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SAZETAK

Regulatorne stanice T su od pocetka ovog tisuéljeca postaleveoma vazna meta istrazivanja.
Regulatorne T stanice poput ostalih T limfocita svoj zivot po€inju u timusu i igraju kljuénu
ulogu u imunosnom odgovoru. Za razliku od ostalih T limfocita koji imaju preteZito efektorno
djelovanje, regulatorne T stanice u pravilu imaju supresivan u¢inak na ukupni imunosni
odgovor. Takav imunosni ucinak postizu na razne molekularne nacine poput direktne
supresije putem citokina, direktnom lizom ciljanih stanica ili u kombinaciji s drugim
stanicama imunosnog sustava i izrazito su vazni za uspostavuautoimunosti, oralne tolerancije,
tolerigeniCnosti, majéinske tolerancije itd. Moguénost tako jake imunosne regulacije je od
izrazite vaznosti u kontekstu tumora, te brojna istrazivanja potvrduju vezu populacija Treg
stanica s uspostavom, rastom i razvojem tumora te Treg stanicama kao vaznom karikom i
potencijalnom metom protutumorskih lijekova. U ovom radu ukratko ¢e biti opisani osnovni
mehanizmi diferencijacije Treg stanica i njihove normalne funkcije, veza izmedu tumora i
Treg stanica te njen znacaj za razvoj tumora, kao 1 primjeri imunoterapija koji potkrijepljuju

tu vezu.
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UuvoD

Medu svim vrstama stanica u imunosnom sustavu vi$ih kraljeznjaka, uklju¢ujuéi i sisavce i
ljude, jednu od najznacdajnih uloga u cijeloj priéi igraju T-limfociti. Uz uobicajeno spominjane
i Cesto istrazivane skupine T-limfocitapoput pomagackih CD4* i ubilackih CD8* limfocita
postoji jo$ nekoliko razreda regulatornih T limfocita, glavna odlika kojih je sazrijevanje u
timusu, medu kojima je jedan, do nedavno zanemarivani, a sada pokazano jedan od
najvaznijih, razred koji bi mogao imati klju¢nu ulogu u potpunom razumjevanja mehanizma
tumorskog preuzimanja kontrole imunosnim sustavom. Razred regulatornih (Treg) limfocita
otkriven je 1970. kao razred T limfocita koji, za razliku od dosadasnjih otkri¢a o pojacavanju
imunosnog odgovora,posjeduju moguénost medureakcije s drugim stanica u okolini na
supresivni, odnosno utidavajué¢i nac¢in!. Ubrzo nakon njihova otkri¢a usljedila su istrazivanja
koja su pronasla neke od karakteristi¢nih biljega Treg limfocita. Biljezi koji su pronadeni za
Treg stanice, u nekoliko godina nakon otkriéa su IL2A i CD252% i zbog njihove
neucinkovitosti u odredivanju to¢nih Treg stani¢nih tipova i nepoklapanja s ostalim otkri¢ima
sam pojam postojanja supresivnih T limfocita je pao u zaborav krajem 80-tih i poéetkom 90-
tih3. Tek nakon otkrica, sada opceprihvacenog biljega Treg limfocita, X-kromosom
povezanog gena Foxp34, dolazi do intenzivnijeg istraZivanja to¢ne funkcije Treg limfocita i
njihove vaZnosti. Ubrzo nakon otkrica selektivnog biljega usljedilo je mnostvo istrazivanja
koja su povezali aktivnosti i funkcije Treg stanica s puno razli¢itih autoimunih bolesti i
poremecaja imunosnog sustava u miseva®, ali takoder s brojnim malignim oboljenjima u ljudi
poput tumora dojki®, gastrointesntalnog sustava’, jetredte tumora jajnika®. Zbog dokazane
vazne uloge Treg stanica u brojnim oboljenjima u ljudi,vazno je prouciti i objasniti mehanizne
djelovanja Treg limfocita u normalnim fizio$kim stanjima kao i u patoloskim uvjetima te

nacina modulacije s Treg limfocitima u borbi protiv tumora.
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REGULATORNE STANICE T

Porijeklo regulatornih stanica T

Siru skupinu regulatornih T limfocita koju objedinjuje isti cilj djelovanja regulacije
imunosnog odgovora ¢ine dva glavna podrazreda Treg limfocita: prirodni (nTreg) i inducirani
(iTreg) limfociti. nTreg limfociti su obiljezeni gore ve¢ spomenutim biljezima od trenutka
krajnje diferencijacije u timusu (CD4+ CD25+ Foxp3+), dok iTreg limfociti pripadaju skupini
CD4+ Foxp3- limfocita obavljaju¢i njihovu konvencionalnu funkciju sve dok ne dode do

indukcije aktivacije Foxp3 gena u perifernom tkivu posredstvom TGF-18 i IL-2. 10

Obje skupine regulatornih T limfocita svoj zivot zapocinju u timusu. U timusu i nTreg i iTreg
stanice moraju ste¢i moguénost razlikovanja tudih i vlastitih antigena predocenih u sklopu
MHC molekula procesom timusne klonalne selekcije. iTreg stanice zbog svoje takozvane
»haivne® prirode, odnosno sli¢nosti sa drugim razredima T limfocita, prolaze uobiajene
dobro istrazene procese selekcije u timusu kao i ostale s istim biljegom (CD4*) obiljezene
stanicel. Proces diferencijacije nTreg stanica je drugaciji od onog ostalih CD4* stanica u
timusu. Istrazivanja su pokazala da je za normalnu diferencijaciju nTreg stanica u timusu

potrebna pravilna, precizno regulirana medureakcija razli¢ih stani¢nih mehanizama.

