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POVZETEK

Glioblastom je najpogostejsi primarni maligni tumor
mozganov in hkrati tudi najbolj smrtonosna in agre-
sivna oblika tumorija, ki se pojavija v mozganih. Pov-
precno prezivetje bolnikov z glioblastomom je kljub
prejetju standardne terapije le 12 do 15 mesecev. V
zadnjih letih se kot napredna moznost zdravljenja
glioblastoma pojavija imunoterapija, ki je pri zdra-
vlienju nekaterih drugih rakov dozivela izjemen
uspeh. Posebnost glioblastoma je visoka stopnja
imunosupresije, ki je predvsem posledica poveca-
nega izrazanja PD-1, PD-L1, TGF-( in metaloproteaz
ter znizanega izrazanja MHCI. Imunoterapevtski pri-
stopi za zdravljienje glioblastoma, ki so presli v tretjo
fazo Klini¢nih preskuSanj, so peptidna cepiva proti
EGFRVIII, ki pa se na koncu niso izkazala kot najbolj
uspesna. Podobno tudi celi¢na terapija z dendriti-
¢nimi celicami in s citokini induciranimi celicami ubi-
jalkami ter terapija z zaviralci imunskih kontrolnih
tock (npr. nivolumab) ni prinesla Zelenih rezultatov.
Znanstveniki so za zdravljenje glioblastoma razvili
tudi celice CAR-T, usmerjene proti HER2, IL-13Ra2
in EGFRVIII, a niso imele znatnega dolgotrajnega
uCinka na paciente. Prihodnost imunoterapije pri
zdravljenju glioblastoma je predvsem v izboljSanju
trenutnih terapij in kombinaciji ve¢ pristopov.

KLJUCNE BESEDE:
CAR-T, glioblastom, imunoterapija, klini¢na razi-
skava

ABSTRACT

Glioblastoma is the most common primary malignant
brain tumor, and at the same time the most aggres-
sive and deadliest form of tumor occurring in the
brain. The average survival of patients with gliobla-
stoma, despite receiving standard therapy, is only
12-15 months. In recent years, immunotherapy has
emerged as an advanced treatment option for glio-
blastoma and has been extremely successful in treat-
ing some other cancers. A special feature of gliobla-
stomis a high level of immunosuppression, which is
mainly due to increased expression of PD-1, PD-L1,
TGF-B and metalloproteases and decreased expres-
sion of MHCI. Immunotherapeutic approaches for
the treatment of glioblastoma that have passed into
the third phase of clinical trials are peptide vaccines
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against EGFRVIII, which in the end did not prove to
be the most successful. Similarly, cell therapy with
dendritic cells and cytokine-induced killer cells and
therapy with immune checkpoint inhibitors (eg
nivolumab) did not produce the desired results. Sci-
entists have also developed CAR-T-targeted HER2,
IL-13Ra2, and EGFRVIII for the treatment of glioblas-
toma but they did not have a significant long-term
effect on patients. The future of immunotherapy in
the treatment of glioblastoma lies primarily in the im-
provement of current therapies and the combination
of several approaches.

KEY WORDS:
CAR-T, clinical trials, glioblastoma, immunotherapy

UvoD

Glioblastom je najpogostejSi primarni tumor centralnega
zivénega sistema in je tudi eden izmed najbolj smrtonosnih
rakov, saj petletno prezivetje po diagnozi znasa le 5,5 %.
Glioblastom je redek rak in se v Zdruzenih drzavah Amerike
pojavlja s pogostostjo 3,2 primera na 100.000 prebivalcev
(1). Pogosteje se pojavlja pri starejSi populaciji z mediano
povprecne starosti 64 let (2). Po razdelitvi Svetovne zdrav-
stvene organizacije glioblastom spada v ¢etrto, najbolj ma-
ligno stopnjo gliomov. Vzrokov za nastanek gliomov v veliki
meri ne poznamo. Med dejavnike tveganja sodijo izposta-
vljenost ionizirajoemu sevanju in nekateri redki druzinski
sindromi, kot je npr. Li-Fraumenijev sindrom (3). Prvi znaki
bolezni so povezani predvsem z mestom tumorja in so
lahko zelo jasni, kot je npr. izguba vida, spremembe pri
sporazumevanju ali otrplost. Lahko pa so tudi blagi, npr.
utrujenost, blage tezave s spominom in motnje razpoloze-
nja (2). Znacilnosti tumorskih celic so netipi¢na jedra, celi¢ni
pleomorfizem, visoka mitotska aktivnost, nekroza in mi-
krovaskularna proliferacija (1). Zdravljenje bolnikov, miajsih
od 70 let, obsega najvecjo mozno odstranitev tumorja, ra-
dioterapijo in kemoterapijo s temozolomidom (2). Kljub
zdravljenju vecina bolnikov umre 15 mesecev po diagnozi
(4). Neuspesnost klasi¢ne terapije je med drugim posledica
izraZzanja proteinov, ki izloCajo protitumorske ucinkovine iz
celice, in izrazanje encima O-6-metilgvanin-DNA metil-
transferaze (MGMT). Ta namre¢ odstrani poskodbe, ki jih
je povzroCil temozolomid. Poleg tega so v tumorju prisotne

