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POPIS | OBJASNJENJE KRATICA

bFGF (engl. basic fibroblast growth factor) — bazicni fibroblastni cimbenik rasta

COX-2 (engl. cyclooxygenase-2) — ciklooksigenaza tip 2

CSF-1 (engl. colony stimulating factor 1) — ¢cimbenik poticanja kolonija 1

CT (engl. computed tomography) — kompjutorizirana tomografija

del(17p) — delecija p-kraka 17. kromosoma

DRd — daratumumab, lenalidomid, deksametazon

DVd — daratumumab, bortezomib, deksametazon

EMA (engl. European Medicines Agency) — Europska agencija za lijekove

ERd — elotuzumab, lenalidomid, deksametazon

FDA (engl. Food and Drug Administration) — Agencija za hranu i lijekove

FGF-2 (engl. fibroblast growth factor-2) — fibroblastni ¢imbenik rasta 2

HZZO - Hrvatski zavod za zdravstveno osiguranje

ICAM-1 (engl. intercellular adhesion molecule 1) — medustani¢na adhezijska

molekula 1

Id — iksazomib, deksametazon

IgA, IgD, IgE, IgG, IgM — imunoglobulini razreda A, D, E, G i M

IRd — iksazomib, lenalidomid, deksametazon

KBC — klini¢ki bolnicki centar

Kd — karfilzomib, deksametazon

kDa — kilodalton

KRAS (engl. Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) — vrsta onkogena

KRd - karfilzomib, lenalidomid, deksametazon

KROHEM - Hrvatska kooperativha udruga za hematoloSke bolesti

LDH (engl. lactate dehydrogenase) — laktatna dehidrogenaza

MP — melfalan, prednizon




MPT — melfalan, prednizolon, talidomid

MRI (engl. magnetic resonance imaging) — slikovna pretraga magnetskom

rezonancijom

NCCN (engl. National Comprehensive Cancer Network) — Nacionalna sveobuhvatna

mreza za rak

NRAS (engl. neuroblastoma RAS viral oncogene homolog) — vrsta onkogena

PAD — bortezomib, doksorubicin, deksametazon

Pd — pomalidomid, deksametazon

PET-CT (engl. positron emission tomography - computed tomography) — pozitron

emisijska tomografija udruzena s kompjutoriziranom tomografijom

PVd — pomalidomid, bortezomib, deksametazon

Rd — bortezomib, deksametazon

RR (engl. response rate) — stopa odgovora na terapiju

RTG - rendgensko snimanje

RVd - lenalidomid, bortezomib, deksametazon

t(4;14), t1(14,;16) — translokacije kromosoma

TD — talidomid, deksametazon

TNF-a (engl. tumor necrosis factor alpha) — tumor nekrotizirajuci Cimbenik alfa

VAD - vinkristin, doksorubicin, deksametazon

VCAM-1 (engl. vascular cell adhesion protein 1) — vaskularna stani¢na adhezijska

molekula 1

VCD - bortezomib, ciklofosfamid, deksametazon

Vd — bortezomib, deksametazon

VEGF (eng. vascular endothelial growth factor) — ¢imbenik rasta vaskularnog

endotela

VMP — bortezomib, melfalan, prednizolon

VTD - bortezomib, talidomid, deksametazon

B2-M (engl. beta-2 microglobulin) — beta-2 mikroglobulin
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SAZETAK

Naslov: Imunoterapija za multipli mijelom

Autorica: Tajana Grenko

Multipli mijelom je B-stani€na neoplazma koju karakterizira nekontrolirani rast
monoklonskih plazma stanica u koStanoj srzi i snazna imunosupresija tumorskog

mikrookolisa.

LijeCenje multiplog mijeloma je uvelike napredovalo tijekom posljednjih nekoliko
desetljeCa, no unato€ otkricu novih imunomodulatora i inhibitora proteasoma te
njihovom znacajnom ucinku na produljenje prezivljenja, bolest je i dalje za vecinu

pacijenata neizljeciva.

Bolje razumijevanje slozenih interakcija izmedu imunoloSkog sustava i multiplog
mijeloma dovelo je do ponovnog interesa medicinske znanosti za imunoterapiju. Za
razliku od konvencionalne kemoterapije, koja se temelji na ko€enju diobenog procesa
tumorskih i ostalih brzo dijelec¢ih stanica, imunoterapija je u svom djelovanju mnogo

selektivnija te se stoga veze uz maniji broj nuspojava.

Trenutne imunoterapijske opcije za multipli mijelom su monoklonska protutijela,
inhibitori imunolo$kih kontrolnih to€aka, imunomodulatori, alogena transplantacija
krvotvornih mati¢nih stanica, lije€enje CAR-T stanicama i tumorska cjepiva. Medu
novim lijekovima najviSse obecavaju monoklonska protutijela daratumumab i
elotuzumab, koja su odobrena od strane FDA-e i EMA-e za lijeCenje

novodijagnosticiranog te relapsnog ili refraktornog multiplog mijeloma.

Buducénost lijeCenja multiplog mijeloma krece se u smjeru individualiziranog pristupa
svakom pacijentu te ka kombiniranju antigen-specificne terapije s antigen-

nespecificnom.

Klju€ne rijec€i: multipli mijelom, imunoterapija, novi lijekovi, monoklonska protutijela



SUMMARY

Title: Immunotherapy in multiple myeloma

Author: Tajana Grenko

Multiple myeloma is a B-cell malignancy characterized by unregulated proliferation of
monoclonal plasma cells in bone marrow as well as strong immunosuppression in the

tumor microenviroment.

The treatment of multiple myeloma has evolved dramatically over the past few
decades. Despite enormous advances in survival due to the introduction of new
immunomodulatory drugs and proteasome inhibitors, the disease remains incurable

for the majority of patients.

Improvements in understanding of the complex interactions between the immune
system and multiple myeloma have led to restored interest in immunotherapy. While
conventional chemotherapy lacks of sensitivity, since it acts upon both tumor cells
and rapidly multiplying healthy cells, immunotherapy is much more selective in its

action and therefore related to fewer adverse effects.

Current immunotherapeutic options for multiple myeloma include monoclonal
antibodies, immune checkpoint inhibitors, immunomodulators, allogeneic stem-cell
transplantation, CAR-T therapy and tumor vaccines. One of the most promising novel
agents are daratumumab and elotuzumab, FDA-approved monoclonal antibodies

used in treatment of both newly diagnosed and relapsed disease.

The management of multiple myeloma is directing toward personalized therapy for

each patient, by combining antigen-specific approaches with antigen-nonspecific.

Key words: multiple myeloma, immunotherapy, novel agents, monoclonal antibodies



1. UVOD

Multipli mijelom (MM) ili Kahlerova bolest je diseminirana maligna hematoloSka
neoplazma obiljezena progresivnim, nekontroliranim umnaZanjem monoklonskih
plazma stanica iz koStane srzi, a koja prema posljednjoj reviziji klasifikacije Svjetske

zdravstvene organizacije pripada skupini zlo¢udnih novotvorina zrelih limfocita B (1).

Unato€ svojoj malignoj transformaciji, klonovi plazma stanica uglavnom zadrzavaju
svojstvo proizvodnje znacajnih koli€ina cjelovitih molekula imunoglobulina ili njihovih
lakih lanaca, a Sto se potvrduje elektroforetskim nalazom monoklonskog (M) proteina
u krvnom serumu i/ili urinu. Navedeno obiljezje nije karakteristicno samo za multipli
mijelom, vec za cijelu grupu monoklonskih gamapatija kojima i sam pripada. Uz taj
biokemijski biljeg, u simptomatskom mijelomu obavezno je postojanje nekih od

sistemskih obiljeZja, a najéeSce ostecuje kosti, bubreg i hematopoezu (2).

Maligni klonovi su izuzetno skloni genskom mutiranju, radi ¢ega ova bolest u
relativno kratkom periodu postaje rezistentna na vecéinu primijenjenih terapijskih
protokola. Stovise, s dosadasnjim farmakoloskim dostignuéima neminovno je da u
terminalnoj fazi postane potpuno refraktorna. Zbog svega navedenog, multipli
mijelom se smatra neizljeivom bolesti (3). Vecina terapije je usmijerena k
maksimalnoj mogucoj redukciji tumorske mase, a kako bi se tijek bolesti koliko-toliko
stavio pod kontrolu, kombiniraju se razni modaliteti lije¢enja: kemoterapija,
radioterapija, transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica i posljednja medu njima —

imunoterapija.

lako je prvi put primijenjena prije stotinjak godina, imunoterapija tek sada doZivljava
procvat u hematolosSkoj onkologiji i onkologiji uopée. Razlog tomu je Sto do unatrag
nekoliko desetlje¢a nisu bili poznati niti osnovni mehanizmi razvoja malignog
procesa, poput imunosupresije. Princip djelovanja imunoterapije temelji se upravo na
restituciji funkcije imunoloSkog sustava — uno$enjem egzogenih stanica i molekula

potiCe se aktivnost endogenih (4).

Cilj ovog rada je prikazati postoje¢a imunoterapijska dostignuca te istraziti mogucnost

njihove primjene u lije¢enju multiplog mijeloma.



2. MULTIPLI MIJELOM

2.1 EPIDEMIOLOGIJA

Incidencija multiplog mijeloma u konstantnom je porastu, poglavito u ekonomski
razvijenijim zemljama svijeta (5,6), Sto se mozZe pripisati starenju stanovniStva,
sveobuhvatnijoj zdravstvenoj zastiti stanovniStva, cjelovitijim javnozdravstvenim
statistiCkim prac¢enjem te boljim dijagnostickim metodama i kriterijima. Prema
najnovijem izraCunu GLOBOCAN-a, zauzima 22. mjesto po ucestalosti medu svim
onkoloskim bolestima, dok je medu hematoloskim malignitetima treéi po redu nakon
non-Hodgkinovog limfoma i leukemije (7,8). U svijetu se godiSnje dijagnosticira oko

130, 000 novih slu€ajeva multiplog mijeloma (9).

Obzirom da ucestalost raste s dobi te je izuzetno rijetka u osoba mladih od 30
godina, smatra se boleS¢u stare populacije. Medijan dobi kod postavljanja dijagnoze
je 66-70 godina (10). lako je neko¢ pojavnost u muskaraca bila dvostruko vec¢a nego
u zena (11), spolne razlike danas su sve manje uocljive (8). S druge strane, prisutne
su razlike izmedu rasa te se mijelom javlja 2-3 puta ¢eS¢e u Afroamerikanaca nego u

pripadnika bijele rase (5,10,11).

U Europi je tiekom 2018. godine dijagnosticirano 48,300 novih slu€ajeva, $to Cini
1,2% udjela svih novodijagnosticiranih maligniteta i daje dobno standardiziranu stopu
(za europsku populaciju) od 4,3 na 100,000 stanovnika godiSnje. Apsolutni broj
umrlih iznosio je 30,900, $to Cini udio od 1,6% ukupne smrtnosti od raka za tu regiju.

Najveca pojavnost biljezi se u Sjevernoj Europi, zatim Zapadnoj i Juznoj Europi (12).

Broj novootkrivenih slu€ajeva multiplog mijeloma i malignog plazmocitoma u
Republici Hrvatskoj za 2016. godinu iznosi 137 za muskarce i 121 za Zene, s time da
je najranija dijagnoza zabiljezena u dobnoj skupini od 40-44 godine. Naj¢esc¢e je pak
bio dijagnosticiran u osoba izmedu 65 i 84 godina starosti, $to je u skladu sa
svjetskom statistikom. Stopa incidencije za navedeno razdoblje iznosi 6,2 na 100.000
stanovnika godiSnje, no uoCava se blaga i kontinuirana tendencija njenog rasta
(Grafikon 1) (13).



