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Popis i objasnjenje kratica koriStenih u radu

UV - ultraviolet, ultraljubi¢asto zraCenje

CDKNZ2A - cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, inhibitor kinaze ovisne o ciklinima 2A
MAPK - mitogen-activated protein kinase, mitogenom aktivirana proteinska kinaza
PI3K - phosphoinositide 3-kinase, fosfoinozitid 3-kinaza (ili fosfatidilinozitol 3-kinaza)
TERT - telomerase reverse transcriptase, gen za katalitiCku podjedinicu telomeraze

ICI - immune checkpoint inhibitors, inhibitori stani€nih kontrolnih to€aka imunoloSkog

odgovora

APC - antigen presenting cells, antigen prezentirajuce stanice
TNF-a - tumor necrosis factor alpha, faktor tumorske nekroze alfa
MHC - major histocompatibility complex

TCR - T-cell receptor, T-limfocitni receptor

CTLA-4 - cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4

PD-1 - programmed death 1

GM-CSF - granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, granulocito-makrofagni

Cimbenik rasta kolonija

DS-cjepiva - cjepiva usmijerena na dendriticke stanice

T-VEC - genetiCki promijenjen herpesvirus — talimogen laherpaverpec
VSV-GP - genetski modificirani vezikularni stomatitis virus

LAK stanice - lymphokine activated killer cells

TIL - tumor infiltrating lymphocytes, tumor infiltrirajuci limfociti

CAR-T - chimeric antigen receptor T cells

MCSP - melanoma-associated chondroitin sulfate proteoglycan

PFS - progression free survival, prezivljenje bez progresije bolesti
Ipi/nivo - kombinirana terapija ipilimumabom i nivolumabom

PD-1" Treg - PD-1 pozitivni regulatorni T-limfociti
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SAZETAK

Novosti u imunoterapiji lije€enja metastatskog melanoma

Petar Jazbec

Melanom je zlo¢udna novotvorina koja nastaje malignom pretvorbom melanocita. Zbog
izrazite sklonosti ranom limfogenom i hematogenom metastaziranju ubraja se medu
najagresivnije tumore kozZe i sluznica. Najvec¢i kumulativni rizik za oboljenje biljeze
populacije Australije i Novog Zelanda, Sjeverne Amerike i Europe. Najznacajniji
okolisni ¢imbenik za nastanak melanoma je sunevo UV zradenje. Brojne mutacije u
genima za kontrolu stani¢nog ciklusa i poremecéena funkcija stani¢nih kontrolnih toCaka
imunoloskog odgovora su prepoznati kao klju¢ni €imbenici nastanka metastatskog
melanoma. Pojavili su se novi oblici terapija, poput ciljane terapije i imunoterapije. Cilj
imunoterapije tumora je osnaziti ili obnoviti sposobnost imunoloSkog sustava da
prepozna i unisti tumorske stanice tako Sto ¢e sprijeCiti mehanizme kojima tumor
ostvaruje izbjegavanje i inhibiciju imunoloskog odgovora. Melanom je izrazito
imunogeni tumor, stoga je imunoterapija jedna od najucinkovitijih strategija u lijecenju
ove bolesti. Ovaj rad Ce prezentirati dosadasnje dosege i buduce smijerove u

istrazivanju imunoterapije lijeCenja metastatskog melanoma.

klju€ne rijeci: imunoterapija, metastatski melanom



ABSTRACT

Novelties in immunotherapy for the treatment of metastatic melanoma

Petar Jazbec

Melanoma is a malignant neoplasm caused by malignant conversion of melanocytes.
Due to its pronounced tendency to early lymphogenic and hematogenous
metastasizing, it is one of the most aggressive tumors of the skin and mucous
membranes. The highest cumulative risk for the disease is recorded in the populations
of Australia, New Zealand, North America, and Europe. The most significant
environmental factor for the formation of melanoma is the sun's UV radiation.
Numerous mutations in cell cycle control genes and impaired function of cellular
immune response checkpoints have been identified as key factors in the development
of metastatic melanoma. New forms of therapies have emerged, such as targeted
therapy and immunotherapy. The goal of the tumor immunotherapy is to strengthen or
restore the ability of the immune system to recognize and destroy tumor cells by
preventing the mechanisms by which the tumor avoids and inhibits the immune
response. Melanoma is a highly immunogenic tumor, so immunotherapy is one of the
most effective strategies in treating this disease. This paper will present past
achievements and future directions in immunotherapy for metastatic melanoma

research.

keywords: immunotherapy, metastatic melanoma



uvoD

Melanom je zlocudna novotvorina koja nastaje malignom pretvorbom melanocita (1).
Melanociti su sastavni dio koze, a prisutni su i u dijelovima oka, mozdanim ovojnicama,
limfnim &vorovima te sluznicama gastrointestinalnog, gornjeg disnog i urogenitalnog
sustava. Ishodiste melanoma mozemo pronaci u svim gore navedenim sijelima (2,3).
Zbog izrazite sklonosti ranom limfogenom i hematogenom metastaziranju ubraja se
medu najagresivnije tumore koze i sluznica (4). Kod bolesnika s metastatskom
diseminacijom melanoma, imunoterapija je jedan od glavnih nacina lijeCenja.
Imunoterapija se pokazala ucinkovitom u lije¢enju melanoma jer je taj tumor vrlo
imunogen. Mehanizmi djelovanja imunoterapije temelje se na specificnim metama i

regulatornim mehanizmima imunoloskog odgovora (5).



EPIDEMIOLOGIJA MELANOMA

Ucestalost melanoma se povecava u mnogim zemljama svijeta (1). Kohortna analiza
incidencije melanoma u Australiji, Novom Zelandu, Norveskoj, Svedskoj, Ujedinjenom
Kraljevstvu i Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD) od 1982. do 2011. godine otkriva
godisnji porast incidencije melanoma za oko 3% (6). Unato€ mnogim preventivnim
mjerama, melanom ima veci porast incidencije od ostalih maligniteta, pogotovo kod

mladih zena bijele rase (7).

