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LRA- antigeni ograni¢eni na lozu (eng. lineage-restricted antigens)
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MHC- eng. major histocompatibility complex

MiHA - slabi histokompatibilni antigen (eng. minor histocompatibility antigen)
mIiRNA - eng. micro RNA

MLL- leukemija mjeSovite linije (eng. mixed lineage leukemia)

MPAL- akutna leukemija mjeSovitog fenotipa (eng. mixed phenotype acute leukemia)
MPO - mijeloperoksidaza

MRD- minimalna rezidualna bolest

NGS- sekvencioniranja nove generacije (eng. next generation sequencing)

NKG2D- prirodnoubilacka grupa 2D (eng. natural killer group 2D)

NK-stanica - prirodnoubilacka (eng. natural killer) stanica



NOS- drugacije nespecificirane (eng. not not otherwise specified)
PR3- proteinaza-3 (eng. proteinase-3)

PRAME- preferirano izrazeni antigen melanoma (eng. preferentially expressed antigen of

melanoma)

RHAMM- receptor za pokretljivost posredovanu hijaluronskom kiselinom (eng. receptor for

hyaluronic acid mediated motility)

RNK- ribonukleinska kiselina

TandAbs- eng. tandem diabodies

TGF-p - transformiraju¢i faktor rasta-p (engl. transforming growth factor-f3)
TIM-3- eng. T-cell immunoglobulin and mucin domain 3

TKMS- transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica

TMB- tumorsko opterecenje mutacijama (eng. tumor mutation burden)
TNF-a - ¢imbenik nekroze tumora alfa
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SAZETAK
NASLOV RADA: Imunoterapija akutne mijeloi¢ne leukemije

AUTOR: Ljubica Meznari¢

Akutna mijeloi¢na leukemija je maligna bolest karakterizirana klonskom proliferacijom
nezrelih aberantnih mijeloidnih stanica (blasta) uz infiltraciju kosStane srzi koja najéescée prelazi
u krv, a ponekad se moze proSiriti i na druge dijelove tijela, ukljucujuéi limfne ¢vorove, jetru,
slezenu, srediSnji ziv¢ani sustava, testise, kozu i sluznice. Svake godine u svijetu oboli 5,4/100
000 ljudi. Klini¢ki se prezentira simptomima pancitopenije s prezivljenjem od nekoliko mjeseci
nakon postavljanja dijagnoze ukoliko se ne lijeci. Jedina terapijska opcija koja omogucuje
izlijeCene je primjena visokih doza citotoksi¢nih lijekova i susljedna transplantacija krvotvornih
mati¢nih stanica (TKMS) koja zahvaljuju¢i u¢inku presatka protiv primatelja unisti preostale
blaste. Navedena terapija ne moze biti primijenjena u svi oboljelih od AML-a najéesée zbog
opceg loSeg stanja bolesnika. Leukemijski blasti posjeduju razne moguénosti prilagodbe
pomocu kojih izbjegavaju unistenje od strane imunosnog sustava bolesnika, ali i od donorskih
stanica infundiranih bolesniku tijekom TKMS $to moze dovesti do relapsa bolesti u veéine
bolesnika. SloZena klonska pozadina, moguénost genske i epigenetske modifikacija te ¢injenica
da je vec¢ina antigena izraZzena na blastima izrazena i na zdravim stanicama dovodi do otezanog
odabira idealnog ciljnog antigena s kojim bi se moglo djelovati na kona¢no unistenje malignih
stanica. Trenutno se razvijaju brojni terapijski pristupi ¢iji je temelj imunosna kontrola
proliferacije leukemijskih blasta poput primjene monoklonskih protutijela, blokade kontrolnih

toCaka, stani¢na terapija stanicama CAR-T i NK te cijepljenje.

KLJUCNE RIJECI: AML, TKMS, protutijela, CAR, cjepivo



SUMMARY
TITLE: Immunotherapy in acute myeloid leukaemia

AUTHOR: Ljubica Meznari¢

Acute myeloid leukaemia is a malignant disease characterized by clonal proliferation of
immature aberrant myeloid cells (blasts) with infiltration of the bone marrow that most often
spreads to the blood and sometimes can spread to other parts of the body, including lymph
nodes, liver, spleen, central nervous system, testicles, skin, and mucous membranes. The
incidence of new AML cases is 5.1/100,000 per year. AML presents with symptoms of
pancytopenia and has survival of several months after diagnosis if left untreated. The only
therapeutic option that has curative potential is a combination of cytotoxic drugs and the
subsequent transplantation of hematopoietic stem cells (HTSC) that destroys the remaining
blasts due to graft versus leukaemia effect. Unfortunately, HSCT cannot be used in all patients
with AML, most commonly because of the poor general condition of patients. Leukemic blasts
possess various adaptation mechanisms that offers them a way to avoid destruction by the
patient's immune system, but also by the infused donor cells during HSCT, which leads to
relapse in most patients. The complex clonal background, the possibility of genetic and
epigenetic modification and the fact that most antigens expressed on blasts are also expressed
on healthy cells makes it difficult to choose the ideal target antigen that could be used for the
complete destruction of malignant cells. Numerous approaches are currently being developed,
the basis of which is immune control of the proliferation of leukemic blasts, such as monoclonal
antibodies, checkpoint blockade, CAR-T cells, NK-cells, and vaccination.

KEY WORDS: AML, TKMS, antibodies, CAR, vaccination



AKUTNA MIJELOICNA LEUKEMIJA

uvoD

AML je maligna bolest karakterizirana klonskom proliferacijom prethodnic¢kih stanica
mijeloidne loze s ograni¢enim kapacitetom diferencijacije u zrelije oblike (1). U klini¢koj slici
prevladavaju simptomi pancitopenije, a ako se ne lijeci, bolest rezultira smréu unutar nekoliko
mjeseci (2). Ishod lijecenja se tijekom posljednjih godina poboljsao prvenstveno zbog boljih
mjera potpornog lijeenja koje su omogucile u¢inkovitiju primjenu agresivne kemoterapije koja
moze odstraniti detektabilne leukemijske stanice u krvi i koStanoj srzi te uspjesno uvesti veéinu
bolesnika u remisiju uz susljednu transplantaciju krvotvornih mati¢nih stanica koja zbog uéinka
presatka protiv leukemije moze osigurati dugotrajnu kontrolu bolesti (2,3). Unato¢ tome, U
vecine bolesnika i dalje dolazi do relapsa osnovne bolesti pa je dugotrajno izljecenje jos uvijek
¢esto neuspjesno, a to zahtijeva razvoj novih strategija lijeCenja AML-a (2). Imunosna kontrola
proliferacije leukemijskih blasta temelj je razli¢itih terapijskih pristupa koji se koriste u cilju
smanjenja rizika od recidiva. Posljedi¢no, istrazuju se daljnje imunosne strategije, ukljucujuci
monoklonska protutijela, blokada kontrolnih tocaka, stani¢na terapija poput stanica T s
kimerickim antigenskim receptorom (engl. chimeric antigen receptor T cell, CAR-T) i stanica

NK te cijepljenje (4).

EPIDEMIOLOGIJA

Dobno-standardizirana stopa incidencije svih oblika leukemije u svijetu je 5,4 na 100 000
stanovnika i one ¢ine 2,5% svih novodijagnosticiranih malignih bolesti u 2020. godini (5).
Prema Registru za rak koji u sklopu Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo prati statistiku
malignih bolesti na podru¢ju Republike Hrvatske, stopa incidencije svih oblika isklju¢ivo
akutne leukemije u odraslih. Medijan dobi pri dijagnozi je 68 godina i nesSto je ceS¢a u
muskaraca nego u Zena (7).

U djece akutne leukemije ¢ine naj¢e$¢a maligna oboljenja. Godisnje se dijagnosticira 35-50/ 1
000 000 novih slu¢ajeva u pacijenata mladih od 18 godina, pri ¢emu je bitno naglasiti da mali
bolesnici s navrSenih 2 do 3 godine zivota najéesce obole od ALL, dok je kod dojencadi i starije

djece ¢es¢a AML (8).



PODJELA

Dvije klasifikacije AML-a koje postoje su poznatija i ¢es¢e koristena klasifikacija Svjetske
zdravstvene organizacije (eng. World Health Organization, WHO) i starija, danas u klini¢koj
praksi rjede koriStena FAB (French-American-British) klasifikacija.

WHO Kklasifikacija se temelji na klinickim, molekularnim, genskim i patoloskim znacajkama
AML-a, a prvi put je definirana 2008. godine od kada se dopunjavala i poboljsavala u nekoliko
navrata sukladno novim znanstvenim spoznajama. Trenutno je aktualno peto izdanje iz 2022.
godine. Najvaznija promjena s obzirom na dosadasnja izdanja se ogleda u tome §to se prilikom
definicije AML-a ne zahtjeva prisutnost vise od 20 posto leukemijskih blasta u uzorku kostane
srzi kod definiranih genskih abnormalnosti, ve¢ su one same po sebi dovoljne za dijagnozu,
osim kod AML s BCR::ABL1 fuzijom i AML s mutacijom CEBPA kod kojih je i dalje potrebno
viSe od 20% blasta radi izbjegavanja preklapanja s kroni¢nom mijeloi¢nom leukemijom
(KML). Takoder, tipovi AML-a kod kojih nisu otkrivene genske abnormalnosti su u prijasnjoj
klasifikaciji ¢inili skupinu drugacije nespecificiranin AML (eng. not otherwise specified, NOS),

a u novoj klasifikaciji su isti tipovi definirani prema stupnju diferencijacije (9).

Tablica 1.Klasifikacija AML-a prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji®

Akutna mijeloicna leukemija s definiranim genskim | Akutna mijeloicna leukemija, definicija

abnormalnostima prema stupnju diferencijacije

APL s fuzijom PML::RARA AML s minimalnom diferencijacijom
AML s fuzijom RUNX1::RUNX1T1 AML bez sazrijevanja

AML s fuzijom CBFB::MYH11 AML sa sazrijevanjem

AML s fuzijom DEK::NUP214 Akutna bazofilna leukemija

AML s fuzijom RBM15::MRTFA Akutna mijelomonocitna leukemija
AML s fuzijom BCR::ABL1 Akutna monocitna leukemija

AML s preslagivanjem KMT2A Akutna eritroidna leukemija

AML s preslagivanjem MECOM Akutna megakarioblastna leukemija

AML s preslagivanjem NUP98
AML s mutacijom NPM1

AML s mutacijom CEBPA

AML povezana s mijelodisplazijom

AML s ostalim definiranim genskim promjenama




FAB (French-American-British) dijeli AML u 8 skupina na temelju morfologije i citokemijskih
osobitosti blasta, no ima mali utjecaj na odabir terapijskog rezima i predvidanje ishoda zbog
nedostatka informacija o kariotipu i genetskim znacajkama. FAB-klasifikacija zahtjeva
prisutnost 30% blasta u koStanoj srzi. Prema FAB-u postoji 8 skupina AML: AML s
minimalnom diferencijacijom (M0), AML bez sazrijevanja (M1), AML sa sazrijevanjem (M2),
akutna promijelocitna leukemija (M3), akutna mijelomonocitna leukemija (M4), akutna
mijelomonocitna leukemija s abnormalnim eozinofilima (M4eo), akutna monoblasti¢na
leukemija (M5A), akutna monocitna leukemija (M5B), eritroleukemija (M6) i akutna

megakarioblastna leukemija (M7) (10).



PATOGENEZA

Nastanak AML-a poti¢u unutrasnji leukemogeni mehanizmi koji ukljucuju niz kromosomskih,
genetskih i epigenetskih promjena koji vode do izrazaja patogenih onkogena i maligne
transformacije hematopoetskih stanica te vanjski mehanizmi koji se odnose na stromalne
komponente leukemijskog mikrookruzenja koji poticu proliferaciju i samnoobnavljanje
preleukemijskih i leukemijskih klonova (11).

Na temelju anamneze AML se moze podijeliti u tri skupine: de novo AML, sekundarna AML
nastala iz prethodnog mijelodisplasti¢nog sindroma (MDS) i AML povezana s terapijom koja

nastaje zbog prethodne izloZenosti kemoterapiji (11).

U vecini sluéajeva AML-a odraslih, razlog nastanka mutacija nije jasan. IzloZenost
kemikalijama, zradenju, cigaretama, kemoterapiji i retrovirusima Se povezuje s povecanom
ucestaloS¢u razvoja AML-a, a mutacija se moZze dogoditi na bilo kojem stupnju stanicne
diferencijacije. Somatske mutacije povezane s nastankom AML-a mogu zahvatiti gene Kkoji
kodiraju signalne i kinazne puteve (npr. FLT3, NF1, KIT, KRAS, NRAS i PTPN11),
transkripcijske faktore (npr. GATA2, RUNX1 i CEBPA), epigenetske modifikatore (npr.
DNMT3A, EZH2, ASXL1, TET2, IDH1 i IDH2), RNA-,splicing* faktore (za izrezivanje
RNA, kao npr. ZRSR2, SRSF2, U2AFl1 i SF3B1), tumor-supresorske gene (TP53),
nukleofosmin (NPM1) i kohezin (SMC3, RAD21, SMC1A, STAG1i STAG2) (11).

Rjede, AML u odraslih povezana je s naslijedenim genetskim abnormalnostima, ukljucujuci
mutacije ili gubitak tumor-supresorskih gena i/ili gena za popravak oste¢enja DNK, kao §to je

npr. slu¢aj u Li-Fraumenijevom sindromu ili Fanconijevoj anemiji (11).