Prvi od tih mehanizama je sli¢an onome koji je prisutan i u ostalim T limfocitima, put
diferencijacije putem T stani¢nog receptora (engl. T cell receptor; TCR). Prilikom
sazrijevanja nezrelih limfocita u timusu dolazi do selekcije stani¢nih puteva s obzirom na
jacinu ,,signala® odnosno jacinu vezenja TCR-a na endogene peptide predocene u sklopu
MHC sustava. Istrazivanja su pokazala da u nezrelih T limfocita vjerojatnost prezivljavanja
opada s rastom jaCine TCR signala koji stanice dobivaju u svrhu smanjivanja autoreaktivnosti,
odnosno u slucaju prejakoga vezanja nativne nezrele stanice ulaze u apoptozu. U slucaju
nastanka odnosno odredivanja puta diferencijacije nTreg limfocita vaznu ulogu igra
stohasti¢ki na¢in odgovora stanica na jaéinu TCR signala koje primaju, te je to ujedno i njihov
prvi korak u diferencijaciji*t. Kao 3to je ve¢ spomenuto u slu¢aju prejakoga vezanja TCR-a
najvjerojatniji ishod je apopotoza nezrelih limfocita, ali u sluc¢aju srednje jakog vezanja dolazi
do vise mogucih ishoda diferencijacije stanice koji su neovisni i relativno slu¢ajni dogadaji.
Stanice mogu uéi u apoptozu, prezivjeti kao normalni CD4+ limfociti ili pak diferencirati se u

nTreg stanice. Kako bi se dokazalo da upravo jadina vezanja TCR-a igra jednu od glavnih

5|Page



Regulatorne stanice T i njihova veza s tumorima

uloga u primarnoj selekciji puta diferencijacije nTreg limfocita, a ne drugi glavni kandidat za

taj posao, Foxp3 gen, bilo je klju¢no nekoliko istraZivanja:

e istrazivanja u kojemu je konstruiran knock-out Foxp3 gen s insrecijom GFP-a za
istraZivanje procesa selekcije limfocita 12
e istrazivanje u kojem se ispitivala veza jaCine ekspresije FOXp3p gena i jacine vezanja

visoko specificnog TCR liganda u pogledu negativne selekcije 3

U oba slucaja pokazano je kako za prezivljavanje limfocita koji pokazuju srednje jako vezanje
za MHC predocene vlastite antigene nije bitan Foxp3 gen tj. da njegova ekspresija nastupa
nizvodno na putu diferencijacije jer su i ,,knock-out“ i nedostatno izrazeni Foxp3 subjekti bili
imunodeficijenti s tipi¢nim simptomima manjka Treg stani¢nih populacija, ali su im u timusu

nadeni prekursori Treg stanica.

Drugi vazan mehanizam diferencijacije nTreg stanica u timusu je onaj posredovan citokinima,
kljuéni citokin IL-2 i u manjoj mjeri IL-7 i IL-15. Mehanizam djelovanja tih citokina na
regulatorne stanice (kako u timusu i u perifernom tkivu) koristi IL-2RG receptor za prijenos
signala te poticanja daljnje diferencijacije, na nacin ¢iji se to¢ni staniéni putevi jo§ nisu u
potpunosti razrjesili. Glavnu ulogu u stani¢noj signalizaciji po svim istrazivanjima za sada
igra IL-2, te uklananje mogucnosti proizvodnje tog citokina smanjuje populaciju Foxp3
limfocita i do 50%. Kao dodatna potvrda vaznosti citokina u signalizaciji diferencijaciji,
kombinatorno uklanjanje proizvodnje svih citokina povezanih s putem aktivacije regulatornog
puta, te neovisne mutacije IL-2RG u potpunosti unistavaju populaciju regulatornih limfocita u
krvi.141516 Glavni kandidat za poticanje daljnje diferencijacije nTreg stanice u timusu je za
sada STATS protein, koji je pokazan da veze Foxp3 promotor tako pokrecuéi njegovu
transkripciju, te je pokazano da selektivna delecija STAT5 proteina drasticno smanjuje

populacije normalih Treg limfocita u krvi.t’

Nedavna istrazivanja su, uz ove sve gore navedene najvaznije mehanizme diferencijacije i
selekcije Treg stanica, ukazala na vaznost miRNA u selekeiji i diferencijaciji nTreg stanica u
timusu. miRNA su kratki slijedovi prepisane genomske RNA duge do 25pb koje igraju vaznu
ulogu u regulaciji ekspresije razli¢itih gena. Mehanizam uti§avanja ve¢ transkribirane
molekule RNAje pod kontrolom Drosha i DICER proteina kojima miRNA sluzi kao
»havigacija“ do ciljne molekule MRNA na koju miRNA navodi da bi ju utiSala. U misjim
modelima jedinke utiSanih DICER i Drosha proteina za posljedi¢nim gubljenjem moguénosti
posttranskripcijske modifikcaije putem miRNA dolazi do pojave fenotipski istih osobina
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poput onih s Foxp3 ,,knock-out* genom, ali i mutiranje istih proteina u stanicama kojima se
imuni sustav Koristiti za indukciju regulatornih stanica putem citokina iTreg stanica rezultira
istom nedostatnom diferencijacijom stanica u periferiji, $to predstavlja potencijalni

terapeutski znacaj za miRNA bazirane protutumorske lijekove.