Melanomi se €eScée pojavljuju u osoba svijetle puti, dok su kod pripadnika crne rase
vrlo rijetki. Postoji i velika zemljopisna varijacija. Ce$¢a je pojavnost u sunéanijim
krajevima blize ekvatoru nego u hladnijim sjevernim i juznim podrucjima (1). Tako je
najveca pojavnost melanoma koze upravo kod svijetloputog stanovnistva Australije i
Novog Zelanda. Oni biljeze godiSnju stopu incidencije koja varira od 50 do 100
oboljenja na 100 000 stanovnika. U tim populacijama melanom je naj¢es¢i zlocudni
tumor u osoba mladih od 40 godina, i jedan od naj¢es¢ih zlocudnih tumora uopce. U
podru¢jima SrediSnje i Juzne Amerike, Azije i Afrike melanom je rijetka pojava s
godisnjom stopom manjom od 3 na 100 000 stanovnika (8). Muskarci imaju 1,5 puta
vecu vjerojatnost za oboljenjem od melanoma koZe od Zena (9). Petogodi$nje dobno
standardizirano relativno prezivljenje koznih melanoma dijagnosticiranih u
vremenskom razdoblju od 2000. do 2007. godine u Europi variraju od 74,4% u Isto¢noj
Europi do 87,7% u Sjevernoj Europi. Relativno prezZivljenje je kod Zena vece nego kod
muskaraca (10). Pacijenti oboljeli od melanoma koji imaju udaljene metastaze
pokazuju petogodisnje prezivljenje od samo 23%, $to metastaze Cini glavnim uzrokom

smrti povezanih s melanomom (5).

Podatci Svjetske zdravstvene organizacije za 2020. godinu govore da je broj
novooboljelih od koznog melanoma u 2020. godini 324 635. Broj smrtnih ishoda od
ove bolesti iznosi 57 043. Najvecéi kumulativni rizik za oboljenje oCekivano biljeze

populacije Australije i Novog Zelanda, Sjeverne Amerike i Europe (11).

Prema posljednje objavljenom Registru za rak u Hrvatskoj za 2018. godinu, melanom
koZe je osmi naj¢es¢i rak u oba spola. Incidencija melanoma koze je bila 22,7 na 100
000 stanovnika. Tako Hrvatsku mozZemo ubrojiti medu zemlje s vrlo visokom

pojavnoséu ove bolesti. Mortalitet se uvelike razlikuje medu spolovima. Kod



muskaraca je broj umrlih znatno vedi i iznosi 417 u odnosu na broj oboljelih koji je 535,
dok je kod Zena broj umrlih tek 86 u odnosu na broj oboljelih od 425. Nesrazmjer u
smrtnosti se djelomi€no moZe objasniti stadijem bolesti u kojem su bolesnici bili
dijagnosticirani. Tako je melanom koze s udaljenim metastazama dijagnosticiran

dvostruko vise kod muskarca nego kod Zena (12).



ETIOPATOGENEZA MELANOMA

Cimbenici koji utjeéu na razvoj melanoma se mogu podijeliti na okolidne, genetske i
imunoloske (5). U ovom se radu posebna paznja posvetila imunolo$kim ¢imbenicima i
mehanizmima u nastanku tumora radi lakSeg shvaéanja suvremenih imunoterapijskih

opcija.

1. OkoliSni ¢imbenici

Istrazivanja su otkrila da UV (ultraviolet) zraCenje igra veliku ulogu u razvoju
melanoma. 1992. godine sun€evo UV zracenje je klasificirano kao kancerogeno, a
2009. godine je uklju€eno i UV zraCenje u solarijima (9). Na otkrivenim dijelovima koze
nastaje oko 75% melanoma (2). Incidencija melanoma se razlikuje ovisno o
geografskoj lokaciji medu ljudima iste etniCke pripadnosti. Incidencija je povecana na
lokacijama blizima ekvatoru, kao i na viS§im nadmorskim visinama gdje je smanjena
ozonska apsorpcija, manja oblacna prekrivenost i povecana refleksija sa snjeznih
povrsina koja dodatno povecava UV zraCenje (5). Kroni¢no dugotrajno izlaganje UV
zraCenju povezuje se s pove¢anom pojavnos$cu melanoma kao i karcinoma bazalnih i
ploCastih stanica, dok se kroni¢no intermitentno izlaganje UV zrakama i zadobivene
opekline od sunca viSe povezuju s melanomom u odnosu na ostale tumore koze (9).
UVB i UVA spektar UV zraCenja, Ciji fotoni najviSe ostecuju deoksiribonukleinsku
kiselinu u stanici, induciraju prijelaz melanocita u melanomske stanice (4). lako se
pretpostavlja da su mnoge patogenetski znaCajne mutacije u melanomu posljedica
izravnog mutagenskog efekta UVB i UVA zraka, posredni ucinci poput stvaranja
slobodnih radikala uslijed biokemijske reakcije UVA s melaninom isto tako uzrokuju
mutacije i genetske aberacije (10). Vazno je jos spomenuti terapijska UV zraCenja koja
mogu uzrokovati nastanak kozZznog melanoma, kao i vise od 6000 novih slu¢ajeva

melanoma godisSnje u SAD-u kao posljedica UV zraCenja u solarijima (9).

2. Genetski ¢imbenici

Odredeni fenotipovi kozZe, o€iju i kose su povezani s vecom osjetljivoS¢u na zrake

sunca i rizikom za nastanak melanoma. Pjegavost, crvena kosa, svijetle oCi i koza te
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nemogucénost tamnjenja koze povecavaju rizik za nastanak melanoma za 50%. Uz to,
pojedinci svijetlije puti CeSce razviju amelanotiCne lezije, koje se mogu uociti tek kad
se lezija proSiri (9). lako melanom naj¢eS¢e nastaje na nepromijenjenoj kozi, moze
nastati i iz dobrocudnih melanocitnih nevusa (2). Pojedinci s mnogobrojnim atipicnim

madeZima imaju vecu vjerojatnost za oboljenjem od melanoma (13).

Pozitivha obiteljska anamneza i genska mutacija utjeCu na razvoj melanoma. U
kombiniranoj analizi 8 istraZivanja sluCajeva i kontrola kod bjelacke populacije,
pojedinci s pozitivnom obiteljskom anamnezom melanoma imaju relativni rizik od 2,24
za oboljenje od melanoma u odnosu na pojedince bez pozitivne obiteljske anamneze
(14). NajCesca mutacija identificirana u obiteljski nasljednim formama melanoma je
mutacija CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) gena (9). Kod priblizno 30 do
40% nasljednih melanoma je nadena mutacija ovog gena. CDKNZ2A gen kodira dva
proteina, pl16 i pl4, oba u funkciji regulacije stani¢nog ciklusa (13). Ista se mutacija
moze naci u 8 do 15% slu€ajeva multiplih primarnih melanoma kod pacijenata bez

pozitivne obiteljske anamneze (15).

