usmerjene in
skrbijo za regeneracijo dolocenih anatomskih predelov, kjer
jih obi¢ajno tudi najdemo.

Prve mati¢ne celice, ki smo jih uspesno izolirali in uporabili
v terapiji, so bile krvotvorne mati¢ne celice (KMC). Na
njihovi uporabi temelji uspeh danes nepogresliive metode
presajanja KMC, ki je pogosto edina moznost zdravlienja
Stevilnih hematoloskih rakavih bolezni in hudih podedovanih
imunskih pomanijkljivosti (12). V tem kontekstu KMC sicer
ne klasificiramo kot zdravilo 0z. ZNZ, ker gre za minimalno
manipuliran pripravek, ki v prejemniku izvaja enako funkcijo

kot v darovalcu. Kot ZNZ pa KMC danes pogosto upora-
bliamo za regenerativne namene izven krvotvornega si-
stema, kot so bolezni, povezane z jetri, srcem ali zivénim
sistemom (13).

Pred veC desetletji so pokazali, da kostni mozeg ni le vir
KMC, temvec lahko v njegovi stromi najdemo fibroblastom
podobne celice z mati¢nimi lastnostmi, ki jih imenujemo
mezenhimske stromalne oz. mati¢ne celice (14). Zaradi
svojih mati¢nih in edinstvenih imunomodulatornih lastnosti
so danes MSC najbolj proucevana vrsta mati¢nih celic,
katerih terapeviske ucinke trenutno proucujejo v vec sto
klinicnih raziskavah pri Stevinih in raznolikin patologijah
(15). Mnogoteri in veCstranski mehanizmi delovanja MSC,
ki zajemajo tako imunomodulatorne (slika 2) kot regenera-
tivne ucinke (slika 3), definirajo MSC kot zelo pomembno
zdravilno uginkovino za pripravo ZNZ z iziemnim spektrom
indikacij (16, 17).

N
S

Obnova poskodovanih tkiv z diferenciacijo in
nadomescanjem odmrlih celic

Mezenhimske stromalne celice

Sproscéanje troficnih dejavnikov
(EGF, VEGF, HGF, PDGF, Ang,
IGF-1, LL-37, Lipocalin-2, idr),

regeneracija tkiv
anti-apoptotsko delovanje
protimikrobno delovanje
neo-angiogeneza

Slika 3: Regenerativni mehanizmi delovanja MSC.
Figure 3: Regenerative mechanisms of action of MSCs.
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Mezenhimske stromalne celice (MSC) posedujejo kom-
pleksne imunomodulatorne lastnosti, ki jih Se posebej
spodbudi vnetno mikrookolje. Pri tem lahko proizvajajo in
izlo&ajo Stevilne imunosupresivne dejavnike, kot so (slika
2): IDO (indolamin-2,3-dioksigenaza), NO (duSikov oksid),
interlevkin (IL)-10, TGF-B (transformirajoCi rastni dejavnik
B), CCL2 (kemokinski ligand 2), PGE2 (prostaglandin E2),
IL-1Ra (antagonist receptorja za IL-1), M-CSF (makrofagne
kolonije stimulirajoci dejavnik), TSG-6 (s tumorje nekrotizi-
rajo¢im dejavnikom induciran protein 6), SOD-3 (superok-
sidna dismutaza 3) in HLA-G5 (Cloveski levkocitni antigen
razreda |, molekula G5) (18). Ti dejavniki pogosto vplivajo
na zaviranje efektorskih (aktiviranih) imunskih odzivov in
spodbujajo regulatorne (inhibicijske), kot sta npr. indukcija
regulatornih limfocitov T (Treg) in aktivacija makrofagov v
tolerogeni podtip M2.

Kot »Zivo« zdravilo so MSC, podobno kot ostale celice, po
aplikaciji podvrzene vplivom mikrookolja, na katere se lahko
odzovejo s spremembo ali ojacitvijo svojin funkcij (plasticnost
delovanja) (19). Na tak nacin lahko vnetno okolje (npr. vnetna
citokina IFN-y in TNF-a) pri imunsko posredovanih patolo-
gijah aktivira MSC in dodatno oja¢a njihovo imunosupresi-
vno delovanje, s tem pa njihov priCakovani terapevtski uci-
nek (20). Podrobno poznavanje lastnosti MSC lahko
izkoristimo tudi za njihovo dodatno manipulacijo v labora-
toriju in optimizacijo oz. usmeritev njihovih regenerativnih
lastnosti. Tako je npr. znano, da predtretiranje MSC z re-
kombinantnim hepatocitnim rastnim dejavnikom (HGF) po-
zitivno vpliva na njihovo sposobnost regeneracije sréne mi-
Sice (21).

