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Abecedni popis kratica

ADC Konjugat antitijela i lijeka (ADC) (engl. Antibody-Drug Conjugate)

APC Antigen prezentirajuca stanica (engl. Antigen Presenting Cell)

CD28 Klaster diferencijacije 28 (engl. Cluster of Differentiation 28)

CDR Regije koje odreduju komplementarnost (engl. Complementarity-
Determining Regions)

CEACAM Molekule adhezije povezane s karcinoembrionalnim antigenom (engl.
Carcinoembryonic Antigen-Related Adhesion Molecules)

CSFI1R Receptor 1 faktora stimulacije kolonija (engl. Colony-Stimulating Factor 1
Receptor)

CTCAE Zajednicki terminoloski kriteriji za S$tetne dogadaje (engl. Common
Terminology Criteria for Adverse Events)

CTLA-4 Citotoksi¢ni T-limfocitni protein 4 (engl. Cytotoxic T-Lymphocyte-
Associated protein 4)

DC Dendriticka stanica (engl. Dendritic Cell)

DNK Deoksiribonukleinska kiselina

EMA Europske agencija za lijekove

FDA Americka agencija za hranu 1 lijekove (engl. Food and Drug
Administration)

GITR Glukokortikoidima induciran receptor faktora nekroze tumora (engl.
Glucocorticoid-Induced Tumor Necrosis Factor Receptor)

GM-CSF Faktor stimulacije granulocitno—makrofagnih kolonija (engl. Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimulating Factor)

gp100 Glikoprotein 100

HZzJzZ Hrvatski zavod za javno zdravstvo




ICOS Inducibilni T-stani¢ni kostimulator (engl. Inducible T-Cell Co-Stimulator)

1gG Imunoglobulin G

ImAE Imunitetom posredovana nuspojava (engl. Immune-Mediated Adverse
Event)

kDa kiloDalton

kHL klasi¢ni Hodgkinov limfom

KIR Receptori slicni  imunoglobulinu stanica ubojica (engl. Killer Cell
Immunoglobulin-Like Receptors)

LAG-3 Gen za aktivaciju limfocita-3 (engl. Lymphocyte Activation Gene-3)

LDH laktat dehidrogenaza

mAbs Monoklonska antitijela (engl. Monoclonal Antibodies)

MHC Glavni kompleks histokompatibilnosti (engl. Major Histocompatibility
Complex)

MRNA Glasnicka ribonukleinska kiselina (engl. Messenger Ribonucleic Acid)

MSI-H/dMMR | Neuspjeh popravka neispravnosti / nedostatka i nestabilnosti mikrosatelita
(engl. Microsatellite Instability-High /Mismatch-Repair Deficient)

mUCC Metastatski urotelijalni karcinom

NK Stanica ubojica (engl. Natural Killer Cell)

NSCLC Karcinom pluc¢a nemalih stanica (engl. Non-Small Cell Lung Cancer)

PD-1 Programirana smrt-1 (engl. Programmed Death-1)

PD-L1 Ligand programirane smrti-1 (engl. Programmed Death Ligand-1)

PD-L2 Ligand programirane smrti-2 (engl. Programmed Death Ligand-2)

PMBLC Limfom velikih B stanica (engl. Primary Mediastinal Large B-cell
Lymphoma)

PS Fosfatidilserin (engl. Phosphatidylserine)

TCR T-stani¢ni receptor (engl. T-Cell Receptor)

TIGIT T stanicni imunoreceptor s Ig i ITIM domenama (engl. T-cell
Immunoreceptor with Ig and ITIM Domains)

TIL Tumor infiltriraju¢i limfociti (engl. Tumor Infiltrating Lymphocytes)

TIM-3 Molekula koja sadrzi T-stani¢ni imunoglobulin i mucin domenu-3 (engl. T-

Cell Immunoglobulin- and Mucin-Domain-Containing Molecule-3)

TK

Tirozin kinaza




TKI Inhibitor tirozin kinaze (engl. Tyrosine Kinase Inhibitor)

TMB Mutacijsko optere¢enje tumora (engl. Tumor Mutation Burden)

TME Tumorski imunosni mikrookolis  (engl. Tumour Immune
Microenvironment)

TNF Faktor nekroze tumora (engl. Tumor Necrosis Factor)

Treg Regulatorna T-stanica (engl. Regulatory T cell)

UK Urotelni karcinom

VISTA Ig supresor T stani¢ne aktivacije V-domene (engl. V-domain Ig Suppressor

of T-cell Activation)




1. UuvoD

Broj osoba oboljelih od malignih bolesti u stalnom je porastu, $to je u najvecoj mjeri
rezultat povec¢anog oc¢ekivanog trajanja zivota i veceg broja osoba koje dosezu godine Zivota u
kojima se maligne bolesti ¢eSce pojavljuju. Maligne bolesti drugi su naj¢es¢i uzrok smrti u
Hrvatskoj, odmah iza sréano-zilnih bolesti. Kao i u svijetu, za ocekivati je da ¢e broj slucajeva
raka u Hrvatskoj rasti, prvenstveno zbog starenja stanovnistva. Samim time, rak predstavlja
znacajan zdravstveni problem (HZJZ, 2020).

Vrste lijeCenja raka mozemo podijeliti u Cetiri kategorije: kemoterapiju, hormonalnu
terapiju, ciljanu terapiju te imunoterapiju. Kemoterapija predstavlja tretmane citotoksi¢nim
lijekovima koji ometaju diobu i sintezu DNK. Hormonalna terapija ometa signalizaciju rasta
putem hormonskih receptora na stanicama raka. Ciljana terapija koristi lijekove koji djeluju
specificno na ciljane proteine koji sudjeluju u signalnim putevima rasta stanica raka, a
imunoterapija obuhvaca lijekove usmjerene na indukciju imunosnog odgovora (Lee i sur.,
2016). Tretmani karcinoma Cesto dosegnu refraktorno razdoblje $to dovodi do neuspjeha
lijeCenja i razvijanja recidiva bolesti. To mozZe biti posljedica izbjegavanja imunosnog
odgovora tumorskih stanica i stvaranja imunosupresivnog mikrookolisa (engl. tumour

immune microenvironment, TME) koji pospjeSuje napredovanje raka (Inthagard i sur., 2019).

1.1. Imunoterapija raka

U proslosti nije bilo jasno izrazavaju li tumori antigene koje imunosni sustav moze
prepoznati. Hipoteza imunosnog nadzora tvrdi da imunosni sustav prepoznaje maligne stanice
kao strane, s moguc¢noséu da ih eliminira (Finn, 2008). Za razliku od ostalih terapijskih
koncepata, imunoterapija prvenstveno ima cilj sprije¢iti metastatsko Sirenje bolesti i poboljSati
kvalitetu Zivota oboljelih. Pristupi koji se primjenjuju u imunoterapiji temelje se na
nadopunjavanju ili stimulaciji imunosnog sustava preko mnostva spojeva kao Sto su limfokini,
cjepiva, in vitro stimulirane efektorske stanice imunosnog sustava ili antitijela (Schuster i sur.,
2006). Imunosni sustav prepoznaje tumorske stanice i iskorjenjuje ih visSestrukim procesima
koji ukljuCuju suradnju urodene i steCene imunosti. Ovaj proces ukljuCuje pozitivne i
negativne regulatore. Pozitivni regulatori pojac¢avaju antitumorsku aktivnost, dok negativni
inhibiraju proces ubijanja i pospjesuju rast tumora (Inthagard i sur., 2019). Imunoterapija raka
mora biti pazljivo konfigurirana kako ne bi dosSlo do nezeljenih autoimunih odgovora. lako su
kontrolne tocke 1 inhibitori ugradeni u svaki korak 1 mogu prigusiti ili zaustaviti antitumorski

imunosni  odgovor, najuéinkovitiji pristupi ukljucuju selektivno ciljanje koraka Koji
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ogranicava brzinu odgovora kod pojedinog pacijenta. Mnogi nedavni klinicki rezultati
sugeriraju da je taj korak najcesce funkcija imunostata, imunosupresije koja se javlja u
mikrookoliSu tumora (Chen i Mellman, 2013).

Koncept imunoterapije raka seze sve do kraja devetnaestog stoljeca kada je William B.
Coley primijetio smanjenje tumora pa cak 1 nestanak nakon ubrizgavanja bakterijskih
proizvoda u i oko tumora. Od tada mnoga zapazanja - poput rijetke, ali dobro dokumentirane
pojave spontane remisije, veée ucestalosti karcinoma u imunosupresivnih bolesnika i
identifikacija tumor specifi¢nih antigena i limfocita - poticu istraZivanje strategija kojima je
cilj inducirati specificne antitumorske odgovore. Trenutno su alogena transplantacija kostane
srzi i monoklonska antitijela koja ciljaju tumorske stanice dva primjera Siroko koristene i
ucinkovite imunoterapije (Lesterhuis i sur., 2011).

Antikancerogene se imunoterapije obi¢no klasificiraju kao ,,pasivne” ili ,,aktivne” na
temelju njihove sposobnosti da (ponovno) aktiviraju imunosni sustav domacina protiv
malignih stanica. Monoklonska protutijela koja ciljaju tumore i usvojeno prenesene T-stanice
smatraju se pasivnim oblicima imunoterapije jer sadrze nuznu antineoplasticnu aktivnost.
Antikancerogena cjepiva i inhibitori kontrolnih tocaka ispoljavaju antikancerogeni ucinak tek
nakon aktivacije imunosnog sustava domacina te zbog toga predstavljaju jasne primjere

aktivne imunoterapije (Galluzzi i sur., 2014).

1.1.1. Imunosne kontrolne tocke

Aktivna imunoterapija cilja imunosni odgovor domacina da potakne aktivaciju i
obnovi antitumorsku funkciju. Jedan od primjera aktivne imunoterapije su takozvani inhibitori
,.kontrolnih tocaka*(engl. checkpoint inhibitors). Imunosne kontrolne tocke su negativni
regulatori imunosnog sustava te su presudne za odrZavanje samotolerancije i reguliranje
trajanja i amplitude fizioloSkih imunosnih odgovora u perifernim tkivima s ciljem
minimiziranja kolateralnih osSteCenja tkiva, odnosno igraju presudnu ulogu u ograni¢avanju
antitumorskih imunosnih odgovora (Passardi i sur., 2007; Pardoll, 2012).

U normalnom imunosnom odgovoru protiv raka antigeni na povrsini tumorskih stanica
vezu se za proteinske kontrolne tocke na povrsini T-limfocita koje reguliraju antitumorski
odgovor. Medutim, tumor moZe razviti toleranciju na ovaj mehanizam za suzbijanje
antitumorskih funkcija, Sto pospjesuje napredovanje tumora. Stoga su ove imunosne kontrolne

toCke vazne imunoterapijske mete, jer blokada kontrolne tocke inhibira ovu modulaciju



imunosnog sustava, Sto rezultira povecanim efektorskim T-limfocitima koje mogu

koordinirati antitumorski odgovor (Passardi i sur., 2007).
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Slika 1. Ciklus imunosti raka je samopropagiraju¢i cikli¢ki proces koji dovodi do nakupljanja
imunostimulacijskih ¢imbenika koji mogu pojacati i prosiriti odgovore T-limfocita. Taj je
ciklus koristan okvir za ilustraciju mehanizma imunoterapije raka, gdje svaki korak pruza

korak moguce terapijske intervencije (preuzeto od Lee i sur., 2016).