Grafikon 1. Gruba stopa incidencije multiplog mijeloma u Republici Hrvatskoj
(izraZena na 100.000 stanovnika godisnje), za razdoblje od 2007. — 2016.9. (13-22)
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2.2 ETIOLOGIJA | PATOGENEZA

Etiologija multiplog mijeloma nije potpuno razjasnjena i smatra se multifaktorijalnom
bolesti, na Ciji nastanak utjeCu genetski i okoliSni faktori. Uz ve¢ prethodno navedene
bioloske Cimbenike medu kojima su starija dob, muski spol i crna rasa, uoCena je

povezanost s izloZenosti zraenju, spojevima benzena, herbicidima te insekticidima
(2).

Opceprinvaceni patogenetski model jest da se bolest razvija postupno, iz
premalignog stanja poznatog kao monoklonska gamapatija neutvrdenog znacaja

(MGUS, od engl. monoclonal gammopathy of undetermined significance) (2,23).

Glavno obiljezje MGUS-a je da u koStanoj srzi postoji mutirana populacija plazma
stanica zasluzna za klonalnu hiperprodukciju imunoglobulina, $§to se u
elektroforetskom nalazu seruma i urina vidi kao Siljak koji nazivamo M-proteinom. Tri
kriterija koja se moraju ispuniti za dijagnozu ovog poremecaja su: koncentracija M-
proteina u serumu koja ne prelazi 30g/L, prisutnost monoklonskih plazma stanica s
udjelom manjim od 10% u koStanoj srzi te izostanak oStecenja ciljnih organa
objedinjenih pod akronimom ,CRAB" simptomi — hiperkalcemija, bubrezno oStecenje,

anemija i liticke lezije kostiju (engl. CRAB: C — hypercalcemia, R — renal damage,



A — anemia, B — bone lytic lesions). Nuzno je iskljuciti ostale bolesti koje pripadaju

skupini monoklonskih gamapatija (24).

Stvaranje monoklonskih plazma stanica vjerojatno je posljedica antigene stimulacije
limfocita B u germinativnim centrima limfnih ¢&vorova te njihovog posljedi¢nog
poremecaja u proliferaciji i diferencijaciji na putu do razvoja u zrele plazma stanice.
Naime, postoje opravdani dokazi da tijekom somatske hipermutacije varijabilnih
regija (SHM, od engl. somatic hyper-mutation) i izotipskog prekapCanja razreda
imunoglobulina (CSR, od engl. class-switch recombination) dolazi do nastanka
primarnih kromosomskih mutacija u vidu translokacija, delecija i trisomija (23,25).
Mutacijama je najCeSCe zahvacen gen za teSki lanac imunoglobulina na 14.
kromosomu, a viSe od 50% translokacija zbiva se na lokusu 14932 (2,26). Fuzijom
gena stvaraju se onkogene formacije, koje za posljedicu imaju disregulaciju i

pojaCanu ekspresiju ciklina D1 (23).

Godisnje se u 1% osoba s MGUS-om zbiva progresija u neki od plazmastani¢nih
maligniteta - multipli mijelom, limfoplazmocitom ili plazmastani¢nu leukemiju (23,24).
Gotovo 80% slu€ajeva multiplog mijeloma potje¢e od ne-lgM MGUS, a preostalih
20% od MGUS lakih lanaca. Multipli mijelom koji producira IgM izuzetno je rijedak
(27). Smatra se da su za daljnje napredovanje bolesti potrebne sekundarne
kromosomske promjene, gdje znacajnu ulogu igraju mutacije gena KRAS i NRAS sa
signalnim putem preko MAPK (mitogen-activated protein kinase) (28). Rezultat
dodatnih citogenetskih promjena je poremecaj staninog ciklusa, koCenje procesa
apoptoze, modifikacija medustani¢nih interakcija u mikrookoliSu koStane srzi te
utjecaj na procese angiogeneze i osteogeneze, $to se isprva ocituje razvojem

indolentnog, a kasnije i simptomatskog oblika multiplog mijeloma (2,25,26).

Indolentni ili ,Suljajuc¢i“ mijelom (SMM, od engl. smouldering multiple myeloma)
prijelazni je oblik bolesti koji jo§ uvijek nema kliniCku manifestaciju tipi€nih organskih
oSteCenja, ali mu koncentracija monoklonskog proteina u serumu i postotak
monoklonskih plazma stanica u kostanoj srzi prelaze grani¢ne vrijednosti definirane
za MGUS (23). Za razliku od njega, simptomatski mijelom je diseminirana aktivha
bolest te se ocituje sistemskim i lokalnim simptomima i znakovima (Tablica 1).
Relativna brzina napredovanja iz asimptomatske u simptomatsku fazu bolesti iznosi

10% godisnje za prvih 5 godina nakon dijagnoze, a kasnije se smanjuje (23, 24).



Tablica 1. Usporedba razlika u dijagnosti¢kim kriterijima za monoklonsku gamapatiju

neutvrdenog znacaja, indolentni multipli mijelom i simptomatski multipli mijelom (27)

_ Simptomatski
MGUS* Indolentni MM**
MM
1. Koncentracija M-proteina u _
<30 230 prisutan***
serumu (g/L)
2. Udio klonalnih plazma
_ ; o <10 10 - 60 = 10Qxrx*

stanica u kostanoj srzi (%)
3. Ostecenija ciljnih organa i

simptomi prema ,CRAB" NE NE DA

kriterijima

* moraju biti zadovoljena sva tri kriterija; ** uz 3. kriterij, mora biti zadovoljen 1. ili 2. kriterij ili nalaz = 500 mg
monoklonskog proteina u 24h-urinu ; *** u serumu i/ili u urinu kod sekretornog tipa mijeloma; **** ili biopsijom
dokazan solitarni plazmocitom kosti, odnosno ekstramedularni plazmocitom

2.3 KLINICKA SLIKA

Kao i u vecine onkoloskih bolesti, inicijalna faza multiplog mijeloma obiljezena je
nespecificnim stanjima poput kroni€énog umora, malaksalosti, gubitka tjelesne teZine,
smanjenog apetita, mucnine, rekurentnih infekcija i kostobolje (28-31), koja se
uglavnom javlja u lumbalnom dijelu kraljeznice. Bolest je moguce dijagnosticirati i u
njenom asimptomatskom periodu kroz sluajno pronadena odstupanja u
laboratorijskim nalazima. Indikativni su nalazi poviSene sedimentacije (31),
monoklonskog proteina pri elektroforezi i imunofiksaciji seruma i/ili urina te Bence-
Jonesove proteinurije u uzorku 24-satnog urina (28). Bence-Jonesovi proteini (BJP)
su slobodni monoklonski laki lanci imunoglobulina koji se zbog svoje niske
molekularne mase od 22-24 kDa filtriraju u bubregu te uslijed ekscesivne sinteze
nadmasuju resorpcijski kapacitet tubula (10-30 g dnevno) (32). Uvijek predstavljaju

patoloski nalaz i ne nalaze se u zdravih osoba.




S napredovanjem bolesti razvijaju se laboratorijske i klinicke manifestacije tipicne za
multipli mijelom, a koje opisujemo akronimom ,CRAB® (28,29). Tumorske stanice
sintetiziraju mnoge citokine koji djeluju u smjeru aktivacije osteoklasta i inhibicije
funkcije osteoblasta, zbog ¢ega u hematopoetski aktivnim kostima nastaju brojne
litiCke lezije. KarakteristiCne lokalizacije su kraljeznica, lubanja, rebra, zdjelica i femur
(28, 31, 33). lako je vecina lezija bezbolna, kostana bol je naj¢eséi razlog posjete
lije€niku kod osoba s joS nedijagnosticiranom bolesti. Najveci broj njih se javlja zbog
perzistentne kroniCne boli (80%), dok akutizacija nastupa po nastaloj patoloskoj
frakturi (33). Na nju mogu ukazivati promjene u karakteru i intezitetu boli, neuroloski
ispadi, gubitak stabilnosti kosti i/ili pokretljivosti zgloba te smanjenje tjelesne visine za
nekoliko ili vise centimetara u poodmaklim sluCajevima bolesti sa zahvacanjem
kraljeznice (31). Posljedi¢no pojacanoj razgradnji kostiju, u 15% pacijenata detektira
se hiperkalcemija, a ona se u klini¢koj slici o€ituje kroz umor, muéninu, povracanje,
gubitak apetita, konstipaciju, konfuziju, bubreZzno osteéenje i poliuriju (2, 28, 34).
Infiltracija koStane srzi i ekspanzivan rast tumorskih stanica suprimira normalnu
hematopoezu te postepeno dovodi do anemije, leukopenije i trombocitopenije (28).
Sva tri entiteta u okviru pancitopenije se rijetko pronalaze na pocetku bolesti, no
uCestalost raste s njenim trajanjem (35). Normocitha normokromna anemija je
prisutna u oko 60% novootkrivenih bolesnika (2), koji se Zale na klasi¢ne simptome
umora, pospanosti, intolerancije fizickog napora, kratkocu daha, palpitacije,
vrtoglavice i nesvjestice (28,31). Nastanak anemije objasnjava se infiltracijom
koStane srzi malignim stanicama i smanjenom proizvodnjom eritropetina uslijed

bubreznog ostecenja (2).

Nekontrolirana proizvodnja monoklonskog proteina dovodi do kocenja proizvodnje
normalnih imunoglobulina, odnosno nastaje hipogamaglobulinemija ili imunopareza
(2, 28). Nije poremecena funkcija samo humoralne, vec¢ i stani¢ne imunosti, poglavito
B-limfocita. Upravo stoga, oboljeli su podlozni rekurentnim infekcijama, koje su
najéesc¢e uzrokovane inkapsuliranim bakterijama (Streptococcus Pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa). Unato¢
profilaksi, infekcije su vodeéi uzrok morbiditeta i mortaliteta medu mijelomskim
pacijentima te, prema nekim istraZivanjima, njih izmedu 45 i 65% ubrzo nakon

postavljanja dijagnoze umire od pneumonije ili sepse (36).



Oko 15% pacijenata ima simptome hemoragijske dijateze (37): epistaksu, produljeno
menstrualno krvarenje, petehije, purpuru ili ekhimoze (28, 31). Krvarenje je posljedica
kvantitativne i kvalitativne disfunkcije koagulacijskog sustava. Uz trombocitopeniju,
glavni patofizioloSki mehanizam uklju€uje interakciju monoklonskog proteina s
trombocitima i faktorima zgruSavanja (28), koja rezultira inhibicijom polimerizacije

fibrinskih monomera i inhibicijom aktivacije trombina (37).

Gotovo polovica pacijenata pri postavljanju dijagnoze ima poviSene vrijednosti
kreatinina, odnosno 20% njih se ve¢ tada nalazi u nekoj fazi zatajenja bubrega.
Bubrezno oSteCenje nastaje prvenstveno zbog precipitacije Bence-Jonesovih
proteina s Tamm-Horsfallovim mukoproteinima, pri ¢emu se formiraju opstrukcijski
cilindri zasluzni za staniénu atrofiju u distalnim i sabirnim tubulima (tzv.mijelomski
bubreg) (28, 29). Dodatni patofizioloSki Cimbenici su hiperkalcemija, dehidracija,

hiperuricemija i amiloidoza lakih lanaca (2,29).