Regeneracijo in obnovo poskodovanih tkiv lahko MSC
spodbujajo na ve¢ nacinov. Eden od teh je diferenciacija
MSC v taréne celicne tipe, s Cimer lahko neposredno na-
domestijo odmrle celice tkiv in organov. Sodobno strokovno
mnenje je, da predstavlja ta nacin delovanja najmanjsi del
njihovega ucinka. Zelo pomembno za njihovo ucinkovanje
je sprosc¢anije troficnih dejavnikov, ki spodbujajo endogene
mehanizme za pospeSeno regeneracijo. Med pomemb-
nejSe tovrstne dejavnike spadajo (slika 3): EGF (epidermalni
rastni dejavnik), VEGF (vaskularni endotelijski rastni dejav-
nik), HGF (hepatocitni rastni dejavnik), PDGF (trombocitni
rastni dejavnik), Ang (angiopoietin) in IGF-1 (inzulinu podo-
ben rastni dejavnik 1) (22). Poleg tega lahko MSC delujejo
tudi protimikrobno, in sicer z izlo€anjem LL-37 (Cloveski
katelicidin) in lipokalina-2.

Za izolacijo oz. pridobivanje MSC najpogosteje uporabljiamo
tiste bioloSke vire, ki vsebujejo vecje koli€ine njihovih pre-
kurzorskih oz. predhodniskih celi¢nih vrst in so razmeroma
dostopni. Najpogosteje so to kostni mozeg, adipozno tkivo

ter tkivo popkovnice (manjse koli¢ine predhodnikov MSC
so prisotne tudi v popkovnicni krvi) (23). Zaradi nizkega
Stevila prekurzorskih celic MSC v vseh virih jih moramo po
izolaciji namnoziti bodisi v klasi¢nih celi¢nih kulturah ali v
bioreaktorjih.

Slika 4 prikazuje najpogostejSe indikacije, pri katerih prou-
Cujejo terapevtske ucinke ZNZ na osnovi MSC. Smiselnost
aplikacije MSC pri tako raznolikin patologijah je v tem, da
je njihov terapevtski vpliv za razliko od majhnih molekul in
bioloskih zdravil iziemno Sirok. Tako velika terapevtska
Sirina nedvomno predstavlja iziemen potencial MSC, pri
¢emer pa se novejsi razvojni vidiki vedno bolj osredotocajo
na dodatno manipulacijo celic ter pametno oblikovanje
taksnih celi¢nih zdravil na nacin, da kar najbolj izrazajo
tiste lastnosti, ki bodo najbolj pripomogle pri zdravijenju
specifi¢ne bolezni.

3.2 IMUNSKA TERAPIJA IN CELICE
CAR-T

Ze vet desetletij obstaja velik interes, kako bi lahko vpregli
izreden potencial imunskih celic in ga izkoristili za eradika-
cijo napredovalin malignih tvorb. Zdravila na osnovi celic
CAR-T predstavljajo inovativno tehnologijo, ki zanje obilo
zanimanja zlasti od leta 2010, ko so jih Carl June in sod.
uspesno uporabili v prvi kliniéni raziskavi zdravljenja dolo-
¢enih B-celiénih limfomoyv, in sicer za kroni¢no limfocitno
levkemijo ter akutno limfoblastno levkemijo (25, 26). UCin-
kovitost teh CD19 CAR-T, usmerjenih proti antigenu (Ag)
CD19, ki ga selektivno izrazajo limfociti B, je bila neizpod-
bitna in v doloCenih primerih omogocila prezivetje pacien-
tov, ki so bili sicer obsojeni na smrt. Popolno remisijo so
pogosto dosegli pri 70 do 97 % pacientov (27). Ti uspehi
so vodili do prve registracije dveh ZNZ (Yescarta® in
Kymriah®) na osnovi CAR-T v letu 2017 pri amerigki Agenciji
za zdravila (FDA, Food and Drug Administration), malo
kasneje pa Se pri EMA.