APCs (antigen presenting cells) = antigen prezentirajuce stanice

Da bi T-limfociti u¢inkovito unistili tumorsku stanicu, moraju prepoznati njene
antigene. Antigen prezentirajue stanice, npr. dendriti¢ne stanice u limfnom ¢voru, nose
tumorski antigen (ligand) na svojoj povrsini u obliku MHC-molekula, a njih prepoznaje
receptor specifican za antigen (TCR) na T-limfocitima. Takva se receptor-ligand interakcija i
prepoznavanje zove ,,prvi signal“, no za potpunu aktivaciju T-limfocita prema odredenom
specificnom antigenu nuzna je, 0sim prve, i dodatna interakcija $to se naziva ,,drugi signal®.
Tek tada dolazi do proliferacije i diferencijacije T-limfocita koji moZe prepoznati i ubiti
tumorsku stanicu (Jureti¢ i sur., 2017). Primjer receptora ,,drugog signala“ je CTLA-4
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(citotoksi¢ni T-limfocitni antigen 4), koji je uz PD-1 (programmed death-1) jedan je od
najcesce istrazivanih koinhibitorskih proteina, odnosno kontrolnih tocaka.

PD-1, poznat i kao CD279, je transmembranski protein tipa I, ¢lan porodice CD28 koji
se eksprimira na aktiviranim i iscrpljenim T i B limfocitima. PD-1 se eksprimira tijekom
efektorske, odnosno kasnije faze na T-stanici u perifernom tkivu i poja¢ano se eksprimira u
mnogim tumorima. Veze se za specificne ligande; ligand za programiranu stani¢nu smrt PD-
L1 (programmed death ligand-1) i PD-L2 na stanicama tumora. PD-L1 je eksprimiran na
razli¢itim vrstama solidnih tumora, ali nije eksprimiran u normalnom epitelnom tkivu, gdje je
PD-L2 dominantan oblik. Kad se T-limfocit preko PD-1 veze za ligand PD-L1, dolazi do
smanjene proizvodnje citokina i inhibicije proliferacije i funkcije T-limfocita unutar
perifernih tkiva i tumora, odnosno iscrpljenosti T-limfocita. To igra klju¢nu ulogu u
negativnoj regulaciji imunosnih stanica Sto rezultira uravnoteZzenjem imunosti tumora i
slabljenjem odgovora T-limfocita unutar tumorskog mikrookolisa (Singh i sur., 2015; Robert i
sur. 2015).

CTLA-4, poznat i kao CD152, je membranski glikoprotein na T-limfocitu. CTLA-4 je
homologan kostimulacijskom proteinu T-limfocita CD28 i obje se molekule veZu na ligande
CD80 i CD86, takoder nazvane B7-1, odnosno B7-2, na stanicama koje prezentiraju antigen.
CTLA-4 se takoder nalazi u regulatornim T-stanicama (Tregs) i pridonosi njihovoj
inhibicijskoj funkciji. Aktivacija T-limfocita putem receptora T-limfocita i CD28 dovodi do
povecane ekspresije CTLA-4 (Magistrelli i sur., 1999). CTLA-4 veze CD80 i CD86 veé¢im
afinitetom 1 avidnoS¢éu od CD28, §to mu omoguéuje da nadvlada CD28 za svoje ligande.
CTLA-4 zatim prenosi inhibicijski signal T-limfocitima (Walunas i sur., 1994; Krummel i
Allison, 1995; Waterhouse i sur., 1995; Walunas i sur., 1996), dok CD28 prenosi stimulacijski
signal (Harding i sur., 1992). Inhibicijsko djelovanje CTLA-4 na T-limfocite ko¢i njihovu
daljnju proliferaciju i aktivaciju, Sto sluZi sprjecavanju pretjerane imunosne reakcije i
autoimunosti, odnosno odrzava imunosnu ravnotezu (Naidoo i sur., 2014).

Protutijela koja blokiraju taj inhibicijski mehanizam mogu reaktivirati T-limfocite,
odnosno pojacati imunosni odgovor protiv tumora. Prototip inhibitora kontrolne tocke,
ipilimumab, je prvo monoklonsko protutijelo odobreno 2011. od strane FDA-a. Ipilimumab je
potpuno ljudsko protutijelo koje cilja CTLA-4, a odobren je za metastatski melanom temeljem
dvije studije (faza Ill) koje su pokazale poboljSanje stope prezivljavanja u odnosu na
konvencionalnu terapiju. Nakon pocetnog klinickog razvoja, identificirani su i drugi agensi

koji moduliraju imunosne kontrolne tocke i njihove ligande, kao $to su PD-L1, LAG-3 (engl.
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Lymphocyte Activation Gene-3), GITR (engl. Glucocorticoid-Induced Tumour Necrosis

Factor Receptor) i CD-137, a testiraju se u Klinici i kao pojedina¢ni agensi i kao kombinirana

imunoterapija (Naidoo i sur., 2014; Lee i sur., 2016).

LIMENI €VOR

.1-._.‘
, # . MHCs stallll ‘\‘\

T-
" antigenom Receptor

dendritiCna -

. g B7 1§ : P
= CD28 T stanica
stanica B ! |
. . p L il
. - CTLA4

Slika 2. CTLA-4 inhibira aktivaciju T-limfocita u limfnom ¢voru; pokretanje odgovora na
antigen i aktivaciju T-limfocita (preuzeto od Lee i sur., 2016).

LIMFNI EVOR MIKROOKOLINA TUMORA

" dendritiéna
stanica

Slika 3. PD-1 inhibira korak aktivaciju T-limfocita u limfnom ¢voru (rani stadij) i
prepoznavanje tumorske stanice (kasni stadij) u mikrookolini tumora (preuzeto od Lee i sur.,
2016).



1.1.2. Antitijela

Antitijela ili imunoglobulini su glikoproteini, serumske molekule Sto ih proizvode
limfociti B, odnosno plazma stanice, i zapravo su topljivi oblik receptora za antigene na
limfocitima B te su jedan od glavnih efektora adaptivnog imunosnog sustava. Imunoglobulini
sisavaca svrstani su u pet izotipova: IgM, IgD, IgG, IgE i IgA. Osnovna imunoglobulinska
jedinica (~150 kDa) sastoji se od dva laka (~25 kDa) i dva teSka (~55 kDa) lanca, koji su
spojeni disulfidnim vezama. Svaki laki lanac ima dvije regije sastavljene od jedne varijabilne
regije (VL) i jedne konstantne regije (C.), dok svaki teski lanac sadrzi jednu varijabilnu
domenu (Vy) i tri konstantne domene (Cy1-3). Sva antitijela se specifi¢no vezu na definirane
antigene, odnosno epitope na antigenima kroz varijabilna podruc¢ja (Lipman i sur., 2005; Ma i
O'Kennedy, 2015). Dio antitijela koji se sastoji od konstantnih regija teSkih lanaca, Fc
domena, odgovoran je za efektorske funkcije jer se preko tog dijela veze za efektorske
stanice, a pridonosi i produljenom Zzivotu molekule u krvnoj plazmi. Fc efektorske funkcije
ukljucuju sudjelovanje u brojnim mehanizmima za ubijanje stanica putem interakcija proteina
i ugljikohidrata (glikana) s receptorima i komponentama sustava komplementa kao i

agonisti¢ku aktivnost posredovanu umrezavanjem (Chiu i Gilliland, 2016).

Slika 4. Grada imunoglobulina. Vi = varijabilna regija teSkog lanca antitijela; V| =
varijabilna regija lakog lanac; C_ = konstantna regija lakog lanca antitijela; Cy 1,2,3 =
konstantna domena jedan, dva, tri teSkih lanaca antitijela; S-S = disulfidna veza; Fab =
antigen vezuci dio antitijela; Fc = efektorska domena (preuzeto i modificirano od Ma i

O'Kennedy, 2015)



Antitijela se uglavnom nalaze u krvi, slezeni, kostima, koStanoj srzi, kao i u
intersticijskoj tekuc¢ini i egzokrinim izluevinama. Imunosni sustav ih moze ucinkovito
koristiti za prepoznavanje, ubijanje ili neutraliziranje bakterija, parazita, toksina i virusa te za
uniStavanje drugih stranih spojeva (Ma i O'Kennedy, 2015). Varijabilni dijelovi Fab regije
antitijela jedno su od glavnih podrucja istrazivanja zbog uloge koju imaju u vezivanju
antigena. Antigen vezu¢e mjesto nastaje kombinacijom Sest hipervarijabilnih regija koje
odreduju komplementarnost (engl. Complementarity-Determining Regions, CDR), tri iz
teSkog lanca i tri iz lakog lanca. Aminokiselinski ostaci varijabilnog podrucja koji su u
izravnom kontaktu s antigenom nazivaju se paratopom, a povrsinsko podru¢je antigena u
izravnom kontaktu s paratopom naziva se epitop (Chiu i Gilliland, 2016).

Budu¢i da je vecina antigena vrlo sloZena, prezentiraju brojne epitope koje prepoznaje
velik broj limfocita. Svaki limfocit proliferira i diferencira se u plazma stanice, a rezultirajuci
odgovor antitijela je poliklonalni, odnosno antitijela su imunokemijski razlic¢ita. Suprotno
tome, monoklonska antitijela (mADbs) su antitijela koja proizvodi jedan klon B limfocita i ona
su identi¢éna. MAbs su prvi put prepoznati u serumu bolesnika s multiplim mijelomom u
kojem je klonska ekspanzija malignih plazmatskih stanica stvorila visoku razinu identi¢nog
antitijela, Sto je rezultiralo monoklonskom gamopatijom (Lipman i sur., 2005).

Sredinom 1970-ih Koéhler i Milstein osmislili su tehniku za stvaranje monoklonskih
antitijela Zeljene specificnosti, za Sto su dobili Nobelovu nagradu. Spojili su B stanice slezene
miSa sa stanicama mijeloma od kojih su nastali hibridomi koji proizvode specificna
monoklonska antitijela (Lipman i sur., 2005). Na taj se nacin stvaraju mAbs protiv gotovo
bilo kojeg antigena, ali izravna terapijska upotreba misjih mAbs u ljudi ogranic¢ena je velikom
ucestalo$cu Stetnih imunosnih odgovora na mAbs i nedostatkom dovoljne efektorske funkcije.
Danas se mi$ja antitijela namijenjena za terapiju, nakon njihovog generiranja imunizacijom
Zivotinja (miseva ili Stakora), modificiraju da sprijece imunosni odgovor kod pacijenata na
miSje, odnosno nehumane sekvence. U pocetku je to djelomi¢no bilo postignuto
kimerizacijom, odnosno zamjenom konstantnih podrucja antitijela glodavaca onima ljudskog
antitijela. Danas se za humanizaciju varijabilne regije ¢esto koristi CDR cijepljenje (engl.
grafting) u kojem se CDR kombiniraju s ljudskim sekvencama varijabilne regije. Ovaj
postupak cesto smanjuje afinitet mAb pa je stoga potreban dodatan tretman da se pojaca
afinitet antitijela. Da bi se taj postupak pojednostavio, razvijeni su transgeni¢ni misevi i

Stakori koji izravno generiraju humane mAbs (Chiu i Gilliland, 2016).