NajceSce mutacije kod sporadi¢nih melanoma su one u kojima je zahvacen MAPK
(mitogen-activated protein kinase) i PI3K (phosphoinositide 3-kinase) stani¢ni signalni
lanac. MAPK i PI3K signalni lanci ukljuceni su mnoge stani¢ne funkcije, ukljuujuci
proliferaciju, diferencijaciju i preZivljenje stanice (16). Medu njima je na prvom mjestu
mutacija BRAF gena. Taj gen kodira serin/treonin protein kinazu koja je klju¢na u
regulaciji MAPK signalnog puta. Istrazivanja su pokazala da priblizno 40 do 60%
koznih melanoma ima mutaciju BRAF gena (1,15). Upravo definiranjem BRAF
mutacije kao najceS¢e kod melanoma zapoc€eo je novi pristup lije€enju melanoma
cillanom terapijom. To je znacilo inhibiciju MAPK stani¢nog lanca BRAF i MEK
inhibitorima kod bolesnika s BRAF mutacijom (2). Druga najéeS$¢a somatska mutacija
je mutacija NRAS gena, regulatora staniCnog rasta i maligne transformacije preko
MAPK te PI3K stani¢nog lanca. Pojavljuje se u 20% slucajeva i povezana je s izrazito
agresivnom bolesc¢u i slabim prezivljenjem (17). Vazno je napomenuti kako su NRAS
mutacije detektirane gotovo iskljuCivo u melanomima bez BRAF mutacija (18).

Aberantnu ekspresiju TERT (telomerase reverse transcriptase) gena, koji kodira
kataliticku podjedinicu telomeraze, enzima koji odrzava duljinu telomera i
kromosomsku stabilnost, nalazimo u 90% malignih tvorbi. Reaktivacija TERT gena
premoScéuje stani€no mirovanje inducirano replikacijom, kriticni korak u inicijaciji
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tumorske pretvorbe (19). Mutacije u promotorima TERT gena dovode do viSestrukog
porasta transkripcije TERT gena. Te mutacije pronadene u melanomima odgovarale
su UV-specificnim mutacijama, tako naglasavajuéi indukcijsku ulogu UV zracenja.
Identificirane su u sporadiCnim primarnim melanomima u 33% sluCajeva, a u
metastatskim melanomima u ¢ak 85% oboljelih, Sto pokazuje povezanost metastatske

bolesti i mutacija TERT promotora (20,21).

Razvoj metastatskog melanoma povezan je i S mutacijama u tumorsupresorskim
genima PTEN i TP53 (10). PTEN gen kodira PTEN protein, kljuéni regulator PI3K
signalnog lanca. Somatske promjene PTEN gena su pronadene u 14% koZznih
melanoma (22). Medutim, studije sugeriraju puno ¢eS¢u pojavnost mutiranog PTEN i
TP53 gena u metastatskoj bolesti nego u ranijim fazama bolesti (23,24). Nedavna
istrazivanja podupiru tvrdnju da mutacija PTEN gena igra kljuénu ulogu u rezistenciji
na terapiju malim molekulama, odnosno ciljanu terapiju, te terapiju inhibitorima
stani¢nih kontrolnih to¢aka imunoloSkog odgovora (eng. immune checkpoint inhibitors,
ICl) (25-27). U 2015. godini, Peng i sur. su demonstrirali da utiSavanje PTEN gena u
melanomskim stanicama smanjuje sposobnost djelovanja T limfocita na tumorske
stanice. In vivo, prilagodeni transferirani T limfociti su slabije ubijali stanice presadenog
tumora s utiSanim PTEN genom nego one s aktivnim PTEN genom. U
imonohistokemijskim analizama kohorte pacijenata s metastatskim melanomom koji
su primili terapiju ICI, tumori s ekspresijom PTEN gena su doZivjeli ve¢u redukciju u
veli€ini nego tumori s utiSanim PTEN genom (25). Na temelju proslih dokaza da se
PI3K signalni lanac aktivira u nedostatku PTEN gena, autori su uspjeli dokazati da
inhibicijom PI3K lanca selektivnim inhibitorima, simuliraju¢i rad PTEN proteina,
melanomske stanice postaju osjetljive na imunoterapiju (25,28). U Zivotinjskom modelu
koriStenom u istrazivanju Peng i sur., terapijska kombinacija PI3K selektivnih inhibitora
i ICI rezultiraju ve¢om redukcijom tumora u BRAF-mutiranim i PTEN-utiSanim
melanomima nego samostalna terapija ICI (25). Zato ova otkri¢a podrzavaju daljnja

istrazivanja terapije PI3K inhibicije u melanomima i nekoliko ih je veé u razvoju (17).

3. Imunoloski ¢imbenici

Niz koraka je potrebno da imunolo$ki sustav uspjesno unisti tumorske stanice. Ti koraci

tvore ciklus interakcije tumorskih i imunoloskih stanica (Slika 2). Prvo se onkogenezom
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stvoreni neoantigeni otpustaju u okolinu. Zatim ih antigen prezentirajuce stanice (eng.
antigen presenting cells, APC) prepoznaju i fagocitiraju, za $to su im potrebni dodatni
signali koji induciraju imunost bez tolerancije prema tumorskim antigenima. Neki od
imunogenih signala ukljuuju protuupalne citokine, poput TNF-a (eng. tumor necrosis
factor alpha, faktor tumorske nekroze alfa) i IL-2 (interleukin-2), te faktore koje
otpustaju umiruce tumorske stanice. Zatim se tumorski antigeni u APC preraduju i
predoCuju na molekule MHC (eng. major histocompatibility complex) $to rezultira
aktivacijom efektorskih T-limfocita protiv specificnih tumorskih antigena. Naposlijetku,
aktivirani T-limfociti infiltriraju tumor, specificno ga prepoznaju, vezu se T-limfocitnim
receptorom (eng. T-cell receptor, TCR) na kompleks antigen-MHC i uniStavaju
tumorsku stanicu. UniStavanjem stanice otpustaju se antigeni povezani s tumorom Kkoji
pojacavaju imunolosku reakciju i ciklus se ponavlja. Antigeni povezani s tumorom, koje
prepoznaju autologna antitijela i T-limfociti i koji mogu potaknuti imunolo$ki odgovor,
identificirani su i klasificirani u melanomu. Neki od njih su diferencijacijski antigeni

poput glikoproteina 100 (gp100), tirozinaze i Melan-A (7,29).