Kromosomske abnormalnosti povezane s AML-om su rekurentne (nisu nasumiéne), steéene
(nisu naslijedene) i karakteristicne su samo za mijeloidne novotvorine (11). Bolesnici koji
boluju od AML-a najces¢e imaju normalan kariotip, a od abnormalnih su najéesce
kromosomske translokacije, osobito fuzije gena poput RUNX1-ETO, PML-RARA, CBFB-
MYHII i fuzija KMT2A (poznatog i kao MLL) s brojnim drugim genima (11). Philadelphia-
kromosom Koji nastaje reciproc¢nom translokacijom kromosoma 9 i 22, odnosno fuzijom BCR-
ABL1 gena, karakteristicno je obiljeZje kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije, a pojavljuje se u manje
od 3% oboljelih od AML-a (12). Djeca s trisomijom 21. kromosoma, odnosno Downovim

sindromom, imaju vecu vjerojatnost da ¢e razviti leukemiju nego djeca s urednim kariogramom,



unato¢ ¢injenici da odrasli s Downovim sindromom imaju manju ucestalost maligniteta nego
ljudi bez Downova sindroma te je za njih karakteristicna mutacija u genu GATAL (13).
Epigenetski mehanizmi koji imaju leukemogeno djelovanje ukljuc¢uju promjene u histonima,
metilaciju DNK i post-transkripcijsku regulaciju mRNK nekodiraju¢im RNK kao $to je miRNK
(112).

Mikrookruzenje krvotvornih mati¢nih stanica usko suraduje s krvotvornim mati¢nim stanicama
u kontroli njihove proliferacije i ispunjenju njihove funkcije, a promjene u okolisu na genskoj,
ali i molekularnoj razini dovode do deregulacije tog slozenog procesa te poticanje nastanka
preleukemijskih i leukemijskih klonova. Isto tako, leukemijske stanice mijenjaju svoj okolis u
svrhu poticanja vlastitog prezivljenja $to zajedno ¢ini zacarani krug potenciranja nastanka

AML-a (11).

AML opcenito karakterizira nisko optere¢enje mutacijama (eng. tumor mutation burden, TMB),
a viSe vrijednosti su povezane s boljim odgovorom na imunoterapiju (14). TMB oznadava
ukupan broj mutacija po megabazi DNK u tumorskoj stanici, a odreduje se pomocu

sekvencioniranja nove generacije (eng. next generation sequencing, NGS).



KLINICKA SLIKA

Potiskivanje normalne hematopoeze u kostanoj srzi i posljedi¢no smanjivanje broja zdravih i
zrelih eritrocita, leukocita i trombocita u perifernoj krvi razlog je pojavi karakteristi¢nih

znakova i simptoma za AML.: anemije, infekcija i sklonosti krvarenju.

Znakovi anemije mogu biti nespecifi¢ni, poput umora i malaksalosti koji Cesto prethode
dijagnozi mjesecima, no i nesto jasniji poput bljedila koze i sluznica. Dispneja, odnosno
subjektivan osjecaj nedostatka zraka takoder moze biti prisutan. Na kozi se mogu pojaviti
ekhimoze i purpure kao znak trombocitopenije uz krvarenja iz gingive, epistakse, produljene i

obilne mjesecnice 1 slicno.

Pojava vrucice gotovo uvijek upucuje na infekciju koja moze biti razli¢itog intenziteta, a moze
se pojaviti kao posljedica granulocitopenije zbog same bolesti ili febrilne neutropenije kao
posljedica terapije. Unato¢ napretku u antimikrobnoj terapiji, bolesnici s AML-om zbog teske
imunosupresije ostaju u opasnosti od infekcija opasnih po zivot (15). Pregledom usne Supljine

moze se naci hipertrofija gingive uz gingivitis i znakovi oralne kandidioze ili herpeticne lezije.

Leukemia cutis je rijetka pojava koja oznacava zahvacanje koze malignim stanicama s vrlo
razli¢itom prezentacijom poput papula, nodula, plakova i ulkusa koji se mogu pojavljivati
lokalizirano ili diseminirano zahvacaju¢i kozu bez predilekcijske lokacije. U pravilu oznacava

uznapredovali stadij bolesti (16).

Bol u kostima je rjeda pojava koja se javlja zbog nagrizanja kostanog tkiva malignim procesom,
¢esce u dugim kostima ekstremiteta (17).

Rijetko, bolesnici se mogu prezentirati s ekstramedularnom boles¢u koja se moze pojaviti prije
zahvacéanja koStane srzi, zajedno sa zahvacanjem ili u relapsu. Pritom, zahva¢eni mogu biti
kosti, meko tkivo, limfni ¢vorovi, orbita i slicno. Mijeloidni sarkom oznac¢ava ekstramedularnu

proliferaciju blasta koji remeti normalnu arhitekturu tkiva u kojem nastaje (18).

Bolesnici s AML-om mogu imati $irok raspon metabolickih i elektrolitskih abnormalnosti.
Hiperfosfatemija, hipokalcemija, hiperuricemija i/ili hiperkalemija su znakovi sindroma lize
tumora §to je hitno onkolosko stanje. Razvija se spontano ili nakon primjene terapije kada
tjelesni homeostatski procesi ne mogu podnijeti koli¢inu kalija, fosfata, nukleinskih kiselina i

citokina proizvedenih tijekom stani¢ne lize i gotovo uvijek se razvija nefropatija (19).



DIJAGNOZA

Anamneza s detaljnom obiteljskom i osobnom povijesti bolesti, analiza komorbiditeta i pregled
bolesnika uz osnovne laboratorijske nalaze ¢ine pocetak dijagnostickog slijeda. U kompletnoj
i diferencijalnoj krvnoj slici naj¢esce se utvrduje normocitna anemija s normalnim ili snizenim
brojem retikulocita i trombocitopenija, dok je broj leukocita najée$¢e povecan, no moze biti
normalan pa i snizen.

Kljuéni koraci u dijagnozi AML-a su biopsija kosti i aspiracija kostane srzi. Uzorak se u pravilu
uzima s gornjeg straznjeg grebena zdjeli¢ne kosti (crista iliaca posterior superior) ili iz prsne
kosti. Biopsija nam daje uvid 1 u specifi¢ne procese poput fibroze, dok aspiracija omogucava
odredivanje postotka blasta u srzi Koji se odreduje na 500 stanica s jezgrom u kostanoj srzi (20).
Blast je opcenit pojam za nezrele stanice pod kojim se podrazumijevaju mijeloblasti,
monoblasti, megakarioblasti, dok se kod kod AML s monocitnom i mijelomonocitnom
diferencijacijom u izracun uzimaju i promonociti (20). Na krvnom razmazu u bolesnika se
mogu uoditi blasti kao nezrele stanice s velikom jezgrom 1 razli¢itim omjerima izmedu
citoplazme i jezgre. Auerovi $tapici, odnosno crvenkasto-ruzicaste spojene granule u citoplazmi

su patognomicne za leukemijske blaste (21).

Slika 1. AML sa sazrijevanjem. Slovima oznaceni granularni blasti (A), agranularni blasti (B) i

promijelocit (C). Preuzeto iz Ries, 2011.

Reakcija s mijeloperoksidazom (MPO) je citokemijska pretraga u kojoj pozitivna reakcija,

granularno i najvise oko Golgijeva aparata, oznacava mijeloblaste. Bojanje sa Sudan black i



reakcija na nespecificnu esterazu su citokemijski testovi koji takoder mogu posluziti u
identifikaciji blasta mijeloidne loze, no kompliciranije su za izvesti od reakcije s
mijeloperoksidazom (21). Identifikacija blasta u perifernoj krvi ili uzorku kostane srzi izvodi
se i proto¢nom citometrijom zbog izrazaja odredenih antigena — leukocitnih diferencijacijskih
antigena - koji su svrstani u tzv. diferencijacijske skupine (eng. clusters of differentiation, CD),
poput biljega CD13, CD14, CD33, CD34, CD117 i drugih. Ponekad imunofenotip leukemijskih
stanica pokazuje dvosmislen obrazac izrazaja antigena (tj. odrazava biljege vise od jedne
hematopoetske loze), pa se takve leukemije nazivaju akutne leukemije mjesovitog fenotipa

(engl. mixed phenotype acute leukemia, MPAL).

Citogenetska analiza, konkretno konvencionalna citogenetika ili fluorescentna in situ
hibridizacija i molekularna dijagnostika su nuzne u dijagnostici AML-a jer daju klju¢ne
informacije o postoje¢im mutacijama gena i strukturnim promjenama kromosoma vaznim za

klasifikaciju AML-a i za koje postoje moguce specificne terapijske opcije.

Tablica 2. Dijagnosti¢ki postupak u dijagnozi AML-a?°

DIJAGNOSTICKI POSTUPAK U DIJAGNOZI AML-A

KOMPLETNA KRVNA SLIKA (KKS), DIFERENCIJALNA KRVNA SLIKA (DKS)
ASPIRACIJA KOSTANE SRZI

BIOPSIJA KOSTI

IMUNOFENOTIPIZACIJA PROTOCNOM CITOMETRIJOM

DIJAGNOZA AML-A:

PREKURSORSKI ANTIGENI: CD34, CD117, HLA-DR

MIJELOIDNI ANTIGENI: citoplazmatski MPO, CD33, CD13

ANTIGENI MIJELOIDNOG SAZRIJEVANJA: CD11b, CD15, CD64, CD65
MONOCITNI ANTIGENI: CD14, CD36, CD64, CD4, CD38, CD11c

MEGAKARIOCITNI ANTIGENI: CD41 (glikoprotein llb/llla), CD61 (glikoprotein llla), CD36
ERITROIDNI ANTIGENI: CD235a (glikoforin A), CD71, CD36

DIJAGNOZA MPAL-A:

MIJELOIDNA LINIJA: MPO (dokazan proto¢nom citometrijom, imunohistokemijom ili citokemijom) ili
monocitna diferencijacija (zadovoljena minimalno 2 kriterija od slijedecih: nespecificna esteraza dokazana
citokemijom, CD11c, CD14, CD64 ili lizozim) ili minimalno 2 mijeloidna markera poput CD177, CD33, CD13)
T LINVA: izrazito izraZen citoplazmatski CD3 (s protutijelom na CD3 ¢ lanac) ili povrsinski CD3 antigen

B LINWJA: izrazito izrazen CD19 sa izrazito izrazenim jo§ barem jednim od slijedecih antigena:
citoplazmatski CD79a, cCD22 ili CD10; ili slabo izrazen CD19 sa izrazito izrazenim barem dva od slijede¢ih

antigena: CD79a, cCD22 ili CD10




CD-MARKERI OKOSNICE PANELA ZA PRACENJE MRD-a:
CD34, CD117, CD45, CD33, CD13, CD56, CD7, HLA-R; monocitni jo§ i: CD64, CD11b, CD4

GENETICKE ANALIZE :

KLASICNA CITOGENETIKA (metafazni kromosomi)

PRETRAZIVANJE NA PREUREDBE GENA FLUORESCENTNOM IN SITU HIBRIDIZACIJOM
(FISH):

BCR::ABL1, PML::RARA, CBFB::MYH11, RUNX1::RUNX1T1, preuredbe KMT2A i drugih fuzijskih
gena (ako je moguce)

Radi se u slu¢aju potrebe za brzom informacijom za preporuku odgovarajuce terapije (npr. PML::RARA), ako
je morfologija kromosoma lose kvalitete ili ako postoji tipicna morfologija, ali nije prisutna sumnja na

citogeneticku abnormalnost)

PRETRAZIVANJE MUTACIJA GENA ZA DIJAGNOZU I KAO POTENCIJALNE TERAPIJSKE
METE (PCR i/ili sekvenciranjem):

FLT3, IDH1, IDH2, NPM1, CEBPA, DDX41, TP53, ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2,
STAG2, U2AF1, ZRSR2

DODATNI GENI PRI DIJAGNOZI (geni koje nije nuzno testirati prilikom definiranja dijagnoze i
preporucéene terapije, no mogu posluziti u naknadnom pracenju bolesti)

ANKRD26, BCORL1, BRAF, CBL, CSF3R, DNMT3A, ETV6, GATAZ2, JAK2, KIT, KRAS, NRAS, NF1,
PHF6, PPM1D, PTPN11, RAD21, SETBP1, TET2, WT1

DODATNI TESTOVI | POSTUPCI

o kompletan fizi¢ki pregled

e zdravstveni status (ECOG/WHO bodovi)

o biokemijske analize: glukoza, natrij, kalij, kalcij, kreatinin, aspartat-aminotransferaza (AST), alanin-amino
transferaza (ALT), alkalna fosfataza, laktat dehidrogenaza (LDH), bilirubin, urea, ukupni protein, mokra¢na
kiselina, ukupni kolesterol, ukupni trigliceridi , kreatinin fosfokinaza (CPK)

o testovi koagulacije: protrombinsko vrijeme (PTT), medunarodni normalizirani omjer (INR) gdje je
indicirano, aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme (@aPTT)

e testiranje na HIV-1, CMV, EBV, HSV, VZV, hepatitis A, B i C

e serumski test trudnocu

e procjena podobnosti za alogeni¢nu transplantaciju krvotvornih mati¢nih stanica (HLA-tipizacija)

¢ rendgen prsnog kosa, 12-kanalni elektrokardiogram, ehokardiografija, MUGA, CT prsnog kosa, lumbalna
punkcija (ovisno o indikaciji)

e pruziti informacije o krioprezervaciji jajnih stanica i spermija




PROGNOZA

Klinic¢ki su definirani pokazatelji koji su u korelaciji s postizanjem kompletne remisije i boljom
prognozom. Mladi bolesnici imaju vise prezivljenje od starijih, za koje je u pravilu
karakteristi¢éno naruSeno opce stanje $to je samo po sebi lo§ prognosticki faktor uz brojne
komorbiditete koji ogranicavaju odabir najpogodnije terapije. Odredene genske promjene,
izlozenost citotoksi¢énim agensima, prethodna mijelodisplazija, druge mijeloproliferativne i
ostale neoplazme u anamnezi indikativne su za loSiju prognozu. Zanimljivo, od svih rasa

dramati¢no najveci broj oboljelih od AML-a su bijelci (22).

Tablica 3. Prognoze specifi¢nih mutacija u AML-u?