Od ostalih komplikacija treba spomenuti pridruzenu amiloidozu lakih lanaca, Ciji se
netopljivi proteini taloZze u glomerulima, sréanom miSicu, jetri, jeziku, kostanim
kanalima i drugim tkivima (2, 28, 38) Prisutna je u 10-15% oboljelih sa nekom od
sljiede¢ih  manifestacija:  nefrotski ~ sindrom,  restriktivna  kardiomiopatija,
hepatomegalija, makroglosija, kanalikularni sindromi (npr. obostrani sindrom
karpalnog kanala), parestezije (38). Multipli mijelom mozZe se prezentirati i
neuroloSkom simptomatikom, koja je povezana ili s patoloskim frakturama, ili s
ekstramedularnim rastom mijeloma gdje tumorska masa vrSi kompresiju na
kraljezniCku mozdinu i spinalne zivce. Hiperviskozni sindrom se javlja rijetko, ali je
uoCena povezanost s IgA — sekretornim mijelomom (28). Karakteriziraju ga povec¢ana
sklonost krvarenju, purpura, epistaksa, smetnje vida, glavobolja, vrtoglavica,

mucénina, poremecaiji svijesti, parestezije, dispneja, znakovi zatajenja srca (2, 39).

2.4 DIJAGNOSTIKA

Ukoliko postoji klini¢ki opravdana sumnja na multipli mijelom, preporu€a se da
poCetna laboratorijska obrada uklju€uje kompletnu krvnu sliku, diferencijalnu krvnu
sliku, razmaz periferne krvi, sedimentaciju eritrocita, elektrolitni status, serumski kalcij
(Ca), albumin (Alb), kretinin, ureju i tireotropin (TSH) (2,30). Kod oboljelih je

sedimentacija izrazito ubrzana, na krvnom razmazu uocavaju se eritrociti agregirani u



,fouleaux” formacije, u krvnoj slici bude prisutna normocitha normokromna anemija,
koja je u poodmaklim stadijima udruZena s granulocitopenijom i trombocitopenijom, a
moguc je i nalaz hiperkalcemije, hipoalbuminemije, poviSenog kreatinina i ureje (2).
Prosirena inicijalna obrada ukljuuje elekroforezu serumskih proteina te odredivanje
koncentracije BJP u serumu, odnosno slobodnih lakih lanaca k-tipa, A-tipa te njihovog
medusobnog omijera. Ukoliko je u elektroforezi serumskih proteina pronadena
monoklonska vrpca te je poremecen k/A omjer, provodi se daljnja dijagnostika kako bi
se determiniralo o kojoj je monoklonskoj gamapatiji rije€. Imunofiksacijom se definira
razred i tip monoklonskog proteina, a u 24h-urinu se ponavlja postupak mjerenja
slobodnih lakih lanaca (SLL) (40). Obzirom da je imunofiksacija kvalitativna metoda,
potrebno je kvantitativno procijeniti proizvodnju pojedinih razreda imunoglobulina, no
treba imati na umu da ta pretraga ovisi 0 dodatnim ¢imbenicima kao $to su volumen
plazme i veli¢ina hematokrita (28). Opcenito, vecina je mijeloma sekretorna (97%),
dok samo 3% pripada nesekretornim oblicima. M-komponenta je najée$ée IgG
razreda (50%), zatim IgA (20%) ili tipa lakih lanaca (20%), a preostali razredi - IgM,
IgD i IgE su izuzetno rijetki (<10%) (41).

Osim indirektno, tumorska masa mora se dokazati i direktnim metodama: punkcijom
koStane srzi i biopsijom kosti. Nakon toga se vrSi citoloSka analiza punktata,
imunofenotipizacija proto¢nim citometrom, histoloSka i imunohistokemijska pretraga
bioptata, klasi¢na citogenetika te molekularna dijagnostika uz pomo¢ fluorescentne in
situ hibridizacije (FISH) (2, 28).

Kvalitetna radioloSka obrada ima iznimno veliki znacaj jer postojanje kostanih lezija
slovi za jedan od dijagnostic¢kih kriterija multiplog mijeloma. Klasi¢na rendgenska
dijagnostika je Siroko rasprostranjena i financijski povoljna te se stoga, unato€ niskoj
osjetljivosti i nemogucénosti detekcije ekstramedularnih tumorskih masa, joS uvijek
smatra zlatnim standardom. U veéim centrima ju zamjenjuje kompjutorizirana
tomografija (CT), no najveCu osjetljivost za intraosealne i ekstraosealne promjene
ima magnetska rezonancija (MRI) cijelog tijela (42). U procjeni stanja bolesti sve se
viSe koristi i PET-CT, koji ne daje samo informaciju o morfologiji (CT), ve¢ i o
metaboli¢koj aktivnosti (PET).

Razvoj slikovnih metoda i citogenetike omogucio je precizniju dijagnostiku
asimptomatske bolesti, a trenutni stav u svijetu je da se takva bolest lijeCi ukoliko ima

visok rizik od progresije. Iz tih razloga uoCena je potreba za revizijom smjernica iz
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2003. godine te se simptomatski multipli mijelom danas dijagnosticira na temelju
smjernica Medunarodne radne skupine za mijelom (IMWG, od engl. International

Myeloma Working Group) koje su donesene 2014.godine (Tablica 2) (30).

Tablica 2. Azurirane smjernice IMWG-a (2014.) za simptomatski multipli mijelom (27)

SIMPTOMATSKI MULTIPLI MIJELOM — oba kriterija moraju biti zadovoljena:

(1) klonalne plazma stanice u kostanoj srzi 210% ili biopsijom dokazani
ekstramedularni ili solitarni kostani plazmocitom

+ monoklonski protein u serumu i/ili urinu (za sekretorni MM)

(2) bar jedan kriterij od navedenih:
e CRAB kriteriji (=1)
- hiperkalcemija: serumski kalcij bar 0,25mmol/L iznad gornje granice
dopustenog ili ukupni serumski kalcij > 2,75mmol/L
- bubrezna insuficijencija: klirens kreatinina < 40mL/min ili serumski
kreatinin > 177umol/L
- anemija: hemoglobin (Hb) > 20g/L ispod donje granice dopustenog
ili ukupni Hb < 100g/L
- kostane promjene: 21 osteolitiCka lezija na rendgenu
skeleta/CT/MRI
¢ klonalne plazma stanice u koStanoj srzi = 60%

e Kk/A omjer =2 100, uz ukupnu koncentraciju monoklonskih SLL > 100mg/L

e 21 fokalna lezija veli¢ine bar 5mm na MRI nalazu

2.5 KLASIFIKACIJA | PROGNOZA

Medunarodno su prihvacene dvije klasifikacije za odredivanje prognosti¢kog rizika u
oboljelih od muliplog mijeloma: klasifikacija po Durie -Salmonu i revidirana ISS (engl.

International Staging System) klasifikacija (Tablica 3).



Tablica 3.

Usporedba prognostickih kriterija dviju najupotrebljivanijin klasifikacija za

multipli mijelom (43,44)

Klasifikacija po Durie-Salmonu Revidirana ISS klasifikacija
Stadij | Svi kriteriji od navedenih:
* Hb > 100 g/L Svi kriteriji od navedenih:
* proizvodnja M-proteina: * Alb =35 g/L
lgG<50g/L ili IgA<30g/L ili * B2-M < 3.5 mg/L
BJP<4g/24h-urin * LDH uredan
» serumski Ca uredan ili <12mg/dL | * bez t(4;14), t(14,16), del(17p)
* RTG skeleta uredan ili detektiran | SR5=82% ; MP=nema podataka
plazmocitom
Stadij Il * ne zadovoljava sve kriterije za * ne zadovoljava sve kriterije za
stadij | niti za stadij Il stadij | niti za stadij 11l
SR5=62% ; MP=83 mjeseci
Stadij Ill | Bar 1 kriterij od navedenih:
*Hb <85 ¢g/L Oba kriterija od navedenih:
* proizvodnja M-proteina: *32-M = 5.5 mg/L
IgG>70g/L ili IgA>50g/L ili * poviSen LDH ili citogenetski nalaz
BJP>12g/24h urin neke od mutacija: t(4;14), t(14;16),
 serumski Ca >12mg/dL del(17p)
» uznapredovale litiCke lezije SR=40% ; MP=43 mjeseci
kostiju
Podstadiji | A — kreatinin <177umol/L )
B — kreatinin >177umol/L

SR5 — stopa petogodiSnjeg prezivljenja; MP — medijan prezivljenja

Durie-Salmonovi kriteriji su starijeg datuma te se temelje na direktnoj procjeni veli€ine
tumorske mase i prisutnosti odredenih biokemijskih i slikovnih nalaza. Obzirom da
interpretacija radioloskih snimki uvelike ovisi o kvaliteti radioloSkog uredaja i iskustvu
samog struCnjaka, glavna zamjerka im je nedostatak objektivnosti. S druge strane,
originalna ISS klasifikacija procjenjuje tumorsku masu indirektno, analiziraju¢i samo

serumsku koncentraciju albumina i 32-mikroglobulina (45). Razvojem citogenetike
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uoCene su mutacije koje nose veci rizik od progresije te su stoga ukljuene u novu,

revidiranu ISS klasifikaciju.

2.6 TERAPIJA

U svibnju 2017. godine Radna skupina za multipli mijelom KROHEM-a, Referentni
centar Ministarstva zdravstva za multipli mijelom i druge neoplasticne poremecaje
stanica koje Iu€e imunoglobuline te Hrvatsko hematolosko drustvo Hrvatskog
lije€niCkog zbora izradili su Hrvatske smjernice za lije€enje oboljelih od multiplog
mijeloma (46). U ovom radu prikazane su terapijske preporuke s razinom dokaza
kategorije 1 i 2A prema NCCN-u (Tablica 4).

Terapijski pristup se bitno razlikuje ovisno o tome da li je oboljeli kandidat za lijeCenje
autolognom transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica (ATKMS) ili ne. Bolesnici
mladi od 65 godina, odnosno mladi od 70 godina, a koji su dobrog psihofizickog
stanja i bez komorbiditeta, podvrgavaju se nakon indukcijske terapije transplantaciji,
dok oni koji izlaze izvan tih kriterija primaju konvencionalnu kemoterapiju razli€itog
inteziteta (46). Bitna razlika naspram prijasnjih smjernica je u tome Sto se kao
inicijalna terapija u predtransplantacijskom periodu viSe ne primjenjuje VAD protokol
(vinkristin, adriamicin/doksorubicin, deksametazon), ve¢ protokoli koji pokazuju veci
postotak postizanja kompletnih remisija i dulje ukupno prezivljenje (28). Takoder,
izbjegava se primjena mijelotoksi¢nih lijekova poput melfalana jer se u suprotnom

kompromitira skupljanje dovoljnog broja mati¢nih stanica.

Ne postoji uniforman stav oko provodenja konsolidacije, no indicirana je ukoliko je
nakon tandem ATKMS postignuta samo parcijalna remisija ili ukoliko je bolest
visokoriziCne citogenetike. Terapija odrzavanja zasigurno ima pozitivan utjecaj na
prezivljenje pacijenata, no otvoreno je pitanje njene dugotrajne toksi¢nosti u pogledu

razvoja sekundarnih maligniteta i smanjene kvalitete Zivota.

Ukoliko se dogadaju relapsi ili je bolest refraktorna, izbor lijecenja ovisit ¢e o
odgovoru na prethodnu terapiju i o duljini remisije. Smatra se zadovoljavaju¢im ako je
remisija trajala barem 12 mjeseci te se u tim sluCajevima moze ponoviti uvodna
terapija iz prethodne faze lije€enja. Ukoliko je remisija bila krac¢a od 12 mjeseci, mora

se promijeniti skupina lijekova, s time da prednost imaju protokoli temeljeni na
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bortezomibu ili lenalidomidu. U sluCaju rezistencije na ta dva lijeka, prelazi se na
druge modalitete, medu kojima mnogo obecCavaju kombinacije sa specificnim

monoklonskim protutijelima.