tudi glioblastomske maticne celice (5), ki so Se posebno
odporne na zdravljenje s temozolomidom in radioterapijo
(4, 6). Za glioblastom je znacilna tudi visoka stopnja hete-
rogenosti tako znotraj tumorja kot tudi med tumoriji razlicnih
bolnikov, kar dodatno otezuje nacrtovanje novih zdravil (4).
Zaradi izijemno visoke stopnje smrtnosti bolnikov so nova,
ucinkovitejSa zdravila nujno potrebna.

Eden izmed trenutno najbolj obetavnih nacinov zdravijenja
raka so imunoterapevtski pristopi, ki temeljijo na izboljSanju
imunskega odziva telesa na tumor ali pa na ciljanju specifi-
¢nih tumorskih antigenov (7). Leta 2018 so raziskovalcema
Jamesu Allisonu in Tasuku Honju podelili Nobelovo nagrado
na podrocju imunoterapije, in sicer za odkritie zaviralcev
imunskih kontrolnih tock (8, 9). Imunske kontrolne tocke so
namre¢ kljuCen del imunskega sistema, saj skrbijo za na-
tan¢no uravnavanje imunskega odziva. Rakave celice med
drugim izrazajo tar¢e imunskih kontrolnih tock (10). S tem
preprecijo njihovo prepoznavanje in odstranitev z naravnimi
celicami ubijalkami oz. citotoksi¢nimi limfociti T ter tako za-
vrejo delovanje imunskega odziva. Prvi imunoterapevtik, ipi-
limumab, so odobirili leta 2011 za zdravljenje metastatskega
melanoma. Kmalu zatem so odobrili ve¢ zdravil za zdravijenje
razlicnih rakov, kot so npr. majhnoceli¢ni rak plju¢, nemajh-
noceli¢ni rak pliuc¢ in rak materni¢nega vratu (8).

V tem dlanku bomo najprej na kratko opisali posebnosti
imunskega sistema pri glioblastomu in predstavili imuno-
terapevtske pristope za njegovo zdravijenje, ki so se izkazali
kot najbolj obetavni in so presli v tretjo klinicno fazo pre-
skusanj. Nato bomo predstavili ostale obetajoCe imunote-
rapevtske nacine zdravljenja glioblastoma.

IMUNSKI SISTEM
V GLIOBLASTOMU

Dolgo ¢asa je veljalo prepriCanje, da je centralni ziveni sistem
organ v imunoloskem mirovanju, ki ga vzdrzujejo izklju¢no
celice mikroglije. Le-te pa pred vsemi interakcijami perifer-
nega imunskega sistema Sciti krvno-mozganska pregrada.
V zadnjih dvajsetih letih so ugotovili, da se znotraj centralnega
zivénega sistema prepletajo elementi prirojenega in prid-
oblienega imunskega sistema. Poleg tega je krvno-mozgan-
ska pregrada pri poskodbah in vnetjih ter pri razvoju tumorjev
propustna in tako dostopna imunskim celicam (11). Kot pri-
mer, aktivirani limfociti T, ki se nahajajo v vratnih bezgavkah,
lahko prehajajo skozi krvno-mozgansko pregrado in vstopijo
iz limfnega sistema v centralni ziveni sistem (12, 13).
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Ceprav ima centralni Ziveéni sistem edinstveni imunski me-
hanizem, je za glioblastom znacilna visoka stopnja imuno-
supresije (slika 1). Na sliki so prikazani posamezni mehanizmi,
ki v tumorju glioblastoma delujejo imunosupresivno. Fonseca
je s sodelavci raziskoval zbiranje celic mikroglije in makrofa-
gov v glioblastomu in dokazal, da mikroglija z uravnavanjem
transformirajoCega rastnega faktorja beta (TGF-B) preko
stika s tumorskimi celicami spodbuja napredovanje tumorja
(12, 14). Maligne glioblastomske celice izrazajo in izloajo
imunosupresivne dejavnike, kot so prostaglandini E2 in ci-
tokini (TGF-B in IL-10), ki rekrutirajo regulatorne celice T, in-
hibirajo proliferacijo in aktivnost efektorskih celic T in antigen
predstavitvenih celic ter zavirajo zorenje dendriticnih celic
(12, 13). V zaCetni fazi razvoja tumorja infiltracija regulatornih
celic T z izrazanjem ligandov imunskih kontrolnih tock, ki ci-
totoksiénim limfocitom T prepredijo proliferacijo in sprostitev
imunsko aktiviranih citokinov, prispeva k zasdéiti tumorja (11).
S tumorjem povezani makrofagi (TAM M2), ki imajo imuno-
supresivni fenotip, izloCajo faktorje, kot je npr. TGF-B, in s
tem zaustavijo citotoksicne celice T ter rekrutirajo metalo-
proteazo MMP14. V pozitivni povratni zanki s tumorjem po-
vezani makrofagi izloCajo MMP14, ki stimulira tumorske ce-