lako je najvaznija odlika Treg stani¢nih tipova ekspresija Foxp3 gena i njihova regulacija
imunosnog odgovora na ciljnim mjestima, postoji pitanje jesu li inducirane T regulatorne
stanice i nativne regulatorne stanice dva ista tipa stanica s istim funkcijama ili svaki tip ima
svoj odredeni skup funkcija koje zajedno €ine bitan nacin regulacije imunosnog odgovora.
Razlike u temeljnim mehanizmima ekspresije gena poput CNS1 elementa, razliciti repertoar
TCR-ova!®®3, kao i razli¢it nadin indukcije u periferiji, gdje je induckija iTreg stanica u
periferiji posredovana u velikoj mjeri citokinom TGF-B°koji nije doveden u vezu s
indukcijom nTreg stanica; takoder moguénost induckije iTreg populacija putem reakcije sa
nekim alergenima®®ili stranim peptidima, nasuprot indukcije putem auto-antigena nativnih
regulatornih stanica upucuju na to da su i sami izvr$ni mehanizmi iTreg stanica i nTreg
stanica razli¢iti. Huang i suradnici su tako uspjesno dokazali razli¢iti utjecaj iTreg i nTreg
stanica na tolerogenost u astmati¢nih miseva, gdje su se iTreg stanice pokazale kao uspjesniji
tolerigeni?®. Upravo ta relativna razlika u ja¢ini tolerigeninosti moZe reéi ne§to o samoj
prirodi tih dvaju skupina regulatornih stanica, odnosno da se sami nacini uspostave funkcije i
nacini putem kojih tvore uspje$ni imunosupresivni odgovor razlikuju te da je spektar njihovog

djelovanja veoma §irok.

Funkcije regulatornih stanica T

Normalni fizioloski zivot Treg stanica je netom nakon otkri¢a bio definiran kao primarno
podreden regulaciji autoimunonosti odnosu dokidanju iste. Do sada je daljnim istrazivanjima
potvrdeno 10 funkcija Treg stanica u imunosnom sustavu, a sigurno postoji jo§ mnostvo

neotkrivenih. Tih spomenutih 10 do sada prepoznatih funkcija Treg stanica su:

prevenciji autoimunih bolesti?

supresiji alergija i astme?

indukciji oralne tolerencije?

indukcije majéinske tolerancije na fetus?*

supresija patogen-asocirane imunopatologije®

o g M w N e

supresija odgovora slabo aktiviranih T stanica®®
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7. kontrola jac¢ine odgovora uzrokovana aktivacijom T stanica?’

8. zadtiti simbiotskih bakterija od prepoznavanja i uniStavanja od strane
imunosnog sustava?®

9. regulacija cijelog izvr$nog imunosnog odgovora

10. sprije¢avanje prijekomjerne reakcije aktiviranih T stanica u slu¢aju kada su
aktivirane jakim vezanjem i $ire svoj napadacki ustroj prema onim stanicama

koje imaju ¢ak i sliéne MHC molekule, bez potrebnog prepoznavanja?

Ovakav navedeni §itoki spektar funkcija daje Treg stanicama veliku i nezamjenljivu ulogu u
kontekstu raznih procesa koji su glavni ¢imbenici imunosnog odgovora, a ono $to im
omogucuje regulativnu ulogu u mno$tvu procesa su upravo molekularni alati koje koriste za
regulaciju imunosnog odgovora odnosno za komunikaciju s ostalim stanicama. Budu¢i da su u
zadnjem desetljeéu meta mnogih istrazivanja postale upravo regulatorne stanice T kao i
vaznost njihovog utjecaja na veé¢ gore pokazanim razinama velika je paznja posvecena

razotkrivanju mehanizama koje te stanice koriste da bi obavljale svoju zadacu.

Supresija imunosnog odgovora putem citokina

Najdulje poznati, najbolje istrazen te najvazniji mehanizam supresije imunosnog odgovora
jest mehanizam u kojem Tregstanice koriste protuuplane citokine za obavljanje svojeg
zadatka. Najvazniji protuupalni inhibitorni citokini koji koriste regulatorne stanice su IL-10 i
TGF-B, a u zadnje vrijeme ukazano je i na vaznost do tada zanemarivanog citokina 1L-35 u

cijeloj prici®.

Tako najvise istrazivani i najdulje poznati mehanizam supresije Treg stanica, podaci Koje su
istrazivanja pokazala nisu ba$ jednoglasni. Naprimjer stani¢ni modeli u kojima je sprijecena
proizvodnja i vezanje 1L-10 i TGF-B su pokazali da ta dva citokina nisu nuzno esencijalni za
pravilnu funkciju Treg stanica dok se in vivo istraZivanja ne slazu sa tim rezultatima, tako je,
naprimjer, u misjim modelima astme i alergije pokazano da razvoj poremecaja posredovan
aktivnostima nTreg i iTreg stanica u viskoj razini povezan sa IL-10, ali i s TGF-B, dok je
nasuprot tome drugo istraZivanje pokazalo da se isti fiziolo§ki odgovor moze ostvariti putem
transplantacije IL-10" Treg stanica u inade Treg deficijentne miSeve®, $to moZe dovesti do
zakljucka da su ti citokini, iako u maloj mjeri luceni od strane Treg stanica, u nedovoljnoj
koli¢ini da igraju znacajnu ulogu ve¢ da je porijeklo imunosno djelotvorne koli¢ine od nekih

drugih stanica u okolini aktivnih Treg stanica. Glavni kandidati za te koli¢ine djelotvornih
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citokina su supresorske efektorne stanice T, te se pretpostavlja da su one onda glavni izvor IL-
10 i TGF-p sa svrhom dodatnog utiSavanja imunosnog odgovora. Da je to tako pokazali su
infektivni modeli miseva poput onih injiciranih s Mycobacterium tuberculosis, Leishmania
major i Trichinella spiralis®34% u kojima je 1L-10 imao veliku vaznost na imunosni odgovor,

ali da taj IL-10 nije porijeklom iz Treg stanica.