Antitijela se intenzivno Koriste i kao dijagnosticki i kao istrazivacki reagensi. Koriste
se za analizu, prociS¢avanje i posredovanje ili moduliranje fizioloskih odgovora. Takoder su
postali vaznim terapeutskim sredstvom u klinici za lije¢enje raznih bolesti (Lipman i sur.,
2005). U pocetku su mnoga monoklonska protutijela koja su se koristila u klinici bila
imunomodulatorna sredstva s aktivnoséu protiv specifi¢nih imunosnih stanica, poput CD4 ili
CD3 limfocita, koja su vazna u patogenezi odbacivanja nakon transplantacije organa. Zatim
su razvijena monoklonska antitijela protiv specifi¢nih citokina, za koja se vjerovalo da igraju
ulogu u o$tecenju stanica i tkiva u imunosno posredovanim bolestima kao $to su reumatoidni
artritis, ankilozantni spondilitis, upalne bolesti crijeva, multipla skleroza i psorijaza. Uz to,
razvijena su terapijska monoklonska antitijela koja imaju za cilj blokirati ili inhibirati
aktivnost specifi¢nih enzima, transportera na stani¢noj povrsini ili signalnih molekula, a
koriste se u kemoterapiji karcinoma i1 za lijeCenje teSkih virusnih infekcija. Upotreba
monoklonskih antitijela trenutno se Siri i na terapiju teskih, nemalignih stanja, ukljucujuci
astmu, atopijski dermatitis, migrenske glavobolje, hiperkolesterolemiju, osteoporozu i virusne
ili bakterijske infekcije. Dakle, terapijska monoklonska antitijela ne spadaju u jednu klasu

lijekova i imaju Siroku terapijsku upotrebu (Bethesda, 2020).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Maligne bolesti predstavljaju znacajan zdravstveni problem, kako u Hrvatskoj tako i u
svijetu, a incidencija malignih bolesti u stalnom je porastu. Imunoterapija je jedna od Cetiri
metoda lijeenja raka, a obi¢no ju klasificiramo u ,,aktivnu® ili ,,pasivnu®. Stanice imunosnog
sustava T-limfociti imaju vaznu ulogu u imunosnom odgovoru protiv raka, medutim zbog
prisutnosti odredenih antigena na povrsSini T-limfocita sprijeCen je potpuni potencijal
djelovanja T-limfocita protiv tumora. Te autoregulacijske molekule zovemo ,kontrolne
tocke”, a sluZze odrzavanju imunosne ravnoteZze, odnosno sprjeCavaju pretjerani imunosni
odgovor i autoimune reakcije. Upravo su one postale zanimljiva meta u borbi protiv malignih
bolesti pa tako jedna od metoda ,,aktivne” imunoterapije obuhvaca antitijela protiv molekula
kontrolnih to¢aka T-limfocita. Osim antigena na T-limfocitima, metama antitijela postale su i
neke druge molekule poput liganada prisutnih na razli¢itim vrstama solidnih tumora.

Cilj ovog rada je opisati nacin djelovanja ,aktivne* imunoterapije koja se bazira na
ciljanju molekula kontrolnih toc¢aka i njezinu primjenu te opisati predstavnike inhibitora
kontrolnih tocaka, s naglaskom na prednostima i nedostacima koriStenja takve vrste

imunoterapije raka.



3. MATERIJALI | METODE

U izradi ovog rada KkoriSteni su preglednici znanstvene literature citatnih i
bibliografskih baza: PubMed, ScienceDirect, Hr¢ak i Uptodate. Upotrijebljena je dostupna
znanstvena literatura, knjige i Casopisi te su pregledavane mreZzne stranice relevantne

tematike.

Kljuéne rijeci koristene pri pretrazivanju:
incidencija malignih bolesti,
immunotherapy,

cancer immunotherapy,

immune checkpoints,

checkpoint inhibitors,

CTLA-4,

PD-1,

ipilimumab,

anti-LAG-3,

anti-TIM-3,

OX40,

checkpoint inhibitors toxicity,

checkpoint inhibitors biomarkers,
immune checkpoint inhibitor combinations

radiotherapy and immunotherapy

Razdoblje pretrazivanja: listopad 2020. — kolovoz 2021.
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4, REZULTATI | RASPRAVA

Kao $to je ve¢ navedeno, inhibitori imunosnih kontrolnih tocaka blokiraju vezanje
liganda s ciljem poboljSanja antitumorske funkcije T-limfocita. Interakcije imunosnih
kontrolnih tocaka mogu se blokirati anti-PD-1/anti-PD-L1/anti-CTLA-4 antitijelima, S$to
dovodi do ponovne aktivacije imunosnih stanica i koordiniranog antitumorskog odgovora T-
limfocita. Trenutno su tri inhibitora imunosne kontrolne tocke protiv PD-1 odobrena za
Klinicku upotrebu, a to su: pembrolizumab, nivolumab i cemiplimab. Odobrena su i tri
antitijela protiv PD-L1: atezolizumab, durvalumab i avelumab, dok je ipilimumab jedino anti-

CTLA-4 antitijelo odobreno za klinicku uporabu (Inthagard i sur., 2019).

T stanica
Aktivirana T stanica u
T stanica mirovanju =

Anti CTLA4
- Ipilimumab

Anti PD-1
- Pembrolizumab
- Nivolumab

- Cemiplimab

Anti PD-L1
- Atezolizumab
- Dervalumab
- Avelumab

Antigen

Tumorska stanica Antigen prezentirajuca stanica

Slika 5. Interakcije imunosnih kontrolnih toc¢aka koje inhibiraju funkciju T-limfocita i njihovi
inhibitori. Imunosna kontrolna to¢ka PD-1 na aktiviranim T-limfocitima veZe se za receptore
PD-L1 i PD-L2 na stanicama tumora, dok se CTLA-4 na neaktiviranim T-limfocitima veze na
B7 na APC-ovima, kako bi inhibirale funkciju T-stanica. Inhibitori imunosne kontrolne tocke
anti-PD-1, anti-PD-L1 i anti-CTLA-4 mogu blokirati ove komplekse te obnovljaju funkciju T-

stanica (slika preuzeta i modificirana od Inthagard i sur., 2019).
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Ve¢ je ranije spomenuto da su ligandi za T-limfocitne antigene razli¢ito locirani; B7
(CDB80/86) ligandi za CTLA-4 se uglavnom nalaze na antigen prezentiraju¢im stanicama u
limfnim ¢vorovima ili slezeni dok je distribucija liganda PD-L1 i PD-L2 mnogo veca; nalaze
se na nehematopoetskim stanicama, monocitima, dendriticnim stanicama, ali i mnogim
drugim stanicama i tumorima (Robert i sur. 2015; Singh i sur., 2015; Buchbinder sur., 2016).
Upravo je zbog toga inhibicija PD-1 vaznija za kasniju fazu imunosne reakcije u perifernim
tkivima, a inhibicijsko djelovanje na CTLA-4 je vezano uglavnom za limfne ¢vorove gdje
CTLA-4 regulira T-limfocite u pocetnoj fazi aktivacije i sprjecava ili slabi takvu aktivaciju
regulacijom proliferacije. 1z toga proizlazi da bi se inhibicijskim djelovanjem antitijela na
jednu od te dvije molekule mogli dobiti razli¢iti odgovori u usporedbi s inhibicijom druge
molekule. Takoder, PD-L1 ekspresija na tumorskim stanicama varira ovisno o tipu tumora, ali
i unutar odredenog tipa tumora, $to implicira razli¢it odgovor kod razli¢itih tipova tumora, a
¢ini se da je posebno rasprostranjen u melanomu, karcinomu plu¢a nemalih stanica i

karcinomu jajnika (Buchbinder i sur., 2016).

4.1. Anti-CTLA-4

Glavni i najvise istrazivan inhibitor CTLA-4 je ipilimumab, monoklonsko antitijelo,
prvi put odobreno za terapiju melanoma (Lee i sur., 2016). Pokazalo se da ipilimumab
povecava proliferaciju T-limfocita 1 vraca antitumorski imunosni odgovor, a u jednoj studiji
(faza I11) na neresektabilnom melanomu 11l ili IV stupnja, rezultat je pokazao da je
ipilimumab, koristen samostalno, znacajno poboljsao cjelokupno prezivljavanje pacijenata u
usporedbi s peptidnim cjepivom glikoproteina 100 (gpl100) ili kombinacijom tih dvaju
lijekova (Inthagard i sur., 2019).

Tremilimumab, 1gG2 monoklonsko antitijelo, jo$ je jedno CTLA-4 antitijelo koje je
pokazalo zadovoljavajuéi rezultat u studijama faze I/l uznapredovalog melanoma. Medutim,
kada je testiran u ispitivanju faze Il u usporedbi s kemoterapijom, tremilimumb je inducirao
toksi¢nost i nije pokazao korist za prezivljavanje u odnosu na kemoterapiju. Stoga
tremilimumab nije odobren, ali su u tijeku daljnja klini¢ka ispitivanja kako bi se proucio ovaj
lijek u kombinaciji s trenutnim terapijama i kako bi se procijenili potencijalni biomarkeri za

predvidanje odgovora na lije¢enje (Inthagard i sur., 2019).

12



4.2. Anti-PD-1/ Anti-PD-L1

Pembrolizumab je humanizirano monoklonsko protutijelo koje se veze na receptor
PD-1 i blokira njegovu interakciju s ligandima PD-L1 i PD-L2. Proucavan je na vise solidnih
tumora 1 pokazao je antitumorsko djelovanje u klinickim ispitivanjima pa je tako 2014. godine
odobren za lijeCenje uznapredovalog melanoma na temelju studija faze III koja je usporedila
pembrolizumab i anti-CTLA-4 (ipilimumab). Pembrolizumab je pokazao produljeno
cjelokupno preZivljavanje i manju toksi¢nost od ipilimumaba (Schachter i sur., 2017). U
2016. godini odobren je za rekurentne ili metastatske bolesnike sa skvamoznim karcinomom
glave i vrata, a pokazalo se i da pembrolizumab ima vecu efikasnost u odnosu na standardnu
terapiju cetuksimabom (Seiwert i sur., 2015). Medutim novije ispitivanje (faza Ill) nije
rezultiralo poboljSanjem ukupnog preZivljavanja kao S$to je to prethodno primijeceno S
pembrolizumabom (Cohen i sur., 2015). Ovo otkri¢e nije utjecalo na prethodno odobrenje, ali
je pokazalo varijabilnost rezultata za ovu vrstu raka, Sto sugerira da je za odabir pacijenata
koji bi reagirali na ovu terapiju potreban prediktivan biomarker. Nadalje, 2017.
pembrolizumab je odobren za neresektabilne metastatske solidne tumore MSI-H/dAMMR
(engl. Microsatellite Instability-High/Mismatch-Repair Deficient), ukljucuju¢i kolorektalni
karcinom (O’Neil i sur., 2017). Ovo je bilo prvo odobrenje temeljeno na specifi¢nim
biomarkerima bez obzira na podrijetlo tumora. Pembrolizumab je 2018. odobren kod limfoma
velikih B stanica (PMBCL) u djece i odraslih pokazavsi postotak odgovora na terapiju (eng.
response rate) od 45%. Medutim, 26% pacijenata je razvilo ozbiljne nuspojave sugerirajuci da
je daljnji rad potreban u tom tipu raka (Inthagard i sur., 2019). O prediktivnim biomarkerima i
nuspojavama ce biti rijeci nesto kasnije.