lice, da pri¢nejo izlo¢ati MMP2 in MMP9, in s tem pospesijo
unicenje zunajceliCnega ogrodja in odstranitev apoptoticnih
celice, kar oboje vodi k razsiritvi tumorja (11).

Bloch je porocal, da makrofagi, izolirani iz periferne krvi bol-
nikov z glioblastomom, izrazajo poviSano raven liganda pro-
gramirane celicne smrti (PD-L1), ki aktivira receptor PD-1 in
s tem omeji delovanje citotoksi¢nih limfocitov T (14, 15).
Celice glioblastoma se lahko z izrazanjem receptorjev
FASL, B7 in PD-L1 vezejo na negativne regulatorne faktorje
imunskih funkcij in tako inhibirajo aktivnost citotoksi¢nih
limfocitov T in spodbudijo »imunski pobeg« glioblastoma
(16). Znizano izrazanje klasi¢nih molekul poglavitnega hi-
stokompatibilnostnega kompleksa (MHCI) in prekomerno
izrazanje dolocenih neklasi¢nih molekul MHCI (HLA-G,
HLA-E) lahko inhibirata citotoksi¢nost citotoksi¢nih limfo-
citov T in citotoksi¢nost celic T, kar prav tako prispeva k
imunskemu pobegu tumorja (12, 17). Sredis¢e imunskega
pobega so med drugim tudi glioblastomske mati¢ne ce-
lice, saj predstavljajo samoobnavljajo¢o se populacijo tu-
morskih celic, ki so odgovorne za Sirjenje glioblastoma,
angiogenezo, odpornost na kemo- oz. radioterapijo in
imunsko slabljenje.
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Slika 1: Imunski pobeg celic glioblastoma (GB).
Figure 1: Immune escape of glioblastoma (GB) cells.
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Glioblastomske maticne celice prispevajo k spremenjeni
imunogenosti, zmanjSanemu izrazanju kompleksa MHCI
in ekspresiji PD-L1. Slednja sprozi indukcijo T-celi¢ne aner-
gije in prepreci imunski odgovor. Glioblastomske mati¢ne
celice na svoji povrsini nimajo kostimulatornih molekul
CD80 in CD86, ki sta potrebni za aktivacijo antigen speci-
ficnih citotoksicnih limfocitov T (18, 19). Izlo¢ajo tudi TGF-
B, ki stimulira rast tumorja, galektin-3, ki sproZi citotoksi¢no
T-celi¢no apoptozo, in arginazo ter periostin, ki spodbujata
diferenciacijo okoliskih s tumorjem povezanih makrofagov
M2. Z izloCanjem vseh teh dejavnikov lahko glioblastomske
mati¢ne celice usmerjajo in nadzorujejo svoje imunsko mi-
krookolje (11, 20).

IMUNOTERAPIJA
PRI ZDRAVLJENJU
GLIOBLASTOMA

3.1 KLINICNE FAZE

Zdravila morajo prestati Stevilna dolgotrajna in zahtevna
preskusanja pred njihovo odobritvijo na trgu. Klini€na pre-
skusanja zdravil razdelimo v Stiri faze (21-23). V prvi klini¢ni
fazi zdravilo testiramo na manjsi skupini (do 100) zdravih
posameznikov ali pa na rakavih bolnikih z napredujoco bo-
leznijo, kjer dolo¢imo varen odmerek zdravila in identifici-
ramo mozne nezelene ucinke (21, 22). V drugi Klini¢ni fazi
zdravilo testiramo na vecjemu Stevilu rakavih bolnikov (100
do 500) in dolo¢imo ucinkovitost zdravila in dodatne ne-
zelene ucinke (21, 22). V tretji klini¢ni fazi, ki je obi¢ajno
randomizirana, pa zdravilo testiramo na Se vec¢jem Stevilu
bolnikov (1000 do 5000), da dolo€imo ucinkovitost zdravila
ter mozne nezelene ucinke in nato uspesnost primerjamo
z obstojedimi zdravijenji (21, 22). Cetrta faza obsega ovred-
notenje zdravila, ko je to Ze na trgu.

3.2 KLINICNE RAZISKAVE V DRUGI IN
TRETJI FAZI PRESKUSANJA

V tretjo fazo klini¢nih preskusanj za zdravijenje glioblastoma
so presli imunoterapevtski pristopi, kot so peptidna cepiva
in cepiva iz dendritinih celic, celi¢na terapija ter inhibitorji
imunskih kontrolnih tock (preglednica 1).