Povoljna prognoza o 1(8;21)(g22;922.1); RUNX1::RUNX1T1

¢ inv(16)(p13.1;922) ili t(16;16)(p13.1;922); CBFB::MYH11

e mutirani NPM1 bez FLT3::1TD

o monoalelno/bialelno mutirana u okviru bZIP regija CEBPA

Srednja prognoza e mutiran NPM1 s FLT3:ITD

o divlji tip NPM1 s FLT3::ITD (bez genetickih abnormalnosti nepovoljnog rizika)

e £(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3::KMT2A

o citogeneti¢ke abnormalnosti ne klasificirane kao povoljne ili nepovoljne

Nepovoljna prognoza | e t(6;9)(p23;q34.1); DEK::NUP214

e 1(v;11923.3); KMT2A promijenjen

e 1(9;22)(q34.1;q11.2); BCR::ABL1

e 1(8;16)(p11.2;p13.3)/KAT6A::CREBBP

e inv(3)(g21.3;026.2) or t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2, MECOM (EVI1)

¢ 1(3926.2;v)/MECOM(EVI1) promijenjen

e monosomija 5 ili del(5q); monosomija 7; monosomija 17/abn(17p)

o kompleksan kariotip*, monosomalni kariotip**

e mutirani ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 i/ili
ZRSR2***

e mutirani TP53

*kompleksan kariotip: viSe od 3 nepovezane kromosomske abnormalnosti isklju¢ujuéi hiperploidiju sa tri ili vise
trisomija ili polisomija bez strukturnih abnormalnosti;

**monosomalni kariotip: prisutnost dvije ili viSe monosomiija izuzev gubitka X ili Y kromosoma; jedna
autosomalna monosomija u kombinaciji s barem jednom strukturnom kromosomskom abnormalnosti
***trenutno se navedene mutacije ne smatraju nepovoljnom prognozom ako se pojave s podtipom AML koji nosi
povoljnu prognozu
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LIJECENJE

Klasi¢na shema lijeCenja AML-a se sastoji od indukcijske terapije, konsolidacijske terapije i
terapije odrzavanja. Cilj indukcijske terapije je iskorijeniti leukemijske blaste 1 posti¢i remisiju.
Izbor konkretne terapije ovisi o dobi, opéem stanju i komorbiditetima bolesnika. U odraslih koji
imaju dobro opce stanje ona se najcesce sastoji od kombinacije citarabina i antraciklina u 7+3
rezimu (kontinuirana infuzija citarabina u trajanju od 7 dana i antraciklina u trajanju od 3 dana)
(23).

Bolesnici koji nisu kandidati za intenzivnu indukcijsku kemoterapiju mogu dobivati onu nizeg
intenziteta, no ona neé¢e dovesti do dugoro¢nog izljeCenja nego ¢e produljiti prezivljenje i
olaksati postojec¢e simptome uz dodatnu potpornu terapiju. Ona se sastoji od hipometiliraju¢ih
lijekova poput azacitidina ¢esto u kombinaciji s venetoklaksom (selektivnim inhibitorom anti-
apoptotskog proteina Bcl-2) i lijekova koji ciljaju odredenu mutaciju, poput ivosideniba ili
enasideniba u bolesnika s dokazanom mutacijom gena IDH1 i IDH2 (23).

U kontekstu TKMS, postupak kondicioniranja oznacava indukcijsku terapiju kojoj je cilj
unistiti primateljevu kostanu srz i posljedi¢éno omoguditi dovoljnu razinu imunosupresije koja
¢e podrzati usadivanje infundiranih Krvotvornih mati¢nih stanica, a ovisno o dobi i kondiciji
primatelja, kondicioniranje moze biti mijeloablativano (puni intenzitet, potpuno uniStenje
kostane srzi) ili nemijeloablativano (nizi intenzitet, nepotpuno unistenje kostane srzi) (24).
Morfologiju kostane srzi potrebno je evaluirati nakon zavrsetka indukcijske terapije kako bi se
ustanovio stupanj eliminacije leukemijskih stanica. Sukladno odgovoru na terapiju, bolesnik
moze posti¢i kompletnu remisiju, kompletnu remisiju S nepotpunim oporavkom neutrofila i
trombocita, djelomi¢nu remisiju ili imati rezistentnu bolest. Cilj lije¢enja AML-a je postizanje
kompletne remisije koja se definira nalazom manje od 5 posto blasta u aspiratu kostane srzi uz
odsutnost blasta u perifernoj krvi, odsustnost ekstramedularne bolesti, apsolutni broj neutrofila
veci od 1,0 x 10°/L i broj trombocita vec¢i od 100 x 10°/L (20).

Minimalna rezidualna bolest (MRD) ozna¢ava mali broj malignih stanica koji se prilikom
indukcije ne iskorijene, a njegova procjena se koristi za precizno utvrdivanje remisije, procjenu
rizika od relapsa i ranu intervenciju ako dode do relapsa (20). Ukoliko se nakon remisije ne
primijeni daljnje lijeCenje, u gotovo svih bolesnika koji inicijalno postignu remisiju dolazi do
recidiva osnovne bolesti, stoga je indicirano daljnje lijeCenje u obliku postremisijske terapije
koja se sastoji od konsolidacijske terapije i terapije odrzavanja kojima je glavni cilj uklanjanje

prisutne nedetektabilne bolesti i postizanje dugoro¢ne kontrole.
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Preduvjet za primjenu imunoterapije u indukciji ili odrzavanju remisije je odabir idealnog
antigena koji nije izrazen u zdravoj kostanoj srzi ili ekstramedularnim stanicama, a izrazen je
na povrsini blasta i leukemijskih mati¢nih stanica (eng. leukemia stem cell, LSC) u veéine
bolesnika. Slozena klonska pozadina, tendencija prilagodavanja leukemijskih stanica i
posljedi¢ni bijeg od uniStenja kako bolest napreduje znatno otezava izbor mete. Potencijalni
antigeni se dijele u tri velike skupine: antigeni ograni¢eni na lozu (eng. lineage-restricted
antigens, LRA), antigeni povezani s leukemijom (eng. leukemia-associated antigens, LAA) i
antigeni specifi¢ni za leukemiju (eng. leukemia-specific antigens, LSA) (25). LRA, poput
CD33i CD123, su antigeni izrazeni na povrsini leukemijskih blasta no nalaze se i na povrsini
zdravih krvotvornih i nekrvotvornih stanica. Nalaze se ekstracelularno pa su dobra meta za
terapiju temeljenu na protutijelima i stanicama CAR-T, no uz velik rizik od ozljede zdravog
tkiva (25). S druge strane, LAA i LSA se ¢esto nalaze intracelularno pa su im za prezentaciju
potrebne HLA (eng. human leukocyte antigene) molekule §to u nekim slu¢ajevima leukemijske
stanice uspiju zaobic¢i. WT1 je predstavnik LAA koji se vrlo intenzivno istrazuje. LSA nastaju
kao proteinski produkti mutiranih gena, poput NPM1 ili IDH1, u leukemijskim stanicama S$to

ih, u teoriji, ¢ini idealnim ciljnim antigenima specifiénim za AML (25).
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IMUNOPATOGENEZA AKUTNE MIJELOICNE LEUKEMIJE

AML stanice putem razli¢itih mehanizama izbjegavaju i potiskuju imunosni sustav, a i obrnuto,
osobito dugotrajna i intenzivna supresija imunosnog sustava vodi do povecanog rizika od
razvoja AML-a $to upucuje na to da aktivna bolest nastaje tek u onom trenutku kad je probijena

imunosna obrana (26).
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Slika 2. Promjene u imunosnom sustavu oboljelih od AML-a. Prevedeno i preuzeto iz Tettamanti i sur.,
2022.

Leukemijski blasti pokazuju smanjen membranski izrazaj molekula HLA regulacijom na
genetskoj ili epigenetskoj razini ¢ime je onemogucéeno prepoznavanje leukemijskih klonova od

strane CD4+ i CD8+ stanica T, §to se negativno odrazava na uspjeh TKMS (27).

Klinicka istrazivanja su utvrdila da u oboljelih od AML-a postoji niz abnormalnosti u populaciji
stanica T, ukljucuju¢i povecanje broja regulacijskih stanica T (Treg) (28), smanjenje broja
pomagackih stanica T (29) i opéenito smanjenu aktivnost efektorskih stanica T. U klinickoj
studiji koja je usporedivala razine stanica Treg u novooboljelih bolesnika s AML i dobno
prilagodene zdrave kontrole utvrdeno je da je postotak stanica Treg u bolesnika visi nego u
zdravih osoba i to znacajno visi u kostanoj srzi nego u perifernoj krvi (28). CD200 je
membranski glikoprotein prekomjerno izrazen na povrsini AML blasta, a njegovim vezanjem
s receptorom na stanicama T povecava se broj regulacijskih, a smanjuje broj memorijskih
stanica T (30).
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Imunosne kontrolne to¢ke su molekule izrazene na povrsini stanica T, a uloga im je sprije€iti
prekomjernu aktivnost imunosnog sustava i dokinuti upalni odgovor. Broj stanica T koje
izrazavaju inhibitorne molekule je visi u oboljelih od AML i poveéava se s progresijom bolesti
(31). Bolesnici koji udu u relaps bolesti pokazuju drasti¢no veéi izrazaj inhibitornih molekula,
poput PDL-1 (eng. programmed cell death 1) od osoba kojima je tek dijagnosticirana AML u
kojih se ovaj fenomen ne dogada pa se moze zakljuciti da bi razlog navedenom mogao biti

dugotrajna stimulacija imunosnog sustava leukemijskim stanicama (32).

Izrazaj povrsinskih receptora na AML blastima Kkoji stupaju u interakciju sa stanicama T
odgovoran je za supresiju stanica T. Tako je, na primjer, inhibitorni leukocitni imunoglobulinu
slican receptor B4 (eng. leukocyte immunoglobulin-like receptor B4, LILRB4) snazno
negativno povezan s prezivljenjem oboljelih. Taj je receptor izrazen na monocitima i
monocitnim blastima AML-a te poti¢e oslobadanje arginaze koja smanjuje proliferaciju
efektorskih stanica T (33).

Blasti imaju sposobnost sekrecije faktora poput IL-10, IL-35, transformirajuceg faktora rasta-3
(engl. transforming growth factor-p, TGF-B) i indolaminske 2,3-dioksigenaze koji dovode po
proliferacije 1 promocije stanica Treg. Citokinska neravnoteza dovodi do smanjene produkcije
proupalnih interleukina, poput interleukina 15 i interferona-y (IFN-y), ¢ime se dodatno smanjuje
aktivnost efektorskih stanica T (27).

Blasti negativno utje¢u i na stvaranje imunosnih sinapsi. Stanice T u osoba s AML-om pokazuju
abnormalan obrazac aktivacije. Regulacija gena koji reguliraju polarizaciju stanice i aktinski
citoskelet je razlic¢ita u odnosu na zdrave osobe, pa unato¢ tome $to su zdrave stanice T sposobne
stvoriti konjugate s blastima, poremeceno je i onemogucéeno stvaranje imunosnih sinapsi i

daljnja unutarstani¢na signalizacija (34).

Bitnu ulogu u inhibiciji imunosnog sustava od strane malignih tumora, ali i AML-a imaju
nezrele mijeloidne prethodnicke stanice poznate kao supresorske stanice mijeloidnog podrijetla
(eng. myeloid-derived suppressor cells, MDSC) koje se novafe iz koStane srzi i potom
nakupljaju u limfnim tkivima, krvi ili tumorima, a potiskuju urodeni stanicama T posredovan
protutumorski odgovor. MDSC na svojoj povrsini izrazavaju biljeg CD33, a dalje ovisno o redu
kojem pripadaju i biljeg CD14 (monocitna linija) ili CD15 (neutrofilna linija) (27).

Mikrookruzenje hematopoetskih mati¢nih stanica u koStanoj srzi u zdravih ljudi regulira
proliferaciju, samoobnavljanje, diferencijaciju i migraciju hematopoetskih stanica u svrhu

odrzavanja homeostaze, dok u oboljelih od AML-a razli¢itim mehanizmima potic¢e otpornost
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na kemoterapiju i protutumorski odgovor (27). Sli¢no solidnim tumorima, u ko$tanoj srzi
oboljelih od AML-a postoji povecan broj malih krvnih zila i proangiogenih ¢imbenika, a
smanjena koli¢ina antiangiogenih ¢imbenika §to pogoduje rezistenciji na kemoterapiju (35).
Mezenhimske stromalne stanice igraju ulogu u inhibiciji imunosnog sustava u oboljelih od
AML-a na viSe nacina, a neki od njih su zastita blasta od ubijanja putem stanica NK, indukcija
stanica Treg i smanjena sekrecija proinflamatornih citokina (27). Takoder i leukemijske stanice
utjecu na mikrookruzenje u kostanoj srzi uzrokuju¢i promjene u energetskom metabolizmu i
otpustajuci Stetne metabolite poput reaktivnih kisikovih radikala koji mijenjaju okoli§ AML-a

i omogucavaju napredovanje bolesti (27).