Imunoloski sustav mora razlikovati domace od tudih antigena. lako je ovaj koncept
jednostavan, mehanizmi su kompleksni i bila su potrebna desetljeca istrazivanja da ih
se shvati. U srediStu ovog procesa je prepoznavanje i vezanje TCR na kompleks
antigena i MHC molekule na povrsini APC. Selekcija T-limfocita poc€inje u timusu gdje
se unistavaju T-limfociti koji snazno reagiraju na vlastite antigene. Taj proces se zove
srediSnja tolerancija. Neki TCR imaju specificnost na strane antigene koja su krizno
osjetljiva i na vlastite antigene. Kako bi se prevenirala autoimuna reakcija, mnoge
kontrolne toCke reguliraju aktivaciju T-limfocita za vrijeme imunoloSkog odgovora, u
procesu koji se zove periferna tolerancija. U srediStu ovog procesa su dva kontrolna
proteina, CTLA-4 (eng. cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4) i PD-1 (eng.
programmed death 1). CTLA-4 i PD-1 kontroliraju stani€ni imunoloski odgovor na
razli€itim stadijima. Smatra se da je CTLA-4 predvodnik u priguSivanju imunoloskog
odgovora, jer on zaustavlja potencijalno autoreaktivne T-limfocite u po¢etnom stadiju
aktivacije naivnih T-limfocita u limfnim ¢vorovima. PD-1 signalni put regulira prethodno
aktivirane T-limfocite u kasnijim stadijima imunoloSkog odgovora, primarno u
perifernim tkivima. Upravo periferna tolerancija je kljuéni koncept kojim tumorske
stanice izbjegavaju unistenje tako $to ulaze u interakciju s kontrolnim proteinima koji

prigusuju imunoloski odgovor (30-32).



Iznimna imunogenost melanoma je temelj odnosa izmedu melanoma i imunoloSkog
sustava (5). Imunoloski sustav mozZe kontrolirati bolest samo u pocetnom stadiju
tumora kada su tumorske stanice u niskom stupnju promijenjenosti i obrambeni
mehanizmi jo$ uvijek dostatni. Nedostatna aktivacija imunoloSkog sustava na
tumorske stanice omogucuje tumoru takozvani ,imunolo$ki bijeg“. Ovaj mehanizam je
podrzan dokazima da neki pacijenti s metastatskim melanomom nemaju ocCitu
primarnu leziju. Takvi slu€ajevi metastatskog melanoma bez poznatog primarnog sijela
temelje se na imunomodulatornim mehanizmima. Imunoloski sustav se moze iscrpiti
nakon dugotrajnog izlaganja tumorskim antigenima i antigenskom stimulacijom
imunoloskih stanica. Iscrpljenje imunoloskog sustava i ,imunoloski bijeg“ omogucuju
rast melanoma i njegov metastatski rasap (7,33—37). Isto tako, melanomske stanice
mogu izbjeci detekciju kroz smanjenje ekspresije imunogenih tumorskih antigena,
smanjenje ekspresije MHC molekula, promjene u preradivanju antigena i novacenju

imunosupresivnih stanica poput regulacijskih T-limfocita (38—41).
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IMUNOTERAPIJA METASTATSKOG MELANOMA

Sve do nedavno jedini nacin lije€enja metastatskog melanoma je bila kemoterapija.
Najaktivniji i najceSc¢e primjenjivani citostatik je bio dakarbazin. Odgovor na ovu
terapiju je bio vrlo skroman, do 20%, a medijan prezivljenja tek 9 mjeseci. Razlike
izmedu monoterapije dakarbazinom i kombinirane kemoterapije nije bilo. Nista bolji
rezultati nisu postignuti ni s radioterapijom. Medutim, posljednjih godina, nakon otkri¢a
mnogih signalnih lanaca tumorskih i imunoloskih stanica, pojavili su se novi oblici
terapija, poput ciljane i imunoterapije. Oni su ostvarili dugoro¢ne odgovore u znatnom
broju bolesnika s metastatskim melanomom i produljili ukupno prezivljenje. Ciljana
terapija 1 imunterapija postale su temeljni oblici lijeCenja metastatskog melanoma.

Sljedecdi ulomak ¢e se posebno osvrnuti na imunoterapiju metastatskog melanoma.

Cilj imunoterapije tumora je osnaziti ili obnoviti sposobnost imunoloSkog sustava da
prepozna i unisti tumorske stanice tako Sto ¢e sprijeCiti mehanizme kojima tumor
ostvaruje izbjegavanije i inhibiciju imunoloSkog odgovora. Imunoterapija kao novi oblik
lije€enja tumora najvise se istrazivao upravo na metastatskom melanomu (42).
Imunoterapiju moZemo podijeliti u Cetiri glavne skupine. Prva ukljuCuje bioloSke
lijekove poput citokina, interferona i granulocito-makrofagnih ¢imbenika rasta kolonija
(eng. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF). Druga skupina je
terapija cijepljenjem, gdje se organizam izlaze tumorskim antigenima. Tre¢a skupina
je adaptivna imunoterapija, gdje se koriste specificni limfociti s protutumorskom
aktivnoséu. Cetvrtu skupinu &ine ICI (2,5,43-45).

1. Bioloska imunoterapija

Prva imunoterapija u lijeCenju metastatskog melanoma koja se pocela koristiti zasebno
ili kao nadopuna kemoterapiji bila je bioloSka imunoterapija. Najcesci lijekovi koji su se

koristili bili su visoke doze IL-2 i interferona tip 1 (IFN-1).

Terapija visokim dozama IL-2 je prva odobrena imunoterapija melanoma. Skromni
rezultati lijeCenja i znaCajna toksi¢nost, uz pojavu novijih imunoterapijskih rjeSenja,

umanijili su njegov znacaj u lijeCenju metastatskog melanoma. Medutim uz pazljivi

11



odabir kandidata i kontrolu nuspojava, terapija visokim dozama IL-2 i dalje jest opcija

kod pacijenata koji nisu reagirali na ostale terapijske metode.