3.2.1 Peptidna cepiva
Peptidna cepiva so lahko usmerjena proti enemu ali vec
antigenom. Peptidno cepivo, usmerjeno proti mutiranemu

receptorju za epidermalni rastni faktor (EGFR),
NCT01480479, je sestavlieno iz 14 aminokislin dolgega
neoplazemskega epitopa, vezanega na hemocianin iz mor-
skih polzey, in granulocitne in monocitne kolonije spod-
bujajoCega dejavnika. EGFR je namre¢ obetajo¢a taréa
glioblastoma, saj je prekomerno izrazen pri 34 do 63 %
bolnikov. Od teh jih ima 25 do 64 % delecijo 801 baznih
parov, ki zapisujejo 267 aminokislin zunanje domene re-
ceptorja, in jo oznacujemo z EGFRVIII. Mutacija povzroCi
konstitutivno aktivacijo receptorja, neodvisno od vezave
liganda (24). Klini¢no raziskavo so izvedli na bolnikih s pri-
marnim glioblastomom z izrazenim EGFRVIII, ki so prejeli
standardno zdravljenje (kirurSko odstranitev tumorja ter
radio- in kemoterapijo), pri ¢emer med zakljuckom stan-
dardne terapije in zaCetkom imunoterapije bolezen ni na-
predovala. Raziskavo so pred¢asno prekinili, saj vmesna
analiza rezultatov skupine bolnikov z minimalnim ostankom
rakavih celic (minimal residual disease) ni pokazala razlike
med smrtnostjo bolnikov v kontrolni skupini in bolnikov, ki
so prejeli cepivo (25). Med razvojem in Klini¢nimi presku-
Sanji so ugotovili, da ekspresija EGRFVIII ni stabilna, saj
50 % ponavljajocih se glioblastomskih tumorjev spontano
preneha izrazati EGRFVIII (26). Prav tako neuspesna je
bila raziskava personaliziranega peptidnega cepiva,
UMINO00006970, usmerjenega proti ve€jemu Stevilu an-
tigenov (dvem do Stirim), izbranih na podlagi analize bol-
nikovih protiteles IgG (27). Kljub neuspeSnosti teh raziskav
so v trenutnem razvoju Se drugi terapevtski pristopi, med
drugim celice CAR-T, mikrobna cepiva in protitelesa z ve-
zanim toksinom, usmerjena proti EGRF ali EGRFVIII (28,
29).

3.2.2 Celi¢na terapija z dendriti¢nimi celicami

Dendriticne celice so pomembna povezava med priroje-
nim in pridobljenim imunskim sistemom. Njihova vioga je
zajetje, procesiranje in predstavitev potencialnih antigenov
celicam T in z usmerjanjem diferenciacije naivnih celic T
vplivajo na delovanje celi¢ne imunosti. Ucinkovito cepivo
iz dendriti¢nih celic sprozi imunski odziv, pri katerem pride
do eliminacije oz. inaktivacije regulatornih celic T, propada
imunosupresivnega tumorskega okolja in aktivacije ucin-
kovitih citotoksi¢nih limfocitov T in celic pomagalk (30).
Raziskave tretjih klini¢nih faz preskusanj dendriti¢nih celic
za zdravljenje glioblastoma Se niso zaklju€ene. Na voljo
SO le vmesni rezultati oz. rezultati sekundarnega cilja ra-
ziskave NCT00045968. Med klini¢no raziskavo je 90 %
vseh bolnikov, izbranih za sodelovanje, prejelo cepivo,
zato rezultate primerjajo s preteklimi raziskavami in klini-
¢nimi praksami. Mediana prezivetja vseh bolnikov je bila
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Preglednica 1: Seznam imunoterapij za zdravijenje glioblastoma v drugi in tretji klinicni fazi.
Table 1: List of immunotherapies for glioblastoma treatment in the second and third phases of clinical trials.