Kako bi se dodatno zakomplicirala prica regulacije supresije pomocu protuupalnih citokina,
istrazivanje utjecaja 1L-10 proizvedenog od Treg stanica na upalni poremcaj crijeva (engl.
inflammatory bowel disease; IBD) pokazalo je upravo suprotno od prija$njih istraZivanja,
gdje je upravo IL-10 izlucen od strane Treg stanica igrao veliku ulogu u regulaciji imunosnog
odgovora®. Uz to dodatna istraZivanja koja su pokazala vaznost Treg proizvedenog 1L-10 u

regulaciji indukcije majéinske tolerancije na fetus®’

ukazuju na jednu jako Siroku sliku
djelovanja citokina gdje imunosni sustav u razli¢itim situacijama na razli¢ite nacine koristi

proizvodnju protuupalnih citokina za posredovanje imunosnim odgovorom.

Supresija imunosnog odgovora direktnom lizom stanica

Za razliku od regulacije supresije citokinima, u ovom slu¢aju situacije nije toliko zamr$ena. U
ljudi je pokazano da sve CD4* stanice, pa tako i Treg stanice, posjeduju odredenu koli¢inu
citoliticnog granzima A, te da Treg stanice pomocu perforina, granzima A i adhezije
posredovane CD18 proteinom uzrokuju lizu ciljanih stanica®. Takoder je pokazana vaznost
granzima B za izravnu citolitiCku sposobnost Treg stanica U mi§jim modelima. Granzim B je
na primjeru misjih modela pojacano izraZen u Treg stanicama, te je pokazano da Treg stanice

deficijentne u granzimu B imaju drasti¢no smanjenu citotoksi¢nu aktivnost®.

Supresija imunosnog odgovora putem medureakcije s dendritickim stanicama

Uz mehanizme koji direktno djeluju na efektorne stanice T na mjestima imunosnog odgovora,
pokazano je da Treg stanice medureagiraju s lokalnim dendritickim stanicama pruzajuci
dodatnu razinu kontrole imunosnog odgovora. lako je tema te medureakcije izrazito
zanimljiva, istrazivanja koja potvrduju i produbljuju sadasnja saznanja nisu mnogobrojna.
Pokazano je nekoliko bitnih stvari za utvrdivanje veze izmedu dendritickih stanica i Treg
limfocita. Prvenstveno pokazano je postojanje direktnog dodira dendriti¢kih stanica i Treg
stanica, takoder smanjivanje ekspresije CD80 i CD86 u invitro uvjetima u dendtrickim

stanicama kao posljedica djelovanja Treg stanica® te utjecaj Treg na dendtri¢ne stanice putem
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CTLA4 receptora u slu¢aju probavnih upala*'. Posljedica medureakcija CTLA4-CD80/CD86
receptora je IDO (indolamin 2-3 deoksigenezom) posredovano djelovanje dendtri¢kih stanica
na efektorne T stanice te nastajanje povratne petlje indukcije dentriti¢kih i Treg stanica (petlja
koja ¢e biti kasnije objasnjena u radu).
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ULOGA REGULATORNIH STANICA T U TUMORIMA

Veza regulatornih stanica T s tumorima

Tumorske stanice prilikom svojeg nastajanja i prikupljanja razli¢itih mutacija koje im
omogucéuju kancerogeni¢nost moraju mo¢i pro¢i razne kontrolne tocke koje je imunosni
sustav domacina pripremio u svrhu obrane, te se takoder tijekom cijelog svog Zivota tumorske
stanice u organizmu aktivno bore protiv imunosnog sustava domaéina na veoma interesantne
nacine. Tumorske stanice ¢e izloZene pritisku od strane imunosnog sustava, poput svakog
normalnog sustava kojem je u interesu proliferirati, pokusati na¢i uéinkovit nacin obrane od
sustava koji je stvoren da ih pronade i ubije. Vrijednog saveznika tumorske stanice u toj
iscrpnoj bitci nalaze upravo u regulatornim stanicama T. Kao §to je ve¢ spomenuto
regulatorne stanice T posjeduju mnoge mehanizme supresije imunosog odgovora i indukcije
ostalih stanica u svojoj okolini na promjenu djelovanja i upravo tu sposobnost tumorske

stanice iskoriStavaju za svoju obranu.