Kratica CAR-T predstavlja dva pojma. CAR (chimeric anti-
gen receptor) pomeni himerni antigenski receptor, ¢rka T
pa oznaduje limfocite T. CAR-T so torej limfociti T, v katere
S0 z gensko manipulacijo vnesli gen za himermi antigenski
receptor. Zakaj je ta kombinacija tako ucinkovita? Naravni
limfociti T so sposobni prepoznati tuje ali spremenjene Ag.
Po aktivaciji se v limfocitih T aktivirajo mehanizmi, ki ubijejo
ali kako drugace odstranijo okuzene ali spremenjene celice,
vendar je njihova naloga zelo obsezna. Za uspesno dozi-
vljenjsko obrambo nosijo nasi limfociti T-celi€ne receptorije,
ki prepoznajo priblizno sto milijonov razli€nih Ag. Pripravijeni
morajo biti namre¢ na odgovor, ne glede na »nesteto« po-
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Slika 4: Pregled kiinicnih raziskav zdravijenja z MSC po razlicnih indikacijah; prirejeno po (24).
Figure 4: Overview of clinical studies using MSCs for various indications; adapted from (24).

tencialno razli¢nih struktur Ag, ki lahko vdrejo v nase telo.
Stevilo limfocitov T, specifiénih za to&no doloen Ag, torej
ne more biti visoko, zato se morajo ob vsaki aktivaciji mo-
¢no namnoziti in klonsko aktivirati. Ta proces vkljuCuje Ste-
vilne mehanizme, ki jih predvsem napredovali tumorji po-
gosto »zmanipulirajo«, da do odgovora ne pride (28). Z
vnosom receptorja CAR lahko te omejitve presezemo.
Specificnost za doloCen tumorski Ag (npr. CD19 na mali-
gnih limfocitih B) se na tak nacin omogoci zelo velikemu
Stevilu limfocitov. Dodatno so receptorji CAR »oborozeni«
z znotrajceliCnimi signalizacijskimi domenami, ki po pre-
poznavi Ag mocno aktivirajo limfocite in njihove naravne
ubijalske sposobnosti.

Slika 5 prikazuje strukturo himernega antigenskega recep-
torja. Po uspesnem prepisu vstavljene genske informacije
se receptor CAR izrazi kot transmembranski receptor, se-
stavljen iz Stirih domen: A) zunajceli¢ne, ki prepozna taréni
Ag (scFv, single chain variable fragment), a) domene teCaja
0z. zgloba (t. i. »hinge« regija), ki sega do membrane in
omogoca gibljivost vezavne domene, c) transmembranske
domene, ki stabilizira receptor na mestu, ter d) znotrajce-
line signalizacijske domene, ki po vezavi CAR na tarcni
Ag sprozi aktivacijo limfocita T.

Narava tar¢ne molekule predstavija enega od poglavitnih
dejavnikov za uspesnost terapije CAR-T. Antigen CD19 je
tako klju€nega pomena za uspeh CAR-T pri omenjenih in-
dikacijah. Od petih ZNZ na osnovi celic CAR-T, ki jih je od-
obrila FDA, so &tiri usmerjene proti CD19 (Yescarta®,
Kymriah®, Tecartus® in Breyanzi®). Zaenkrat je samo eno
ZNZ, Abecma®, usmerjeno proti Ag BCMA (B-cell matu-
ration antigen) za zdravljenje multiplega mieloma (29).

Pomembnost tarCe, ki jo napadejo celice CAR-T, se ne
odraza le v ucinkovitosti terapije, temveC v enaki meri v
njeni varnosti. Terapija s celicami CAR-T je izredno agresi-
vna, saj pride po prepoznavi Ag z receptoriem CAR do
mnozi¢ne limfocitne aktivacije. Slednje pogosto vodi v sin-
drom sproScanja citokinov (CRS, cytokine release syn-
drome), ko imunske celice po aktivaciji zacnejo izloCati
vecje koliCine vnetnih citokinov, kar lahko vodi do resnejSih
zapletov (30). Ce bi se taréni antigen izraZal na zdravih tki-
vih, bi lahko bila tovrstna aktivacija uni¢ujo¢a, saj bi prislo
do t. i. »ON-target/OFF-tumor« toksic¢nosti (31). Antigen
CD19 predstavlja skoraj idealno tar¢o, saj ga izrazajo lim-
fociti B kot njihove predniske celice, ni pa izrazen na KMC.
Poboj zdravih limfocitov B se pri tem dokaj enostavno re-
Suje z dodajanjem imunoglobulinov (32). Velik del razvoja
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Slika 5: Shematska predstavitev strukture himernega antigenskega receptorja (CAR); prirejeno po (24).
Figure 5: Schematic representation of chimeric antigen receptor (CAR) structure; adapted from (24).

bodocih CAR-T terapij je torej namenjen iskanju primernih
tarCnih Ag in predstavlja tudi pomemben razlog, da tre-
nutno Se ni na voljo terapij s celicami CAR-T pri solidnih
tumorijih (33).