Antitumorska svojstva IFN-1 se temelji na direktnim proapoptotickim i
antiproliferativnim uc€incima. Ujedno i aktivira mnoge imunoloSke stanice te tako potice
imunoloski odgovor. U proslosti je terapija interferonom isporucila slabe rezultate u
lijeCenju melanoma, ali nedavna istrazivanja su pokazala da kombinacija novijih
lijekova poput ICI i visokih doza IFN pokazuju obecavajuce rezultate u lijeCenju

melanoma (46-48).

2. Cijepljenje

Cijepljenje je aktivna i specificna imunoterapija koja se temelji na izlaganju
neoantigena ili tumorskih stanica imunoloSskom sustavu. Za razliku od infektivnih
bolesti, gdje se cijeplienje provodi radi prevencije, kod tumora se cijepljenje koristi
nakon dijagnoze bolesti kako bi se povecao broj vec aktiviranih T-limfocita specifiCnih
na neoantigen i inducirali aktivaciju novih T-limfocita. Materijal za imunizaciju se dobiva

biopsijom ili resekcijom tumora pacijenata ili donora (2,49).

Nekoliko strategija terapije cijeplijenjem se trenutno istrazuju, ukljuCujuci cjepiva

usmjerena na dendriticke stanice (DS-cjepiva) i virusna cjepiva. (5)

DS-cjepiva ispravljaju poremecaj prepoznavanja tumorskih antigena tako Sto se
dendritiCke stanice izoliraju iz krvi, zatim ex vivo stimuliraju i fuzioniraju s tumorskim
antigenima i naposlijetku injektiraju u pacijenta. Aktivirane DS ¢e tako prezentirati i
aktivirati specificne T-limfocite koji ¢e moci unistiti tumorske stanice. Istrazivanja su
pokazala veci znaCaj DC-cjepiva kao adjuvantne terapije nego kod terapija
metastatske bolesti, a kao jedna od najvecih prednosti se pokazuje niska toksi¢nost,
dok su ukupni rezultati lijeCenja slabiji od terapije ICI. Daljnja istrazivanja su potrebna
kako bi ova terapijadobila definitivnu ulogu u lije€¢enju uznapredovalih stadija tumora,

posebno u kontekstu kombinacije s ICI (50).

Virusna cjepiva temelje se na onkolitickom djelovanju, odnosno poticanju imunoloskog
odgovora proizvodnjom citokina i imunomodulatornin molekula. UStrcavanjem u
neoperabilne lezije, virus se razmnozava u tumorskoj stanici, unistava stanicu i dalje

Siri kroz tumorsko tkivo. Prvi onkoliti€ki virus bio je genetiCki promijenjeni herpesvirus
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— talimogen laherpaverpec (T-VEC), koji je 2015. godine odobren kao terapija
uznapredovalog melanoma. On, osim lize tumorskih stanica, nosi i gen za GM-CSF,
koji dodatno osnazuje imunolosku aktivnost. Novija istrazivanja nisu dokazala njegovu
ucinkovitost u stimulaciji imunoloSkog odgovora. Istrazivanja na stani¢nim kulturama i
miSevima pokazala su ucinkovitost virusa VSV-GP (genetski modificirani vezikularni
stomatitis virus) na potkoZzne melanomske lezije i sprje€avanju razvoja metastaza u
sistemskoj aplikaciji. Medutim potrebna su in vivo istrazivanja koja bi dokazala

vrijednost ovog otkri¢a (2,5,51).

3. Adaptivna imunoterapija

U adaptivhu imunoterapiju ubrajamo terapiju LAK stanicama (eng. lymphokine
activated killer cells) i terapiju TIL-om (eng. tumor infiltrating lymphocytes). Oba nacina
zahtijevaju izolaciju bolesnikovih limfocita i izvantjelesnu inkubaciju tih limfocita s IL-2.
LAK-stanice nastaju inkubacijom perifernih limfocita, a TIL stanice se izoliraju iz
tumorske tvorbe, te im je zato potrebna manja doza IL-2 za aktivaciju. K tome, TIL
stanice imaju sposobnost prepoznavanja tumoru pridruzenih biljega. Imunoterapija

TIL-om je puno ucinkovitija od terapije LAK-stanicama (2).

Prema podatcima iz 2020.godine, u manjem klinicCkom istraZivanju od Van den Berg i
sur. mozemo vidjeti odlicne rezultate lijeCenja metastatskog melanoma TIL-om. Uz
naglasak da prilikom pokretanja studije nije bilo PD-1/PDL-1 inhibitora, odgovor na
terapiju je postojao u 50% slucajeva, a u 20% je doslo do potpune remisije koja traje
vise od sedam godina. Ohrabrujuci rezultati su bili temelj za pokretanje treCe faze
klinicke studije koja je u tijeku (52). Istrazivanje od Sarnaik i sur. je pokazalo
ohrabrujuce rezultate kod bolesnika kod kojih je bolest progredirala nakon terapije PD-

1 inhibitorima. Odgovor na terapiju se postigao u 38% bolesnika (53).

Spomenimo i jo$ jedan oblik adaptivhog stjecanja imunosti koji ne spada u skupinu
adaptivne imunoterapije, a to je CAR-T lijeCenje (eng. chimeric antigen receptor T
cells). Ova metoda se sastoji od izuzimanja T-limfocita iz krvi bolesnika, potom se T-
limfociti inficiraju viralnim vektorom $to uzrokuje predoCavanje specifinih receptora
koji imaju i funkciju prepoznavanja specificnih tumorskih antigena i aktivaciju T-
limfocita. Takvi se limfociti naposlijetku umnazaju i infundiraju u bolesnika. Ova terapija
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je postala vrlo uspjeSna pri¢a u lijeCenju hematoloSkih maligniteta i odobrena je kao
terapija izbora. Sljedeéi korak bio je evaluacija djelovanja na solidne tumore, no prvi
rezultati istrazivanja nisu pokazali impresivne rezultate poput onih kod hematoloskih
maligniteta. Neke prepoznate prepreke koje ¢ine CAR-T terapiju manje efikasnom kod
solidnih tumora je slaba migracija CAR-T stanica iz krvnih zila u prostor tumora,
imunosupresivni tumorski mikrookolis i neidentificiran idealan ciljni tumorski antigen.
Kod melanoma se razmatraju tumorski antigeni poput MCSP (eng. melanoma-
associated chondroitin sulfate proteoglycan) i gp100. Trenutno se istrazuje opcija
kontrole imunosupresivnog tumorskog mikrookolisa kod CAR-T terapije kombinacijom
s ICI (2,54).