IME IN OZNAKA FAZA a7
KLINICNIH KLINICNE | BOLEZEN UDELEZEN CEV TERAPIJA KONTROLA | TARCA | REZULTAT
RAZISKAV RAZISKAVE
. . peptidno cepivo -
ACT IV primarni GB , , .
NCTO01480479 If EGFRVIIlL 745 rindopepimut/ GM- | TMZ + KHL | EGFRVIIl | neuspe$na
CSF + TMZ
ponavijajoci se , . razlicni
[TK-1 peptidno cepivo . .
UMINO00006970 [If GB HLA A24 |78 TK-A placebo tun.worsth neuspesna
pozitivni antigeni
cepivo DC z . vmesni rezultati “?
avtolognim razicni nakazujejo na §
NCT00045968 Il primamni GB | 331 L placebo +TMZ | tumorski |~ J
tumorskim lizatom antien izboljSanje
+TMZ 9 prezivetia
GB nemutiran razlicni ni podatka (v
DEN-STEM IDH, MGMT- . , L
NCT03548571 [1/111 metiian 60 cepivo DC ST turrlworsllq prldolblvanju B
antigeni | kandidatov) X
promotor %
ivo D | ligni i ki O
ADCTA oonaviaiods s ceplvg C, pacek?o, razlicni . ni Ipod.at aI(V >
NCT04277221 [If GB 118 bevacizumab kot | bevacizumab | tumorski | pridobivanju w
ST kot ST antigeni | kandidatov) E
pd
izboljSa <ZE
INNOCELL , , prezivetie brez N
NCT00807027 I primarni GB | 180 CIK+ ST ST tumor T =
bolezni -
D
CheckMate 143 ponavijgjoci se . . . o
NCT02017717 [If GB 626 nivolumab bevacizumab | PD-1 neuspesna
ponavijgjoci se ' ,
CheckMate 498 Radioterapija + .
NCT02617589 I GB MQMT— 550 nivolumab ST PD-1 neuspesna
nemetiliran
ne izboljSa
primarni GB 2;?;’32?/:&22
CheckMate 548 MGMT . )
NCTO2667587 If metiiran 693 nivolumab + ST placebo + ST | PD-1 bolezni,
celokupno
promotor -
prezivetje Se
testirajo

GB - glioblastom, ST — standardna terapija (temozolomid in radiacija), KHL — hemocianin iz morskih polzev (keyhole limpet hemocyanin), CIK —
s citokini inducirani citotosicni limfociti T, EGFRVIII — epidermalni rastni faktor z delecijo 267 aminokislin zunanje domene receptorja, GM-CSF —
granulocitne in monocitne kolonije stimulirajoCi faktor, TMZ — temozolomid, HLA-A24 — humani levkocitni antigen A24, DC — dendiriticne celice,
MGMT — metil-gvanin metiltransferaza, IDH — izocitrat dehidrogenaza, PD-1 — receptor programirane celicne smrti 1. Podatki za vse klinicne
raziskave, razen UMINOOO006970, so pridobljeni s spletne strani www.clinicaltrials.org (dostop: junij 2020). Podatki za Klinicno raziskavo
UMINO00006970 so pridobljeni na spletni strani https://rctportal.niph.go.jp (dostop: junij 2020).
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23,1 meseca v primerjavi z od 15 do 17 mesecev pri
kontrolnih bolnikih v preteklih klini¢nih raziskavah in 34,7
mesecev v primeru bolnikov z metiliranim promotorjem
MGMT (31). V statusu pridobivanja kandidatov sta Se dve
klinicni raziskavi s cepivi iz dendriti¢nih celic. Pri klini¢ni
raziskavi NCT03548571 so bolnikove nezrele dendritiCne
celice, pridobliene iz monocitov, transficirali z mRNA, ki
so jo izolirali iz bolnikovih rakavih mati¢nih celic. Poleg
bolnikovih dendriti¢nih celic, transficiranin z mMRNA, so
cepivu dodali tudi dendritiCne celice, transficirane z mRNA
survivina in telomeraze (WTERT, human telomerase reverse
transcriptase). Mediana prezivetja dvajsetih bolnikov brez
napredovanja bolezni, ki so prejeli cepivo z dendritiCnimi
celicami z mRBNA rakavih mati¢nih celic, je bila v prvi in
drugi klini¢ni fazi (NCT00846456) 694 dni, v primerjavi s
kontrolno skupino, kjer je bila mediana prezivetja 236 dni.
Tretja klinicna faza NTC03548571 je namenjana bolnikom
z glioblastomom divjega tipa in nemetiliranim promotorjem
MGMT (32). Drugo cepivo (klinicna raziskava
NCT04277221) so pripravili iz avtolognih dendriti¢nih celic
in avtolognih celic tumorja. Namenjeno je bilo bolnikom s
ponavljajo¢im se glioblastornom. Cepivo so v fazi klini¢nih
preskusanj I/l preizkusili na 17 bolnikih s primarnim ali
ponovnim glioblastomom, ki so prestali kirurSko odstra-
nitev tumorja, pri Cemer so bolniki s primarnim gliobla-
stomom po operaciji prejeli Se radioterapijo. Za kontrolno
skupino so sluzili predhodno obravnavani bolniki z glio-
blastomom, ki so prejemali standardno terapijo, in so se
s preiskovano skupino ujemali po spolu in starosti. Glede
na kontrolo se je mediana prezivetja povecala s 380 dni
na 520 dni za bolnike z glioblastomom, prezivetje po treh
letih se je povecalo s 3,2 % na 37,5 % bolnikov in
18,8 % bolnikov je Zivelo ve¢ kot pet let po terapiji. Delez
prezivetja bolnikov kontrolne populacije po petih letih je
bil 0 % (33).