Uz osnovnu bolest lijeCe se i njene komplikacije, no pregled simptomatske terapije

nadilazi obuhvat ovog rada.
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Tablica 4. Hrvatski model lijecenja multiplog mijeloma (svibanj, 2017.) (46)

INDUKCIJSKA TERAPIJA

* 0sobe koje su kandidati

* 0Sobe koje nisu kandidati

za ATKMS za ATKMS
1. izbor*: VTD, VCD, PAD 1. izbor*** ;
2. izbor* : Vd, RVd, Rd, CTD VMP, MPT, VCD
prikupljanje krvotvornih mati¢nih stanica** 2. izbor*** :

+ 1 x ATKMS ukoliko je po njoj odmah postignuta
remisija
+ tandem ATKMS ukoliko po prvoj transplantaciji

nije postignuta remisija

vd, VTD, CTD, TD, MP

KONSOLIDACIIJSKA TERAPIJA

isti protokoli kao za indukcijsku terapiju, 2-4 ciklusa

TERAPIJA ODRZAVANJA

1. izbor: lenalidomid

2. izbor: bortezomib, talidomid

TERAPIJA ZA RELAPSNU BOLEST

* remisija < 12 mjeseci

* remisija > 12 mjeseci

promijeniti terapijsku skupinu*** - preporuka:
Vd, VCD, VTD, RVd, Rd, Kd, KRd, Id, IRd, Pd, PVd,
protokoli temeljeni na daratumumabu ili

elotuzumabu

dodatne mogucnosti:
+ ATKMS ukoliko u prethodnoj fazi nije uopce
uCinjena ili je uCinjena 1x
+ ALO-TKMS u mladih bez znacajnih komorbiditeta

+ konsolidacija ili odrzavanje

ponoviti uvodnu terapiju iz

prethodne faze lijeCenja

* uglavnom 4 ciklusa, terapijski u€inak se procjenjuje nakon 2-4 tj., cilj je posti¢i minimalno parcijalnu remisiju
** vrsi se uz visoke doze ciklofosfamida i G-CSF, optimalni broj skupljenih CD34+ stanica za 2 transplantacije je

2,35x108/kgTT, kondicioniranje se provodi melfalanom u dozi 200mg/m? tijekom 2 dana

**% 8-12 ciklusa

[Napomena: Kratice za protokole navedene su u Popisu i objasnjenju kratica.]
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3. IMUNOTERAPIJA MULTIPLOG MIJELOMA

3.1 POVIJESNI PREGLED

Nacin lije€enja multiplog mijeloma uvelike se mijenjao kroz vrijeme, no unato€ novim
terapijskim otkricima, bolest je jo$ uvijek za vecinu pacijenata neizljeivog karaktera

(3) te predstavlja veliki izazov za suvremenu hematologiju.

Gledajuci unatrag, iako je prvi slu¢aj multiplog mijeloma opisan 1844. godine (47), do
otkrica djelotvornih lijekova trebalo je proci nesto viSe od Citavog stoljeca. Prvi lijek
koji se pokazao donekle uc€inkovitim bio je alkiliraju¢i agens melfalan. Primjenjivao se
kao visokodozna monoterapija ili u kombinaciji s kortikosteroidima, Sto je
desetlieCima slovilo za najuspjesniji i najkoriSteniji terapijski protokol (48).
Revolucionarni napredak u lije€enju mijeloma ostvario se uvodenjem autologne
transplantacije kostane srzi, odnosno krvotvornih mati¢nih stanica, u klini¢ku praksu.
Prva autologna transplantacija koStane srzi u Hrvatskoj izvrSena je pod vodstvom
prof. dr. sc. Damira Nemeta 1988. godine pri Zavodu za hematologiju KBC-a Zagreb
(49).

Devedesetih godina proslog stolje¢a standardni protokoli temeljili su se na agresivnoj
kemoterapiji s toksi¢nim ucinkom na hematopoezu, dok danas glavnu ulogu u
lije€enju preuzimaju inhibitori proteasoma i imunomodulatori (3). PetogodiSnje
preZivljenje poraslo je s 29,7% (1990.) (3) na preko 50% (2019.) (50), no progresija
bolesti je neminovna i naposljetku svi pacijenti imaju rezistentni oblik bolesti. U
posljednje vrileme sve je vecCe razumijevanje staniCnih interakcija, funkcije
mikrookolisa i imunosupresijskih mehanizama mijelomske bolesti, zbog ¢ega se

ponovno pobuduje interes medicinske znanosti za imunoterapiju.

Osnovni postulati imunoterapije u onkologiji po€ivaju na teoriji imunoloskog nadzora
(engl. immunosurveillance hypothesis), koju su razvili Paul Erlich, Lewis Thomas i
Frank Macfarlane Burnet (51). Uloga imunoloSkog sustava do tada se spominjala
iskljuivo u kontekstu obrane od infekcija, no oni su tu ulogu proSirili na
prepoznavanje i destrukciju novonastalih tumorskih stanica. Teorija je znanstveno
potvrdena otkricem specificnih tumorskih antigena eksprimiranih na povrSini
neoplasti€nih stanica, koje efektorske stanice prepoznaju kao strane i posljedi¢no

pokrecu imunoloSku reakciju. lako se ovom hipotezom moZe objasniti nastanak
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neoplazmi u osoba s primarnom ili sekundarnom imunodeficijencijom, njen glavni
nedostatak je u tome Sto ne pruza odgovor na pitanje zasto se ipak vecina malignih

bolesti javlja u imunokompetentnih osoba.

Dunn i Schreiber predloZili su koncept imunolosSkog uredivanja (engl. immunoediting),
koji polazi od pretpostavke da je razvoj tumora kontinuirani proces medudjelovanja
izmedu neoplazme i imunoloSkog sustava, gdje procesom selekcije preZivljavaju
najslabije imunogeni klonovi. U eliminacijskoj fazi prevagu ima imunolo$ki sustav pa
NK-stanice (engl. natural killer cells) i T-limfociti uniStavaju tumor. Druga je faza
ravnoteze, u kojoj se pod pritiskom mikrookoliSa mijenja genska ekspresija tumorskih
stanica. Kada se stvore dovoljno otporni klonovi, ulaze u tzv. ,fazu bijega“ i oCituju se
kao klini¢ki manifestna bolest. Primjenjujuci ovu teoriju, osobe s MGUS-om nalaze se
u prvoj fazi i imaju adekvatnu imunolo$ku reakciju usmjerenu na premaligne stanice,

dok u pacijenata s multiplim mijelomom ona nedostaje (51).

Za razliku od konvencionalne kemoterapije, koja se temelji na ko€enju diobenog
procesa tumorskih i ostalih brzo dijelecih stanica, imunoterapija je u svom djelovanju
mnogo selektivnija te se stoga veze uz maniji broj nuspojava. Cilj joj je demaskirati

tumor i uciniti ga ,vidljivim“ za nas obrambeni sustav.

Trenutni imunoterapijski dosezi obuhvacaju nekoliko modaliteta terapije, koje dijelimo

u tri velike skupine (4) :

1) adjuvantna, ,booster® imunoterapija — lijekovi koji ukidaju imunoparezu

posred ovanu tumorom,

npr. imunomodulatori (IMIDs, od engl. immunomodulators) i inhibitori imunoloskih

kontrolnih to¢aka (ICHs, od engl. immune checkpoint inhibitors);
2) pasivna imunoterapija — lijekovi koji selektivno prepoznaju maligne klonove,
npr. monoklonska protutijela (MoABs, od engl. monoclonal antibodies);

3) aktivna imunoterapija — lijekovi koji aktiviraju imunoloSke stanice da same

prepoznaju tumor,

npr. tumorska cjepiva, terapija limfocitima koji infiltriraju koStanu srz (MILs, od
engl. marrow infiltrating lymphocytes), T-stani¢na terapija modificiranim T-

staninim receptorima (TCR-T, od engl. T-cell receptor-engineered T-cell
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therapy), T-staniCna terapija kimericnim antigenskim receptorima (CAR-T, od

engl. chimeric antigen receptor T-cell therapy).

3.2 IMUNOSUPRESIJSKI MEHANIZMI U MULTIPLOM MIJELOMU

Imunosupresija igra bitnu ulogu u patogenezi multiplog mijeloma, njegovom razvoju
iz MGUS-a i imunolo$koj selekciji klonova s genskom ekspresijom koja osigurava
progresiju bolesti (52). Osim monoklonskim proteinom izazvane
hipogamaglobulinemije, multipli mijelom izaziva promjene u aktivnosti signalnih
putova, sekreciji citokina, eksprimaciji povrsinskih membranskih antigena te
preZivljenju i proliferaciji stanica iz njegove neposredne blizine. Mikrookoli§ koji je
prije uspjeSno uklanjao tumorske stanice, sada gubi svoju imunoregulacijsku ulogu i
prikriva njihovo sijelo, odnosno djeluje kao niSa. Maskiranje tumora se odvija po
principu direktne fiziCke prepreke, ali i preko smanjene aktivnosti imunostimulacijskih

i povecane aktivnosti imunoinhibicijskih mehanizama (3,4,52).

Molekularne i stani€ne interakcije prou¢avane su na misjim modelima i kulturama
humanih malignih stanica, a iz tih istrazivanja mozZe se zakljuCiti da je oStecena
funkcija i urodene i steCene imunosti (3). Glavne disregulacije zapazene su kod
dendritickih stanica, regulacijskih T-limfocita, pomagackih Th17-limfocita (engl. T-
helper cells 17) i supresorskih stanica mijeloidnog podrijetla (52). lako mijelomske
stanice izrazavaju HLA Il molekule (HLA, od engl. human leukocyte antigen) i imaju
sposobnost direktne prezentacije antigena, ipak se taj proces dominantno dogada
putem antigen prezentirajué¢ih stanica (3). Dendriticke stanice na svojoj povrSini
eksprimiraju molekule CD80/86 i preko njih stupaju u kontakt s mijelomskim CD28
biliegom, §to ih potiCe na sintezu interleukina 6 (IL-6) i indolaza-2,3-dioksigenaze
(IDO). IL-6 slovi za najpotentniji faktor prezivljenja malignih stanica, dok IDO
razgraduje rezerve esencijalne aminokiseline triptofan i posljedi€no dovodi do
anergije T-limfocitnih prekursora. Nadalje, zbog promijenjene sekrecije citokina,
diferencijacija naivnih T-limfocita usmjerava se prema Th17 te dovodi do smanjenog
broja regulacijskih limfocita T, koji su klju¢ni za kontrolu nad ekspanzijom T-stanica.
Koli¢ina Th17 kolerira s litickim lezijama kostiju, laktat-dehidrogenazom u plazmi,
kreatininom i stadijem tumora te je stoga potencijalni indikator terapijskog odgovora

(52). Makrofagi su najveci izvor imunosupresijskih citokina (IL-1B, IL-10, TNF-a) u
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mikrookoliSu, a proizvode i mnoge angiogene faktore (VEGF, IL-8, FGF-2, CSF-1,
COX-2). Nedavno je u koStanoj srzi i perifernoj krvi oboljelih od mijeloma otkrivena
heterogena populacija mijeloidnih stanica, tzv. supresorske stanice mijeloidnog
podrijetla (MDSC, od engl. myeloid-derived supressor cells). One proizvode arginazu,
dusicni oksid i reaktivne okside te uzrokuju ko¢enje odgovora specifi¢nih T- stanica i
rezistenciju na kemoterapiju. Smatraju se loSim prognosti¢kim faktorom. Opcenito,
pojacana je aktivnost inhibitornih puteva medu kojima prednjaci PD-1/PD-L1 (engl.
programmed cell death protein 1 / programmed cell death-ligand 1) (3,4). Drugi
izuzetno bitan signalni put je onaj putem NF-kB (engl. nuclear factor-kappa B), koiji
rezultira ekscesivnim stvaranjem citokina za prezivljenje mijelomskih stanica: IL-6,
BAFF (engl. B-cell activating factor), APRIL (engl. Abn proliferation-inducing ligand)
(52).