Zakljucno, bitno je istaknuti kako leukemijske stanice utjecu negativno na imunosni okoli§
modificiraju¢i ga ¢ime se potencira novacenje novih leukemijskih stanica te na taj nacin
leukemijske stanice i sam okoli$ blisko suraduju poticuc¢i jedan drugog u daljnjem razvijanju

aktivne bolesti i stvaranju rezistentnijih oblika AML-a.
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LEUKEMIJSKE MATICNE STANICE

Mati¢ne stanice su temeljna stepenica u hijerarhijskom sustavu stvaranja diferenciranih krvnih
stanica - eritrocita, trombocita, neutrofila, eozinofila, bazofila, monocita, stanica T i stanica B,
stanica NK i dendriti¢nih stanica. Tri osnovne znacajke koje mati¢nim stanicama omogucéuju
odrzavanje hematopoeze su samoobnavljanje, zaustavljanje stani¢nog ciklusa i stvaranje
usmjerenih prethodnickih stanica. Faktori transkripcije koji aktiviraju specifi¢ne genetske
obrasce i ¢imbenici rasta koji poticu stanicnu proliferaciju rade zajedno kako bi kontrolirali
dinamican, vrlo reguliran proces normalne hematopoeze, §to dovodi do usmjernosti k odredenoj
liniji i terminalnoj diferencijaciji (36). LSC nastaje od zdrave hematopoetske mati¢ne stanice
nizom genetskih promjena, a moze Se razviti na dva osnovna na¢ina. U prvom slucaju
krvotvorna mati¢na stanica Sse mutacijom promijeni u LSC s visokim proliferacijskim
potencijalom, a druga moguénost nastaje kada usmjerena prethodnicka stanica razvije
sposobnost samoobnove (37). LSC pokazuju drugacija bioloSka svojstva i manju osjetljivost na
terapiju od ostalih leukemijskih stanica. U stanju mirovanja su kljuéne za otpornost na
citotoksi¢ne kemoterapeutike, a na taj proces utje¢u genetska podloga, epigenetske
modifikacije, stani¢na signalizacija i izrazaj ciklina u stanici. lzvor su rezidualne bolesti i
njihova eliminacija je klju¢na kako bi se sprijecio relaps i postiglo trajno izljeCenje (38).
Identificirani su antigeni izraZeni na njihovoj povrSini ¢ija bi blokada mogla znacajno
unaprijediti ishod lijeCenja oboljelih od AML-a. CD123 (u-lanac receptora za interleukin 3),
CD32 (receptor za Fc-ulomak protutijela IgG), CD45RA (receptor za tirozinsku fosfatazu),
CD25 (o-lanac receptora za interleukin 2), CLL-1, TIM3, CD33 i CD70 su neki od antigena
izrazeni na povrsini LSC-a koji se trenutno razmatraju u klini¢kim istrazivanja s ciljem njezinog

iskorjenjivanja (38).

ANTIGEMLICRACENI NR ANTIGENI IZRAZENI NA
IL-1RAP TIM-3 LEUKEMIISKOJ MATICNOJ STANICI LEUKEMISKOJ | KRVOTVORNO!
% 7 CLL-1 D%  cp2s  cp7 MATICNOJ STANICI
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Slike 3. Prikaz terapijski najznacajnijih antigena izrazenih na leukemijskoj i krvotvornoj mati¢noj

stanici. Prevedeno i preuzeto iz Gurney i sur., 2021.

16



IMUNOTERAPIJA U LIJECENJU AML-a

ALOGENICNA TRANSPLANTACIJA KOSTANE SRZI KAO IMUNOTERAPIJA
AML-a

Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica (TKMS) je postupak u kojem se stanice koStane
srzi oboljele osobe zamijene zdravim stanicama darivatelja i jedina je terapijska opcija koja
moze dovesti do izljecenja bolesnika oboljelih od AML zahvaljujuéi u€inku presatka protiv
leukemije (engl. graft-versus-leukemia effect, GvL).

Ocem transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica smatra se E. Donall Thomas koji je 1957. u
The New England Journal of Medicine objavio rezultate istraZivanja u kojem je Sest bolesnika
presadio kosStanu srz, no samo je u dvoje doslo do prihvacanja presatka (39). Prvu TKMS u
Hrvatskoj izveli su prof.dr.sc. Boris Labar i prim. dr. Vinko Bogdani¢ 1983. godine u

Klini¢kom bolni¢kom centru Zagreb (40).

Krvotvorne mati¢ne stanice mogu biti prikupljene na tri nacina: iz koStane srzi punkcijom i
aspiracijom straznjeg grebena zdjelicne kosti, leukaferezom periferne krvi nakon primjene
faktora stimulacije rasta granulocita ili iz krvi pupkovine prikupljene neposredno nakon
rodenja. Provodila su se brojna klinicka istrazivanja koja su usporedivala ucinkovitost
navedenih izvora krvotvornih stanica s opre¢nim rezultatima (41). U klini¢kim studijama je
ustanovljeno da transplantat prikupljen iz periferne krvi ima brzi hematoloski oporavak, veci
broj stanica T i vecu incidenciju bolest presatka protiv primatelja (eng. graft-versus-host
disease, GvHD) (42,43). Danas se periferna krv ce$ée koristi prilikom transplantacije
krvotvornih mati¢nih stanica radi tehnicki jednostavnije izvedbe i potencijalnog jaceg GvL
u¢inka zbog veceg broja stanica T, dok se nasuprot tome aspiracija kosStane srzi opcenito

preferira u lijeCenju nemalignih bolesti (41).

Transplantacija krvotovornih mati¢nih stanica provodi se intravenski kroz centralni venski
kateter nakon kondicioniranja i primljene profilakse protiv niza infektivnih i neinfektivnih
komplikacija. Potom se provjerava krvna slika na dnevnoj bazi te se utvrduje prihvacanje nakon
Sto u tri susljedna dana broj neutrofila iznosi 0,5x10° /L, a to u pravilu zahvaca raspon od 10 do
21 dan. Nakon presadivanja i ako zdravstveno stanje to dopusta, primatelj se otpusta i prati
ambulantno. Bolesnici moraju ponovno primiti glavna cjepiva 6 do 12 mjeseci nakon TKMS
(24).
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Mjerenje kimerizma nakon transplantacije omogucuje definiranje udjela donorskih krvotvornih
stanica u kostanoj srzi primatelja, a izrazava se kao omjer donorskih i primateljevih stanica u
kostanoj srzi. U idealnom slucaju postignut je stopostotni donorski kimerizam S$to znaci da sve
stanice potje¢u od donora. Razlikujemo jo§ prolazni mjesoviti kimerizam koji ve¢inom prelazi
u potpuni donorski kimerizam, stabilni mjeSoviti kimerizam kod kojeg udio primateljevih
stanica ostaje konstantan i progresivni mjeSoviti kod kojeg se postotak primateljevih stanica
poveéava s vremenom. Na kimerizam znacajno utjeCe odabir kemoterapije prilikom

kondicioniranja, pa ¢e kod manje intenzivnih oblika kemoterapije kimerizam biti manji (44).

Ovisno o donoru razlikujemo autolognu i alogeni¢nu transplantaciju. Autologna transplantacija
se temelji na prikupljanju i krioprezervaciji vlastitih mati¢nih stanica te ponovnom infundiranju
istih nakon lijeGenja kemoterapijom sa ili bez radioterapije. Glavna svrha autologne
transplantacije je sprjeCavanje trajne aplazije koStane srzi koja nastaje kao nuspojava
kemoterapije dok glavni antitumorski uéinak potjece od kemoterapije, te opéenito nije valjani
terapijski postupak za AML, no moze se koristiti u slu¢aju prve kompletne remisije u bolesnika

s niskim rizikom od relapsa i dokazanim izostankom MRD-a (45).

Alogeni¢na transplantacija oznacava prikupljanje krvotvornih mati¢nih stanica podudarajuc¢eg
donora i njihovo infundiranje u cirkulaciju domacina s krajnjim ciljem nastanjivanja u kostanoj
srzi. Odabir odgovarajuceg darivatelja je izuzetno bitan korak u predtransplanatacijskoj obradi.
MHC (eng. major histocompatibility complex) je segment ljudskog genoma koji se nalazi na
kratkom kraku kromosoma 6 i lokacija je gena koji u ljudi kodiraju izrazito polimorfne
molekule/antigene HLA (46). Svaka osoba posjeduje 2 seta pojedinih HLA molekula od kojih
svaki set, odnosno haplotip, nasljeduje od jednog roditelja, a HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-
DR i HLA-DQ su najznacajniji lokusi (47). Identi¢ni blizanci posjeduju identi¢ne setove HLA-
molekula §to ih ¢ini idealnim donorima, dok je u slucaju njihova nedostatka HLA identi¢an
sestra ili brat najbolji izbor. U slucaju da ne postoji identi¢an srodnik, u obzir se uzima HLA
haploidenti¢an srodnik ¢ija je prednost dostupnost jer velika vecina primatelja ima
potencijalnog haploidenti¢nog brata ili sestru. U slucaju da nista od navedenog nije moguce,
tada se trazi nesrodan HLA podudaran darivatelj (47). Slabi histokompatibilni antigeni (eng.
minor histocompatibility antigen, MiHA) su za HLA vezane molekule koje se razlikuju u
aminokiselinskom slijedu izmedu donora i primatelja zbog genetskih polimorfizama izvan
lokusa HLA na kromosomu 6 (48). Veéina slabih H-antigena je izraZzena na razli¢itim stanicama

¢ime dodatno utjecu na pojavu GVHD-a. Medutim, postoje slabi H-antigeni izrazeni pretezno
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na malignim stanicama primatelja, a koje mogu prepoznati donorove stanice T u sklopu TKMS

I posredovati reakciju GvL bez stetnog GvHD-a (48).

GVHD je patolosko stanje koje nastaje kada transplantirane stanice darivatelja prepoznaju
stanice domacina kao strane 1 pokrenu imunosnu reakciju koja dovodi do ostecenja brojnih
organskih sustava. Nasuprot, GvL u oboljelih od AML nastaje kada transplantirane stanice
darivatelja prepoznaju maligne stanice te pokrenu imunosnu reakciju koja ih u konac¢nici unisti.
U sustini radi se o dva ista dogadaja sa suprotnim krajnjim ciljevima, jednim kojeg Zelimo
maksimalno izbjeéi, a drugog kojeg zelimo maksimalno potaknuti. Razne imunosne stanice
igraju ulogu u oba dogadaja, poput stanica T, stanica B i stanica NK, no najsnazniji i klinicki
najrelevantniji antileukemijski uc¢inak imaju stanice T koje prepoznaju maligne stanice
primatelja, no nije poznato koji AML-antigeni pokre¢u i odrzavaju zastitni GvL-odgovor
donorskih stanica T (41).

Bolesnici koji su primili transplantat osiromasen stanicama T imaju vi$u incidenciju relapsa $to
pokazuje znacaj donorskih stanica T u borbi protiv leukemijskih stanica. Manja incidencija
relapsa je dokazana u bolesnika koji razviju akutni, kroni¢ni ili akutni i kroni¢ni GVHD u
odnosu na bolesnike koji uopée ne razviju GVHD, §to ukazuje na antileukemijski u¢inak GvHD-

a i njegovu usku povezanost sa GvL-om (49).

Retrospektivna studija izvedena iz odraslih bolesnika koja je pokusSavala utvrditi korelaciju
izmedu GvHD i GvL ucinka u cijelom nizu hematoloskih zlo¢udnih bolesti pokazala je snaznu
povezanost GVHD-a s u¢inkom GvL-a u KML-u i ALL-u, a slabije u AML-u i MDS-u. To
sugerira da se neki mehanizmi GvL-a razlikuju od GvHD-a, §to pruza teoretsku moguénost

razdvajanja ova dva procesa (50).

Zakljuéno, prilikom primjene TKMS-a kao oblika imunoterapije u lijeCenju AML-a,
nepodudarnost u lokusu HLA izmedu davatelja i primatelja dovodi do tri glavna rezultata. Prvo,
do odbacivanja presatka moze doéi kao rezultat imunosnog odgovora domacina, $to je klju¢no
izbjedi jer je prihvacanje nuzno za razvitak GvL ucinka. Drugo, imunosno kompetentne stanice
u presatku mogu negativno reagirati na antigene u zdravim tkivima domacina, §to dovodi do
GvHD-a i moze biti fatalno neovisno o pojavi relapsa. Trece, razvoj GVHD-a i GvL-a snazno
su povezani. Potrebne su strategije za odvajanje tih dvaju uc¢inaka ako se GVHD zeli

minimizirati, a utjecaj GvL-a maksimalizirati (49).
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INFUZIJA DONORSKIH LIMFOCITA

Infuzija donorskih limfocita (eng. donor lymphocyte infusion, DLI) je postupak kojim se
bolesniku infundiraju donorske imunokompetentne stanice koje prepoznaju promijenjene
stanice primatelja i pokre¢u imunosni odgovor s ciljem eliminacije malignih stanica. Glavni
medijatori DLI-a su donorske antigen-predo¢ne stanice (eng. antigen presenting cells, APC),
CD4+ pomagacke stanice T, CD8+ citotoksi¢ne stanice T, Treg i prirodnoubilacke (NK) koje
uzrokuju GvL u¢inak i negativno djeluju na leukemijske stanice. Terapijska je opcija indicirana
nakon provedene transplantacije mati¢nih stanica. Prvi put je primijenjena 1990. u troje
bolesnika u relapsu kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije nakon transplantacije pri ¢emu su svi postigli

kompletnu hematolosku i citogenetsku remisiju (51).

Postupak primjene DLI-a zapocinje leukaferezom periferne krvi donora i prikupljanjem
limfocita, nakon ¢ega se oni infundiraju bolesniku. U tijeku su klini¢ka istrazivanja koja ispituju
modifikaciju cijelog DLI-a u smislu uklanjanja pojedinih tipova stanica ili genetsku
modifikaciju pojedina¢nih stanica, poput stanica CAR-T ili stanica CAR-NK Kkoja bi
omogucavala vecu efikasnost uz manji rizik od nuspojava poput GvHD-a. Klinicka istrazivanja
su pokazala da izuzimanje limfocita T af} ili CD45RA+ limfocita dovodi do manje ucestalost
GvHD-a (52, 53).

DLI se ne bi trebao primjenjivati u prvih Sest mjeseci od TKMS-a zbog visokog rizika od
indukcije GvHD-a, pri ¢emu mogucu ulogu imaju domacinove APC koje se postupno
zamjenjuju donorskim, no u slu¢aju leukemije s vrlo visokim rizikom od relapsa moze se
razmotriti opcija primjene DLI-a ubrzo nakon transplantacije (54). Takoder, DLI se ne bi
trebala primjenjivati ako je doslo do ranog relapsa, aktivnog GvHD-a ili preboljenog teskog

oblika GvHD-a u anamnezi, izrazene citopenije i aktivne infekcije (54).
DLI se koristi za tri razli¢ite namjene: terapijski, profilakticki i preemptivno.