Nivolumab je drugo PD-1 antitijelo, a izmedu ostaloga je odobren i kod melanoma.
Kombinacija nivolumaba i ipilimumaba pokazala se efikasnijom od monoterapije s jednom od
ta dva antitijela, sto je otvorilo put za traZzenje ucinkovitih kombinacija inhibitora kontrolnih
toCaka (Larkin i sur.,, 2015). Medutim, ova kombinacija izaziva viSe nuspovaja od
monoterapije ipilimumabom (Heinzerling i sur., 2019) te je stoga potreban poseban oprez.
Osim navedenih, u klini¢kim ispitivanjima trenutno se istrazuju i mnoga druga anti-PD-1
protutijela, ali i mnoge kombinacije s anti-PD-1 o kojima ¢e takoder biti rije¢i nesto kasnije.

PD-L1 inhibitori su takoder odobreni za terapiju solidnih tumora, a avelumab, anti-
PD-L1, je prva ciljana terapija koja je odobrena za karcinom Merkelovih stanica, a terapijski
odgovor je iznosio 31%. U studiji koja je proucavala ucinak avelumaba na metastatski

urotelijalni karcinom medijan stope odgovara je bio 11.4 tjedana, medutim gotovo su svi
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pacijenti razvili nuspojave (Patel i sur., 2016). Zaklju¢no, inhibitori PD-1 i PD-L1 pokazali su
dobru stopu odgovora na razne karcinome, ali je potreban daljnji rad da bi se povecala njihova

uc¢inkovitosti i smanjila toksi¢nost (Inthagard i sur., 2019).

Tablica 1. Inhibitori kontrolnih toc¢aka i njihove indikacije

Antitijelo Lijek Indikacija

Anti-PD-1 Pembrolizumab uznapredovali melanom

uznapredovali karcinom plu¢a nemalih stanica (NSCLC)

rekurentni karcinom skvamoznih stanica glave i vrata

klasi¢ni Hodgkinov limfom (kHL)

metastatski urotelijalni karcinom (mUCC)

karcinom bubreznih stanica

kolorektalni karcinom

limfom velikih B stanica (PMBLC)

neresektabilni/ metastatski tumor s biomarkerima MSI-H/ dMMR

zelucani ili gastroezofagealni adenokarcinom

ezofagealni adenokarcinom

rekurentni ili metastatski cervikalni karcinom

hepatocelularni karcinom

metastatskim karcinom Merkelovih stanica

Nivolumab melanom

rak plu¢a malih i nemalih stanica

karcinom bubreznih stanica

klasi¢ni Hodgkinov limfom

planocelularni rak glave i vrata te jednjaka

karcinom urotela

hepatocelularni karcinom

Cemiplimab planocelularni karcinom koze

Anti-PD-L1 Atezolizumab uznapredovali urotelni karcinom (UK)

metastatski karcinom plu¢a nemalih stanica

Avelumab metastatski karcinom Merkelovih stanica

urotelni karcinom

Durvalumab metastatski urotelijalni karcinom

metastatski karcinom plu¢a nemalih stanica

Anti-CTLA-4 Ipilimumab metastatski melanom

Za izradu tablice koristeni su podaci od Inthagard i suradnika (2019), Vaddepally i suradnika

(2020) te internet stranice Europske agencije za lijekove (EMA) (www.ema.europa.eu).
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4.3. Ostale molekule kontrolnih to¢aka

lako su anti-PD/PD-L1 i anti-CTLA-4 u ne$to ve¢em fokusu, a dosad odobreni i
dostupni lijekovi blokiraju neke od tih molekula, postoje jos neke molekule signalnog puta na
koje se moze djelovati. Jedan takav primjer je gen za aktivaciju limfocita 3 (LAG-3, CD223).
To je imunosna kontrolna tocka sli¢na PD-1, a eksprimira se na aktiviranim T-limfocitima,
NK stanicama (natural killer cells), B-limfocitima i dendritickim stanicama. LAG-3 stupa u
interakciju s MHC-II, jedinim svojim poznatim ligandom, a po strukturi je sliCan CD4
receptoru (Diesendruck i Benhar, 2017). Ekspresija LAG-3 poviSena je na imunosupresivnim
komponentama tumorskog mikrookolisa koje se nalaze u tumorskom ascitesu, a takoder je i u
korelaciji s povecanjem tumorskih mutacija (engl. tumor mutation burden, TMB) (Ruffo i
sur., 2019).

Inhibitori LAG-3 pokazali su potencijal u terapiji karcinoma, posebno u kombinaciji s
anti-PD-L1. LAG-3 i PD-L1 koeksprimiraju se na iscrpljenim limfocitima koji se infiltriraju u
tumore, TIL-ima (engl. tumor infiltrating lymphocytes), Sto bi moglo ukazivati na njihovu
ulogu u imunosnoj supresiji posredovanoj tumorom. Studije na misjim modelima pokazale su
jasnu sinergiju izmedu receptora u kontroli imunosne homeostaze, sprje¢avanju autoimunosti
i provodenju tolerancije izazvane tumorom (Diesendruck i Benhar, 2017). Trenutno postoji
deset eksperimentalnih lijekova usmjerenih na LAG-3 koji se ispituju u klinickim studijama
na razli¢itim tipovima karcinoma kod ljudi, a dominantno se istrazuju anti-LAG-3 antitijela.
Sedam monoklonskih protutijela je u razvoju, kao i njihove kombinacije s anti-PD-1. Prototip
lijeka bio je IMP321 (Immutep; eftilagimod alfa) koji je topljivi kimerni rekombinantni
fuzijski protein izvanstani¢nog dijela LAG-3 i Fc domene antitijela. U pretklinickim
ispitivanjima se pokazalo da IMP321 aktivira APC-ove te promice proliferaciju dendritickih
stanica, poboljSava Treg imunosupresiju i poboljSava kriznu prezentaciju antigena na CD8+
limfocitima. IMP321 je proSao kroz tri klini¢ka ispitivanja, i to za terapiju karcinoma
bubreznih stanica, metastatskog karcinoma dojke i melanoma, ali je pokazao ograniceni
uspjeh samo kod manje skupine bolesnika. Medutim, istrazuju se kombinacije kemoterapije s
IMP321 kao i kombinacije drugih inhibitora kontrolnih to¢aka s anti-LAG-3, a preliminarni
rezultati su optimisti¢ni. Trenutno su u tijeku i studije na drugim tipovima raka da bi se dalje
evaluirao njegov terapeutski potencijal (Ruffo i sur., 2019).

Sljedeca meta od interesa su KIR-ovi (engl. killer inhibitory receptors), receptori na
NK stanicama, koje serijom aktivacija u konacnici eliminiraju tumorsku stanicu. KIR-ovi su

negativni regulatori NK stanica, sli¢no kao i CTLA-4 i PD-1 kod T-limfocita pa ih se takoder
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smatra imunosnim kontrolnim to¢kama. Trenutno se u fazi I-l1l nalazi jedno antitijelo,
lirilumab, koje je potpuno humano 1gG4 antitijelo, a veze se na receptore KIR2DL1/2/3 i
KIR2DS1/2 sto sprjeCava njihovo vezanje za MHC-I molekule. Lirilumab se istrazuje kao
monoterapija i u kombinaciji s nivolumabom ili ipilimumabom za nekoliko hematoloskih
malignih bolesti kao i za melanom, NSCLC, gastrointestinalne karcinome i hepatocelularni
karcinom (Diesendruck i sur., 2017).

TIM-3 (T-stani¢ni imunoglobulin i mucin-3) je jo$ jedna zanimljiva meta u
imunoterapiji raka. Genska porodica TIM je otkrivena jo§ 2001., a sastoji se od 3 ¢lana na
ljudskom kromosomu: TIM-1, TIM-3 i TIM-4. TIM-3 se, sli¢no kao i LAG-3, se eksprimira
na vise vrsta imunosnih stanica, kao $to su T-limfociti, dendriti¢ke stanice, makrofazi i NK
stanice (Cheng i Ruan, 2015), a stupa u interakciju s galektinom-9 koji je poja¢ano reguliran u
razli¢itim vrstama karcinoma (Diesendruck i sur, 2017). Takoder, poznat je i kao receptor za
fosfatidilserin (PS), a moze inducirati apoptozu T stanica, pojacati sekreciju proinflamatornih
citokina kao Sto su TNF (faktor nekroze tumora) preko dendritickih i NK stanica te potaknuti
fagocitozu apoptoti¢ne stanice. Nedavno, jo$ jedna dobro poznata molekula eksprimirana na
aktiviranim T stanicama i uklju€ena u njihovu inhibiciju, CEACAMI1 (molekula 1 adhezije
karcinoembrionskog antigena), otkrivena je kao heterofilni ligand za TIM-3, a njihova
interakcija pokazala je presudnu ulogu u regulaciji autoimunosti (Cheng i Ruan, 2015).
Pokazalo se i da TIM-3 inhibira pomagacke T stanice, a antitijela protiv TIM-3 smanjuju
tumor. TIM-3 se koeksprimira s PD-1 na TIL-ovima, Sto sugerira da bi dvostruka blokada oba
receptora mogla biti korisna. To je potvrdila i studija na Zivotinjama, gdje je pojacani
imunosni odgovor postignut kombiniranom primjenom anti-PD-1 i anti-TIM3 za razliku od
monoterapije s anti-PD-1 ili anti-TIM-3. Monoklonsko antitijelo TSR-022 se istrazuje kao
monoterapija i u kombinaciji s antitijelom protiv PD-1 (Diesendruck i sur, 2017). Za razliku
od TIM-3, TIM-4 se isklju¢ivo eksprimira na antigen prezentiraju¢im stanicama i sluzi kao
senzor za kontrolu funkcija naivnih i aktiviranih T stanica i1 fagocitoze apoptotickih stanica
pomoc¢u APC-ova kroz interakciju s PS. Kombinacija anti-TIM-3 i anti-TIM-4 protutijela kod
melanoma je znacajno povecala antitumorski odgovor povecavajuci broj i efektorske funkcije
NK i CD8+ T stanica. lako su ovi rezultati uglavnom u ranim fazama studija, pokazalo se da
terapijska manipulacija TIM-3 i TIM-4 moze pruziti novu strategiju za poboljsanje klinicke
ucinkovitosti imunoterapije raka. Zajedno, ova otkri¢a identificiraju TIM-3 i TIM-4 kao
potencijalne ciljeve za induciranje antitumorskog imuniteta zajedno s DNA cjepivima i/ili