UPORABA ZDRAVIL ZA
NAPREDNO ZDRAVLJENJE
PRI NAS

ZacCetki razvoja celi¢nih terapij v Sloveniji so se odvijali na
Zavodu RS za transfuzijsko medicino (ZTM) ze v Casu, ko
klasifikacija tovrstnih zdravil Se ni bila definirana in uzako-
njena. Danasnja izdelava ZNZ na ZTM je logi¢na nadgradnja
dejavnosti na podrocju preskrbe s krvjo ter podrocju tkiv
in celic. Napredek v zadnjih letih je omogocil, da ZTM ni
edini proizvajalec tovrstnih zdravil pri nas, sgj jih izdelujejo
tudi nekatera manjSa podjetja (34, 35). Nedvomno pa je
njegova vioga pri zagotavljanju ZNZ na nerutinski osnovi
klju€na za dostopnost najnaprednejsih celicnih in genskih
terapij slovenskim pacientom, predvsem v lu¢i statusa za-
voda kot javne institucije.

V Sloveniji je tako pacientom od leta 2014 na voljo terapija
na osnovi ekstrakorporalne fotofereze (ECP). Gre za imu-

nomodulatorno terapijo, ki Se vedno predstavlja pomemben
alternativen terapevtski pristop za zdravljenje bolezni pre-
sadka proti gostitelju, po presaditvi KMC (36) in jo v dolo-
¢enih drzavah &lanicah Ze uvrséajo med ZNZ (37, 38). Do
danes smo opravili ze ved tiso¢ postopkov ECP. Na osnovi
nerutinske priprave od leta 2012 proizvajamo ZNZ na os-
novi CD34* KMC za zdravljenje akutne kardiomiopatije
(89). Od leta 2018 pa izdelujemo tudi ZNZ na osnovi MSC,
ki so namenjena razlicnim klini€nim partnerjem za zdra-
vlienje akutne bolezni presadka proti gostitelju, poskodb
hrbtenjace (40), razlicne namene v ortopediji in plasticni
kirurgiji ter za imunsko modulacijo po presaditvi solidnih
organov (41). Ob koncu leta 2019 smo na ZTM pridobili
aparat CliniMACS Prodigy®, namenjen izolaciji, gojenju in
manipulaciji celic v zaprtem sistemu. Aparat uporabljamo
za pomoc pri proizvodnji ZNZ na osnovi virusno specificnin
limfocitov T. Ti so namenjeni pacientom, ki jih ogrozajo ek-
spanzije virusa Epstein-Barr, adenovirusa, virusa citome-
galije in drugih (42). Prvi uspeh pri nadzoru virusnega bre-
mena smo dosegli v lanskem letu (2021) s pripravki
specificnih limfocitov T proti virusu Epstein-Barr, in sicer
pri pediatri¢nem pacientu. Platforma CliniMACS Prodigy®
je klju¢na tudi za pripravo ZNZ na osnovi celic CAR-T, kjer
Cakamo na zacetek KliniCne raziskave Univerzitetnega kli-
ni¢nega centra v Ljubljani.
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Na podrocju ZNZ se nahajamo v optimisticnem ¢asu. Ob-
dobje »pubertete« dojemanja celi¢nih in genskih terapij je
za nami in od njih si ne obetamo ve¢ magic¢nih ucinkov v
smislu zdravila, ki bi zdravilo vse tegobe. Namesto tega
smo s skupnimi napori, tako v Sloveniji kot v tujini, pridobili
dovolj predklini¢nih in klini¢nih izkusenj, da veliko bolje ra-
zumemo, kaj vse nam lahko ZNZ nudijo. Klju¢no je tudi
zavedanje odgovornosti, ki jo proizvodnja in zdravljenje z
ZNZ prinaSata s seboj. Omenjene izkuSnje in znanje so
poglavitnega pomena za nadaljnji razvoj tega kompleks-
nega in izrazito interdisciplinarnega podrocja, kjer bosta
poglavitno vlogo igrali farmacevtska in medicinska stroka.
Pri tem ne bo pomembna le vioga farmacevtske industrije,
temvec v enaki meri tudi vioga akademskih in bolnigni¢nih
proizvodnih centrov ter manjSih in srednje velikin bioteh-
noloskih podijetij, ki bodo zaradi znacilne buti¢ne proiz-
vodnije nerutinsko izdelanih ZNZ in Stevilnih drugih poseb-
nosti (priprava za vsakega pacienta posebej, ob&utljivost
rokovanja z Zivimi zdravili, roki uporabe idr.) lahko k razvoju
tega podrocja veliko doprinesli.
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