Vaznu ulogu u novacenju, odrzavanju, proliferiranju, aktiviranju te djelovanju regulatornih
stanica T ne igraju direktno stanice tumora veé¢ tumorski mikrookoli§ koji one stvaraju u
svojoj blizini. Tumorski mikrookoli§ (engl. Tumor Micro Enviroment; TME) je u zadnjih
desetak godina postao vruca tema istrazivanja potencijalnih protutumorskih terapija jer je on
klju¢an za odrzavanje populacija tumorskih stanica usprkos trudu imunosnog sustava da ih
uni$ti. Istrazivanja su pokazala da glavni igra¢i imunosnog sutava tj. citotksi¢cne CD8" i
pomagacke CD4* stanice prilikom ulaska u TME gube svoju prirodnu sposobnost
proliferacije i multiplikacije u sluaju aktivacije prepoznatim antigenom te ubrzo nakon
invazije tumorskog tkiva bivaju iscprljene, ostaju bez moguénosti proizvodnje obrambenih
molekula te naposlijetku umiru. Stani¢na smrt i anergija nastupaju popriliéno brzo za razliku
od ne-tumorskih patoloskih stanja gdje je za takav ishod njihovog odgovora potrebno puno
veéi i dugotrajniji podraZaj poput, naprimjer, onaj izazvan kroni¢nom upalom*. Za takvo
neobi¢no ponasanje u tumorskom mikrookoli§u CD4* i CD8* stanica postoji mnogo razli¢itih
uzroka. Glavni razlog takvog neobi¢nog ponasanja limfocita je prisutnost citokina poput IL-
10 i TGF-B, poznatih protuupalnih citokina proizvedenih od strane tumoru-pridruZenih
makrofaga (TAM). Skupina TAM ¢&ini veliki ukupni udio svih leukocita u mikrookolisu
tumora te je dodatno povezana s nekoliko za tumor bitnih procesa: angiogenezom u
tumorskom tkivu, otpustaju¢i TME-e angiogene ¢imbenike poput VEGF, MMP-9, bFGF-a i
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adrenomedulina®; daljnim novagenjem imunosupresivnih stanica putem citokina poput
CCR4, CCR5, CCR6, CCL10%; direktnim citotoksi¢nim djelovanjem na T limfocite putem
PD-1/PD1-L sustava®® te invazivnos¢u i metastatskim potencijalom tumorskih stanica®. Uz

tumoru pridruzene makrofage u mikrooklisu se jo$ nalaze:

o TID stanice (engl. tumor induced dendritic cells; TIDC) aktivnost kojih je povezana s
poveéanom koncentracijom IDO molekula, kao i L-agrinaze, takoder sama poveéana
ekspresija PD-L1 proteina uzrokuje propadanje populacija T limfocita*”

e MDS stanice (engl. myeloid derived supresor cells; MDSC.) za koje je pokazano da
posjeduju sirok spektar mehanizama supresije protutmorskih aktivnosti u TME-u*®

e regulatorne stanice T

Kombinirano djelovanje svih tih triju stani¢nih tipova u mikrookolisu tumora uzrokuje veoma
jaki tumorski odgovor na napade domacina, a veoma bitnu ulogu u kontroli i koordinaciji
tumorske obrane imaju regulatorne stanice T ¢ija uloga u cijeloj toj pri¢i ¢e biti pomno

proucena.

Uspostava populacija regulatornih T stanica u tumorskom
mikrookolisu

Pitanje uspostavljanja populacija Treg stanica u mikrookoli$u tumora je tipi¢no ,.kokos ili
jaje pitanje u okviru proucavanja populacija regulatornih stanica i njihovog ucinka na
pojavu, razvoj i metastaziranje tumora. Odgovor na pitanje dolazi li prvo do nastanaka
populacije tumorskih stanica koja onda svojim daljnim proliferiranjem i preuzimanjem
poznatih puteva utjecaja na limfocite T uzrokuje privlacenje populacija Treg stanica i
preobrazbu postoje¢ih naivnih populacija CD4* limfocita ili je pak suprotan slucaj, da
postojeca populacija Treg stanica u blizini buduéeg mjesta nastanka tumora ve¢ i prije samog
nastanka tumora vrsi imunosupresijsko djelovanje i samim time olakSava tumorigenezu.
Jednoznacni odgovori kao takvi ne postoje ve¢ je kao i u svemu §to se ti¢e nastanka tumora i

komunikacije stanica pri¢a puno zamrsenija.

Istrazivanja tako u velikoj mjeri potvrduju da je upravo kasnije spomenuti slucaj sigurniji, da
na mjestu previdene tumorigeneze postoji prirodna poveéana akumulacija Treg stanica koja
omogucava tumorigenezu u slu¢aju pogodnog scenarija. Tako je utvdeno da u slucaju raka

pluéa u mi§jim modelima SCLC-a (engl. small cell lung cancer) Treg stanice u blizini
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tumorskih stanica visoko koreliraju s koncentracijom COX-2 molekula, inade povezanih s
pro-tumorskim djelovanjem. Koncentracija tih molekula je povezana s koncentracijom
metabolizma nikotina u organizmu, tj.povecana koli¢ina nikotin-deriviranih molekula
povecava koncentraciju COX-2 molekula u plué¢ima djelujué¢i na populaciju Treg stanica, $to
potencijalno rezultira izrazitim protumorskim djelovanjem.*® Nadalje, s obzirom da je veé
godinama poznata veza mjesta kroni¢nih upala u raznim organskim sustavima s pove¢anom
pojavnodéu tumora putem brojnih mehanizama koji uklju¢uju makrofage i T limfocite®, te
kao $to je ve¢ spomenuto, regulatorne stanice T igraju jednu od klju¢nih uloga u regulaciji
upale i protuupalnog odgovora, te je tako njihov povecan broj povezan s kroni¢nim upalnim
modelima®.52, moguée je zakljuciti da upravo rezultat preintezivne imunosupresije u okolini
brzodjele¢ih stanica, poznatih ,hot-spot“ nastanka tumora, koji nastaju kao posljedica
kroni¢nih upala, dovodi do tumorigeneze®!. lako razumno objasnjenje, potrebno je jo$
istrazivanja o samoj vezi Treg stanica u kroni¢noj upali i tumorigenezi. IstraZivanja su
takoder pokazala da je u slucaju KRAS mutanata, poznatog proto-onkogena povezanog s
nekoliko vrsta razli¢itih malignih oboljenja, za uspostavu podetne populacije tumorskih
stanica izrazito vazna populacija Treg stanica i mogucnost preobrazbe naivnih CD4+ stanica
u Treg stanice putem IL-10 i TGF-B%, te kao rezultat nedostatka te veze u KRAS- Foxp3-
mi§jim modelima broj tumora pluéa je pao i do 75% u odnosu na same KRAS
mutante.Takoder je pokazan i povecani broj FOxp3 stanica u plu¢ima nakon izlaganja
poznatim kancerogenima i to prije samog nastanka tumora §to sve moze dovesti od zakljucka
da je potrebna populacija Treg stanica kako bi se razvilo pogodno okruzenje razvitku

tumora®.