3.2.3 Celi¢na terapija s s citokini induciranimi
celicami ubijalkami

Za zdravljenje glioblastoma so testirali tudi celi¢no terapijo
(klinicna raziskava NCT00807027), pri kateri so uporabili s
citokini inducirane celice ubijalke (CIK, cytokine induced
killer cells). To so od poglavitnega histokompatibilnostnega
kompleksa neodvisni citotoksi¢ni limfociti T, pridobljeni iz
perifernin monocitov bolnikov, ki so gojeni in vitro z dodat-
kom interlevkina 2 in protitelesa proti CD3. Terapijo so pre-
izkusili na bolnikin s primarnim glioblastomom. Rezultati
s0 pokazali, da terapija ni izboljSala celokupnega prezivetja
bolnikov v primerjavi s kontrolno skupino, izboljSala pa je
prezivetje brez napredovanja bolezni (34).

3.2.4 Zaviralci imunskih kontrolnih to¢k

Zaviralci imunskih kontrolnih to¢k so najpogosteje protite-
lesa, ki se vezejo na specificne receptorje ali ligande kon-
trolnih to¢k z namenom prekinitve zaviralnih signalov. Za
glioblastom je znadilno izrazanje liganda PD-L1 v razlicnem
obsegu. Dokazali so nadizrazanje PD-L1 pri 88 % bolnikov
s primarnim glioblastornom in 72,2 % bolnikov s ponavlja-
joCim se glioblastomom (35). V Kklinicni raziskavi
NCT02017717 so primerjali ucinkovitost nivolumaba v pri-
merjavi z bevacizumabom. Razlik v celokupnem prezivetju
med skupinama bolnikov ni bilo (36). Nivolumab klinicno
preskusajo tudi pri bolnikih z nemetiliranim promoterjem
MGMT, ki so manj odzivni na zdravljenje s temozolomidom.
V raziskavi NCT02617589 bodo primerjali celokupno pre-
zivetje bolnikov, ki bodo poleg radioterapije prejeli nivolu-
mab, in bolnikov, ki bodo poleg radioterapije prejeli temo-
zolomid. Prav tako poteka raziskava, kjer nivolumab
preskusajo na bolnikih s primarnim glioblastomom in me-
tiliranim promotorjem MGMT.

TERAPIJA S T-CELICAMI S
HIMERNIMI RECEPTORJI ZA
TUMORSKE ANTIGENE ZA
ZDRAVLJENJE GLIOBLASTOMA

Eden izmed najbolj obetavnih imunoterapevtskih pristopov
v zadnjih letih je terapija z modificiranimi celicami T, ki izra-
7ajo himerne receptorje za tumorske antigene (CAR, chi-
meric antigen receptor). Celi¢na terapija CAR-T je razme-
roma nova terapija v onkologiji, ki pa je ze sploSno priznana
za zdravlienje B-celi¢nega limfoma in levkemije (37).
Avtologne celice T iz bolnikov lahko z genskim inzenirstvom
modificiramo tako, da izrazajo himerne receptorje — CAR
za tumorske antigene. UspeSno modificirane celice po
ekspanziji vnesemo nazaj v bolnika, kjer povzro&ajo taréno
uni¢enje tumorskih celic, ki izrazajo specifien antigen (slika
2). Na sliki je prikazan nacin uporabe celic CAR-T pri bol-
niku in sestava receptorja CAR.

CAR so fuzijski proteini, sestavljeni iz zunajcelicne domene,
ki specificno veze tar¢no molekulo, izrazeno na povrSini
tumorskih celic, zunajcelicne povezovalne in transmem-
branske domene ter znotrajceliCne aktivatorske domene,
ki omogoca aktivacijo limfocitov T (slika 2). Zunajcelicna
domena je v vecini primerov antigen prepoznavni enoverizni
variabilni fragment protitelesa (scFv), znotrajceli¢na pa
C-veriga T-celi¢nega receptorja CD3. Glavna prednost teh-
nologije CAR-T je ravno modularnost, saj omogoca za-
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Slika 2: Potek celicne terapije CAR-T in sestava CAR.

Figure 2: The course of CAR-T cell therapy and the composition of CAR.

menljive in strukturno razlicne moznosti za vsako funkcio-
nalno domeno ter posledi¢no izgradnjo raznovrstnih re-
ceptorjev z razli¢nimi strukturnimi lastnostmi in specifi-
¢nostmi za antigene. NovejSe generacije receptorjev
vsebuijejo tudi znotrajceli¢ne kostimulacijske domene iz re-
ceptorjev CD28 in 4-1BB, ki ojacajo aktivacijo limfocitov T.
Posledi¢no ob vezavi antigena na zunajceli€no domeno
pride do povec¢ane produkcije citokinov, proliferacije in di-
ferenciacije ter obstojnosti celic T, kar Se izboljSa delovanje
terapije (38). UCinkovitost in uspesnost tehnologije CAR-T
temelji na tem, da zaobide dva klju¢na koraka, ki sta sicer
nujno potrebna za aktivacijo pridoblienega imunskega od-
ziva: potrebo po predstavitvi antigenov v kontekstu molekul
poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa in po-
trebo po kostimulacijskih signalih (14, 37).