Terapijski se koristi u bolesnika u kojih je dokazan relaps ili progresija osnovne bolesti.
Analizom periferne krvi bolesnika u relapsu nakon TKMS-a pokazala se iscrpljenost CD4+ i
CD8+ stanica T s visokim razinama inhibitornih molekula PD-1 i antigena citotoksi¢nih
limfocita-4 (eng. cytotoxic T lymphocyte antigen-4, CTLA-4). Zbog toga imunosne stanice
imaju smanjenu sposobnost proliferacije i produkcije citokina, a bolesnici koji odgovore na DLI
pokazuju obrat (smanjenje) iscrpljenosti limfocita i oporavak njihove funkcionalne sposobnosti

(54). Bolesnici koji nakon dokazanog relapsa prime kemoterapiju i DLI imaju duze prezivljenje,
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manju incidenciju relapsa i viSu stopu kompletne remisije nego oni koju su primili samo

kemoterapiju (55).

Profilakti¢ka upotreba DLI-a je indicirana u bolesnika koji imaju visoki rizik od relapsa bolesti
nakon transplantacije, kao $to su bolesnici s aktivnom bolesti za vrijeme transplantacije,
nepovoljnom citogenetikom i molekularnim profilom ili bolesnici koji su primili transplantat
osiromasen stanicama T (54). Provedena je retrospektivna analiza ishoda profilakticke primjene
infuzije limfocita u bolesnika s dijagnozom visokorizicne AML i rezultati su usporedeni sa
ishodima kontrolne grupe koju su sacinjavali bolesnici sli¢nih karakteristika, no bez primitka

DLI nakon TKMS te je primijeceno duze prezivljenje u onih koji su primili DLI (56).

Preemptivno se DLI Koristi u slu¢aju prisutnosti mjesovitog kimerizma i postojanja rezidualne
bolesti (54). Retrospektivno su analizirani bolesnici s AML-om od kojih je dio primio DLI
preemptivno zbog dokazanog MRD-a, drugi dio terapijski zbog dokazanog relapsa, dok ostatak
nije primio DLI nego su ukljuéeni u studiju radi usporedbe. Pokazalo se kako su svi bolesnici
koji su preemptivno dobili DLI odgovorili na terapiju i to s visokim jednogodi§njim
prezivljenjem, za razliku od ostale dvije skupine bolesnika ¢ime se zakljucilo da je preemtivni

oblik DLI-a superiornija opcija lijecenja (57).

Zaklju¢no, DL je terapijska opcija indicirana u bolesnika nakon TKMS-a, a moze se primijeniti
za tri namjene: profilakticki u slu€aju visokog rizika od relapsa, preemptivno u slucaju
nepostignutog potpunog kimerizma i postojanja rezidualne bolesti te terapijski u bolesnika u
kojih je dokazan relaps ili progresija osnovne bolesti, a svoje djelovanje ostvaruje prvenstveno
preko GvL ucinka posredovanog stanicama T. Unato¢ Cestoj primjeni DLI-a, njezin potpuni
potencijal jo§ uvijek nije postignut te su brojna klinicka istrazivanja u tijeku s ciljem

optimizacije doze 1 u€inka.
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MONOKLONSKA PROTUTIJELA

Monoklonska protutijela su glikozilirane bjelanc¢evine koje pripadaju obitelji imunoglobulina
(1g). Primjenjeni u svrhu imunoterapije, njihova uloga jest poticanje eliminacije tumorskih
stanica nakon vezanja na ciljni antigen, inhibicija signalnih puteva klju¢nih za njihovu
proliferaciju, privlacenje imunosnih efektorskih stanica ili isporuka kemoterapeutskih lijekova
malignim stanicama (58). Ameri¢ka agencija za hranu i lijekove (eng. Food and Drug
Administration, FDA) je 1997. odobrila Rituximab, prvo monoklonsko protutijelo koristeno u
terapiji B-stani¢cnih neoplazmi koje cilja biljeg CD20 izrazen na veéini normalnih i
neoplasti¢nih stanica B, dok se danas koristi i za niz drugih indikacija od kojih vecinu ¢ine
autoimune bolesti (59). Nepostojanje idealne antigenske mete koja bi mogla potpuno eliminirati
leukemijske stanice, posebice one rezistentne na kemoterapiju, kao i ekstramedularne
nuspojave monoklonskih antitijela zbog izrazaja ciljanih antigena na zdravom tkivu dva su
glavna problema u terapiji monoklonskim protutijelima (60). Do danas su sintetizirani brojni
razli¢iti oblici monoklonskih protutijela od kojih je vecina u tijeku klinic¢kih ispitivanja.
Osnovnu podjelu ¢ine nekonjugirana, konjugirana s toksinima ili radioaktivnom cesticom i

visestruka bispecifi¢na protutijela (60).

NEKONJUGIRANA MONOKLONSKA PROTUTIJELA

Nekonjugirana monoklonska protutijela svoj antileukemijski ucinak ostvaruju potenciranjem
djelovanja adaptivne imunosti putem fagocitoze ovisnoj o protutijelima, stani¢ne
citotoksi¢nosti posredovane komplementom ili stani¢ne citotoksi¢nosti 0visnoj o protutijelima

(eng. antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) (58).

Veéina dosada$njih istrazivanja usmjerena pronalasku idealnog protutijela u terapiji bolesnika
s AML-om temelji se na razvoju anti-CD33 molekule zbog izrazaja biljega CD33 na povrsini
leukemijskih blasta u vecine pedijatrijskih i odraslih bolesnika s AML-om. Nekonjugirana anti-
CD33 protutijela se, do sada, nisu pokazala uspjesnima u klinickim istrazivanjima. Lintuzumab
je nekonjugirano monoklonsko IgG protutijelo usmjereno na CD33 molekulu. U klinickoj
studiji provedenoj 2005. godine na bolesnicima koji su bili u relapsu ili bolovali od primarno
rezistentnog oblika AML-a nije zabiljezeno duZze prezivljenje ili bolji odgovor na terapiju od
onih koji su primali kemoterapiju koja se sastojala od etopozida, citarabina, mitoxantrona i

lintuzumaba te onih koji su primali samo lintuzumab (61). Skoro 10 godina kasnije, isto
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protutijelo ponovno u klini¢kom ispitivanju koje su ¢inili stariji ispitanici s nelijecenim AML-
om nije pokazalo bolje rezultate. Pri tome su svi bolesnici dobivali citarabin, dio i lintuzumab,
a ostatak placebo. Medijan prezivljenja bio je ¢ak neznatno visi u skupini koja je dobivala
placebo, a nuspojave povezane s infuzijom bile su znacajno vise u skupini koja je dobivala i
lintuzumab (62). B1836858 je nekonjugirano monoklonsko protutijelo humanog podrijetla kod
kojeg su zamijenjene dvije aminokiseline u Fc-regiji sto omogucuje vezanje ve¢im afinitetom
za FcyRlIlla receptor na stanicama NK, a time i sporiju internalizaciju i dulje izrazenu ADCC-
reakciju usmjerenu prema CD33 pozitivnim blastima. Analozi nukleozida, poput decitabina,
pojacavaju anitumorska svojstva BI836858 in vitro povecanjem izrazaja liganda na blastim za
aktivirajuci receptor prirodno ubilacke grupe 2D (eng. natural Killer group 2D, NKG2D) i time

pozitivno djeluje na ADCC posredovanu stanicama NK (63).

Cusatuzumab je monoklonsko protutijelo usmjereno na CD70, ligand ¢imbenika tumorske
nekroze, a sprjecava njegovo vezanje za CD27 receptor §to bi izazvalo samoobnovu LSC-a.
Pokusi in vitro i na Zzivotinjskim modelima smanjio je broj LSC-a potaknuvs$i njihovu
proliferaciju. Takoder, hipometiliraju¢i agensi pojacavaju izrazaj CD70 na povrsini LSC ¢ime

djeluju sinergisti¢ki s cusatuzumabom kada se primjenjuju zajedno (64).

Talacotuzumab je protutijelo usmjereno na biljeg CD123, odnosno a-lanac receptora za
interleukin-3 koji je prekomjerno izrazen na LSC i na leukemijskim blastima. U klini¢koj studiji
koja je ukljucila starije bolesnike s AML-om neprikladne za intenzivnu kemoterapiju pokazalo
se da skupina koja je dobivala kombinaciju decitabina i talacotuzumaba ima neznatno veci
postotak postizanja kompletne remisije, dok je medijan prezivljenja bio vec¢i u skupini onih koji

su primali samo decitabin (65).

KONJUGIRANA MONOKLONSKA PROTUTIJELA

Konjugirana monoklonska protutijela su dizajnirana terapija sastavljena od specificnog
protutijela kombiniranog sa kemoterapeutskom ili radioaktivnom tvari koje se internaliziraju
nakon vezanja za ciljni antigen te se potom u lizosomima odvajaju od konjugata oslobadajuci
citotoksi¢nu tvar odgovornu za stani¢nu smrt. Posebno su djelotvorni buduéi da povecavaju
protutumorsku ucinkovitost citotoksicnih lijekova ciljajuci specificne tumorske mete, dok
istovremeno smanjuju sistemsku izlozenost i toksi¢nost (66).

Gemtuzumab ozogamicin (GO) je humanizirano misje monoklonsko protutijelo kombinirano

s derivatom citotoksi¢nog antibiotika kaliheamicina. Usmjereno je na molekulu CD33 izrazenu
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na blastima i na zdravim mijeloidnim stanicama zbog ¢ega njegova primjena dovodi u bolesnika

do duboke i produljene neutropenije i trombocitopenije. Stoga u bolesnika postoji visoki rizik

za nastanak infekcija pa je stoga indicirana profilaksa protiv raznih infektivnih bolesti (15).

FDA ga je odobrila 2000. godine za primjenu u bolesnika starijih od 60 godina koji nisu

kandidati za intenzivnu kemoterapiju (67). Lo§ sigurnosni profil uz brojne nuspojave i slaba

ucinkovitost doveli su do povlacenja lijeka s trzista. Od tada se provode brojne studije s ciljem

optimizacije doze i postizanja povoljnog klinickog ucinka. Klju¢nom se pokazala studija koja

je dokazala da dodatak nizih frakcioniranih doza GO standardnoj kemoterapiji bolesnicima s

prethodno nelijeCenom de novo AML-om dovodi do boljeg ishoda lijeCenja bez povecanog

rizika od nuspojava, zbog ¢ega je 2017. godine vraéen na trziste (68). U tablici 4 dan je pregled

nekolicine provedenih istrazivanja primjene GO u klinickoj praksi.

Tablica 4. Dio provedenih klinicka ispitivanja s GO

LIJEK DIJAGNOZA DOB BROJ ODGOVOR | REFERENCA
BOLESNIKA | BOLESNIKA
(GOD.))
GO e AML relaps >18 50 CR+CRIi: (69)
+
0,
azacitidin 24%
GO e de novo AML 19-80 66 CR+CRi: (70)
+
Kladribin 87%
+
citarabin
+
mitoksantron
hidroklorid
+
G-CSF
GO e de novo AML > 61 118 superirorniji (71)
VS. rezultati
suportivna terapija lijeenja s
GO
GO e denovo AML 0-29 532 CR: 88% (72)
+
standardna
kemoterapija
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GO e denovo AML djeca 232 smanjenje (73)

+ e AML povezan s MRD-a
standardna terapijom
kemoterapija e AML povezan s

mijelodisplazijom

e MLL
GO e AML s preuredbom djeca 215 znacajno (74)
+ KMT2A produljeno
standardna vrijeme bez
kemoterapija relapsa

Vadastuximab talirin je kimericno (mis/Covjek) anti-CD33 protutijelo konjugirano s
pirolobenzodiazepinskim dimerima. Pokazalo je klini¢ku aktivnost kao monoterapija i u
kombinaciji s hipometiliraju¢im lijekovima, no sa znacajnom hematoloSkom toksi¢noscu
(75,76). Daljnja klini¢ka ispitivanja su prekinuta zbog produljenog vremena potrebnog za

oporavak neutrofila i povec¢anog smrtnog ishoda od infekcija (66).

IMGNG632 je konjugat anti-CD123 protutijela i DNK-alkilirajueg citotoksi¢nog spoja. Kao
monoterapija pokazao je odgovor u obliku kompletne i djelomicne remisije u tre¢ini ispitivanih
bolesnika u klini¢koj studiji koja je ukljucila bolesnike u relapsu ili oboljele od refraktorne
AML bez znacajnijih nuspojava, ali i u drugoj klini¢koj studiji u kombinaciji s azacitidinom i
venetoklaksom kao dio trojne terapije u starijih bolesnika i onih koji nisu kandidati za

intenzivnu kemoterapiju (77,78).

Tagraxofusp (SL-401) je spoj humanog interleukina 3 i dijelova difterijskog toksina s
citotoksi¢nim djelovanjem, a meta su mu stanice koje izrazavaju biljeg CD123 koji je
podjedinica receptora za interleukin 3. Radi se dakle, o fuzijskoj bjelanc¢evini (nije protutijelo)
koju je FDA odobrila za lije¢enje neoplazmi plazmacitodnih dendriti¢nih stanica. Pokazao se
ucinkovitim u lije¢enju AML-a, de novo i relapsa, ali i MDS-a u kombinaciji s azacitidinom, sa
ili bez venetoklaksa (79).

SGN-123A je monoklonsko protutijelo konjugirano sa pirolobenzodiazepinom, molekulom
koja svoje protutumorsko djelovanje temelji na umetanju u utore dvostruke uzvojnice DNK sto

aktivira odgovor stanice na oste¢enje DNK, uzrokuje promjene u stanicnom ciklusu i konacno
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vodi u apoptozu malignu stanicu. In vitro i in vivo je pokazao snaznu antileukemijsku aktivnost,

¢ak i prema blastima s nepovoljnim citogenetskim profilom (80).