3.3 MONOKLONSKA PROTUTIJELA

Protutijela su nositelji specificne humoralne imunosti. Sintetiziraju se u limfocitima B
fenotipa, no u najvecoj mjeri u terminalno diferenciranim plazma stanicama. Gradena
su od dva laka i dva teSka lanca koji su medusobno povezani disulfidnim vezama, a
prema kemijskom sastavu pripadaju glikoproteinima. Njihova uloga je vezivanje
komplementarnih dijelova antigena, tzv. antigenih determinanta ili epitopa, a mjesto
na protutijelu koje je odgovorno za to vezivanje zove se paratop. Upravo je
specificnost izmedu epitopa i paratopa osnova terapije monoklonskim protutijelima
(53).

Na protutijelima razlikujemo konstantne i varijabilne regije. Svaki varijabilni fragment
sadrzi 3 hipervarijabilne regije (CDR, od engl. complementarity determining region),
koje su odrednice komplementarnosti za antigen. Konstantni dio protutijela, tj. Fc-
fragment koji sadrzi regije Cnu2 i Cu3, stupa u interakciju s mnogim staniénim
receptorima te je zasluzan za distribuciju u tkivima i vrSenje efektorskih funkcija.
Osim vezanja za specifi€ni antigen, uloga protutijela je inaktivirati i ukloniti spomenuti
antigen ili stanicu §to ga nosi. Mehanizmi koje u tu svrhu koristi su neutralizacija,
precipitacija i aglutinacija kao oblici direktne inaktivacije, zatim indukcija apoptoze,

citotoksi¢nost posredovana komplementom (CDC, od engl. complement-dependent

17



cytotoxicity) te stani€na citotoksiCnost posredovana protutijelima (ADCC, od engl.

antibody-dependent cell-mediated citotoxicity) (53).

S obzirom na specifiCnost, razlikujemo monoklonska i poliklonska protutijela.
Poliklonska protutijela su osnova imunoloSkog odgovora in vivo, gdje se pri izlaganju
antigenu iz razli¢itih B-limfocita stvaraju velike koli€ine protutijela specificnih za
razliCite epitope. Monoklonska protutijela pak nastaju iz jednog B-stani¢nog klona te
se sva veZzu za isti epitop (54). KoriStenje monoklonskih protutijela u terapijske svrhe
pocCinje 1975. godine otkricem tehnike hibridoma stanica, za koju su Milstein i Kéhler
primili Nobelovu nagradu. Prva proizvedena protutijela bila su misjeg podrijetla, no
zbog velike imunogeniénosti i posljedi¢ne slabe efektivnosti postalo je jasno da
moraju biti Sto sli¢nija ljudskima (55). Razvojem tehnologije rekombinantne DNA i
transfekcije gena omoguceno je stvaranje kimeri¢nih protutijela (56). Najpoznatije
medu njima je rituksimab (MabThera®, Rituxan®), revolucionarni lijek za Non-
Hodgkinov limfom usmjeren na molekulu CD20 (57). Naposljetku, danas se u
najvecoj mjeri koriste humanizirana i humana protutijela (Tablica 5), €ija proizvodnja
poCiva na tehnici prikaza peptida na povrsini faga (engl. phage display) i lan¢anoj

reakciji umnozavanja polimerazom (PCR, od engl. polymerase chain reaction) (58).

Tablica 5. Pregled osnovnih vrsta i karakteristika monoklonskih protutijela (59)

Misja Kimeri¢na Humanizirana Humana
protutijela protutijela protutijela protutijela
Nastavak .
' - -momab -ksimab -zumab -mumab
u imenu lijeka
Dio protutijela koji cijelo varijabilna B
S , y , CDR regije /
je misjeg podrijetla protutijelo regija
Sliénost s ljudskim o
o minimalna 60-70 90-95 100
protutijelima (%)

Prilikom sinteze monoklonskih protutijela u terapijske svrhe, bitno je znati koji razred
imunoglobulina je za to najprimjereniji. U suvremenoj imunoterapiji koriste se
imunoglobulini G razreda, to¢nije 1IgG1, 1gG2 i IgG4. Naime, njihova konstantna regija
je neophodna za vrsenje funkcije CDC i ADCC, a uz to im omogucava i dulje vrijeme

18



poluzivota zbog sposobnosti vezanja za FcRn receptor (engl. neonatal fragment
crystallizable receptor). U kompleksu s FcRn, protutijela cirkuliraju endosomima
izmedu citoplazme i stanicne membrane, Sto ih spasava od brze razgradnje u

lizosomima (60).

Za lijeCenje multiplog mijeloma trenutno su odobrena dva monoklonska protutijela,
daratumumab (Darzalex ®) i elotuzumab (Empliciti ®). Prvo odobrenje dodijelila im je
FDA 2015. godine (4), a 2016. isto je ucCinila i EMA za europsko trziSte (Tablica 6).
Indikacije za uporabu inicijalno su bile usmjerene na relapsne i refraktorne oblike
bolesti, no u zadnje vrijeme uoCava se korist njihovog ranijeg uklju€ivanja u terapiju,
za novodijagnosticirane multiple mijelome. U Republici Hrvatskoj daratumumab je od
lipnja 2019. godine uvrdten na osnovnu listu lijekova HZZO-a i primjenjuje se u

bolesnika koji su ve¢ primili barem jednu liniju lijecenja (61).

Tablica 6. Terapijske indikacije za koridtenje daratumumaba (62) i elotuzumaba (63)

u lije€enju multiplog mijeloma (EMA, 2016.)

Darzalex® Empliciti ®

» kod pacijenata s novodijagnosticiranim
MM koiji nisu podobni za ATKMS, u

kombinaciji s bortezomibom,

* u kombinaciji s lenalidomidom i
deksametazonom, nakon barem jedne

_ . primljene linije antimijelomske terapije
melfalanom i prenizonom (VMP)

» kao monoterapija ukoliko je bolest
refraktorna na inhibitore proteasoma i
imunomodulatore, odnosno ukoliko se

nakon njihove primjene dogodio relaps

* U kombinaciji s lenalidomidom i
deksametazonom (DRd) ili
bortezomibom i deksametazonom (DVd)
za pacijente koji su prethodno primili

barem jednu antimijelomsku terapiju
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Daratumumab je humano monoklonsko protutijelo razreda IgG1k, usmjereno na
glikoprotein CD38, koji predstavlja visokospecifican biljeg za mijelomske stanice
(3,4,64,65). Ipak, ekspresija CD38 nije ograniCena samo na njih, ve¢ se u manjoj
mjeri moze naci na drugim limfoidnim i mijeloidnim stanicama, njihovim prekursorima
te nekim nehematopoetskim stanicama poput mozdanih, miSic¢nih i pankreasnih (4).
Uloga ovog glikoproteina je usko povezana s imunotolerancijom: ukljuCen je u
regulaciju stani¢ne adhezije, medustanic¢nu signalizaciju unutar mijeloma i interakciju
s T-limfocitima (65). Daratumumab svoje antimijelomsko djelovanje ostvaruje putem
CDC, ADCC, direktne apoptoze, protutijelima posredovane fagocitoze (ADCP, od
engl. antibody dependent cellular apoptosis), a uz to pokazuje i imunomodulacijski
u€inak na mikrookolis (64-67). Obzirom da je CD38 donekle izrazena na
regulacijskim T-limfocitima i supresorskim stanicama mijeloidnog podrijetla,
monoklonsko protutijelo neutraliziraju¢i tu molekulu dovodi do disinhibicije

citotoksi¢nih T-limfocita u kostanoj srzi (64,65).

Ucinkovitost monoterapije daratumumabom za relapsno-refraktorni multipli mijelom
(RRMM) dokazana je u dvama Klini¢kim istrazivanjima: GEN501 i SIRIUS (Tablica 7).
Studija GEN501 provodila se na dvije kohorte pacijenata, od kojih je jedna primala
dozu daratumumaba 8 mg/kg, a druga dvostruko vecu, 16 mg/kg. Ukupni odgovor na
terapiju bio je trostruko uspjesniji u visokodoznoj grupi (36%) nego u niskodoznoj
(10%), a u skladu s time je korelirao i medijan prezivljenja bez progresije bolesti
(PFS, od engl. progression-free survival; 5,6 mj. naspram 2,4 mj.) (65). U drugoj,
SIRIUS studiji, daratumumab je primijenjen u pacijenata koji su imali medijan
prethodnih terapija 5, a 85% njih bilo je dvostruko rezistentno na bortezomib i
lenalidomid. Postignuta stopa ukupnog odgovora (ORR, od engl. overall response
rate) iznosila je 29,2%, medijan PFS 3,7 mjeseci i ukupno prezivljenje 17,5 mjeseci.
Nuspojave lijeka ukljuCuju pretezno infuzijske reakcije i prolazne citopenije.
Kombinirana analiza GEN501 i SIRIUS studije pokazala je PFS od 20 mjeseci, §to je

puno duze nego njihovi zasebni rezultati (64).

UspjesSni rezultati klini¢kih istrazivanja faza 1 i 2 omogucili su provodenje niza
randomiziranih kontroliranih studija faze 3, medu kojima su najvaznije POLLUX i
CASTOR iz 2016. godine (Tablica 7). U studiji POLLUX cilj je bio usporediti
efikasnost standardiziranog terapijskog protokola lenalidomid-deksametazon (Rd) sa

i bez dodatka daratumumaba (16mg/kg). Istrazivanje je provedeno na 529 pacijenata
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s relapsnim ili refraktornim multiplim mijelomom, koji su prethodno primili bar jednu
liniju terapije. Tijekom medijana pracenja od 13,5 mjeseci, bolest je progredirala kod
ukupno 169 osoba; za grupu s daratumumabom (DRd) taj udio je iznosio 18,5%, a za
kontrolnu (Rd) ¢ak 40%. Grupa koja je primala DRd tada je imala vecu stopu PFS
(83,2% naspram 60,1%) i viSi ORR (92,9% naspram 76,4%) (66). Pracenje ispitanika
se nastavilo i pri medijanu od 44,3 mjeseca procijenjeni PFS za pacijente pod DRd
protokolom i dalje je bio viSi (44,5 mj. naspram 17,5 mj.) (68). UCestalost nuspojava
je u obje skupine bila podjednaka, izuzev infuzijskinh reakcija i citopenija
(neutropenija, trombocitopenija, anemija) koje su se u vecoj mjeri javljale uz primjenu
daratumumaba. Medu blagim komplikacijama istiCu se kasalj, proljev i akutne
respiratorne infekcije, dok su najteze zabiljezene komplikacije bile pneumonija i
pluéna embolija, iako u svega nekoliko pacijenata. Monoklonska protutijela
interferiraju s indirektnim Coombsovim testom, no, unato¢ tomu, u pacijenata koji su
primili transfuziju eritrocita nije bio zabiljeZen niti jedan slu¢aj hemolize (66). Studija
CASTOR imala je dizajn slican POLLUX-u, no bavila se usporedbom djelotvornosti
izmedu standardiziranog protokola bortezomib-deksametazon (Vd) i njegove
kombinacije s daratumumabom (DVd). Kriterije ukljuivanja zadovoljilo je 498
pacijenata, a oni zahtijevaju da je osoba primila minimalno jednu liniju antimijelomske
terapije, zatim da je odgovor na tu terapiju barem jednom bio parcijalan te da je
bolest prema IMWG kriterijima svrstana u progresivhu. U isto vrijeme, nisu se
ukljuCivale osobe refraktorne na bortezomib ili ikoji drugi inhibitor proteasoma te
osobe koje imaju neuropatiju 2. stupnja ili viSeg. Nakon medijana pracenja od 7,4
mjeseca, u 189 pacijenata bolest je rezultirala progresijom ili smrtnim ishodom; od
toga ih je 67 bilo u kohorti koja je primala daratumumab, a 122 u kontrolnoj skupini.
Stopa PFS pri 12 mjeseci pracenja bila je trostruko viSa za skupinu pacijenata koja je
pod DVd protokolom (60,7% naspram 26,9%) (67), a nakon 40 mjeseci medijan PFS
za istu kohortu iznosio je 16,7 mjeseci nasuprot 7,1 mjeseca postignutih u Vd grupi
(69). Takoder, odgovor na terapiju bio je brze induciran i duljeg trajanja nego u
kontroli, $to se odrazilo na vrijednosti ORR (82,9% za DVd i 63,2% za Vd). Javljale
su se iste nuspojave kao i u prethodnim studijama, a najceSc¢i razlozi prekidanja
terapije bile su senzorna neuropatija i pneumonija. Zaklju¢no, izraCunato je da je rizik