Antigen prepoznavne domene dajejo celicam CAR-T spe-
cificnost za antigene, ki se pogosto izrazajo v tumorskih
celicah. Tumorski antigeni, ki so doslej najbolj raziskani kot
mozne tarCe CAR za zdravlienje glioblastoma, so IL-13Ra2
(receptor za interlevkin-13 z alfa 2-verigo), EGFRVIII in
HER2 (receptor ElovesSkega epidermalnega rastnega de-

javnika 2) (14, 37). Povecano izrazanje IL-13Ra2 spodbuja
napredovanje tumorja in poveca stopnjo malignosti, zato
je receptor tudi negativni prognosti¢ni indikator bolezni
(39). V prvi Kliniéni fazi, kjer so preskusali varnost in ucin-
kovitost celi¢ne terapije CAR-T za IL-13Ra2, so odkrili, da
je terapija varna in da obstaja le majhno tveganje za sicer
pogoste zaplete tovrstnih terapij, kot je sindrom sproS¢anja
citokinov (40, 41). Pri enemu od treh testiranih bolnikov je
priSlo do regresije tumorja in pove¢ane koncentracije cito-
kinov v cerebrospinalni tekocini, a se je po 7,5 mesecih
tumor ponovno pojavil (40, 42). Najbolj raziskan tumor
specificni antigen je EGFRVIII (43). Raziskave infiltracije
celic CAR-T v tumorsko tkivo pri desetih bolnikih, so po-
kazale, da je pri vecini bolnikov prislo do zmanjSanja izra-
zanja EGFRVIII v odstranjenih tumorjih po enkratni periferni
infuziji EGFRVIII celic CAR-T. Pri nobenem bolniku ni prislo
do recesije tumorja, kljub temu pa je potrebno poudariti,
da je bila to skupina s sicer slabo prognozo (44). Tirozin-
kinazni receptor HER2, ki je povecano izrazen pri doloCenih
oblikah glioblastoma, je potencialna taréa celic CAR-T (45).
Periferna infuzija celic HER2 CAR-T je pokazala relativho
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varnost te metode tako kot tudi obstojnost celic CAR-T
skozi Gas (meritve so bile opravljene v Sasovnem obdobju
enega leta). Sedmim od 16 bolnikov se je bolezen stabili-
zirala za obdobje osmih tednov do 29 mesecev, pri enem
bolniku je prislo do delne regresije tumorja (46).

Rezultati prvih klini¢nih raziskav s celicami CAR-T dokazu-
jejo, da je terapija varna, poleg tega pa se modificirane ce-
lice T lahko infiltrirajo v glioblastomsko tkivo, kjer so ob-
stojne in se aktivirajo, in pri enem bolniku so celo odstranile
precejSnjo koli¢ino malignega tkiva (14, 40). Kljub temu pa
je bilo pri Stevilnih raziskavah ocitno, da imajo terapije, ki
vkljuéujejo samo celice CAR-T, nezadostno protitumorsko
aktivnost. Natanc¢ni vzroki ostajajo Se neznani, predposta-
vljgjo pa, da ciljanje samo enega antigena pri zelo hetero-
genem tumorju, kot je glioblastom, ni zadostno za odstra-
nitev vseh rakavih celic. To teorijo potrjuje tudi dejstvo, da
so bili najboljSi rezultati terapije CAR-T dosezeni pri rakih,
ki so zelo klonalni, kot so levkemije in limfomi. Zato bo v
prihodnjin Klini¢nih raziskavah potrebno preiskati uCinke
terapije CAR-T, ki ciligjo na ve¢ razlicnih tumorskih antige-
nov hkrati (14, 37, 47). Trivalentne celice CAR-T, ki ciljajo
tri pogoste glioblastomske antigene (HER2, IL-13Ra2,
EphA2) so Ze zasnovane (48). Eden izmed glavnih razlogov
za nepopolno ucinkovitost terapije bi lahko bil ta, da do
sedaj ustvarjene celice CAR-T ne prepoznajo in posledicno
ne unicijo glioblastomskih mati¢nih celic, ki lahko nato pov-
zroCijo ponovitev bolezni (49). V drugih raziskavah so ugo-
tovili, da so celice CAR-T, ki ciliajo na IL13Ra2, HER2 in
EGFRuVII, sposobne odpraviti diferencirane celice gliobla-
stoma in glioblastomske mati¢ne celice, kar kaze, da cito-
toksi¢nost, ki jo posreduje CAR ni odvisna od mati¢nosti
celic glioblastoma (45, 50-52). Vendar se kljub temu razi-
skave osredotocajo tudi na celice CAR-T, usmerjene proti
antigenom, ki so specificni za glioblastomske matic¢ne ce-
lice. Eden izmed takih markerjev je transmembranski gli-
koprotein CD133, pri katerem so CD133-CAR-T pokazale
spodbudne rezultate v predklini¢nih raziskavah (49). T-
celice CD133-CAR so pokazale predklini¢no citotoksi¢nost
proti glioblastomskim mati¢nim celicam, pridoblienim iz
bolnikov, pa tudi protitumorski odziv pri bolnikih s tumoriji v
jetrih, trebusni slinavki in debelem &revesu. Vendar pa se
CD138 izraza tudi v nevralnih mati¢nih celicah, s ¢imer se
porajajo varnostni pomisleki pri uporabi CD133-CAR za
bolnike z glioblastomom (51, 53).