CLTO030 je protutijelo usmjereno na molekulu nalik lektinu tipa C (eng. C-type lectin-like
molecule 1,CLL-1) koja je izrazena na brojnim LSC i blastima, ali ne i na zdravim Krvotvornim
stanicama $§to omogucuje antileukemijski ucinak bez osteéenja zdravog tkiva. Protutijelo je
kovalentno vezano za supstancu toksi¢nu za DNK (D211, izokinolidin-benzodiazepine, 1QB)
koju otpusta tek nakon internalizacije i razgradnje u lizosomima blasta. In vitro inhibira

stvaranje LSC, a in vivo pokazuje supresiju proliferacije malignih stanica (81).

CD45 je glikoprotein s djelovanjem tirozin-fosfataze izrazen na povrSini svih hematopoetskih
stanica s jezgrom i njihovih prekursora te ima regulatornu ulogu u proliferaciji, mitozi i
diferencijaciji stanice (82). 1311-anti-CD45 protutijelo je testirano u klini¢koj studiji u starijih
bolesnika s uznapredovalim AML-om zajedno s kondicioniranjem snizenog intenziteta
fludarabinom i zracenjem prije transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica. Svi su bolesnici
postigli kompletnu remisiju prije transplantacije (83). Sli¢na studija je koristila anti-CD45
protutijelo konjugirano s radioaktivnim itrijem (°°Y), kondicioniranje niskog intenziteta i
zracenje cijelog tijela u starijih bolesnika. Vecina bolesnika je postigla kompletnu remisiju, no
u polovine bolesnika se za manje od dva mjeseca razvio relaps bolesti (84). Primjena 3!
zahtjeva izolaciju bolesnika za razliku od primjene *°Y $to znacajno narusava kvalitetu Zivota

bolesnika lijecenih radioaktivnim jodom (82).

BISPECIFICNA PROTUTIJELA

Bispecifi¢na protutijela se simultano jednim svojim dijelom vezu za tumorsku stanicu, a drugim
za signalnu molekulu CD3 karakteristicnu za stanice T dovode¢i do privlacenja tumorske
stanice i stanice T s posljedi¢nom aktivacijom i razaranjem ciljne stanice. Na taj se nacin poticu
bolesnikove stanice T na imunosnu reakciju bez potrebe za njihovom izolacijom i genskom
modifikacijom za razliku od terapije stanicama CAR-T i stanicama NK (60). Bispecifi¢na
protutijela imaju niz prednosti u odnosu na nekonjugirana monoklonska protutijela i konjugate
protutijela i lijeka. Osim §to mogu prepoznavati i vezati se istovremeno na dva razliita
antigena, ne zahtijevaju internalizaciju za razliku od konjugata lijeka i protutijela sto im

omogucuje ciljanje raznolikijih antigena.
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Sintetizirani su razli¢iti sklopovi bispecifi¢nih protutijela, a u klini¢kim istrazivanjima Koriste
se BITEs (eng. bispecific T-cell engagers), BIKEs (eng. bispecific killer-cell engagers), TriKe
(eng. trispecific killer cell engager), DARTs (eng. dual-affinity retargeting antibodies) i
TandAbs (eng. tandem diabodies) (60). Protutijelo BIiTE sastoji se od dva jednolan¢ana
varijabilna fragmenta protutijela specificnih za odredene antigene povezana polipeptidnom
vezom, a razlikuje se od protutijela BiKE po vezanju za ciljnu efektorsku stanicu koja nije
stanica T kao u prvom slucaju, ve¢ CD16 stanica NK. Protutijela DART i TandAbs su vrlo

sli¢ni protutijelima BIiTE, s razlikom u na¢inu vezanja varijabilnih fragmenata (60).

povezane
varijabilne

regije

teskog i cD3 |
lakog lanca

e ee

1gG imunoglobulin BiTE

0000 o 9
p A o X
LEGENDA: TandAbs DART

Fab

AML BLAST

varijabilne varijabilne
regije regije
teskih lanaca lakih lanaca

” y spajac

Slika 4. Vrste bispecifi¢nih protutijela i na¢in njihovog djelovanja. Prevedeno i preuzeto iz Guy i sur.,

2018.

Postoji nekoliko bispecifi¢nih protutijela koja su jednim svojim krajem specificna za CD33, a
drugim za CD3. AMG330 je protutijelo BITE koje je in vitro na uzorcima prikupljenih od
bolesnika s AML-om i in vivo na zivotinjskim modelima pokazalo znadajnu inhibiciju
tumorskog rasta, dok je u klini¢kom ispitivanju pokazao slabiji uspjeh zbog ¢ega su sva klinicka
istrazivanja zaustavljena (86,87). AMV564 je protutijelo tipa TandAbs koje se zbog svoje
molekularne mase teze izluCuje bubrezima i posljedi¢no se dulje zadrzava u tijelu te mu je
poluvijek dulji. Pokazao je aktivnost u kombinaciji sa anti-PD1 inhibitorima u pretklini¢kim
istrazivanjima na mi§jem modelu AML-a, ali i u klini¢kom istrazivanju u bolesnika u relapsu i
s refraktornom AML (88,89).

Flotetuzumab je protutijelo tipa DART specifi¢éno za CD3 i CD123, a pokazalo je poseban

uspjeh u klinickoj studiji koja je obuhvacala bolesnike s p53 mutacijom koja je prediktor lose
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prognoze (90). Vibecotamab i APVO436, koji se takoder vezu na CD3 i CD123, pokazali su
uspjesan odgovor u bolesnika u relapsu i s refraktornom AML (91,92). SPM-2 je protutijelo
koje ima vezno mjesto za tri mete: CD33, CD123 i CD16. Blasti skoro svih bolesnika s AML-
om izrazavaju barem jednu od CD33 ili CD123 molekula na svojoj povrsini, $to znaci da je
SPM-2 protutijelo primjenjivo u skoro svih bolesnika s AML-om. Vezanjem SPM-2 protutijela
na svoju tre¢u metu, Fc-receptor CD16 izrazenu na stanicama NK poti¢e se ADCC. In vitro
istrazivanje na uzorcima oboljelih od AML-a pokazalo je obecavajuce rezultate u eliminaciji

blasta, ali i LSC-a (93).

Od ostalih bispecifi¢nih protutijela koji se jednim svojim krajem vezu na CD3 molekulu
razvijaju se i MCLA-117 koji cilja CLEC12A, HMBDO004 koji se veze na CD47 i protutijela
koja ciljaju WB1. CLEC12A antigen je izrazen na blastima i LSC-u u visokom postotku
oboljelih od AML, ali ne i na zdravim prethodni¢kim krvotvornim stanicama. MCLA-117 se
pokazao uspjesnim U pretklinickim in vitro studijama na uzorcima kosStane srzi oboljelih od
AML u usmjerivanju stanica T k ubijanju tumorskih stanica i LSC-a stedec¢i pri tome zdravu
kostanu srz i njezin potencijal obnove (94). AMG 427 je BIiTE specifican za FLT3 i CD3.
Pokazao je dobre rezultate u pretklinickim ispitivanjima in vitro te na majmunskim i misjim
modelima in vivo, posebice uz blokadu PD-1 receptora jer se primijetio njihov pojacani izrazaj
nakon pocetka terapije (95). U pretklini¢kom istrazivanju dokazana je i u¢inkovitost in vitro i
na mi$jim modelima BiTE protutijela usmjerenog protiv unutarstani¢cnog WB-1 izrazenog u
sklopu HLA moleukla na povrsini AML blasta (96).

Zakljucno, trenutno su u tijeku klinicka ispitivanja velikog broja razli€itih monoklonskih
protutijela u lijeCenju AML-a. Pripravci kojima se utvrduje u¢inkovitost su nekonjugirana
monoklonska protutijela, monoklonska protutijela konjugirana s citotoksi¢énim lijekovima i
bispecifi¢na protutijela. Idealni antigen i savrSeno konstruirano protutijelo koje bi u kombinaciji
osiguravalo dugotrajnu remisiju i samim time izljecenje jo$ uvijek nije identificirano. GO je
najcesc¢e istrazivano monoklonsko protutijelo koje se najvise priblizilo navedenom cilju te se
danas redovito koristi, no potrebna su daljnja istrazivanja radi unaprijedena ishoda lijecenja

oboljelih od AML.

28



BLOKADA KONTROLNIH TOCAKA

Imunosne kontrolne to¢ke su negativni regulatori imunosnog sustava, suprimiraju aktivnost
stanica T i time dokidaju aktivnost imunosnog sustava §to ih ¢ini bitnim sudionikom fizioloskih
mehanizama koji sprjeCavaju autoreaktivnost, ali i uniStenje tumorskih stanica. Inhibitori
kontrolnih tocaka (eng. checkpoint inhibitors) inhibiraju inhibitorni signal ¢ime se postize
aktivacija imunosnog sustava i, u teoriji, predstavljaju u¢inkovitu terapijsku opciju u lije¢enju
AML-a.

Kontakt stanica T s antigenima u sklopu MHC kompleksa na APC osigurava specifi¢nost
njihovog odgovora, no njihova potpuna aktivacija zahtjeva vise od jednog stimulacijskog
signala. Potreban je dodatni poticaj (kostimulacija) u obliku vezanja B7-1 (CD80) i B7-2
(CD86) na APC s CD28 molekulama na stanicama T, a taj tzv. drugi signal omogucuje njihovu
proliferaciju, povecanje energetskog metabolizma i poveéanu proizvodnju ¢imbenika rasta

poput interleukina-2 (97).

Hipometiliraju¢i lijekovi, poput azacitidina 1 decitabina, standard su u lijecenju brojnih
hematoloskih neoplazmi. Dokazan je veci izrazaj CTLA-4, PD-1, PDL-1 i PDL-2 na CD34
stanicama izoliranih iz oboljelih od MDS-a, AML-a i mijelomonocitne leukemije te lijecenih
hipometiliraju¢im lijekovima $to bi mogao biti jedan od na¢ina pomocu kojeg se leukemijske
stanice odrzavaju u organizmu unato¢ intenzivnom lijecenju. Stoga se moze zakljuciti da bi
kombinirana primjena hipometilirajuc¢ih lijekova i inhibitora imunosnih tocaka mogla biti

posebno korisna (98).

CTLA-4, odnosno CD152, proteinski je receptor koji se nalazi na povr§ini CD4+ i CD8+
stanica T. On je homolog molekule CD28, ali s potpuno suprotnom ulogom. Njegova uloga je
prvenstveno inhibitorna, buduci da suprimira aktivnost stanica T i smanjuje imunosni odgovor
vezanjem na ligand B7. Njegov izrazaj je reguliran stupnjem aktivnosti stanica T i citokinima
kao $to su IL-2 i IFN-y (97). Izrazaj molekula CTLA-4 na povrsini Stanica T u stanju mirovanja
je vrlo niska, a povecava se nakon njihove aktivacije (99). Pokazalo se da B7-1 ima ve¢i afinitet
za vezanje CTLA-4 u odnosu na CD28, dok B7-2 ne pokazuje toliku razliku (100). U naivnim
stanicama T CTLA-4 se uglavnom nalazi intracelularno. Nakon poticaja dolazi do porasta
unutarstani¢ne koncentracije kalcija i egzocitoze vezikula koje sadrzavaju CTLA-4 te njihov

smjeStaj na povrSini stanica T (101). Za razliku od efektorskih stanica T, na povrsini
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regulacijskih stanica T postoji konstitutivni izrazaj CTLA-4 ¢ije vezanje za ligand potice
aktivnost regulacijskih stanica T, a to je klju¢no za toleranciju na vlastito i sprjecavanje raznih
autoimunih bolesti (102). Monoklonsko protutijelo ipilimumab, predstavnik CTLA-4
inhibitora, pokazao je slabu klini¢ku aktivnost u bolesnika u relapsu i s refraktornom AML
(103). S druge strane, dodatak decitabina ipilimumabu daje bolje rezultate u postizanju remisije
u tih bolesnika, kao i bolesnika s refraktornim MDS-om. Zanimljivo, usporedujuci dvije
skupine bolesnika uoc¢eno je da bolji klinicki odgovor na kombiniranu terapiju decitabinom i
ipilimumabom postoji i u onih koji nisu primili TKMS, §to upu¢ujuéi na moguce nepostojanje

potrebe za TKMS prije koriStenja navedene kombinacije (104).

PD-1 je inhibitorni protein izrazen na stanicama imunosnog sustava poput stanica T, stanica B
i stanica NK. Veze se na PD-L1 (poznat i kao B7-H1), ligand koji je izraZzen na stanicama
brojnih tkiva, i na PD-L2 (takoder poznat kao B7-H2) koji je viSe ograni¢en na Krvotvorne
stanice. Regulacijom aktivnosti stanica T, odnosno pokretanjem apoptoze specifi¢nih stanica T
I inhibicijom apoptoze regulacijskih stanica T, PD-1 je neophodan za utiSavanje imunosne
reakcije i poticanje tolerancije na vlastito. Vezanje PD-1 inhibira proliferaciju stanica T,
smanjuje stvaranje interferona y (IFN), ¢imbenika nekroze tumora alfa (TNF-a) i interleukina-
2 (105). Jedna od klju¢nih razlika u aktivnosti dva najpoznatija i najistrazenija inhibitora
kontrolnih toc¢aka je to sto CTLA-4 ima bitnu ulogu tijekom rane indukcije imunosne tolerancije

u sekundarnom limfnom tkivu, dok PD-1 u njezinom odrzavanju u perifernim tkivima (106).