imunogenom kemoterapijom (Cheng i Ruan, 2015).
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Osim ve¢ navedenih molekula na koje se inhibitorno djeluje kako bi se pojacala
aktivnost T-limfocita, NK stanica ili mijeloidnih stanica, postoje i mnoge druge molekule koje
se ciljaju kako bi se ispoljio sli¢ni uéinak: TIGIT (engl. T-cell immunoreceptor with Ig and
ITIM domains), VISTA (engl. V-domain Ig suppressor of T-cell activation), B7/H3 (ili
CD276), NKG2A, CD39, CD73, CSF1R (engl. colony-stimulating factor 1 receptor), CD47
ili CD172a. Medutim, postoje i druge kontrolne tocke koje se farmakoloski ciljaju kako bi se,
za razliku od prethodno navedenih, izravno amplificirala kostimulacija T stanica. Medu tim
molekulama je i OX40, koji pripada TNF skupini receptora (Bonnefoy i sur, 2020). OX40 se
primarno eksprimira na aktiviranim CD4 i CD8 limfocitima, no moze se eksprimirati i na
Tregs 1 aktiviranim NKT stanicama. Njegov ligand je OX40L (CD134L, CD252 ili
glikoprotein 34), a ekspresija mu nije ograni¢ena samo na klasicne APC-ove kao S$to su
makrofazi, dendriticke stanice 1 Langerhansove stanice, ve¢ se eksprimira i na vaskularnim
endotelijskim stanicama, bronhijalnim glatkim miSi¢ima, mastocitima i aktiviranim NK
stanicama (McBride i sur., 2021). OX40L nije konstitutivno eksprimiran, ve¢ je induciran na
aktiviranim APC-ima (Han i Vesely, 2020). S obzirom na to da se OX40 eksprimira
isklju¢ivo na aktiviranim T stanicama, a ne na naivnim, to implicira da interakcija OX40-
OX40L pruza kostimulacijske signale posebno u aktiviranim efektorskim T stanicama
(McBride i sur., 2021). Signali vezanja OX40 i njegovog liganda pospjeSuju efektorsku
ekspanziju i prezivljavanje T-stanica $to znac¢i da bi se na tu metu trebalo ciljati agonistom
(Choi i sur., 2020). Jedna od glavnih prednosti ciljanja OX40 je ta sto OX40 signalizacija
moze sprijeCiti Treg-posredovanu supresiju antitumorskih imunoloskih odgovora. Na primjer,
pokazalo se da je kod miSeva koji nose CT26 transplantirane tumore, intratumoralno
ubrizgavanje agonista anti-OX40 monoklonskog protutijela rezultiralo smanjenom Treg
funkcijom, ali dovelo je i do vece infiltracije dendritickih stanica i priljevom tumor-
specifi¢nih citotoksi¢nih T limfocita (Han i Vesely, 2019). U nekoliko je pretklini¢kih
istrazivanja postignuta regresija tumora koristenjem agonista OX40, a u tijeku su i daljnja
klinicka istrazivanja koja ispituju uspjesnost takve vrste terapije (Choi i sur., 2020). Pokazalo
se da je toksi¢nost takvog nacina lijeCenja niZza od one nastale inhibicijom CTLA-4. Agonisti
0X40 povecavaju ekspanziju T-limfocita koji sadrze PD-1 receptore, pa bi kombinacija
OX40 agonista s anti PD-1, ali i anti-CTLA-4 mogla biti korisna. Takoder, upalni odgovor
iniciran OX40 agonistima poti¢e ekspresiju interferona gama koji pak ponovno potice
ekspresiju PD-L1 na tumorskim stanicama. Tako se moZe djelovati i inhibitorima PD-1/PD-
L1 u kombinaciji sa agonistima OX40 (Linch i sur., 2015).
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JoS neke od molekula koje se ciljaju kako bi se izravno amplificirala kostimulacija T
stanica su CD28, CD137 (poznata i kao 4-1BB), GITR (engl. Glucocorticoid-induced tumor
necrosis factor receptor family-related protein) i CD40, koji se takoder testiraju u onkologiji, a
naj¢es¢e u kombinaciji s antitijelima protiv inhibitornih molekula kontrolnih tocaka

(Bonnefoy i sur, 2020).

4.4, Prediktivni faktori i biomarkeri

Iniciranje terapije inhibitorima kontrolnih to¢aka opéenito je oteZano niskom stopom
odgovora i imunosnim nuspojava kod nekih pacijenata. Zbog toga je potrebno imati
prediktivne biomarkere kojima bi se uspjesnije mogli odrediti ishodi terapije (Darvin i sur.,
2018). Problem koji se s ipilimumabom javljao od pocetka bio je nemoguénost procijene koji
pacijenti ¢e najvjerojatnije imati koristi od lijeCenja anti-CTLA-4 protutijelom. Niska razina
inducibilne ekspresije CTLA-4 i Siroko rasprostranjena ekspresija njegovog B7 liganda nisu
se pokazali korisnima kao prediktivni ¢imbenici. Retrospektivne studije identificirale su
nekoliko prediktivnih faktora povezanih s odgovorom na terapiju, ukljucujuci apsolutni broj
limfocita, poja¢anu ekspresiju maker-inducibilnog kostimulatora za aktiviranje T-stanica
(engl. inducible T-cell co-stimulator, ICOS) CD278 i razvoj polifunkcionalnog odgovora T-
stanica na tumorski antigen NY-ESO1 (Buchbinder i sur., 2016). Nadalje, smanjeni omjer
neutrofila i limfocita (engl. neutrophil to lymphocyte ratio, NLR) tijekom trajanja lijeCenja
pokazao je povezanost s veCom stopom prezivljavanja. Suprotno tome, visoka razina laktat
dehidrogenaze (LDH) u serumu prije lijeCenja anti-CTLA-4 terapijom bila je povezana s
rezistencijom na lijeCenje (Inthagard i sur., 2019). Pokazana je i povezanost izmedu
zastupljenosti mutacija kod melanoma (TMB) i klini¢ke koristi s CTLA-4 blokadom, ali samo
to nije dovoljno za predvidanje koji pacijenti ¢e vjerojatno reagirati na lijeCenje. Medutim,
ispitivanja tumorskih neoantigena su se pokazala obecavajuc¢im, identificirajuci ,,potpis*
neoantigena prisutnih u tumorima koji su korelirali s ukupnim prezivljavanjem osoba lije¢enih
anti-CTLA-4 (Buchbinder i sur., 2016). Nadalje, pokazala se i korelacija izmedu TIL-ova koji
su se detektirali intratumoralno i poboljSanog klini¢kog benefita anti-CTLA-4 terapije
uznapredovalog melanoma (Inthagard i sur., 2019).

Nasuprot tome, pojacana regulacija PD-1 na iscrpljenim stanicama i PD-L1 liganda na
stanicama tumora ili tumor infiltrirajuéim imunosnim stanicama moze Koristiti kod
identifikacije pacijenata koji reagiraju na blokadu PD-1 ili PD-L1. Pokazalo se da pacijenti s

tumorima koji eksprimiraju PD-L1 ili infiltriraju¢im imunosnim stanicama obi¢no imaju veéu
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stopu odgovora na terapiju s anti-PD-1 ili anti-PD-L1 i poboljSane ishode prezivljavanja u
usporedbi s pacijentima s niskom ili negativnom ekspresijom PD-L1. Medutim, u vecini
studija odgovor na terapiju je viden i u bolesnika s niskom ili negativnom PD-L1 ekspresijom
na tumorima, stoga ti pacijenti ne bi trebali biti iskljuéeni iz lijeCenja. U ispitivanju koje je
usporedivalo kombinaciju ipilimumaba (anti-CTLA-4) i nivolumaba (anti-PD-1) i svakog od
njih kao monoterapije, odgovor na terapiju u PD-L1 pozitivnih bolesnika bili su sli¢ni u
kombiniranoj terapiji i monoterapiji nivolumabom, dok su PD-L1 negativni bolesnici imali
bolji terapijski odgovor na kombinaciju (Buchbinder i sur., 2016). Temeljeno na dvjema
studijama u kojima je pembrolizumab prvotno odobren kao druga linija terapije pacijenata s
NSCLC-om, a kasnije kao prva linija kod pacijenata s visokom ekspresijom PD-L1
(definirano kao >50% stanica koje su PD-L1 pozitivne) gdje se pokazala superiornija od
kemoterapije platinom, PD-L1 je postao klju¢ni biomarker u terapiji naprednog NSCLC-a.
TMB je takoder bio povezan s vecom efikasno§¢u pembrolizumaba u terapiji NSCLC.
Kasnije je u jednoj randomiziranoj klinickoj studiji TMB bio potvrden kao snazan biomarker,
neovisan 0 PD-L1 ekspresiji, u pacijenata s NSCLC tretiranim nivolumabom, a takoder i u
studijama u kojima su koristile kombinaciju nivolumab + ipilimumab. TMB se jo$ pokazao i
korisnim kao prediktivan biomarker u terapiji karcinoma plu¢a malih stanica (SCLC)
(Boumber, 2018).

Transkriptomske i epigenetske studije na NSCLC pokazuju da hipometilacija
promotorskih regija CTLA-4, PD-1 i PD-L1 moZe biti povezana s regulacijom ovih gena u
TME. Takvi tumori s demetiliranom DNK mogle bi lakSe prepoznati stanice imunosnog
sustava zbog ekspresije ,,stranih* antigena i time bi mogli biti pogodni za lijeCenje terapijom
inhibicije kontrolnih tocaka, a pokazano je da su u kroni¢noj limfocitnoj leukemiji razine
MRNA i PD-1 poviSene i znacajno hipometilirane u promotorima i regijama pojacivaca u
usporedbi sa zdravim kontrolama B-stanica (Darvin i sur., 2018).

Nadalje, procjena prediktivnog potencijala LAG-3 podruéje je aktivnog istrazivanja.
Trenutna kratkotrajna ekspresija LAG-3 nakon lijeenja imunoterapijom moze posluziti kao
biljeg infiltracije T stanica i opée imunosne aktivacije, a time i boljeg odgovora na blokadu
imunosne kontrolne toCke. Takoder, ekspresija LAG-3, skupa s drugim inhibitorskim
receptorima kao Sto je PD-1, bi mogla posluziti kao prognosticki imunosni biomarker za vise

vrsta tumora (Ruffo i sur., 2019).
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45. Inhibitori kontrolnih to¢aka u kombiniranoj terapiji

Iako imunoterapija blokadom kontrolnih tocaka unapreduje lijecenje raka, ishodi
terapije razlikuju se medu pacijentima. Razni c¢imbenici doprinose otpornosti na
imunoterapiju blokadom kontrolnih tocaka, kao §to su promjene u mutacijama tumora,
infiltracija T-stanica, supresivna tumorska mikrookolina, nedostaci u prezentaciji antigena i
drugi nespecifi¢ni ¢imbenici. Isto tako, terapija usmjerena na kostimulacijske molekule
takoder se razlikuje ovisno o podtipovima tumora, uzorkom ekspresije ciljnih molekula i
na¢inom kombiniranja s drugim inhibitorima kontrolnih toc¢aka ili kemoterapijom (Choi i sur.,
2020). Blokada i CTLA-4 i PD-1 ili PD-L1 mogla bi, u teoriji, potaknuti proliferaciju veceg
broja T stanica rano u imunosnom odgovoru, vratiti funkciju prethodno aktiviranih T stanica
koje su se iscrpile i smanjiti Treg posredovanu imunosupresiju, a to su potvrdila pretklinicka
ispitivanja gdje je pokazan pojacani antitumorski odgovor koriStenjem dvostruke blokade u
usporedbi s monoterapijom, kao i inicijalna klinicka ispitivanja (Buchbinder i Desai, 2016). U
klini¢kim ispitivanjima najvise se istrazuju kombinacije anti-PD-1/PD-L1 i CTLA-4 lijekova
s naglaskom na ipilimumab s nivolumabom ili pembrolizumabom. Do danas su ispitivanja u
uznapredovalom melanomu pokazala da smanjena doza nivolumaba u kombinaciji sa
standardnom dozom ipilimumaba daje bolju stopu odgovora od samog ipilimumaba, no
uzrokuje vecu toksi¢nost. Kombinirana uporaba je u konacnici indicirana za lijeCenje
uznapredovalog (neresektabilnog ili metastatskog) melanoma u odraslih, karcinoma bubreznih
stanica, NSCLC (www.ema.europa.eu) i za MSI-H ili dAMMR metastatskog kolorektalnog
karcinoma (Vaddepally i sur., 2020). Nasuprot tome, studija (faza 1) standardne doze
pembrolizumaba u kombinaciji s niskom dozom ipilimumaba u uznapredovalom melanomu
pokazala je znaCajno antitumorsko djelovanje i kontroliranu toksi¢nost, a daljnje faze
ispitivanja su u tijeku (Kirchberger i sur., 2016; Long i sur, 2017).