Raziskujejo tudi ucinek dodatnih modifikacij celic CAR-T s
sistemom CRISPR/Cas9, kjer bi z delecijo genov, kot je
diacilglicerol-kinaza (DGK), dosegli manjSo obdutljivost celic
CAR-T na imunosupresivne ucinke tumorskega mikrookolja
(54). Pristopi za izboljSanje ucinkovitosti celic CAR-T vklju-

Cujejo tudi kombinirane terapije z zaviralci imunskih kon-
trolnih tock (55). Trenutno potekajo prve klini¢ne raziskave,
ki kombinirajo celice EGFRVII-CAR-T s protitelesom pem-
brolizumab in IL-13Ra2-CAR-T celice s protitelesoma ipi-
limumab ter nivolumab.

ZAKLJUCEK

Pri bolnikih z glioblastornom je zaradi visoke stopnje umr-
ljivosti kljub zdravljenju s standardno terapijo Se vedno po-
treba po iznajdbi ucinkovitejSega zdravila. Kljub imunosu-
presivnemu mikrookolju glioblastoma in prekomernemu
izrazanju nekaterih antigenov je imunoterapija veljala za
obetaven nacin zdravljenja glioblastoma. Prvi imunotera-
pevtski pristop je temeljil na cilianju specificnih tumorskih
antigenov (npr. peptidno cepivo, usmerjeno proti EGFRVII).
Slabost teh cepiv je predvsem, da tumorske celice pogosto
nehajo izrazati tar¢ni antigen. Poleg tega so se tudi perso-
nalizirana peptidna cepiva, usmerjena proti vecjem Stevilu
antigenov, izkazala kot neuspesna.

Drugi pristop temelji na izboljSanju imunskega odziva na
tumor, saj glioblastom deluje na svoje okolie imunosupre-
sivno. Najvedji uspeh zakljucenih klini¢nih preskusanj v tretji
fazi je izboljSanje prezivetja bolnikov s primarnim gliobla-
stomom brez napredovanja bolezni pri uporabi celicne te-
rapije s s citokini induciranimi citotoksic¢nimi limfociti T, ven-
dar se celokupno prezivetje glede na kontrolno skupino ni
podaljSalo. Na odgovor, kako uspeSna so cepiva iz den-
driti¢nih celic, je potrebno pocakati na zakljuCek tretje faze
klinicnih preskusan;.

Pri pregledu imunoterapij, ki so v tretji klinicni fazi, zaklju-
¢ujemo, da trenutno nobena ni uspesno prestala tretje kli-
ni¢ne faze in imela dolgotrajnega ucinka na prezivetje. Zato
je poleg izboljSave obstojeCih imunoterapij nujno tudi iskanje
novih pristopov, kot je npr. terapija z modificiranimi celicami
T (CAR-T). Prvi rezultati kazejo, da je terapija uspesna
predvsem pri rakih z visoko stopnjo klonalnosti, kot sta
levkemija in B celi¢ni limfom. Pri glioblastomu, za katerega
je znacilna visoka stopnja heterogenosti, cilianje samo
enega antigena ni zadostno, zato je pomembno snovanje
vecvalentnih celic CAR-T, ki bi ciljale razli¢ne tumorske an-
tigene hkrati. Raziskujejo tudi modifikacije celic CAR-T in
kombinacije terapij, npr. zaviralci imunskih kontrolnih tock
skupaj s celicami CAR-T. Poleg kombiniranja razlicnih te-
rapij bo v prihodnje potrebno iskanje novih tumorsko spe-
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cificnin antigenov in napovednih bioloskih oznacevalcey,
kot so mutacijsko breme tumorija in neocantigenski odtis, ki
bi lahko predstavljali u¢inkovite tarCe za imunoterapijo.
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