Buduéi da je intrigatna stani¢na komunikacija prisutna u tumorigenezi veoma zamr$ena, neka
istraZivanja su nasuprot ovim gore navedenima pokazala da je zapravo koli¢ina Treg stanica
prije tumorigeneze, iako vazna, nije kljuan Cimbenik u tumorigenezi, ve¢ da tumorske
stanice posjeduju nadin preuzimanja mehanizama stani¢ne komunikacije koje inace pripadaju
limfocitima te uz pomo¢ tih mehanizama privlace mnogobrojne Treg stanice u svoju okolinu.
Tako je naprimjer pokazano da tumorske stanice mogu proizvesti CCL22 (engl. chemokine
ligand 22) koji se veze na CCR4*(engl. chemokine receptor 4) receptor Treg stanica,
medureakcija za koju je pokazano da omogucava novadenje i zadrzavanje Treg stanica u
tumorskom mikrookoli§u®. Takoder je pokazano da u hipoksi¢nom stanju uzrokovanom

nepovezano$¢u novonastale populacije tumorskih stanica u jajniku s krvotokom domacina
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dolazi do poveéanog lu¢enja CCL28 (engl. CC-chemokine ligand 28) koji u medureakciji s
CCR10 receptorom Treg stanica dovodi do akumulacije Treg stanica kako bi se iskoristila
njihova uloga u angiogenezi®. Jo§ jedan vazan nacin tumorskog privladenja Treg stanica je
sekrecija VEGF ¢imbenika u krvotok. VEGF se veZe za receptor Neuropilin-1 izrazen na
Treg stanicama posljedi¢no privlaéeéi populacije Nrp1+ Treg stanica u tumorski okolis, te je
dodatno pokazano da Treg stanice migriraju duz VEGF gradijenta, te nedostatak neuropilina-
1 direktno utjete na sposobnost zadrzavanja Treg stanica u TME-u®’. Uz direktno otpustanje
Treg privlacecih kemokina u okoli§, tumorske stanice posjeduju jo§ nekoliko na¢ina dodatnog
novacenja i zadrzavanja povec¢anog broja Treg stanica u svom okolisu poput: lu¢enja IL-10 i
TGF-B kojima poti¢u perifernu diferencijaciju naivnih CD4* Tlimfocita u Treg limfocite;
koristenja IDO signalnog puta za preobrazbu CD4* naivnih limfocita® (u nekim slu¢ajevima
uz pomoé MDSC-a koje se nalaze u neposrednoj blizini tumora)®® te samih metabolickih
svojstava tumorskih stanica. Naime metaboli¢ka aktivnost karakteristi¢na za tumorske stanice
rezultira zna¢ajnim smanjivanjem koncentracije glukoze i poveéavanjem koli¢ine mlije¢ne
kiseline u okoliSu tumora. Temeljem navedenog, sami metabolizam tumorskih stanica
stvarajuci takav okoli§ uzrokuje zadrZavanje i proliferaciju Treg stanica kojima su ti uvjeti

prihvatljivi dok ostale T stanice nisu sposobne normalno Zivjeti u tim uvjetima te umiru®,

Uz sve navedene ¢injenice ocito je da je zavr$ni univerzalni odgovor, na pitanje induciraju li
Treg stanice nastanak tumora ili tumorske stanice iniciraju akumulaciju Treg stanica, tesko
dobiti ve¢ je posrijedi intrigantna igra mnogih stani¢nih mehanizama koji u razli¢itim
kontekstima mogu dati razliCite rezultate, ali na kraju zavrSavaju sa istim rezultatom, da se
Treg stanice nalaze unutar medustani¢nih prostora tumorskih tkiva te svojim djelovanjem
promoviraju tumorsku aktivnost. Unato¢ svemu navedenome dosta toga je u cijeloj prici jo$
nepoznato te su potrebna daljnja istraZivanja da utvrde postoji li nadin prevencije posljedica

ovih medureakcija.

Aktivnost regulatornih stanica T u razvoju tumora

Nakon uspje$nog novacenja u podrudje tumorskog mikrookolisa Treg stanice imaju
imunosupresivnu funkciju. Tumor infiltriraju¢e (TI) stanice iskazuju Sirok spektar posebnih
stani¢nih receptora i posebno pojacan izrazaj biljega koji im daju imunosupresivnu mo¢ ¢ak i
ve¢u od konvecnionalnih Treg stanica izoliranih iz periferne krvi. U TI Treg stanicama je

tako prisutna iznadprosje¢na : koli¢ina PD-1 receptora, koli¢ina CTLA-4 receptora, ekpresija
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LAG-3 gena, TIM-3 proteina (engl. T-cell immunoglobullin and mucin-domain containing-3
protein), koli¢ina inducibilnog T stani¢nog kostimulatora (ICOS), ekspresija GITR gena i
biljega aktivacije T stanica CD25 i CD695L.