U jednoj studiji na misevima koji su lijeCeni anti-PD-L1 antitijelom, anti-LAG-3
antitijelom i njihovom kombinacijom, skupina koja je primala kombiniranu terapiju pokazala
je smanjeni rast tumora i poviSeni antitumorski imunosni odgovor, viSe od skupina koje su
primale monoterapiju jednim od tih dvaju inhibitora. Zanimljivo je da u ovom i kod sli¢nih
modela nisu primijeé¢ene kratkotrajne autoimune nuspojave (Diesendruck i Benhar, 2017). To
je otvorilo vrata daljnjim istrazivanjima s anti-LAG-3. Tako je anti-LAG-3 relatlimab, u
kombinaciji s nivolumabom (anti-PD-1) pokazao preliminarnu ucinkovitost u bolesnika s
melanomom koji su bili otporni na prethodnu imunoterapiju. Nivolumab i relatlimab su bili

dobro podnoseni, s imunosnim nuspojavama povezanim s lijeCenjem stupnja 3 ili 4 koje su se

20



javile u 9% bolesnika, Sto je bilo sli¢no ucestalosti zabiljezenoj samo kod nivolumaba. Ti
rezultati su sugerirali da bi kombinacija nivolumab + relatlimab mogla biti sigurnija od
kombinacije nivolumab + ipilimumab (anti-CTLA-4). Na temelju ovih obe¢avajucih otkrica,
u tijeku je ispitivanje faze 1l/l11l nivolumaba + relatlimaba naspram samog nivolumaba u
prethodno nelijeCenih pacijenata s neresektabilnim/metastatskim melanomom (Ruffo i sur.,
2019).

Osim medusobno, inhibitori kontrolnih to¢aka se ¢esto kombiniraju i s kemoterapijom,
iako se dulje vremena smatralo da zbog mijelosupresivnog efekta kemoterapije to nece biti
moguce. Tretman kemoterapijom ne samo da utjeCe na smanjenje tumora i metastaza, vec i
pojacava imunosni odgovor na tumor, na primjer iscrpljivanjem Treg ili ga na to poti¢e smrt
stanice inducirana kemoterapijom (Lesterhuis i sur., 2011). Takoder, terapijski ucinak nekih
kemoterapeutika ovisi i 0 imunosnom sustavu. Na primjer, pokazano je da je prisutnost CD4+
T stanica nuzna za maksimalni uéinak imatiniba (Lesterhuis i sur., 2011). Zbog toga se
kombinacijom s kemoterapijom moze pojacati efikasnost blokatora inhibicijskih molekula.
Kemoterapija moze pomo¢i lijeCenju inhibitorima kontrolnih tocaka i oslobadanjem
neoantigena. Nadalje, sugerira se da kemoterapija pomaze imunoterapiji Smanjenjem
regulacije ekspresije PD-L2 na DC-ima i stanicama tumora, induciranjem sazrijevanja APC-a,
vra¢anjem vidljivosti tumora i povecanjem ekspresije MHC-1 (Kon i sur., 2019). S obzirom
na to da je kemoterapija jako imunosupresivna u standardnim dozama, imunoterapija bi se
trebale dozirati nakon primjene kemoterapije (Lee i sur., 2016), medutim nisu svi citotoksi¢ni
agensi isti te su potrebne daljnje studije kako bi se bolje definirali i optimirali vremenski
okviri izmedu tih vrsta terapija (Kon i sur., 2019).

Trenutno su odobrene brojne kombinacije anti-CTLA-4 i anti-PD-1/PD-L1 s
kemoterapijom kao Sto su ipilimumab + nivolumab i kemoterapija bazirana na platini
(www.ema.europa.eu), pembrolizumab + pemetreksed i karboplatin, pembrolizumab +
aksitinib, avelumab + aksitinib, i1 atezolizumab + bevacizumab, paclitaksel i karboplatin
(Vaddepally i sur., 2020). Osim njih, mnoge se kombinacije s drugim metama jo$ istrazuju.
Primjerice IMP321 (topiva verzija LAG-3) je pokazao ograni¢eno djelovanje na manjoj
skupini bolesnika u po¢etnim studijama, no u zavrsenoj studiji faze | za metastatski karcinom
dojke, preliminarna djelotvornost kombinacije IMP321 i kemoterapije (paklitaksel) pokazala
je 50% ukupne stope odgovora (engl. overall response rate, ORR) u usporedbi s 25% samo s

paklitakselom. Ucinkovitost IMP321 je korelirala s poveCanom aktivacijom viSe vrsta
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imunosnih stanica u bolesnika. Trenutno su u tijeku studije na drugim tipovima raka da bi se
dalje evaluirao njegov terapeutski potencijal (Ruffo i sur., 2019).

Slicno kao kemoterapija, 1 radioterapija u kombinaciji s imunoterapijom donosi
pozitivne rezultate. Prednost radioterapije nad kemoterapijom je dostupnost i manja sistemska
toksi¢nost (Kon i Benhar., 2019). Radioterapija, osim direktnog djelovanja na tumorske
stanice moze povecati i imunosni odgovor protiv tumora. Kada se radioterapijom djeluje na
ZariSte tumora, moze do¢i do smanjenja ili nestajanja metastaza koje nisu bile u snopu
zraCenja (Hu i sur., 2017). Zraenjem se induciraju proupalni modifikatori tumorskog
mikrookolisa, kemokini, koji promicu regrutiranje efektorskih CD8+ i pomagackih CD4+ T
stanica. Proupalni citokini inducirani zracenjem ukljucuju interleukin 1p, TNFa i interferone
tipa 1 1 2. Uz to, tumorske stanice koje primaju subletalne doze zraenja podvrgavaju se
fenotipskim promjenama koje pojacavaju njihovu osjetljivost na imunosne efektore. Pojac¢ana
ekspresija receptora smrti, molekula MHC-I1, kostimulatornih molekula, adhezijskih molekula
I liganada izazvanih stresom na stanicama tumora koje su izlozene zracenju, povecavaju
njihovo prepoznavanje i ubijanje od strane T stanica (Formenti i sur., 2013). Zbog toga se
kombinacijom radioterapije moze povecati efikasnost imunoterapije. Kombinacija OX40
agonista s radioterapijom pokazala je kontrolirani rast tumora na misjem modelu, a trenutno
se istrazuje optimalni vremenski razmak izmedu ta dva tretmana. U jednoj je studiji pokazano
da je davanje anti-OX40 prije radioterapije bila najefikasnija metoda, a optimalno vrijeme je
bilo jedan dan prije radioterapije (Choi i sur., 2020), medutim daljnja istrazivanja su potrebna
kako bi se optimizirala terapija OX40 u kombinaciji s radioterapijom, kao i opcenito joS
mnogo rada u pretklinickim i klini¢kim studijama kako bi se odredili doza, frakcioniranje,
Schoenfeld, 2020).

Inhibitori kontrolnih to¢aka se takoder mogu kombinirati i s antitijelima koja su
konjugirana s drugim citotoksi¢nim lijekom (engl. armed antibodies, AA). Vezanjem AA na
stanicu dolazi do lize i imunosne smrti stanice, Sto stimulira regrutiranje T stanica na tumor.
Takoder, kolateralni ucinak terapije na okolne stanice moze biti koristan kod heterogenih
tumora, ali mozZe i sprijeciti terapijsku rezistenciju. Takva terapija moze smanjiti i negativan
ucinak kemoterapije, odnosno iscrpljivanje limfoidnih stanica i1 kolateralnu toksi¢nost (Kon i
sur., 2019). Brentuksimab vedotin je konjugat antitijela i lijeka (ADC) koji se koristi za
lijecenje refraktornog Hodgkinovog limfoma 1 sistemskog anaplasti¢nog limfoma velikih

stanica. U klinickom ispitivanju u kojem su bolesnici s Hodgkinovim limfomom lijeceni
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kombinacijom brentuksimab vedotina i anti-PD-1, zabiljezena je stopa odgovora (engl.
complete response rate) od 61%, u usporedbi s 33% samo s brentuksimab vedotinom ili 28% s
nivolumabom kao monoterapijom (Herrera i sur., 2018.), medutim potrebno je jos$ studija
kojima bi se to potvrdilo, a u tijeku je njih nekoliko studija koje se bave kombinacijom ADC s
inhibitorima kontrolnih to¢aka (Kon i Benhar., 2019).

Inhibitori tirozin kinaze (TK) se takoder mogu koristiti u kombinaciji s inhibitorima
kontrolnih to¢aka. Oni povecavaju infiltraciju CD8+ T stanica i smanjuju Tregs (Kyi i sur.,
2016). Trenutno postoji mnogo TK inhibitora (TKI) odobrenih za lijecenje raznih malignih
bolesti. Nedavno klinicko ispitivanje faze III pokazalo je da bolesnici s karcinomom
bubreznih stanica imaju koristi od pembrolizumaba i avelumaba (anti-PD-L1) u kombinaciji s
aksitinibom. Lijec¢enje pembrolizumabom i aksitinibom rezultiralo je znatno duzim ukupnim
prezivljavanjem i prezivljavanjem bez napredovanja bolesti (Brief, 2019) te se ta kombinacija
I kombinacija avelumab + aksitinib odobrene za prvu liniju lije¢enja metastatskog karcinoma
bubreznih stanica (VVaddepally i sur., 2020).

Antitumorska cjepiva takoder povecavaju infiltraciju T-limfocita u tumore. Cjepivo se
sastoji od tumor specifi¢nih antigena, a njih prepoznaje imunosni sustav koji potom stvara
tumor specificne T-limfocite koji djeluju protiv tumora. Povecava se ekspresija nekoliko
infiltriraju tumor. Zbog takvog mehanizma djelovanja kombinirano koriStenje s protutijelima
protiv inhibicijskih molekula na limfocitima bi moglo biti korisno (Kleponis i sur., 2015;
Mougel i sur.,, 2019). Kombinacija anti-CTLA-4 protutijela s antitumorskim cjepivom
testirala se u pretklini¢kim studijama. U tumoru koji proizvodi GM-CSF (engl. Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimulating Factor) kombinacija je pokazala vazne sinergijske ucinke u
smanjenju veli¢ine tumora i povecanju antitumorskog imunosnog odgovora na modelu
melanoma i raka prostate. Pokazalo se i da se anti-CTLA-4 treba administrirati nakon cjepiva
kako bi se izazvao aditivni efekt. Takoder, u daljnjim studijama i kombinacija s anti-PD-1 je
pokazala pojaCani ucinak cjepiva. S obzirom na to da se cjepivom inducira nekoliko
inhibitornih molekula kontrolnih tocaka, uklju¢uju¢i PD-1 i LAG-3, upotreba viSe inhibitora
tih molekula bi mogla dodatno pojacati sinergiju s cjepivom. Kasnije su i klinicke studije
pokazale pozitivne u¢inke kombinacije anti-CTLA-4 s antitumorskim cjepivom na nekoliko
tipova raka. Studije koje ukljuCuju anti-PD-1 su neSto manje zastupljene, medutim rani
rezultati su obecavaju¢i. Neke studije ukljucuju i anti-PD-L1, ali i kombinacije s

radioterapijom i kemoterapijom. Zaklju¢no, daljnje studije su potrebne kako bi se utvrdilo

23



poboljsava li se djelotvornost imunosnih odgovora izazvanih cjepivom u kombinaciji s
inhibicijom kontrolnih tocaka. Takoder ¢e biti potrebno procijeniti imunosne mehanizme
ukljucene u odgovor na lijeCenje. Ti e parametri tada omoguciti optimalno koristenje
kombinirane terapije, ovisno o prirodi koristenog terapijskog cjepiva i inhibitornih molekula
(Mougel i sur., 2019).