od progresije bolesti ili smrti 61,4% nizi za kohortu koja je primala daratumumab (67).
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Elotuzumab je humanizirano IgG1l monoklonsko protutijelo, koje je usmjereno na
signalnu aktivacijsku molekulu limfocita SLAMF7 (engl. signaling lymphocytic
activation molecule family member 7), poznatu i kao CS-1 (engl. CD2 subset-1) ili
CD319. Nalazimo ju eksprimiranu samo na mijelomskim i NK-stanicama, $to ju Cini
idealnim terapijskim biljegom. Elotuzumab ima dualni mehanizam djelovanja: aktivira
NK-stanice direktno, prilikom vezivanja za svoj receptor ili pak indirektno putem
ADCC (4, 65).

lako istraZivanja u fazi 1 nisu pokazala uspjeSan odgovor na monoterapiju
elotuzumabom, neke pretkliniCcke studije uoCile su da protutijelo posjeduje
sinergistiCki ucinak s imunomodulatorima i inhibitorima proteasoma (65).
Revolucionarna studija za ovaj lijek je ELOQUENT-2 (Tablica 7), koja je dokazala
postojanje spomenutog sinergizma i u kliniCkom ispitivanju faze 3. Pacijenti s
relapsnim ili refraktornim multiplim mijelomom podijeljeni su na jednu kohortu koja je
primala elotuzumab, lenalidomid i deksametazon (ERd) i drugu kojoj je ordinirana
kombinacija lenalidomida i deksametazona (Rd). Ukupna stopa odgovora na terapiju
(ORR) bila je ve¢a u skupini koja je primala ERd (79% napram 66%). Nakon jedne
godine pracenja stopa PFS je iznosila 68% za grupu s elotuzumabom, dok je u
kontrolnoj bila 57%, a pri dvije godine praéenja njene vrijednosti izmedu dviju grupa
su se razlikovale gotovo duplo (41% naspram 27%) (70). Stanje pacijenata se
nastavilo evaluirati te je uoCeno da su rezultati nakon 4 godine pracenja jednaki
onima nakon dvije i tri godine, $to elotuzumab ¢&ini prvim monoklonskim protutijelom s
dokazanim u€inkom na dugoro¢no prezivljenje (71). PocCele su se istrazivati razliCite
terapijske varijante, pa tako protokol pomalidomid-deksametazon (Pd) sa i bez
dodatka elotuzumaba u osoba refraktornim na lenalidomid. | u ovom slucaju rizik

progresije bolesti bio je nizi u ispitivanoj skupini nego u kontrolnoj (72).
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Tablica 7. Prikaz rezultata klju€nih klinickih istrazivanja glede djelotvornosti

monoklonskih protutijela u terapiji multiplog mijeloma (64)

SIRIUS GEN501 | CASTOR | POLLUX | Eloquent-2
Godina 2016 2016 2016 2016 2015
Testirani lijek Dar Dar Dar Dar Elo
RCT / / DVdiVvd | DRdiRd | ERdiRd
Medijan primljenih TL 5 4 2 1 2
ATKMS (%) 80 76 62 63 55
Refraktorni na zadnju
97 80 30 28 35
TL (%)
RR / CR (%) 29.2/2.8 36/5 83/19 93/43.1 7917
Medijan PFS za 1.
_ 3.7 5.6 np/7.2 np/18.4 | 19.4/14.9
grupu / 2. grupu (mj.)

ATKMS - autologna transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica; CR — potpuni odgovor na terapiju;

Dar — daratumumab; DRd — daratumumab, lenalidomid i deksametazon; DVd — daratumumab, bortezomib i
deksametazon; Elo- elotuzumab; ERd — elotuzumab, lenalidomid i deksametazon; np — nije postignuto; PFS —
prezivljenje bez progresije bolesti; RCT — randomizirana kontrolirana studija; Rd — lenalidomid i deksametazon;

RR - stopa odgovora na terapiju; TL — terapijska linija; Vd — bortezomib i deksametazon

U razvoju su mnoga druga monoklonska protutijela, medu kojima se istiCu
isatuksimab (anti-CD38), lorvotuzumab (anti-CD56), MOR03087 (anti-CD38) i BT062
(anti-CD138) (3).

3.4 INHIBITORI IMUNOLOSKIH KONTROLNIH TOCAKA

Inhibitori imunolo$kih kontrolnih to¢aka (engl. immune checkpoint inhibitors) po svojoj
su gradi takoder monoklonska protutijela, no zbog razliCitog mehanizma djelovanja
svrstavamo ih u posebnu skupinu. Njihov se ucinak temelji na blokadi koinhibicijskih
signalnih puteva PD-1/PD-L1, PD-1/PD-L2, CTLA-4/B7-1. ili CTLA-4/B7-2 (engl.
cytotoxic T-lymphocyte associated antigen 4 [/ B7-2 protein) (4,73-75).
Transmembranski protein PD-1 (poznat i kao CD279) izrazen je na povrSini
aktiviranih B i T-limfocita, a PD-L1 (poznat i kao CD274 ili B7-H1) na antigen
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prezentiraju¢im (dendritiCke stanice, makrofazi) te raznim malignim stanicama.
Prema nekim studijama, koli¢ina PD-L1 na mijelomskim plazma stanicama je
zamjetno veca nego na plazma stanicama zdravih pojedinaca ili osoba s MGUS-om.
Treba naglasiti da postoje i proturjeCne studije, koje nisu naisle na razli€itu ekspresiju
u spomenutim grupama (75). Vezanjem molekula PD-1 i PD-L1 ostvaruje se blokada
daljnje aktivacije, proliferacije i efektorske funkcije limfocita T, u prvom redu njihovog
citotoksi¢nog protutumorskog djelovanja (4). Klasi¢na uloga spomenutog signalnog
puta je sprjeCavanje autoimunih reakcija te pretjeranih tkivnih oSteéenja pri upalnom
odgovoru organizma (75), no u ovom sluCaju takoder pripomaze uspostavi
imunotolerancije i omogucava tumoru prezivljenje u kostanoj srzi, iako je okruzen

mnogim T-stanicama (73).

James P. Allison i Tasuko Honjo dobitnici su Nobelove nagrade za fiziologiju i
medicinu u 2018. godini, za neovisno otkrice ovog novog protutumorskog lije¢enja
temeljenog na inhibiciji negativnhe imunoregulacije (76). Najpoznatija protutijela
usmjerena na PD-1 su pembrolizumab, nivolumab, pidilizumab i cemiplimab, dok su
medu inhibitorima PD-L1 to durvalumab i atezolizumab. Primjena ovih lijekova dovela
je do znacCajnog napretka u lije€enju nekih solidnih tumora poput melanoma,
adenokarcinoma bubrega, karcinoma plu¢a ne-malih stanica te karcinoma glave i
vrata. No, njihova uspjeSnost u hematoloSkom svijetu trenutno je ograniCena na
Hodgkinov limfom. Sto se tie primjene u oboljelih od multiplog mijeloma, klinicke
studije ne pokazuju ujednacCene rezultate pa je djelotvornost na tom polju jo$ uvijek
upitna (75).

Monoterapija pembrolizumaba dala je razoCaravajuée rezultate i nije inducirala
odgovor niti u jednog pacijenta uklju¢enog u studiju. IstraZivanja su se okrenula
traZenju idealne terapijske kombinacije s pembrolizumabom u osoba koje boluju od
RRMM (74,75). Naijlogi¢niji izbor bili su imunomodulatori, jer pokazuju odredenu
mjeru sinergizma. Primjerice, lenalidomid smanjuje ekspresiju PD-1 na T-limfocitima i
PD-L1 na stanicama mijeloma, poti¢e kostimulacijske signalne puteve NK i T-stanica
te reducira broj regulacijskih limfocita T. LoSa strana njihovog mehanizma djelovanja
je pretjerana, nekontrolirana imunostimulacija te u vezi s time neoCekivano visoka
toksicnost. NajceSCe zabiljezene nuspojave bile su pneumonija, hiperglikemija,
citopenije svih triju krvnih loza, infuzijske reakcije te imunoposredovani hepatitis,

pneumonitis i hipotiroidizam (75). Zbog teSkih komplikacija te iznenadujuce niskih
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ORR i PFS, FDA je obustavila niz klinickih istraZivanja i stavila ih na ¢ekanje. Kao
jedina donekle uspjesSna klini¢ka studija spominje se KEYNOTE-023, koja je ispitala
efikasnost protokola pembrolizumab-lenalidomid-deksametazon. Provedena je medu
pacijentima s relapsnim oblikom multiplog mijeloma (medijan prethodno primljenih
linija lijeCenja = 4), a odgovor je postignut u njih 50% (74,75). Druge potencijalne
terapijske opcije ukljuCuju konsolidaciju inhibitorima kontrolnih to¢aka nakon ATKMS

te njihove kombinacije s elotuzumabom, daratumumabom ili radioterapijom (75).

3.5 IMUNOMODULATORI

Do pocetka 21. stolje¢a mogucnosti lijeCenja multiplog mijeloma bile su priliéno
ogranicene, relapsi su nastupali brzo po zavrSetku protokola i medijan prezivljenja je
iznosio izmedu 2 i 3 godine. S otkri¢em imunomodulatora i inhibitora proteasoma
rezultati su se dramati¢no poboljSali te danas pacijenti preZivljavaju i do 10 godina od
postavljanja dijagnoze. Svoju primjenu imunomodulatori su nasli u svim postoje¢im
fazama lijeCenja, u raznim terapijskim kombinacijama i u pacijenata s razli€itim
karakteristikama — u podobnih ili nepodobnih za ATKMS, s novodijagnosticiranom ili

relapsnom bolesti (Tablica 4) (77).

Mehanizam djelovanja imunomodulatora je viSestruk, slozen i tek odnedavno bolje
istrazen, a oCitue se direktnim  protutumorskim,  antiproliferativnim,
imunomodulacijskim, protuupalnim i antiangiogenim ucincima te promjenom

svojstava mikrookolisa (77-79).