Kombinacija pojaganog izrazaja svih navedenih gena i pripadajucih respresornih molekula u
tumorskom mikrooklisu dovodi do kumulativnog ucinka na sve populacije stanica inace
ukljuéenih u obranu od tumora. Tl Treg stanice tako svojim djelovanjem u tumorskom
mikrookolisu pomocu ponajvise IL-10 i TGF-B ¢imbenika, kao i ostalih sustava
imunosupresije, utiSavaju aktivnost y8T stanica kao i pomagackih CD4* T stanica®?%3. U
pacijenata s rakom probavnog sustava Treg stanice uspje$no vrSe svoju imunosupresivnu
aktivnost pomoc¢u ciklooksigeneze-2 (COX-2) i prostaglandina E-2. Isto tako brojna
istrazivanja Su pokazala visokosuprimarajucu aktivnost TI Treg stanica izoliranih iz drugih
vrsta karcinoma, baziranu na pojacanom izraZaju receptora ibiljega GITR i CTLA4 s

posebnim naglaskom na vaznost TIM-3 proteina®+6566,

Koriste¢i nadprosjecni izrazaj pojedinih receptora kao i nadprosjecno izludivanje citokina
Treg stanice imaju pojacanu supresivnu funkciju u odnosu na Treg stanice izolirane iz
periferne krvi ili netumorskih tkiva®, te, posljedi¢no svojoj potenciji, mogu u tumorskim
tkivima djelovati na CD4* i CD8* limfocite u¢inkovitije nego $to to rade u zdravim tkivima,
izazvati njihovu anergiju brze i potpunije, sprijeciti njihovu proliferaciju i time onemoguditi

njihov protutumorski uéinak i pomoéi razvoju tumora.

Usprkos u cjelini povecanoj imunosupresivnoj funkciji TI Treg populacija, vazno je
napomenuti da svi TI Treg limfociti nisu posve jednaki ve¢ da postoje odredene razlike medu
skupinama $to se ti¢e same aktivnosti u tumorskim tkivima. Miayara i sur.” su tako pokazali

da postoji 3 razlicita tipa Treg stanica:
1. CD45-Foxp3"i efektorske Treg stanice
2. CD45+Foxp3® Treg stanice mirujuce
3. CD45-Foxp3® ne-supresivne stanice

Skupina efektorskih Treg (eTreg) stanica predstavlja krajnje diferencirane Treg stanice s
izrazito jakim supresivnim u¢inkom za koje je pokazano da su dominantni u TIL populaciji
kolono-rektalnih karcinoma, kao i u melanoma i karcinoma pluca. Prisustvo eTreg Stanica

povezano je s logijim prognozama pacijenata kod kolono-rektalnog karcinoma® te
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poboljsanog stanja pacijenata oboljelih od leukemije koji su sudjelovali u istrazivanju gdje
su koristena protu-CCR4 protutijela kako bi se reducirala populacija eTreg limfocita®,
ukazujuéi na to da eTreg stanice Cine glavni podskupinu tumor-promovirajuéih Treg
limfocita. Vaznost ovakvog razlu¢ivanja razli¢itih tipova Treg stanica pridruzenih tumorskim
tkivima lezi u potencijalnom otkrivanju protutumorskih alata dizajniranih posebno za tocno
onu grupu Treg limfocita na koje Zelimo djelovati bilo u imunoterepeutske ili u biomarkerske

svrhe.

Komunikacija regulatornih stanica T s ostalim stanicama u
mikrookoli$u tumora

Treg stanice imaju izrazene imunosupresijske sposobnosti, sposobnosti koje koriste kako bi
utiSale jacinu imunosnog odgovora u netumorskim poremecajima zbog sprijeavanje prejakog
ili neadekvatnog odgovora. To ostvaraju putem medureakcije s ostalim tipovima T stanica, ali
takoder komunikacijom s ostalim stanicama imunosnog sustava. Sposobnost komunikacije s
ostalim stanicama imunosnog sustava je posebno vazna u slu¢aju tumora, kada na izvr$ne T
stanice ne djeluju samo Treg stanice ve¢ i ostali stani¢ni tipovi koje se nalaze u blizini, te
kada se imunosnom sustavu domacina onemoguce i drugi nacini nosenja s poremecajem. Treg

stanice tako komuniciraju sa i/ili utiSavaju s mnogobrojnim stanicama prisutnim u TME.

Komunikacija s NK(engl. natural killer) stanicama

Broj istrazivanja koja proucavaju medureakciju NK stanica, inate vaznim igraima u
protutumorskom odgovoru, s Treg stanicama je poprili¢no ogranicen, no ipak je dokazano da
komunikacija izmedu NK stanica i Treg stanica postoji, te da TIL Treg stanice imaju velik
utjecaj na NK staniéne populacije u tumorima. Pronadeno je da Treg stanice imaju
mogucnost utiSavanja odgovora NK stanica u tumorskim tkivima putem TGF-f koji smanjuje
ekspresiju NKG2D receptora na NK stanicama, receptora koje te stanice koriste za svoju
pravilnu aktivaciju. Takoder, isto je istrazivanje dokazalo da se prilikom osiromasenja tumora
od Treg stanica broj pravilno aktiviranih NK stanica vra¢a u normalu’. In vitro stani¢na
manipulacija s Treg stanicama izoliranih iz periferne krvi i raka grlica maternice i
proucavanje njihovog utjecaja na NK stanice pokazuje da TIL Treg stanice puno intezivnije
suprimiraju NK stanice od istih stani¢nih tipova izoliranih iz periferne krvi. Sukladno tome

pokazalo se da je koli¢ina inhibicijskih receptora(CD158a, CD158b i NKG2A) na NK
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stanicama povezanih s TIL Treg stanicama znacajno veéa, a koli¢ina stimulatornih NK