U jednoj od klini¢kih studija anti-PD1 monoklonsko protutijelo nivolumab je kombiniran s
idarubicinom i citarabinom u bolesnika s de novo AML-om i MDS-om visokog rizika kako bi
se procijenila u¢inkovitost nivolumaba kao prve terapijske opcije te su pokazani obecavajuéi
rezultati. Duljina prezivljenja u bolesnika u kojih je nakon postizanja remisije u¢injena TKMS
i onih koji su nakon postizanja remisije nastavili dobivati kombinaciju idarubicina, citarabina i
nivolumaba bez TKMS je bila otprilike jednaka Sto potencijalno upucuje na obnovu
antileukemijskog u¢inka imunosnog sustava od strane nivoulmaba (107). Takoder, nivolumab
je testiran u klinickoj studiji i kao terapija odrzavanja u bolesnika s visokorizicnom AML.
Pokazao je relativno slabo produljenje trajanja remisije, ali ipak kao dobra terapijska opcija u
bolesnika koji nisu kandidati za TKMS (108). Kombinacija nivolumaba (PD-1 inhibitor) i
azacitidina je pokazala obecavajuce rezultate u klinickoj studiji u bolesnika u relapsu i s
refraktornom AML. Takoder, utvrden je poveéani izrazaj CTLA-4 na CD4+ i CD8+ stanicama

T u bolesnika koji nisu odgovorili na terapiju u usporedbi s onima koji su odgovorili, $to
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sugerira prekomjerni izrazaj CTLA-4 kao potencijalni mehanizam otpornosti na blokadu PD-1
(109). Navedeno je potaknulo iste autore da organiziraju novu kohortu bolesnika po istim
kriterijima kao i u prethodnom istrazivanju, koji su uz dvojnu terapiju dodatno primali i
ipilimumab, CTLA-4 inhibitor. Pokazalo se da trojna terapija ima bolji odgovor od kombinacije

azacitidina i nivolumaba (110).

U drugoj klini¢koj studiji procijenjena je ucinkovitost pembrolizumaba (takoder anti-PD-1
protutijela) u kombinaciji s azacitidinom i s decitabinom. Obje kombinacije su pokazale slican
medijan prezivljenja i sigurnost uz dobru podnosljivost u relapsu i refraktornoj AML, dok je
klinicka aktivnost kombinacije s azacitidinom posebno istan¢ana U novodijagnosticiranih
starijih bolesnika (111,112). Takoder, ispitana je ucinkovitost blokade imunosnih kontrolnih
to¢aka s pembrolizumabom nakon intenzivne kemoterapije. Utvrdena je podnosljivost i
ohrabrujuc¢a klinicka aktivnost pembrolizumaba nakon visokih doza citarabina osobito u
refraktornoj AML i kod bolesnika koji su primili navedeno lijeCenje kao prvu terapiju
spasavanja (113). Retrospektivno je usporedena duljina prezivljenja u bolesnika koji su nakon
indukcije citarabinom primali pembrolizumab i potom pristupili TKMS te onih bolesnika koji
nisu primali pembrolizumab prije TKMS. Jednogodisnje preZivljenje je bilo sli¢no u obje
ispitivane skupine, dok je smrtnost u prvih 100 dana bila nesto vi$a u skupini koja nije primala

pembrolizumab (114).

Spartalizumab je jos jedno monoklonsko protutijelo koje se veze na PD-1 i trenutno je u fazi

klinickog ispitivanja.

PD-L1 inhibitori do danas nisu pokazali klinicku aktivnost u lije¢enju AML-a. Klini¢ka studija
koja je usporedivala uc¢inak kombinacije azacitidina i durvalumaba (PD-L1 inhibitor) i u¢inak
terapije samo azacitidinom u bolesnika s AML-om nije pokazala znacajnu razlike u odgovoru

i prezivljenju (115).

CD47 je kontrolna tocka karakteristicna za makrofage. Vezanje s receptorom SIRPa izrazenim
na fagocitima inhibira njihovu funkciju te je pretpostavka da poveéani izrazaj CD47 u zlo¢udnih
bolesti pozitivno utjeCe na Sirenje i razvoj tumora. Magrolimab je humanizirano 1gG4 anti-
CDA47 protutijelo. Bolesnici s dijagnozom AML-a i MSD-a koji su lije¢eni kombinacijom
magrolimaba i azacitidina u klinickom ispitivanju pokazali su dobar odgovor na terapiju, a

posebice u eliminaciji LSC. Takoder, izuzetno dobar odgovor je postignut u bolesnika s
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mutacijom TP53 i time loSom prognozom (116). LijeCenje trojnom terapijom koja se sastoji od
azacitidina, venetoklaksa i magrolimaba u novodijagnosticiranih bolesnika koji nisu kandidati
za intenzivnu kemoterapiju je polucilo odli¢an uspjeh u klini¢koj studiji (117). Evorpacept je
anti-CD47 monoklonsko protutijelo koje se tek pocelo klini¢ki ispitivati, a prvi rezultati
pokazuju anitleukemijski ucéinak kada se primjene u kombinaciji s azacitidinom i
venetoklaksom (118). Lemzoparlimab, takoder CD47-inhibitor se u prvim rezultatima

klini¢ke studije pokazao kao sigurna terapijska opcija (119).

Sabatolimab je humanizirano protutijelo specificno za TIM-3 (eng. T-cell immunoglobulin
and mucin domain 3). TIM-3 predstavlja imunosnu nadzornu to¢ku i izrazavaju ga normalne
krvotvorne i leukemijske stanice. Njegova blokada dovodi do povecane citotoksi¢ne aktivnosti
stanica T, proizvodnje citokina i fagocitoze stanica koje izrazavaju TIM-3, ¢ime se postize
istovremeno direktni antileukemijski u¢inak, ali i modulacija te aktivacija imunosnog sustava
(120). Lijek je pokazao antileukemijski u¢inak u kombinaciji s hipometiliraju¢im lijekovima u

klini¢koj studiji u bolesnika s AML-om i visokorizi¢nim MDS-om (121).

LAG3 (eng. lymphocyte activating 3) je imunosna nadzorna tocka prisutna na povrsini stanica
T i stanica NK te se u fizioloskim uvjetima njegov izrazaj na povr$ini stanica T povecava s
duljinom trajanja njihove stimulacije. Trajna aktivacija stanica T u okruZenju kroni¢ne upale ili
tumorskom okruzenju rezultira trajnim izrazajem LAG3 molekula na stanicama T Sto rezultira
njihovom disfunkcijom (122). Relatlimab, monoklonsko protutijelo koje cilja LAG3

molekulu, trenutno je u fazi klini¢kog istraZivanja.

U zakljucku, inhibitori kontrolnih to¢aka su skupina lijekova koji se aktivno klinicki istrazuju
u lije¢enju oboljelih od AML-a, a temelje se na inhibiciji inhibitornih signala koji su fizioloski
nacin borbe protiv prekomjernog upalnog odgovora. CTLA-4 inhibitori (ipilimumab) i PD-1
inhibitori (nivolumab, pembrolizumab, spartalizumab) su najcesée istrazivani u ovoj skupini
lijekova, dok PD-L1 (durvalumab) do sad nije pokazao klinicku Koristi. Od ostalih se aktivno
istrazuju  CD47-inhibitori (magrolibom, evorpacept i lemzoparlimab), TIM-3 inhibitor
(sabatolimab) i LAG3 inhibitor (relatlimab), a dosadasnji rezultati su pruzili nadu u nastavak

ispitivanja.
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STANICNA TERAPIJA

STANICE CAR-T

Stanice T su klju¢ uniStenja premalignih i malignih stanica tijekom stani¢no posredovanih
imunosnih odgovora, a njihova smanjena funkcionalnost pogoduje malignoj proliferaciji.
Terapija stanicama CAR-T oznac¢ava opciju lijeCenja u kojoj se koriste stanice T obogaéene
sintetskim receptorom specificnim za odredeni antigen, a cilj im je doskociti problemu
smanjene reaktivnosti bolesnikova imunosnog sustava i posljedicnom smanjenom
prepoznavanju tumorskih antigena (123). FDA je trenutno odobrila upotrebu Sest CAR-T
terapija, uglavnom u bolesnika oboljelih od multiplog mijeloma i B-stani¢nih limfoma, dok je

u kontekstu lijeCenja AML-a primjena stanica CAR-T jo$ u svom zacetku.

CAR su sintetski receptori sastavljeni od 4 glavne komponente: izvanstani¢nog dijela koji veZe
specifiCan antigen, zglobne regije, transmembranskog dijela i unutarstani¢nog signalnog dijela.
Svrha im je pokrenuti stanice T da identificiraju i uniSte odredene stanice koje prekomjerno

izrazavaju odredeni antigen (123).

Postupak se sastoji od prikupljanja pacijentovih bolesnikovih vlastitih stanica T iz krvi i njihove
genetske modifikacije koja dovodi do izraZaja sintetskog receptora na povrsini koji je zasluzan
za prepoznavanje TAA. Nakon $to se umnoze u stani¢noj kulturi in vitro do veli¢ine od nekoliko
milijardi, stanice CAR-T se ubrizgavaju natrag u krvotok bolesnika pa se na taj nacéin
omogucava imunosnom sustavu bolesnika prepoznavanje i uniStenje tumorskih stanica. TAA
prekomjerno izrazeni na tumorima takoder imaju, doduse znacajno nizi izrazaj i na zdravim
stanicama te je kao rezultat toga primjena stanica CAR-T ograni¢ena rizikom od toksi¢nosti
(124).

U nekih bolesnika dolazi do znac¢ajnih nuspojava, uklju¢ujuci simptome sindroma otpustanja
citokina s vru¢icom, hipotenzijom, promijenjenim mentalnim stanjem i konvulzijama, dok neki

od pacijenata zahtijevaju intenzivnu njegu (123).

U tijeku su brojna pretklinicka 1 klinic¢ka istrazivanja kojima je cilj utvrditi idealan antigen za
terapiju stanicama CAR-T. Mutacija u genu za FLT3 je jedna od naj¢es¢ih mutacija u bolesnika
s AML-om, a uz to je povezana i s loSom prognozom. FLT3, odnosno CD135, tirozinska je
kinaza izrazena na brojnim blastima oboljelih od AML. Stanice CAR-T specifiéne za FLT3
pokazale su obecavajuce rezultate na leukemijskim stanicama in vitro i na mi§jem modelu s
kseongraftom in vivo (125). U pretklini¢kim istrazivanjima stanice CAR-T usmjerene na CD33
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antigen su se pokazale uspjeSnima na leukemijskim stanicama in vitro, ali i na AML
ksenograftu (126). B7-H3 tumorski je antigen koji se, osim u AML, nalazi u raznim tumorima,
no vrlo malo ili uopce nije izrazen na zdravim tkivima. To je koreceptor je koji pripada obitelji
B7 kostimulacijskih molekula i prisutan je na blastima u znac¢ajnom broju bolesnika s AML-
om. Stanice CAR-T usmjerene na ovaj antigen pokazale su kontrolu tumorskog rasta in vitro i

in vivo na misjem modelu (127).

Stanice CAR-T usmjerene protiv folatnog receptora 3, stanice CAR-T koje se vezu na peptide
predoc¢ene u kontekstu HLA-molekula podrijetlom od unutarstani¢nog onkoproteina WT1,
stanice CAR-T koje ciljaju CD70 molekule prisutne na veéini blasta u bolesnika s AML-om sa
slabim izrazajem na normalnom tkivu, kao i stanice CAR-T usmjerene protiv CD7 moleukule
izrazene na blastima i malignim progenitorskim stanicama takoder su pokazale ohrabrujuce
rezultate u kulturi leukemijskih stanica in vitro i u humaniziranim misjim modelima kseongrafta
in vivo (128-131).

CD38 je antigen izrazen u dijela oboljelih od AML, a u klini¢kom okruzenju anti-CD38 stanice
CAR-T su pokazale uspjeh u bolesnika u relapsu AML-a nakon TKMS (132).

CLL-1 (engl. C-type lectin-like molecule-1) je izrazen na povrSini stanica oboljelih od AML-a
i na zdravim granulocitima. Anti-CLL-1 CAR-T stani¢na terapija je pokazala pozitivan u¢inak
I podnosljivu sigurnost u klini¢kom ispitivanju u bolesnika u relapsu i s refraktornim AML-

om. TKMS mogla bi sprijeciti dugotrajnu agranulocitozu uzrokovanu blokadom CLL-1 (133).

Trenutno je u tijeku preko stotinu klinickih ispitivanja stanica CAR-T. Unato¢ razvoju svih
navedenih stanica CAR-T i njihovom potencijalu u klinickom okruzenju, niti ijedan pripravak
nije pokazao zna¢ajan uspjeh u lijeCenju AML-a, ponajvise zbog nuspojava poput sindroma
otpustanja citokina i GvHD-a te bi stoga stanice CAR-NK mogle potencijalno biti terapija

izbora zbog bolje kontrole bolesti i manje toksi¢nosti (1).
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Slika 5. Primjena stanica CAR-T. Prevedeno i preuzeto iz National cancer institute.

STANICE NK

Stanice NK cine otprilike 10% cirkuliraju¢ih limfocita u ljudi. Za razliku od stanica T, njihova
aktivacija nije antigen-specificna veé¢ potaknuta brojnim aktivirajuéim i inhibiraju¢im
receptorima. U fizioloSkim uvjetima, stanice NK cirkuliraju perifernom krvi u latentnom stanju
i ovisno o signalu koji potakne vezanje liganda za receptor, dolazi do inhibicije njihove
aktivnosti u susretu sa zdravim tkivom ¢ime se sprjeCava autodestrukcija ili do njihove
aktivacije u susretu s vlastitim promijenjenim, malignim ili stranim stanicama sto na posljetku
dovode do njihove apoptoze (135). Aktivirane stanice NK djeluju na maligne klonove posredno
i neposredno. Posjeduju direktnu citoliticku aktivnost koju ostvaruju putem degranulacije uz
otpustanje tvari kao Sto su perforini i granzimi, ali i putem molekula poput ¢imbenika tumorske
nekroze koji induciraju apoptozu ciljne stanice, dok s druge strane aktivirane stanice NK
stvaraju brojne citokine koji snazno aktiviraju imunosni sustav i mobiliziraju ostale izvrSne

stanice u borbi protiv tumora (136).