4. Inhibitori staniénih kontrolnih to¢aka imunoloskog odgovora, ICI

Mnogi inhibitorni putevi postoje u imunoloskom sustavu s ciljiem odrzavanja tolerancije
na vlastite antigene. Oni se zajedno zovu stani¢ne kontrolne toCke imunolo$kog
odgovora (eng. immune checkpoints, IC). Glavna uloga IC je zastita tkiva od ozljede
koja moze nastati prilikom djelovanja imunoloSskog sustava na strane antigene i
onemoguciti pojavu autoimunosti, odnosno djelovanja imunoloSkog sustava na viastite
antigene. Zastita se ostvaruje inhibicijom T-limfocita. Mnoga istrazivanja dokazala su
da je primarni mehanizam tumorskih stanica u zaobilaZenju adekvatnog imunoloskog
odgovora aktivacija IC. Ova saznanja su potaknula razvoj novih lijekova koji
moduliraju, odnosno inhibiraju IC i oporavljaju antitumorsku aktivnost. Primjeri
molekula koje takva terapija cilja su CTLA-4 i PD-1 (5,55).

CTLA-4 inhibicija

Za aktivaciju T-limfocita, naj¢e$¢e u limfnom tkivu, potrebno je viSe od jednog
stimulacijskog signala. Prvi i najvazniji signal za aktivaciju T-limfocita je specificno
vezanje TRC s MHC-antigen kompleksom koji predo€uju APC. Potrebno je joS vezanje
kostimulacijskih molekula CD28 na T-limfocitu i B7 na APC da bi doSlo do aktivacije i
diferencijacije T-limfocita preko pojacane transkripcije IL-2. Ovim vezanjem inducirati
Ce se predoCenje CTLA-4 molekula na povrsini T-limfocita koji imaju vedéi afinitet za
vezanje na B7 od CD28. Omjer vezanja CTLA-4 i CD28 s B7 odrediti ¢e hoce li T-
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limfocit biti aktiviran ili ¢e uéi u stanje mirovanja. Pretjerana ekspresija CTLA-4
molekula u bolesnika s tumorom dovodi do nedostatne aktivacije T-limfocita i

nedostatnog imunoloskog odgovora na tumorske stanice (2,5,30).

Najznacajniji inhibitor CTLA-4 je ipilimumab. To je humano monoklonsko protutijelo
koji se veze na CTLA-4 molekulu na molekulu na povrsini T-limfocita i sprjeCava
inhbitorni signal posredovan vezanjem B7 i CTLA-4 molekula. Time ¢e se omoguciti
aktivacija T-limfocita (2). Ipilimumab je 2011. godine bio prvi ICI koji je odobren za
lijeCenje metastatskog melanoma na temelju rezultata trece faze klinickog istrazivanja
od Hodi i sur. gdje se kod otprilike 20% pacijenata postiglo dugoro€no preZivljenje (56).
U velikoj zajedni¢koj analizi iz 2015. godine od Schadendorf i sur potvrdeno je
dugoro€no prezivljenje u odredenom broju bolesnika s metastatskim melanomom
lijeCenim ipilimumabom. Medijan ukupnog preZivljenja je bio 11,4 mjeseca, a plato
ukupnog prezivljenja se postigao u trecoj godini, kada su stope prezivljenja varirale
izmedu 20 i 26%. Daljnjim pra¢enjem se pokazalo da se stope drasti€no ne mijenjaju,
priblizno 20% pacijenata je Zivo i nakon 10 godina od pocetka terapije. Ovi rezultati
imunoterapiju predstavljaju kao opciju koja pretvara smrtonosnu bolest u kroni¢nu. S
obzirom na prethodni medijan prezivljenja kod terapija klasi¢nim protutumorskim
modalitetima koiji je brojio 8-10 mjeseci i ostvarivao udio petogodiSnjeg prezivljenja od
otprilike 10% u uznapredovalim oblicima melanoma, ovi rezultati pokazuju veliki uspjeh

u ukupnom preZivljenju metastatskog melanoma (5,57).

Mnoge studije su pokazale brojne nuspojave povezane s imunoterapijom. Kod terapije
ipilimumabom, najCeSce su bile nuspojave gastrointestinalnog sustava (kolitis i
proljev), koze (dermatitis i pruritus), jetre (hepatitis i poviSeni jetreni enzimi) te
endokrinih organa (hipofizitis i tiroiditis). Posljedi¢no tome, razvile su se smjernice za

ublazavanije nuspojava kod terapije ipilimumabom (10,58).

Ipilimumab je prvi lijek nakon viSe desetaka godina pokazao drastiCno poboljSanje
prezivlienja bolesnika s metastatskim melanomom, ali rezultati u prezivljenju bez
progresije bolesti (eng. progression free survival, PFS) su bili puno skromniji. Ovaj se
ucinak terapije ipilimumabom, a kasnije se prikazao i kod terapije PD-1 inhibitorima,
moZe objasniti fenomenom pseudoprogresije. Pseudoprogresija je obiljezena
povecanjem broja stanica imunoloSkog sustava u tumorskom tkivu koje uzrokuju

porast mase tumora. Na poCetku terapije tumorska masa progredira, odnosno naraste
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za oko 10 do 13%, te se nastavkom terapije poCne smanjivati, ako je terapija uspjeSna

(5).