4.6. Nuspojave terapije inhibitorima kontrolnih to¢aka

Terapija inhibitorima kontrolnih to¢aka, poput anti-PD-1, anti-PD-L1 i anti-CTLA-4,
pokazala se da moze produljiti zivot oboljelih od raka, medutim poremecaj u funkcioniranju
molekula kontrolnih to¢aka moze dovesti i do neravnoteze imunosne tolerancije koja rezultira
nekontroliranim imunosnim odgovorom. Aktiviranjem imunosnog sustava autoimune se
nuspojave javljaju u 86-96% bolesnika. U 17-59% bolesnika to su ozbiljne ili ¢ak po Zivot
opasne nuspojave (Naidoo i sur., 2015; Heinzerling i sur., 2019). Sli¢no kao i s ostalim
imunoterapijama, zbog mehanizma djelovanja same terapije, najteze imunosne nuspojave
povezane su s u¢inkovitijom terapijom (Kon i sur., 2019).

Autoimune nuspojave mogu utjecati na sve organske sustave, no one se u mnogoc¢emu
razlikuju od analognih spontanih autoimunih bolesti, i fenotipski, i histoloski i seroloski.
Mehanizmi autoimunih nuspojava ukljucuju aktivaciju T-limfocita s infiltracijom u odredeni
organ, izravno vezanje inhibitora kontrolne tocke s aktivacijom komplementa (ekspresija
CTLA-4 u hipofizi) i imunosne reakcije zbog topivih ¢imbenika (autoantitijela, citokina) (Lee
i sur, 2017; Scott i sur., 2018). Stovise, &ini se da i crijevni mikrobiom utjede na razvoj
nuspojava. TeSke i po zivot opasne nuspojave, klasificirane prema CTCAE terminoloskim
Kriterijima za nezeljene dogadaje (engl. Common Terminology Criteria for Adverse Event);
stupanj 3/4, javljaju se u 17-21% bolesnika koji su primali monoterapiju protiv PD-1, 20—
28% onih koji su primali ipilimumab, 45% onih koji su primali ipilimumab (1 mg/kg) +
pembrolizumab i 59% onih koji su primali odobrenu kombiniranu terapiju ipilimumabom (3
mg/kg) i nivolumabom (Heinzerling i sur., 2019). Takoder, teze nuspojave bile su rjede u
bolesnika lijecenih pembrolizumabom (10,1-13,3%) u usporedbi s ipilimumabom (19,9%)
(Dyck i Mills, 2017). Op¢enito, anti-CTLA-4 je povezan s najvecom frekvencijom imunosnih
nuspojava (Kon i Benhar., 2019). Ceste nuspojave ukljucuju kolitis, hepatitis, kozne reakcije i
endokrinopatije (tiroiditis ili hipofizitis), rjede su miozitis, kardiomiozitis i neuroloske
nuspojave. Nuspojave se obi¢no mogu dobro kontrolirati, medutim problem je prekid terapije,

do kojeg obi¢no dolazi kod nuspojava stupnja 3/4 (Kon i Benhar., 2019). Procjenjuje se da 7—
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12% Dbolesnika koji primaju anti-PD-1 terapiju, 9-16% onih koji primaju terapiju
ipilimumabom i 39% onih koji primaju kombiniranu terapiju moraju prekinuti terapiju
(Heinzerling i sur., 2019).

Primijeceno je da je kod inhibicije PD-1, u usporedbi s inhibicijom CTLA-4, niza
ucestalost imunitetom posredovanih nuspojava (engl. immune-mediated adverse events,
IMAE). Razlog tome lezi u Cinjenici da PD-1 regulira ve¢ aktivirane T-limfocite u kasnijoj
fazi imunosnog odgovora, dok CTLA-4 regulira T-limfocite u pocetnoj fazi aktivacije. Zbog
takvog je djelovanja inhibicija anti-CTLA-4 manje selektivna i uzrokuje viSe nuspojava.
Nadalje, PD-1 ima veci afinitet prema PD-L2, nego prema PD-L1, a i PD-L1 i PD-L2 imaju
medusobno razli¢ite bioloske ucinke, primjerice razli¢ito djeluju u signalizaciji i1 aktivaciji
NK T stanica. Ovi razli¢iti bioloski uéinci vjerojatno, osim u aktivnosti, pridonose i razlikama
u toksicnosti izmedu protutijela usmjerenih na PD-1 (sprjecavanje vezanja za oba liganda) za
razliku od onih usmjerenih na PD-L1, i stoga imaju potencijalne terapijske implikacije
(Buchbinder i sur., 2016). Opcenito, PD-1 inhibitori su pokazali manju pojavnost nuspojava u
odnosu na druge standardne terapije zbog toga Sto CD8+ T-limfociti preferiraju
prepoznavanje neoantigena, za razliku od vlastitih antigena (Kon i Benhar., 2019).

Na temelju podataka analize pacijenata tretiranih razlic¢itim antitijelima otkrivena je i
korelacija izmedu odredenih vrsta karcinoma i specifi¢nih irAE. Poremecaji rada Stitnjace,
artralgije 1 mijalgije, vitiligo 1 osip ¢e$¢i su kod nivolumaba i pembrolizumaba, dok su
proljev, kolitis, hipofizitis i pruritus ¢e$¢i kod ipilimumaba. Umor, osip i hepatitis javljaju se
podjednako kod obje klase protutijela. Pneumonitis je primje¢en u bolesnika s karcinomom
pluca, dok bolesnici s melanomom razvijaju kolitis i isklju¢ivo razvijaju vitiligo. Vrijeme
nakon kojeg se pocinju javljati irAE takoder varira; pacijenti lijeCeni ipilimumabom razvili su
koZne reakcije obi¢no nakon prvih nekoliko tjedana od pocetka lijeCenja, dok su drugi
simptomi koji su se javljali kasnije ukljucivali dijareju i Kkolitis nakon 5-10 tjedana,
hepatotoksi¢nost nakon 7-14 tjedana i hipofizitis nakon 6 tjedana. Kombinacija ipilimumaba i
nivolumaba pokazala se toksi¢nijom od svakog pojedinog agensa; pacijenti su patili od
visestrukih irAE, medutim uglavnom su se oporavili od svih osim od koznih i endokrinih
ucinaka (86%, odnosno 46% rezolucije). Nadalje, pembrolizumab izaziva umjerenu do
ozbiljnu toksi¢nost s odgodom od oko 9 tjedana, u usporedbi sa 6 tjedana kod ipilimumaba.
Takoder je zabiljezen i odgodeni razvoj irAE nakon zavrSetka terapije. Toksi¢ni u¢inak doze
primije¢en je kod ipilimumaba, medutim nije kod anti PD-1 inhibitora pembrolizumaba ili

nivolumaba (Larkin i sur., 2015 Diesendruck i sur., 2017).

25



Kao §to je ve¢ spomenuto, nuspojave jesu Ceste i mogu biti teske, medutim daju se
lako kontrolirati 1 lijeciti. Razvijeni su standardni algoritmi lijecenja za irAE koji koriste
imunosne modulirajuce lijekove, ukljucujuci kortikosteroide, antihistaminike, lijekove protiv
faktora nekroze tumora i inhibitore kalcineurina, koji mogu ugusiti upalni odgovor bez
uklanjanja antitumorskog imunoloskog odgovora (Naidoo i sur., 2015). Ciljevi upravljanja
nuspojavama su: detektirati i dijagnosticirati nuspojave, ukljucujuéi i rijetke, prevenirati
smrtonosne nuspojave, tretirati nuspojave pravilno i bez odgode, obustaviti terapiju ili
nastaviti s njom ako je potrebno te pomoci pacijentima da se $to bolje nose s posljedicama

nuspojava (Heinzerling i sur., 2019).

4.6.1. Prediktivni biomarkeri za toksi¢nost terapije inhibitorima kontrolnih to¢aka

S obzirom na to da terapija inhibitorima kontrolnih tocaka mozZe uzrokovati ozbiljne
zivotno ugrozavajuce imunosne nuspojave, a koje dovode do prestanka terapije, potrebno je
odrediti prediktivne biomarkere kojima bi se odredila toksi¢nost kod pojedinih pacijenata te
poboljsao ishod terapije (Inthagard i sur., 2019). PredloZeno je nekoliko potencijalnih
¢imbenika rizika za ozbiljne irAE, ukljucujuéi i obiteljsku anamnezu autoimunih bolesti,
infiltraciju i mjesto tumora, prethodne virusne infekcije poput HIV-a ili hepatitisa i istodobnu
uporabu lijekova s poznatom autoimunom toksi¢noséu kao Sto su antiaritmici, antibiotici,
antikonvulzivi ili antipsihotici (Hopkins i sur., 2017).

Biomarkeri povezani s toksi¢nos¢u ipilimumaba u bolesnika s melanomom proucavani
su u tkivu debelog crijeva kako bi se istrazila toksi¢nost u intestinalnom traktu. Rezultati su
pokazali da su infiltracija neutrofila unutar lamine proprije biopsije debelog crijeva i drugi
biljezi, ukljucujuci i histoloSki nalaz, kalprotektin u stolici i antitijela za enteri¢nu floru,
povezani su s toksi¢no$¢u gastrointestinalnog trakta. Daljnja istrazivanja potvrdila su da bi ovi
biomarkeri mogli biti korisni u predvidanju gastrointestinalnih nuspojava kao Sto je kolitis.