Djelovanje stanica NK trenutno je najcesc¢e vezana uz primjenu monoklonskih protutijela koja
povecéavaju njihovu aktivnost putem ADCC. Lirilumab je monoklonalno protutijelo koje se
veze na jednu vrstu KIR (eng. killer inhibitory receptor) molekula te blokira ovaj inhibitorni

receptor Cime se povecava aktivnost stanica NK u vidu otpusStanja toksi¢nih granula i
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protuupalnih citokina protiv leukemijskih blasta. Lirilumab, monoklonalno anti-KIR protutijelo
nije pokazalo u¢inkovitost u klinickoj studiji kao terapija odrzavanja u starijih bolesnika, a
klinicka studija koja je ispitivala u¢inkovitost kombinacije lirilumaba i azacitidina u lijecenju
relapsa ili refratorne AML je prekinuta zbog slabog klinickog odgovora (137,138). IPH2101,
monoklonsko protutijelo koje se takoder veze na KIR-receptor je u klinickoj studiji pokazalo
da povecava ukupno prezivljenje i prezivljenje bez relapsa uz izostanak znac¢ajnijih nuspojava

u oboljelih od AML u kompletnoj remisiji (139).

Druga opcija vezana uz primjenu stanica NK u terapiji AML-a odnosi se na izolaciju stanica
NK, njihovo proc¢iséavanje i genetsku modifikaciju kako bi izrazavale receptor CAR ili na
stimulaciju citokinima koji uzrokuju njihovu proliferaciju i samim time povecéanje broja
efektorskih stanica NK koje nakon infuzije u bolesnika imaju pojacan citotoksi¢ni, odnosno
GVL ucinak (135). Mogu se koristiti autologne stanice NK ¢ija je izvedba tehnicki jednostavnija
ili alogic¢ne koji pokazuje bolju imunosnu reakciju najvise zbog nepodudarnosti poklapanja u
KIR-ligandima izmedu primatelja i darivatelja (60). U klinickoj studiji nakon TKMS broj
donorskih stanica NK je vrlo brzo rastao, a vec¢ina ih je proizvodila IL-10. Broj stanica NK
pokazao se obrnuto proporcionalnim s incidencijom i stupnjem razvoja GVHD-a, a
pretpostavlja se da u tome klju¢nu ulogu ima IL-10 te navedeno ide u prilog hipotezi da za

razliku od stanica T, stanice NK ne izazivaju GVHD (140).

CAR-NK stanice su varijanta genetski modificiranih stanica NK koje kombiniraju prednosti
CAR-receptora i stanica NK u vidu smanjenja ili odsutnosti sindroma otpustanja citokina i
GvHD-a. Invitro i u misjem modelu CAR-NK anti-CD33 stanice pokazale su antileukemijski
ucinak, dok se u ljudi nije dokazala klinicka aktivnost (141,142).

36



CJEPIVA U AKUTNOJ MIJELOICNOJ LEUKEMIJI

Cijepljenje oznacava postupak unoSenja imunogene tvari u organizam koja aktivira imunosni
sustav i na posljetku dovede do stvaranja specifi¢ne imunosti. U lijeCenju AML-a su definirana

dva pristupa stvaranju antileukemijskih cjepiva.

Prva opcija je upotreba antigena u obliku peptidnih cjepiva. Antigeni koristeni u cjepivima su
Wilmsov tumor 1 (WT1), proteinaza-3 (eng. proteinase-3, PR3), preferirano eksprimirani
antigen melanoma (eng. preferentially expressed antigen of melanoma, PRAME) i receptor za
pokretljivost posredovanu hijaluronskom kiselinom (eng. receptor for hyaluronic acid mediated
motility, RHAMM) (4). Najveci broj klinickih istrazivanja odnosi se na cjepiva temeljena na
antigenu WT1 koji je prekomjerno izrazen u velikom broju bolesnika s AML, a sluzi i kao
prognosticki faktor jer je visi izrazaj povezan s tezim postizanjem kompletne remisije (143). U
jednoj od klini¢kih studija pokazano je da je cjepivo koje sadrzava WT1-antigen uspjelo
potaknuti razvoj specifi¢nih citotoksi¢nih stanica T i znacajno smanjiti tumorske mase u
solidnih tumora, ali i u nekih oboljelih od AML-a smanjiti broj blasta i izrazaj WT1 bez
znacajnijih nuspojava (144). Retrospektivna analiza tri slucaja u kojima su bolesnici nakon
TKMS vise od osam godina dobivali cjepivo temeljeno na WT1-antigenu pokazala je da se
razine WT1 mRNA kao mjera MRD nalaze na nedetektabilnim razinama S$to sugerira
potencijalno potpuno izljecenje navedenom terapijom (145). Peptidno cjepivo temeljeno na
RHAMM antigenu prisutnom na povrsini blasta u velikom postotku ljudi oboljelih od AML
nije polucilo pretjeran uspjeh u klinickoj studiji (146).

Pored peptidnih cjepiva, druga mogucnost je primjena cjepiva s dendriti¢nim stanicama (eng.
dendritic cell, DC) koje su prvi korak u kona¢nom uni$tenju stranih antigena, a djelovanje im
se temelji na predocavanju antigena stanicama T u sklopu MHC i otpustanju citokina koji
privlace i aktiviraju stanice NK (4). Najces¢a primjena navedenih cjepiva je u prevenciji
relapsa u bolesnika s MRD-om, a posebice u bolesnika nepodobnih za intenzivniju terapiju (4).
Mogu biti uzgojene iz bolesnikovih monocita ili leukemijskih stanica. Unato¢ prednosti
dendriticnih stanica uzgojenih iz leukemijskih u konstitutivnom izrazaju TAA, dendriticne
stanica podrijetlom od monocita su uspjesnije u aktivaciji autolognih stanica T specifi¢nih za
leukemiju (147). Primjena dendriticnih stanica podrijetlom od monocita bolesnika zahtjeva
prethodnu obradu kako bi mogle izrazavati TAA 1 potaknuti aktivaciju imunosnog sustava.

Prethodna obrada se temelji na ,,punjenju‘ dendriti¢ne stanice antigenom kojeg ¢e ona kasnije
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preraditi i predociti na svojoj povrsini, a za to postoji vise na¢ina. Elektroporacija mRNA je
tehnika koja se koristi kod stvaranja cjepiva s dendriticnim stanicama koje izrazavaju WT1-
antigen, a temelji se na primjeni elektricnog impulsa koji u¢ini stani¢nu membranu dendriti¢ne
stanice kratkotrajno propusnom i omoguci ulazak mRNA koja se potom prepisuje u protein ¢ije
fragmente na posljetku DC predoc¢i u kontekstu MHC na svojoj povrsini Krajnjim izvrsiteljima,
odnosno stanicama T (148). Klinicka studija koja je testirala primjenu cjepiva sa¢injenog od
autolognih DC fuzioniranih s leukemijskim stanicama u bolesnika u remisiji nakon TKMS
pokazala je odli¢ne rezultate personalizirane primjene cjepiva i ekspanziju stanica T specifi¢nih
za leukemiju (149). Isto tako, klini¢ka studija je pokazala da cijepljenje dendriti¢nim stanicama
modificiranih peptidom WT1 povecava broj specifi¢nih stanica T in vivo u bolesnika, no broj
im se brzo smanjio nakon zavrsetka cijepljenja, dok se na uzorcima istih bolesnika in vitro
primijetilo dulje prezivljenje specifi¢nih stanica T (150). U ovom trenutku je nekolicina
dendriti¢nih cjepiva u procesu klini¢kog testiranja te se aktivno razraduju nove strategije u

upotrebi dendriti¢nih cjepiva u osoba oboljelih od AML.
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Slika 6. Priprava cjepiva temeljenih na dendriti¢nim stanicama. Prevedeno i preuzeto iz van Willigen,
2018.
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ZAKLJUCAK

AML je maligna bolest koju karakterizira nekontrolirana proliferacija malignih blasta s
ogranic¢enim kapacitetom diferencijacije u zrele oblike u perifernoj krvi te kona¢no 1 zahvacanje
kostane srzi. Dobno standardizirana stopa svih oblika leukemija u svijetu je 5,4 na 100 000
ljudi. U vecini slucajeva razlog nastanka genetskih promjena koje dovedu do maligne promjene
normalnih krvotvornih stanica nije jasan. Klini¢ku sliku karakteriziraju simptomi pancitopenije,
odnosno smanjenja broja svih krvnih stanica - eritrocita, leukocita i trombocita. Dijagnostika
AML-a se pocetno temelji na kompletnoj i diferencijalnoj krvnoj slici uz obaveznu aspiraciju
ili biopsiju kostane srzi koja nam omogucéava odredivanje udjela blasta. Prema prijasnjim
definicijama WHO-a, udio od 20 % blasta na razmazu aspirata koStane srzi bio je kriterij za
definiciju AML-a, dok se od 2022. kod odredenih genskih mutacija to vise ne zahtjeva.
Imunofenotipizacija proto¢nom citometrijom i citogenetske analize su slijede¢i neophodni
koraci za odredivanje specificne, odnosno konac¢ne dijagnoze i odabira najoptimalnije terapije.
Imunoterapija se sastoji od potenciranja djelovanja bolesnikova imunosnog sustava u borbi
protiv AML-a ciljanjem raznih antigena, a odabir idealnog je onemogucen raznim naéinima

kojima leukemijski blasti izbjegavaju unistenje.

Lijecenje AML-a zapocinje intenzivnom citotoksi¢nom terapijom U bolesnika ¢ije opce stanje
to dozvoljava, dok se u suprotnom kre¢e s manje intenzivnim protokolima. Za odredene
bolesnike sljedeci terapijski korak je transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica kojoj je cilj
iskorijeniti minimalnu rezidualnu bolest i uvesti bolesnika u dugotrajnu remisiju, a svoje
djelovanje temelji na ucinku presatka protiv primatelja u kojem glavnu ulogu imaju stanice T
koje svojom aktivnos$¢u djeluju negativno na maligne stanice (GvL), ali i na zdrave stanice
primatelja Sto dovodi do bolesti davatelja protiv primatelja (GVHD) ¢ime se znatno narusava
ishod lije¢enja. Infuzija donorskih limfocita (DLI) je pristup ¢ije se djelovanje takoder temelji
na u¢inku GvL, no za razliku od TKMS, bolesniku se infundiraju limfociti periferne krvi
(stanice T i NK) izdvojene postupkom leukafereze iz krvi darivatelja, a moze se koristiti u

terapijske svrhe, profilakticki ili preemptivno.

Terapija AML monoklonskim protutijelima temelji se na primjeni kimeri¢nih/humaniziranih
protutijela specificnih za odredene antigene pri ¢emu se razlikuje nekoliko nacina njihove
primjene. Nekonjugirana monoklonska protutijela svoj antileukemijski u¢inak postizu putem
poticanja adaptivne imunosti - stani¢ne citotoksi¢nosti posredovane komplementom i stani¢ne

citotoksic¢nosti ovisne o protutijelima (ADCC), no ona se do sada u klini¢kim istrazivanjima
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nisu pokazala uspjesna. Konjugirana monoklonska protutijela su spoj specificnog protutijela i
citotoksi¢nog lijeka kojemu je svrha lijek dopremiti izravno do ciljne stanice, a od njih je
najistrazeniji i najkoristeniji gemtuzumab ozogamicin, protutijelo konjugirano s derivatom
citotoksi¢nog antibiotika kalihemaicina koje cilja biljeg CD33 izrazen na blastima u vecine
oboljelih od AML-a.

Prednost bispecifi¢nih protutijela u odnosu na klasi¢na monoklonska protutijela je ta sto se
jednim svoji krajem vezu na ciljni antigen, dok se drugim svojim krajem izravno vezu za
stanice T ¢ime ih snazno aktiviraju i potaknu uniStenje ciljne stanice. Sintetizirani su razli¢iti
oblici bispecifiénih protutijela koji ciljaju razli¢ite antigene te su u tijeku brojna klinicka
ispitivanja.

Imunosne kontrolne tocke poput PD-1 i CTLA-4 nalaze se na povrsini stanica T i sluze za
kontrolu reakcije imunosnog sustava i sprjeCavanje uniStenja zdravog tkiva u fizioloskim
uvjetima. U oboljelih od AML-a se pokazao njihov povecani izrazaj te je to jedan od nacina
pomocu kojeg leukemijske stanice opstaju. Klinicka istraZzivanja su pokazala da blokada
imunosnih to¢aka pozitivno utjece na produljenje prezivljenja oboljelih od AML, posebice ako

se daju u kombinaciji s hipometiliraju¢im lijekovima.

Stani¢na terapija koja se trenutno razvija s ciljem lijeCenja AML-a jesu stanice CAR-T i stanice
NK. Genska preinaka bolesnikovih stanica T u svrhu izrazavanja receptora CAR koji mogu
prepoznati i djelovati na maligne stanice pokazale su se dobrom opcijom u lijeenju AML-a,
ali pretezito u pokusnim uvjetima in vivo i in vitro, dok su brojna klinicka istrazivanja trenutno
u tijeku. Stanice NK u terapiji AML-a mogu se primijeniti na dva na¢ina. Prvi na¢in primjene
oznacava primjenu protutijela koja poticu djelovanje stanica NK inhibirajuci tzv. inhibitorne
KIR-receptore na njihovoj membrani. Drugi nacin je vezan uz izolaciju stanica NK, njihovo
procis¢avanje i gensku modifikaciju kako bi izrazavali npr. receptor CAR ili se stimuliraju
citokinima koji uzrokuju njihovu proliferaciju i samim time poveéanje broja efektorskih stanica
NK. Nakon obrade, stanice NK se infundiraju bolesniku ¢ime je poveéana njihova u¢inkovitost

i u¢inak GvL.

Cjepiva koja se klinicki ispituju u oboljelih od AML-a sastoje se od peptida unesenog u
organizam oboljele osobe ili od prethodno obradenih dendriti¢nih stanica bolesne osobe, a
pokazala su se uspjeSnima u klinickim istrazivanjima te se ocekuje njihovo daljnje

usavrsavanje.
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Zakljucno, lijeCenje AML-a je veliki izazov, a razvijaju se brojne terapijske opcije od kojih
jo$ ni jedna nije pokazala idealne rezultate u postizanju potpunog izlijeCena te je potrebno i

dalje aktivno istrazivanje samog nastanka i mogucénosti izljeCenja ove teske bolesti.
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