PD-1 inhibicija

PD-1 je inhibicijska molekula koja se predoCuje na povrsini aktiviranih B, T i NK-
limfocita. Prilikom vezivanja PD-1 na PD-L1 (eng. programmed death ligand 1), koju
predoCuju normalne i tumorske stanice, aktivirani limfociti se negativno reguliraju i
stanice s predoCenim PD-L1 mogu izbjeci fatalni imunolo$ki odgovor. Nekoliko studija
je dokazalo povecanu ekspresiju PD-L1 molekule na povrSini APC i tumorskih stanica
u melanomskim lezijama Sto ¢e uzrokovati sniZenje funkcije aktiviranih limfocita. PD-
L1 ekspresija je pojaCana u prisutnosti limfocita koji lu€e IFN-y u tumorskom
mikrookoliSu. Kao Sto je ve¢ spomenuto, tumorski mikrookoli§ ¢e zbog kroni€nog
predocCenja tumorskih antigena dovesti do ,iscrpljenja“ imunoloSkog sustava, odnosno
do¢i ¢e do ekspresije ,iscrplienog” fenotipa kod T-limfocita. Takvi T-limfociti imaju

povecanu ekspresiju PD-1 molekula na svojoj povrsini (2,5,59).

Nivolumab i pembrolizumab su monokolonska protutijela koja se vezu za PD-1 na
povrsini T-limfocita. Tako sprjeCavaju vezanje PD-L1 i PD-1 koje bi uzrokovale
inhibiciju imunoloSskog odgovora posredovanog T-limfocitima. Mnoge studije su

istrazivale ucCinkovitost nivolumaba i pembrolizumaba.

IstraZivanje objavljeno 2014. godine od Robert i sur. prikazalo je usporedbu dviju
terapija kod bolesnika s metastatskim melanomom bez mutacije BRAF gena. Pacijenti,
koji prethodno nisu bili lijeceni, su podijeljeni u dvije skupine. Jedna skupina je lijeCena
dakarbazinom, a druga nivolumabom. Rezultati su pokazali znaCajnu razliku u
prezivljenju nakon prve godine, 72,9% kod skupine lije€ene nivolumabom u usporedbi
s 42,1% kod skupine lije€ene dakarbazinom. Objektivni odgovor na terapiju je bio
postignut u 40% bolesnika lije€enih nivolumabom, dok je u grupi lije€enih
dakarbazinom samo 13,9% odgovorilo na terapiju (60). Ubrzo je i istrazivanje od
Weber i sur. pokazalo kako nivolumab zna€ajno povecCava prezivljenje te da postize
rezultate i kod bolesnika koji su prethodno neuspjedno bili lijeceni ipilimumabom i
BRAF inhibitorima (61). U istrazivanju iz 2018. godine od Ascierto i sur. grupa lijeCena
nivolumabom je pokazala trogodiSnje prezivljenje od 51,2%, a grupa lijeCena
dakarbazinom 21,6% (62).
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Pembrolizumab je u istraZivanju od Robert i sur. objavljenom 2015. godine pokazao
slicne kvalitete u lijeCenju metastatskog melanoma kao i nivolumab. Usporedivao se i
ucinak lijeCenja pembrolizumabom u odnosu na ipilimumab. Pembrolizumab se
pokazao kao lijek koji ima bolje Sestomjesecno preZivljenje bez progresije bolestii vecu
stopu jednogodiSnjeg prezivljenja u odnosu na ipilimumab. Pojava tezih nuspojava je
bila rjeda u grupi lije€¢enoj pembrolizumabom nego u grupi lije€enoj ipilimumabom (63).
2018. godine u KEYNOTEOQOOG6 istrazivanju evaluirani su rezultati petogodi$njeg
usporednog pracenja terapije pembrolizumabom i ipilimumabom. Medijan prezivljenja
u grupi lijeCenih pembrolizumabom je bio 32,7 mijeseci, a u grupi lijeCenih
ipilimumabom 15,9 mjeseci. PetogodiSnje prezivljenje bilo je 38,7% u bolesnika
ljeCenih pembrolizumabom u odnosu na 31% lijeCenih ipilimumabom (64).
CheckMate067 istrazivanje od Hodi i sur. objavljeno 2018. u trajanju od 4 godine
usporedivalo je djelotvornost ipilimumaba i nivolumaba. Medijan prezivljenja je u grupi
lije€enoj nivolumabom bio 36,9 mjeseci, dok je u grupi lijecenoj ipilimumabom bio 19,9
mjeseci. Cetverogodidnje preZivljenje bilo je 46% u bolesnika lijedenih nivolumabom u
odnosu na 30% lijeCenih ipilimumabom (65). | Pembrolizumab i nivolumab su u

ljeCenju uznapredovalog melanoma pokazali superiornost u odnosu na ipilimumab.

Pembrolizumab i nivolumab su do 2016. godine zamijenili ipilimumab kao prvu liniju
terapije uznapredovalog melanoma, zbog vece ucinkovitosti i tolerancije u usporedbi s
ipilimumabom. Cesée se pripisivala terapija pembrolizumabom, zbog svojeg doziranja
koja su se odrzavala svaka tri tjedna, u usporedbi s rjede pripisivanim nivolumabom
koji se dozirao svaka dva tjedna. Medutim, nedavno istrazivanje u Engleskoj objavljeno
2020. godine pokazalo je razliCite u€inke pembrolizumaba i nivolumaba u lijeCenju
uznapredovalog melanoma. Trogodi$nje prezivljenje kod lijecenja nivolumabom je bilo

51% dok je kod lije€enja pembrolizumabom bilo 40% (66).

5. Kombinacija imunoterapije

Prethodno navedene studije su pokazale da PD-1 inhibitori imaju vecu ucinkovitost u
ljeCenju metastatskog melanoma naspram CTLA-4 inhibitora, stoga su se nametnuli
kao prva linija lije€enja. Kombinacija PD-1 i CTLA-4 inhibitora je bio sljedeci korak u
razvoju djelotvornije terapije metastatskog melanoma. Ve¢ spomenuto CheckMate067