Drugo istrazivanje na uzorcima krvi bolesnika s melanomom lijecenih ipilimumabom
mjerilo je razinu eozinofila prije i nakon lije¢enja. Rezultat je pokazao da se apsolutni broj
eozinofila povecao tijekom lije¢enja i bio povezan s pojavom irAE. Kasnije je na pacijentima
koji su razvili gastrointestinalne irAE pokazana i povecana ekspresija neutrofilnih markera,
CD177 i CEACAMI tijekom lijeCenja, podrzavajuéi teoriju potencijalne uloge neutrofila u
IrAE izazvanih ipilimumabom unutar gastrointestinalnog trakta. Medutim, potrebne su daljnje
studije na ve¢im skupinama pacijenata, kao i drugi specifi¢niji prediktivni biljezi kako bi se

irAE na vrijeme mogle lijeciti (Inthagard i sur., 2019).
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5. ZAKLJUCAK

Zivimo u eri razvoja imunosne onkologije, gdje se T stanice mogu modulirati
antitijelima protiv inhibitornih receptora 1 stimuliranjem antitijela protiv aktiviraju¢ih
receptora. Kroz pregled objavljenih radova o imunoterapiji protutijelima koji ciljaju mete na T
limfocitima i tumorske ligande, mozemo zakljuciti da, osim klasi¢nih antitijela kao $to su
anti-CTLA-4/PD-1/PD-L1, raste i broj agonista koji ciljaju neke druge mete kao Sto su
CD137, GITR, OX40 i CD27 te stimuliraju rast T stanica, ali i mete na drugim stanicama kao
Sto su NK stanice, dendriticke stanice i makrofazi, a podaci iz ranih faza klinickih ispitivanja
pokazuju obecavajuée rezultate. Naglasak je na kombiniranoj uporabi takvih antitijela i
molekula s drugim metodama lijecenja, kao Sto su antitumorska cjepiva i kemoterapija, ali i
mnogim drugim. Na taj ¢e se nacin povecati terapijske opcije i poboljsati ishodi u lije¢enju
tumora. Medutim, utvrdivanje najprikladnijih podskupina pacijenata 1 terapije karcinoma te
koja je kombinacijska terapija najucinkovitija s najmanjom podnosljivom toksi¢nosc¢u i dalje
ostaje izazov. Daljnja istrazivanja razvit ¢e kombinacijske skupove biomarkera za predvidanje
ishoda terapije 1 izbjegavanje imunosno posredovanih nuspojava. Takoder, potrebno je razviti
integriraniji pristup kako bi se identificirale podskupine pacijenta pogodne za pojedini tip

terapije.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Broj osoba oboljelih od malignih bolesti u stalnom je porastu, a maligne su bolesti
raka, a za razliku od ostalih terapijskih koncepata, prvenstveno ima za cilj sprijeciti
metastatsko Sirenje bolesti i poboljSati kvalitetu zivota oboljelih. Pristupi koji se primjenjuju u
imunoterapiji temelje se na nadopunjavanju ili stimulaciji imunosnog sustava preko mnostva
spojeva medu kojima su i antitijela protiv kontrolnih to¢aka T-limfocita. Te autoregulacijske
molekule sluze odrzavanju imunosne ravnoteze, odnosno sprjeCavaju pretjerani imunosni
odgovor i autoimune reakcije, no sprjecavaju potpuni potencijal T-limfocita u borbi protiv
tumora te su stoga postale zanimljiva terapijska meta. U proteklom desetlje¢u odobreno je
nekoliko antitijela koje ciljaju kontrolne tocke na T-limfocitima, ali i onih koji ciljaju neke
druge molekule kao Sto su ligandi prisutni na razli¢itim tumorima. U nekim indikacijama,
ovakva se terapija moze koristiti kao monoterapija, medutim vecéina indikacija ukljucuje
kombiniranu terapiju dvaju protutijela ili kombinacije s drugim vrstama terapije kao Sto su
radioterapija, kemoterapija bazirana na platini ili s inhibitorima tirozin kinaze. Medutim, zbog
samog mehanizma djelovanja antitijela, ¢esto se javljaju imunosno posredovane nuspojave.
Takoder, iniciranje terapije inhibitorima kontrolnih tocaka opéenito je otezano niskom stopom
odgovora kod nekih pacijenata. Zbog toga je potrebno imati prediktivne biomarkere kojima bi
se uspjesSnije mogle odrediti skupine pacijenata koji bi odgovorili na takvu terapiju, ali i
odrediti toksi¢nost u pojedinih pacijenata te poboljSao ishod terapije. Nakon inicijalnih
odobrenja, daljnja su istrazivanja i odobrenja iSla u smjeru proSirivanja indikacija, kao i
istrazivanja novih molekula signalnog puta na koje se moze djelovati, a koje ukljucuju i druge
stanice osim T-limfocita, kao §to su NK stanice, dendriticke stanice i makrofage. Osim na
razvoj molekula s inhibitornim djelovanjem, sve je vise istraZzivanja fokusirano na razvoj
agonista kostimulacije T-limfocita poput onih koji ciljaju OX40, CD137 i GITR. Upravo se te
nove molekule smatraju potencijalnim novim oruzjem protiv raka. Daljnja istrazivanja razvit
¢e kombinacijske skupove biomarkera za predvidanje ishoda terapije 1 izbjegavanje imunosno
posredovanih nuspojava. Takoder, potrebno je razviti integriraniji pristup kako bi se

identificirale podskupine pacijenata pogodne za pojedini tip imunosne terapije.
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The number of patients suffering from malignant diseases is constantly increasing;
malignant diseases are the second most common cause of death in the Republic of Croatia.
Immunotherapy is a type of cancer treatment, and unlike the other therapeutic concepts, it
primarily aims to prevent a metastatic spread of the disease and improve the quality of life.
The approaches used in immunotherapy are based on stimulating the immune system with the
variety of compounds, including antibodies against T-cell checkpoints. These molecules are
maintaining the immune balance i.e., they prevent an excessive immune response and
autoimmune reactions, but they also prevent the full T-cell potential in fighting tumors and
have, therefore, become an interesting therapeutic target. In the past decade, several
antibodies have been approved that target T-cell checkpoints and other molecules, such as
ligands present in various tumors. For some indications, checkpoint inhibitors may be used as
a monotherapy; however, most indications involve a combination therapy consisting of two
antibodies or combinations with radiotherapy, platinum-based chemotherapy or with tyrosine
kinase inhibitors. However, immune-mediated adverse reactions often occur due to the
mechanism of action of such therapy. Also, initiating therapy with checkpoint inhibitors is
generally hampered by the low response rate in some patients. Therefore, it is necessary to
have predictive biomarkers that could more successfully determine the groups of patients who
would respond to such therapy, but also to determine toxicity in individual patients and
improve the therapy outcome. Following initial approvals, further research and approvals go
in the direction of expanding indications as well as studying new molecules that could be
targeted beyond T-cells. These molecules include NK cells, dendritic cells, macrophages, and
more. In addition, besides on molecules with inhibitory activity, recent research has focused
on T-cell costimulation agonists such as those targeting OX40, CD137, and GITR. These new
molecules are considered a potential new weapon against cancer. Further research will
develop combination sets of biomarkers to predict therapy outcomes and avoid immune-
mediated adverse reactions. Also, more integrated approaches should be developed to identify
subgroups of patients suitable for each type of the aforementioned immune therapy.
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Lidija Gavran
SAZETAK

Broj osoba oboljelih od malignih bolesti u stalnom je porastu, a maligne su bolesti drugi najc¢es¢i
uzrok smrti u Republici Hrvatskoj. Imunoterapija je jedna od metoda lijeCenja raka, a za razliku od
ostalih terapijskih koncepata, prvenstveno ima za cilj sprijeiti metastatsko Sirenje bolesti i
poboljsati kvalitetu Zivota oboljelih. Pristupi koji se primjenjuju u imunoterapiji temelje se na
nadopunjavanju ili stimulaciji imunosnog sustava preko mnoStva spojeva medu kojima su i
antitijela protiv kontrolnih toc¢aka T-limfocita. Te autoregulacijske molekule sluze odrzavanju
imunosne ravnoteze, odnosno sprjecavaju pretjerani imunosni odgovor i autoimune reakcije, no
sprjeCavaju potpuni potencijal T-limfocita u borbi protiv tumora te su stoga postale zanimljiva
terapijska meta. U proteklom desetljecu odobreno je nekoliko antitijela koje ciljaju kontrolne tocke
na T-limfocitima, ali i onih koji ciljaju neke druge molekule kao $to su ligandi prisutni na
razli¢itim tumorima. U nekim indikacijama, ovakva se terapija moze koristiti kao monoterapija,
medutim vecina indikacija ukljucuje kombiniranu terapiju dvaju protutijela ili kombinacije s
drugim vrstama terapije kao Sto su radioterapija, kemoterapija bazirana na platini ili s inhibitorima
tirozin kinaze. Medutim, zbog samog mehanizma djelovanja antitijela, ¢esto se javljaju imunosno
posredovane nuspojave. Takoder, iniciranje terapije inhibitorima kontrolnih to¢aka opcenito je
otezano niskom stopom odgovora kod nekih pacijenata. Zbog toga je potrebno imati prediktivne
biomarkere kojima bi se uspjesnije mogle odrediti skupine pacijenata koji bi odgovorili na takvu
terapiju, ali 1 odrediti toksi¢nost u pojedinih pacijenata te poboljSao ishod terapije. Nakon
inicijalnih odobrenja, daljnja su istrazivanja i odobrenja iSla u smjeru proSirivanja indikacija, kao i
istrazivanja novih molekula signalnog puta na koje se moze djelovati, a koje ukljucuju i druge
stanice osim T-limfocita, kao §to su NK stanice, dendriticke stanice i makrofage. Osim na razvoj
molekula s inhibitornim djelovanjem, sve je viSe istraZzivanja fokusirano na razvoj agonista
kostimulacije T-limfocita poput onih koji ciljaju OX40, CD137 i GITR. Upravo se te nove
molekule smatraju potencijalnim novim oruzjem protiv raka. Daljnja istrazivanja razvit ¢e
kombinacijske skupove biomarkera za predvidanje ishoda terapije i izbjegavanje imunosno
posredovanih nuspojava. Takoder, potrebno je razviti integriraniji pristup kako bi se identificirale
podskupine pacijenata pogodne za pojedini tip imunosne terapije.
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CHECKPOINT INHIBITORS IN THERAPY OF MALIGNANT DISEASES

Lidija Gavran
SUMMARY

The number of patients suffering from malignant diseases is constantly increasing; malignant
diseases are the second most common cause of death in the Republic of Croatia. Immunotherapy is
a type of cancer treatment, and unlike the other therapeutic concepts, it primarily aims to prevent a
metastatic spread of the disease and improve the quality of life. The approaches used in
immunotherapy are based on stimulating the immune system with the variety of compounds,
including antibodies against T-cell checkpoints. These molecules are maintaining the immune
balance i.e., they prevent an excessive immune response and autoimmune reactions, but they also
prevent the full T-cell potential in fighting tumors and have, therefore, become an interesting
therapeutic target. In the past decade, several antibodies have been approved that target T-cell
checkpoints and other molecules, such as ligands present in various tumors. For some indications,
checkpoint inhibitors may be used as a monotherapy; however, most indications involve a
combination therapy consisting of two antibodies or combinations with radiotherapy, platinum-
based chemotherapy or with tyrosine kinase inhibitors. However, immune-mediated adverse
reactions often occur due to the mechanism of action of such therapy. Also, initiating therapy with
checkpoint inhibitors is generally hampered by the low response rate in some patients. Therefore,
it is necessary to have predictive biomarkers that could more successfully determine the groups of
patients who would respond to such therapy, but also to determine toxicity in individual patients
and improve the therapy outcome. Following initial approvals, further research and approvals go in
the direction of expanding indications as well as studying new molecules that could be targeted
beyond T-cells. These molecules include NK cells, dendritic cells, macrophages, and more. In
addition, besides on molecules with inhibitory activity, recent research has focused on T-cell
costimulation agonists such as those targeting OX40, CD137, and GITR. These new molecules are
considered a potential new weapon against cancer. Further research will develop combination sets
of biomarkers to predict therapy outcomes and avoid immune-mediated adverse reactions. Also,
more integrated approaches should be developed to identify subgroups of patients suitable for each
type of the aforementioned immune therapy.
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