Imunomodulacijski ucinak postizu putem pojacane sekrecije IL-2 i IFN-y (engl.
interferon y), ¢ime poticu NK-stanice na proliferaciju i ucinkovitiju prezentaciju
tumorskih antigena (77,79). Kako bi se potpuno aktivirali, T-limfociti trebaju primiti
dva signala — prvi od njih je specifiCni, antigenski, a drugi kostimulacijski.
Kostimulacija se vrsi vezanjem molekule CD28 na povrSini limfocita s molekulama
B7-1 (CD80) ili B7-2 (CD86), koje se nalaze na antigen prezentiraju¢im stanicama
(53). Imunomodulatori djeluju i na tirozin fosfatazu, koja fosforiliraju¢i CD28 pojacava
kostimulacijske signale u CD4*i CD8* T-limfocitima (78). Nadalje, blokiraju sintezu
VEGF i bFGF te time ometaju proces angiogeneze, klju¢an za daljnji razvoj tumora i
njegovih metastaza. U mikrookoliSu se smanjuje ekspresija ICAM-1, VCAM-1 i E-
selektina, zbog Cega slabi sposobnost adhezije mijelomskih stanica za stromalne.
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Citokinska sekrecija promijenjena je tako da se kocCi stvaranje proinflamatornih
citokina (TNF-aq, IL-6, IL-12), a potiCe stvaranje antiinflamatornih (IL-10). Interleukin-6
djeluje i kao inhibitor apoptoze neovisno o ekspresiji Bcl-2 (engl. B-cell lympfoma 2),
stoga njegove nize koncentracije dovode do samounistenja malignih stanica. Glavni
protutumorski ucinak imunomodulatori ostvaruju vezanjem za protein Cereblon
(CRBN), koji je dio kompleksa E3 ubikvitin ligaze. Time se povecava afinitet ligaze za
ciline proteine Ikaros (IKZF1) i Aiolos (IKZF3), inaCe klju¢ne transkripcijske faktore u
regulaciji diferencijacije B-stani¢nih linija. Degradacija tih faktora na mijelomske
stanice djeluje citotoksi¢no, a uz to dovodi i do smanjenog stvaranja IRF4 (engl.
interferon regulatory factor 4), koji ima pozitivan uc€inak na njihovo preZivljenje
(77,79). Kona¢no, imunomodulatori se mogu ubrojiti u predstavnike simptomatske
terapije bududi da inhibiraju sintezu RANKL-a (engl. receptor activator of nuclear

factor kappa-B ligand), a time i funkciju osteoklasta (78).

Prvi sintetizirani imunomodulator bio je talidomid (Celgene®), a primarno se Koristio
medu trudnicama za prevenciju jutarnjih mucénina i nesanice. Nakon Sokantnog
otkrica o njegovom teratogenom djelovanju, 1961. godine je naglo povucen s trzita.
Trebalo je pro¢i gotovo 30 godina da se po¢ne ponovno Koristiti i ovog puta je
uoCeno da pridonosi povlaenju raznih imunolodkih bolesti poput sistemskog
eritemskog lupusa, sarkoidoze, multiformnog eritema i drugih. Uskoro ga se krenulo
primjenjivati i u terapiji multiplog mijeloma, a 2006. godine FDA je odobrila njegovu
primjenu s deksametazonom za novodijagnosticirane sluCajeve bolesti. |zaziva niz
nuspojava, a najceSce umor, somnolenciju, parestezije, hipestezije, poremecaje
raspolozenja, tremor, konstipaciju, kozne osipe, edeme (77). Oboljeli od multiplog
mijeloma uglavnom su starije zivotne dobi, $to dodatno utje€e na slabiju podnosljivost
lijeka (78). Iz tih se razloga terapija talidomidom polako napusta, a prednost daje
novijim generacijama imunomodulatora koji imaju povoljniji sigurnosni profil. Ipak,
talidomid se jo§ moze susresti u odredenim indukcijskim protokolima (MPT =
melfalan, prednizon, talidomid; VTD = bortezomib, talidomid, deksametazon) te kao

moguca opcija za konsolidaciju ili terapiju odrzavanja (77,80).

Lenalidomid (Revlimid®) je lijek druge generacije, koji je potentniji, ali u isto vrijeme i
manje toksiCan od talidomida, te stoga predstavlja najkoriSteniji imunomodulator
danasnjice (78). Posebno je naglasena manja incidencija perifernih neuropatija,

konstipacije i sedacije (81). Na europskom trzistu trenutno je odobren u kombinaciji s
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deksametazonom za bolesnike koji su primili barem jednu liniju lije€enja. Korisiti se i
u kombiniranoj terapiji kod prethodno nelije€enih pacijenata Cije stanje nije prikladno
za transplantaciju, te kao monoterapija za posttransplantacijsko odrzavanje (82). Na
hrvatskom trziStu odobren je takoder s deksametazonom za bolesnike u 2. i 3. liniji
lijeCenja, ali nakon koriStenja bortezomiba, ako isti ne pokaze ucinak ili prestane

djelovati. LijeCenje odobrava Bolnicko povjerenstvo za lijekove (83).

Pomalidomid (Imnovid®) je predstavnik treée generacije imunomodulatora, dije je
djelovanje 100 puta potentnije od talidomida i 10 puta od lenalidomida (79). Prema
sadasnjim saznanjima, radi se o lijeku s najmanjim rizikom razvoja periferne
neuropatije u cijeloj skupini (77). EMA ga je odobrila u protokolu s deksametazonom
za lije€enje oboljelih od RRMM, koji su prije toga primili barem dvije linije lijecenja
(uklju€ujuci lenalidomid i bortezomib), a bolest je nakon posljednje ipak napredovala
(84). U tijeku su razne studije u kojima se ispituje njegova ucinkovitost s inhibitorima
proteasoma (karfilzomib, iksazomib), alikilirajuéim agensima (ciklofosfamid),
monoklonskim protutijelima (daratumumab, elotuzumab) (77). Bitna njegova znacajka
jest da inducira odgovor u pacijenata koji su primili velik broj terapijskih linija, ¢ak i
onih koji su rezistentni na bortezomib i lenalidomid ili imaju visokorizi¢ni citogeneticki
nalaz. Pomalidomid se stoga ne koristi u poCetnim terapijskim protokolima, vec¢ se

Cuva za kasnije faze relapsne bolesti (79).

3.6 ALOGENA TRANSPLANTACIJA KRVOTVORNIH MATICNIH STANICA

Autologna transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica (ATKMS) je terapijski standard
danasnjice, no alogena transplantacija (ALO-TKMS) ima potencijal za mogucée
potpuno izlje€enje multiplog mijeloma (85). Alogeni transplantat za razliku od
autogenog ne sadrzi maligne stanice te proizvodi reakciju presatka protiv mijeloma

(GVM, od engl. graft-versus-myeloma effect) (86).

U mnogim klinickim istrazivanjima pokazalo se da je mijeloablativna ALO-TKMS
izuzetno toksiCna te povezana sa smrtonosnim komplikacijama i ranim mortalitetom.
Opcenito, vrlo je mali broj pacijenata uopée podoban za tako agresivnu terapiju, u
prvom redu zbog dobi bolesnika, ali i zbog komorbiditeta. Nesto bolje, iako dvojbene
rezultate imala je nemijeloablativna ALO-TKMS. Pozitivha strana je Sto njen ucinak

viSe ovisi o stani¢noj imunosti donora nego o citotoksi¢nosti indukcijske kemoterapije,
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stoga je povezana s manjim brojem komplikacija i nizom stopom mortaliteta nego
mijeloablativni tretman, no iz istog razloga su relapsi ucestaliji (86). Takoder, visok je
rizik razvoja akutne ili kronicne bolesti presatka protiv primatelja (GVHD, od engl.
graft versus host disease) (85). Kada je usporedena s autolognom transplantacijom,
smrtnost je bila veca i terapijski odgovor potpuniji, no to u vecini slucajeva nije
rezultiralo duljim preZivljenjem. S druge strane, povoljan ishod postignut je u
pacijenata koji su primili singeniéni alogeni transplantat od svojih identi¢nih blizanaca,
stoga je ovakav pristup mogucéa terapijska zamjena za ATKMS. Zbog svega
navedenog, transplantacija alogeni¢nih  krvotvornin  mati¢nih  stanica je
eksperimentalna opcija za bolesnike s multiplim mijelomom, koji su mladi od 65

godina te imaju visokorizic¢ni relapsni oblik bolesti i HLA-srodnog donora (86).

Trenutna saznanja su takva da, ukoliko pacijenti zadovoljavaju kriterije za
transplantaciju, prednost se treba dati autolognoj transplantaciji krvotvornih mati¢nih

stanica (86).

3.7 CAR-T-STANICNA TERAPIJA

Adoptivna T-stani¢na terapija (ACT, od engl. adoptive cellular therapy) je oblik
lije€enja pri kojem se autologni limfociti T ekstrahiraju iz krvi oboljele osobe te potom
podvrgavaju ex vivo genetiCkom inZenjeringu s ciljem razvoja potentnijih imunoloskih
stanica, koje ¢e nakon reinfundiranja djelovati specificno protutumorski (87).
Razlikujemo 3 osnovna modalitete ove vrste lije€enja: terapiju limfocitima koiji
infiltriraju kostanu srz (MIL), T-stani¢nu terapiju T-stani¢nim receptorima (TCR-T) te

kimeri¢nim antigenskim receptorima (CAR-T) (3).

U razdoblju prije razvoja genetiCkog inzenjeringa, ACT je Kkoristila limfocite iz
periferne krvi. lako su bili lako dostupni, veliki problem je bio nedostatak njihove
specifiCnosti za tumor (88). Obzirom da za nastanak multiplog mijeloma mora
postojati imunosuprimirani mikrookoli$, istrazivaCi su doSli na ideju koristenja
imunoloskih stanica iz njegove neposredne blizine. Ekscidirali su tumor, iz tumorske
mase izolirali infiltrirajuce limfocite (MIL), te na ekspanziju i aktivaciju potaknuli one
koji su imali pozitivan rezultat na testovima prepoznavanja tumorskih antigena.
Nakon reinfundiranja, velika vecina tih stanica se vratila u koStanu srz zahvaljujuci

tomu Sto na svojoj membrani imaju adhezijsku molekulu CXCR4 (od engl. CXC

28



chemokine receptor type 4) (89). Terapija pomocu MIL-a donekle je pokazala
efektivnost, no bila je ograniCena na prepoznavanje one vrste tumorskih antigena
koje je inherentno i posjedovala (3). Zbog niske toksi¢nosti istraZzuje se njena
primjena u vidu konsolidacije poslije izvrSene ATKMS ili ALOTKMS. Moguce je da ¢e
se u buduénosti za genetsku modifikaciju koristiti upravo MIL, a ne T-stanice iz

periferne krvi (89).

Koncept TCR inZenjeringa sastoji se u modificiranju T-stanice na nacin da eksprimira
antigenski receptor usmjeren na izabrane povrSinske tumorske biljege.
Prepoznavanje i vezanje ovog receptora ovisno je o prisustvu HLA molekula 1.
razreda, odnosno bez njih je potpuno neefektivan. Vec¢ je otprije spomenuto da se svi
tumori, pa tako i mijelom, nastoje ,maskirati“ pred imunolo$kim sustavom, a jedan od
mehanizama kojim to postiZu je smanjeno stvaranje HLA. Stoga je glavni nedostatak
terapije u tome $to joj nedostaje inherentni aktivacijski signal za citotoksi¢ni u€inak T-
limfocita. Druga prepreka je u tome Sto se tumorski antigeni, za koje su receptori
specificni, nalaze i na zdravom tkivu pa dolazi do kriznih reakcija i posljedi¢ne
toksi¢nosti (88).