istraZzivanje pokazalo je kako kombinirana terapija ipilimumabom i nivolumabom
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(ipi/nivo) ima veéi uginak nego monoterapija nivolumabom. Cetverogodisnje
prezivljenje bilo je 53% u grupi lije€enoj ipi/nivo, dok je u grupi lijeCenoj samo
nivolumabom bilo 46%. Cetverogodi$nji PFS je bio 37% u grupi lijeenoj ipi/nivo, a
31% u grupi lijecenoj nivolumabom. Medutim poboljSanje u ishodu kombinirane
terapije je pratilo i znaCajno povecanje tretiranih bolesnika s teZzim nuspojavama
povezanim s ICIl. Tako su se teZze nuspojave pojavile u ¢ak 59% bolesnika grupe
lije€ene ipi/nivo, dok su se u grupi lije€enoj nivolumabom teZze nuspojave javile kod
22% bolesnika (65). Terapija pembrolizumabom je pokazala najmanju stopu tezih
nuspojava od samo 10% (64). Drugo ve¢ spomenuto istrazivanje u Engleskoj
objavljeno 2020. godine potvrdilo je vecu djelotvornost kombinirane terapije u odnosu
na monoterapiju PD-1 inhibitorima. Isto tako je potvrdena veca toksi¢nost kombinirane
terapije, koja medutim ne mora uzrokovati povecani mortalitet tijekom provodenja
terapije ako se nuspojave ispravno lijeCe. Zato kombiniranu terapiju preporucaju
mladim bolesnicima boljeg opéeg stanja (66). JoS jedno istrazivanje koje je
usporedivalo djelotvornost ipi/nivo i monoterapije nivolumabom je pokazalo vecéu
djelotvornost kombinirane terapije. Bolesnici uklju€eni u istrazivanje su imali metastaze
u mozgu. Grupa lije€ena ipi/nivo je pokazala stopu intrakranijalnog odgovora od 46%

u odnosu na monoterapiju nivolumabom od samo 6% (67).

Prema posljednjim smjernicama Americkog drustva kliniCke onkologije (eng. American
Society of Clinical Oncology, ASCO) iz 2020. godine terapija neoperabilnog melanoma
se temelji na imunoterapiji. U obzir dolazi ipi/nivo terapija ili monoterapija nivolumabom
ili pembrolizumabom neovisno o BRAF mutaciji. Kod bolesnika s melanomom u kojem
je prisutna BRAF mutacija moguca je jo$S opcija lijeCenja BRAF/MEK dvojnom
inhibicijom (68). Prema posljednjim smjernicama Europskog drustva za medicinsku
onkologiju (eng. European Society for Medical oncology, ESMO) iz 2020. godine,
terapija metastatskog melanoma se mora individualizirati i temeljiti na terapijskim
cilievima (kratkoro€ni, odnosno dugoroc¢ni ciljevi). Ako se pacijentu moze u prvih
nekoliko mjeseci dati imunoterapija, neovisno o BRAF statusu, onda bi se upravo ona
trebala primijeniti, jer bi mogla doprinijeti dugoro€noj kontroli bolesti i nakon prestanka

primjene terapije (69).

Kod pacijenata s BRAF mutacijom, postoji potencijal za kombinacijom imunoterapije i
ciljane terapije. Medutim, ovaj pristup lijeCenju uznapredovalog melanoma je trenutno
u fazi istrazivanja. SECOMBIT i ECOG 6134 studije usporeduju kombinaciju
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imunoterapije i ciljane terapije, ovisno o tome koja terapija se primjenjuje prva.
Preliminarni rezultati pokazuju vecu ucinkovitost, ali i toksi€nost kombinirane

imunoterapije i ciljane terapije (5,69).
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BIOMARKERI

Unato€ ohrabrujuc¢im rezultatima ICI, samo kod 20 do 40% bolesnika s uznapredovalim
melanomom se postizu dugotrajni ucinci, dok ostali razviju primarnu ili sekundarnu
rezistenciju. Ti bolesnici su okarakterizirani s vrlo kratkim PFS i ukupnim preZivljenjem
(5,70).

PD-L1 je biomarker koji se najviSe istrazivao kao prediktivni Cimbenik u terapiji PD-1
inhibitorima. On se predocuje i na tumorskim i na upalnim stanicama. Medutim do
danas nije nedvosmisleno dokazano da koliina stanica u tumorskoj masi koja
predocuje PD-L1 moze ukazati na potencijalnu djelotvornost terapije PD-1 inhibitorima.
Problemi u evaluaciji istrazivanja koja su proucavala PD-L1 kao biomarker su bile
biopsije koje ne mogu prikazati tumor u cjelini, razliCite vrijednosti koje bi se uzimale u
obzir prilikom proglasavanja tumora PD-L1 pozitivnim ili negativhim i koriStenje

razliCitih imunoesejskih tehnika i antitijela za dokazivanje (71).

Prema istrazivanju Gambichler i sur., cirkuliraju¢i PD-1 pozitivni regulatorni T-limfociti
(PD-1* Treg) imaju prediktivnu vrijednost kod terapije nivolumabom i
pembrolizumabom. Autori su prikazali da kod bolesnika gdje je zabiljezen znacajan
pad PD-1* Treg nakon pocetka primjene terapije PD-1 blokiraju¢im antitijelima postoji
maniji rizik za smréu uzrokovanu melanomom i bolji PFS. Bolesnici kod kojih nije
doSlo do znacajnijeg pada u PD-1* Treg u perifernoj krvi nisu odgovorili na terapiju

PD-1 inhibitorima na zadovoljavajuéi nacin i imali su loSiji ishod (72).

Crijevna mikrobiota je pokazala da moze utjecati na imunoterapiju. MiSevi koji su
tretirani antibioticima i miSevi bez crijevne mikrobiote pokazali su slabije rezultate u
ljeCenju CTLA-4 inhibitorima. Nedavno je demonstrirano da je povecana kolonizacija
s Faecalibacterium i veca raznolikost crijevne mikrobiote povezana s boljim

odgovorom na PD-1 inhibitore u bolesnika s melanomom (5,73).
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ZAKLJUCAK

Melanom je tumor koZe koji se najceS¢e pojavljuje kod bjeloputog stanovnistva koji
Zive u toplijim krajevima. Kljuéni okolisni ¢imbenik za nastanak melanoma je suncevo
UV zraCenje. Melanom u svojem uznapredovalom stadiju ima vrlo loSu prognozu.
Bolesnici s metastatskim melanomom su slabo odgovarali na terapijske opcije koje su
bile prisutne prije otkrica ciljane terapije i imunoterapije. Imunoterapija ICl je nakon viSe
desetlje¢a neuspjeSnog lijeCenja metastatskog melanoma uspjela zna€ajno produljiti
prezivljenje i kod odredenog broja bolesnika dovesti do trajne kontrole bolesti. Medutim
kod vecine bolesnika se ne postiZzu dobri rezultati. Zato su potrebna daljnja istrazivanja
stani¢nih mehanizama nastanka i razvoja melanoma i imunoterapijskih opcija u svrhu

pronalaska boljeg modaliteta lijeCenja ove teSke bolesti.
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