Nastojeéi nadvladati nedostatke TCR terapije, sintetizirani su kimeri¢ni antigenski
receptori. Velika prednost ovog modaliteta lijeCenja je $to CAR-T stanice prepoznaju
ciline antigene na malignim stanicama neovisno o HLA (87,88). Specifi¢ni kimeri¢ni
receptor eksprimira se pomocu lentivirusnog, retrovirusnog ili nevirusnog transfera
gena, a graden je od jednolan€anog varijabilnog fragmenta protutijela (scFv, od engl.
single-chain variable fragment) koji je zasluzan za komplementarnost s antigenom, te
transmembranske domene i unutarstaniCnih signalnih molekula. Prilikom vezanja
receptora i njegovog antigena, dolazi do direktne aktivacije T-limfocita: oslobadaju se
perforini i granzimi, eksprimiraju proapoptoticki ligandi i secerniraju proupalni citokini
(IFNy, IL-2) (87).

Prva generacija CAR-T-stanica imala je receptore koji su se sastojali od scFv, CDS8 i
signalizacijske molekule CD3(, no proliferacijski uc€inak im je bio relativno slab. Zbog
toga se u predstavnika druge generacije intracelularno dodaje po jedna
kostimulacijska domena, dok tre¢a generacija koristi multiple kostimulacijske signale.
Cetvrta generacija CAR-T unaprjeduje funkciju modificiranog receptora te ga

kombinira s raznim enzimima i citokinima (87).
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Klinicki postupak CAR-T-staniCne terapije pocCinje leukaferezom i prikupljanjem T-
limfocita, zatim se vrSi transdukcija gena, staniCna proliferacija, aktivacija te
infundiranje po zavrSetku kemoterapijskog protokola (87). Njihov ucinak je trenutan, a
istovremeno poti¢u i stvaranje dugoroCne memorije putem CD8* T-limfocita (89).
Najopasnija zapazena nuspojava je sindrom otpustanja citokina (CRS, od engl.
cytokine release syndrome) (3,4,87,89), koji je intenzivniji pri veéoj tumorskoj masi.
Pacijenti se prezentiraju vruc¢icom, malaksaloS¢u, mucéninom, hipotenzijom,
tahikardijom, edemima, respiratornim distresom i neuroloSkim simptomima. lako je
stanje samoograni€avajuée, bolesnici zbog rizika od smrtnog ishoda moraju biti

strogo nadzirani u jedinicama intenzivnog lijeCenja (87).

Ucinak CAR-T-stani¢ne terapije u multiplom mijelomu tek se istrazuje, no u primjeni
je za druge hematoloske neoplazme (3). Tisagenlekleucel (Kymriah®), CAR-T
specifican za CD19, koristi se u osoba koje boluju od relapsnog ili refraktorog oblika
akutne limfoblasti¢ne leukemije, a mlade su od 25 godina. Uz to, indiciran je za
difuzni B-velikostani¢ni limfom (DLBCL, od engl. diffuse large B-cell lymphoma) koji
pokazuje relapsna i refraktorna svojstva (90). Druga anti-CD19-CAR-T terapija,
aksikaptagen ciloleucel (Yescarta®), primjenjuje se za DLBCL i primarni
medijastinalni B-velikostani¢ni limfom, u sluCajevima kada ne pokazuju odgovor na
prethodno lije€enje (91). FDA je dopustenje za ove lijekove dala 2017., a EMA 2018.
godine. Velika zapreka CAR-T terapiji je skup proces proizvodnje i nedostatak

visokokvalificiranih centara za njeno provodenje (87).

Najbolje rezultate u pogledu multiplog mijeloma trenutno pokazuje CAR-T usmjerena
na CD19 i na BCMA (engl. B-cell maturation antigen) (4). CD19 nije klasi¢an biljeg za
vecinu populacije mijelomskih stanica, no dokazano je da moze biti eksprimiran na
manjem broju klonova odgovornih za propagaciju bolesti (92). Garfall i suradnici
proveli su istrazivanje na pacijentima koji su u proslosti primili ATKMS, no u kojih je
bolest unato tomu progredirala te se Kklasificira kao RRMM. Nakon indukcije
melfalanom, izvrSena je jos jedna ATKMS, a nakon toga infundirane su i anti-CD19-
CAR-T stanice. Rezultati su bili skromni i produljeno PFS postignuto je u svega 2
pacijenta, no unato€ tomu dobiveni su odgovori na neka pitanja. U obojice je bolest
naposljetku progredirala kao ekstramedularni plazmocitom, zbog €ega se namece
zaklju¢ak da CAR-T stanice svoje protumijelomsko djelovanje primarno ostvaruju

unutar kosStane srzi. Nadalje, obje progresije su se dogodile poprilicno vremena
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nakon Sto CAR-T stanice nisu bile detektibilne ni u krvi niti u koStanoj srzi.
Pretpostavlja se da su nakon destrukcije CD19" klonova izlozile mnoge epitope
imunoloskom sustavu te na taj nacin potaknule sekundarne imunoloSke odgovore.
Pacijent s najduljim PFS po zavrdetku ovog protokola imao je klini¢ku sliku indolentne
bolesti, a kasnije je pokazivao dulji odgovor od prosjeka na sve linije lijecenja (92). Al
i suradnici proveli su prvo istraZivanje djelotvornosti anti-BCMA-CAR-T terapije na
ljudima. BCMA (engl. B-cell maturation antigen) je molekula koja se nalazi na
zdravim i malignim plazma stanicama, ali nije izrazena na hematopoetskim
prekursorima. Studija je provedena na 12 pacijenata s RRMM, koji su prethodno
primili izmedu 3 i 13 linija terapija. Inicijalno im je ordinirana kombinacija
ciklofosfamida s fludarabinom radi leukocitne deplecije koja se pokazala korisnom za
primanje CAR-T presatka. Odgovor na terapiju je u svih pacijenata zabiljeZzen po
primitku 2. doze kimeri¢nih T-limfocita. U konacnici, od 12 pacijenata progresija je
zabiljeZena u jedne osobe, osmero njih je zadrzalo stabilnu bolest, a dvoje postiglo
vrlo dobar parcijalan odgovor te jedna osoba potpuni. Bitho je naglasiti da je u

posljednjeg bolest bila nedetektibilna do 28. tjedna od primitka terapije (93).

3.8 TUMORSKA CJEPIVA

Krajem 19. stolje¢a William B. Coley proveo je prvu uspjednu vakcinaciju onkoloskog
bolesnika, $to mu je priskrbilo titulu osniva¢a imunoterapije (87,94). Naime, prilikom
opservacije pacijenata hospitaliziranih zbog sarkoma, Coley je uo€io da se postizanje
remisije poklapa s obolijevanjem od erizipela. Vodeci se tim opazanjem, proveo je
vlastito istrazivanje te direktno u sarkome pacijenata injicirao inaktivirane streptokoke
(Streptococcus pyogenes) i seracije (Serratia marcescens), $to je rezultiralo
znacajnom redukcijom tumorske mase i poboljSanjem klinickog statusa. Time je
potvrdio svoju teoriju postojanja bakterijskih toksina s protutumorskim djelovanjem,
no kasnije ¢e se ispostaviti da se radilo o imunoloSkom odgovoru na bakterijske
antigene, koji su potentni agonisti TLR-a (engl. Toll-like receptors) i PRR-a (engl.
pattern recognition receptors) (94). Od tada se na razne nacine pokusava suprimirani
imunoloski sustav potaknuti na prepoznavanje malignih stanica te stvaranje tumor-

specifiénih efektora imunosti i dugotrajne stani¢ne memorije (73).
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Osnovna podjela cjepiva je na stani¢na i nestani¢na. Predstavnici posljednje skupine
su peptidna i genetiCka (DNA, mRNA) cjepiva, dok staniCna mogu biti bazirana na

tumorskim ili dendritickim stanicama (4).

Peptidne vakcine sastoje se od cjelovitih antigena povezanih s tumorom (TAA, od
engl. tumor-associated antigens) ili njihovih dijelova (epitopa) (95,96). U organizam
se mogu injicirati sistemnim (intravenski) ili perifernim (subkutano, intradermalno,
intramuskularno, intranodalno) putem, a humoralni i celularni imunoloski odgovor
postizu preko antigen-prezentirajucih stanica. Trenutna saznanja prednost daju
intravenskoj primjeni peptida (95). Geneticka cjepiva svoje djelovanje ostvaruju
transfekcijom stanica domacina uz pomoc¢ virusne DNA, bakterijskih plazmida ili
MRNA. Kod dendritiCkih cjepiva karakteristicno je artificijelno unoSenje antigena u
dendritiCke stanice, Sto se moze posti¢i na viSe nacina: fuzijom s mijelomskim
stanicama, direktnim injiciranjem TAA ili transfekcijom (96). Fuzija dovodi do
individualizacije terapijskog pristupa, jer ne samo da se prezentiraju otprije poznati
tumorski antigeni sa stanine povrSine, ve¢ i oni nedetektirani, intracelularno
smijesteni i specifini za pojedinog pacijenta (97). Najstarija vrsta celularnih cjepiva
su inaktivirane maligne stanice autolognog ili alogenog podrijetla. Klasi¢an nacin
pripreme ovog cjepiva podrazumijeva iradijaciju izoliranih tumorskih stanica te potom
njihovo kombiniranje s adjuvansima (npr. GM-CSF) (96). Daljnji pregled mehanizama

i razvoja tumorskih vakcina nadilazi obuhvat ovog rada.

Djelotvornost tumorskih cjepiva za multipli mijelom je upitna. lako su preklinicka
istrazivanja pokazala uspjeSne imunoloSke odgovore uz minimalnu toksicnost,
rezultati klini¢kih studija mnogo su skromniji (98). Medu svim terapijskim opcijama,
donekle obecéava multipeptidno cjepivo PVX-410 (OncoPep, Inc). Ono je kompleks
kemijski sintetiziranih peptida koji su izvorne sastavnice antigena specificnih za
multipli mijelom — XBP1 (engl. X-box binding protein 1), CD138, SLAMF7. Nooka i
suradnici proveli su nerandomizirano klini¢ko istrazivanje faze 1/2 za pacijente sa
SMM te usporedili djelotvornost PVX-40 samog (kohorta za nizu i viSu dozu lijeka) i u
kombinaciji s lenalidomidom. Terapija se pokazala kao dobro tolerirana, a istaknutije
nuspojave bile su zimica, febrilitet, umor, mijalgija te reakcije na mjestu injiciranja.
Imunoloski odgovor postignut je u 19 od 20 pacijenata, a mjerio se povecanjem
koncentracije IFNy i postotka CD3*CD8* T-stanica. Najbolji rezultat u grupe koja je

primila monoterapiju bilo je zadrZzavanje stabilne bolesti, dok je u kombiniranoj terapiji
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u jednog pacijenta induciran parcijalni odgovor. Medijan vremena do nastupa
progresije bolesti (TTP, engl. time to progress) za prvu grupu iznosio je 36 tjedana,
dok za drugu nije postignut. Zakljuéno, kombinacija PVX-40 s lenalidomidom postigla
je bolje antimijelomsko djelovanje te dublji i dulji odgovor na terapiju (99). Drugo
cjepivo koje je postiglo bolji u€inak u kombinaciji s lenalidomidom bilo je MM GVAX.
Radi se o cjelostanicnom cjepivu koje sacinjavaju dvije mijelomske stani¢ne linije
pomijeSane s linijom K562 koja proizvodi GM-CSF (engl. granulocyte-macrophage

colony-stimulating factor) (97).

Buducnost lijeCenja multiplog mijeloma krec¢e se u smjeru individualiziranog pristupa
svakom pacijenta te ka kombiniranju antigen-specificne terapije (npr. CAR-T,
vakcine) s antigen nespecificnom (npr. imunomodulatori, inhibitori imunoloskih
kontrolnih toaka) (97).
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