receptora (NKG2D, NKp46 i NKp30) znacajno manja’?.,

Komunikacija s MDS stanicama

MDS stanice su uz Treg stanice u tumorskim tkivima jedne od glavnih igraca i supresiji
domacinovog imunosnog sustava. Istrazivanja su tako pokazala da je komunikacija izmedu
Treg stanica i MDSC stanica izrazito vazna u uspostavljanju TME imunosupresivnog okolisa,
te da te dvije vrste stanice suraduju kako bi prigusile odgovor te unovacile dodatne
imunosupresivne stanice. Pokazano je da je MDS stanice ccRCC (engl. clear cell renal cell
carcinoma) mogu privuéi naivne CD4* stanice u tumorski mikrookoli§ pritom mijenjajuéi
njihov nativni fenotip u onaj imunosupresijski Foxp3* Treg stanica putem IL-10, TIM-3 i
PD-1L posredovane stani¢ne komunikacije pritom smanjujuéi proizvodnju efektornih
citokina™>. Naravno postoje i primjeri suprotnog ucinka, da Treg stanice utje¢u na
neaktivirane makrofage putem IL-10, IL-4 i IL-13 uzrokujuéi njihovu alternativnu aktivaciju
i diferencijaciju u MDS stanice, te njihovo novacenje u tumorski okoli§ gdje oni viSe ne
mogu lugiti proupalne citokine™ te onda putem B7-H1 signalnog puta Treg stanice direktno
utjedu na funkciju MDS stanica, poti¢udi ih na lu¢enje protuupalnih citokina koji onda djeluju

na efektorne limfocite T u tumorskom okoliSu.

Komunikacija s antigen predo¢nim stanicama

Poput ostalih limfocita, Treg limfociti se takoder oslanjaju na ulogu APS-a u predodavanju
antigena i aktivaciji. Dendriti¢ke stanice i Treg stanice u tumorskom okolisu pokazuju veliku
razinu medusobne komunikacije i kao rezultat te komunikacije naivne dendriticke stanice
skupa s plazmacitoidnim dendtri¢kim stanicama takoder induciraju imunosnu toleranciju i
potpomazu stvaranje Treg stanica putem ICOS/ICOS-L sustava’. Treg stanice za uzvrat
utjetu na dendtriticke stanice u tumorskom okoliSu stimulirajuéi ih na izrazaj
imunosupresivnih B7-H4i B7-H3 molekula koje inhibiraju aktivnost efektornih T stanica, te
dodatno, B7 molekule mogu aktivirati put CTLA-4 molekula na Treg stanicama, uzrokujuci
proizvodnju IDO molukula u dendritickim stanicama ¢ija povecana koli¢ina potice aktivaciju
Treg stanica te tako nastaje jako ucinkovita pozitivna povratna petlja™ imunosupresivnog

karaktera $to, naravno, utjece na rast tumora.
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Komunikacija s endotelnim stanicama

Medureakcija endotelnih stanica s Treg stanicama je izrazito bitna u zacetku razvoja tumora,
kada je bitna pocetna uspostava odredene koli¢ine Treg stanica. Endotelne stanice mogu U
uvjetima upale privuéi slobodno cirkulirajuée Treg stanice te inducirati razvoj iTreg stanica’®,
Takoder Treg stanice mogu u tumorskom kontekstu utjecati na ekspresiju selektina u

endotelnim stanicama te tako ograni¢iti promet efektornih T stanica na ciljno mjesto”.

Komunikacija s tumorskim stanicama putem eksosoma

Egosomi tumora (engl. tumor derived exosomes; TEX) su nedavno otkrivene male (veli¢ine
virusa) membranom okruZene vezikule ispustane u mikrookoli§ tumora od strane samih
tumorskih stanica, te je za njih pokazano da prenose u sebi velik broj molekula i ¢imbenika
koji uzrokuju supresiju imunosnog sustava direktno utisavajué¢i T limfocite i NK stanice’®.Te
membranske vezikule takoder sudjeluju u aktivaciji i proliferaciji Treg stanica, te su tako
pronadene vezikule koje sadrzavaju ICOSL koji je sposoban inducirati prijelaz ICOS*CD4* T
limfocita u Treg limfocite. Sli¢ni je u€inak tumorskih vezikula pronaden i na prekursore
staninih linija u koS$tanoj srzi, potiuéina diferencijaciju i akumulucaijuGr-1+ CD11b+
populacija MDSC-a™ te izgleda da imaju vaZznu ulogu u utemeljenju tumorima pogodnog
okoliSa. Sude¢i po njihovim do sada otkrivenim podacima moguce je da se iza tih vezikula

krije jo§ mnogo uloga kao i potencijalnih obrada, ali je to potrebno podrobnije istraziti.
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ULOGA REGULATORNIH STANICA T U NASTANKU METASTAZA

Sude¢i po vaznosti uloge Treg stanica u uspostavljanju primarnih tumora moguée je
predvidjeti da ¢e Treg stanice imati vaznu ulogu i u uspostavljanju tumorskih metastaza te su
istrazivanja pokazala da razli¢iti subtipovi Treg stanica pokazuju loSe prognoze pacijenata
oboljelih od karcinoma, te da su povezani s pojavom metastaza kod razli¢itih vrsta humanih

karcinoma:

e CD4*CD25*Foxp3*RANKL*dokazano stimuliraju metastaze HER2+ raka dojke®°

e CD4*Foxp3*dokazano stimuliraju metastaze Mucl+ modela raka jajnika!

e CD4+CD25""CD127"°% Treg stanice igraju vaznu ulogu u metastazama humanog
raka skvamoznih stanica vrata i glave 8

e CD4*CD25*Foxp3*Treg stanice sudjeluju u stvaranju metastati¢nih limfnih ¢vorova u

pacijenata oboljelih od papilarnog raka stitnjace®?

Prisustvo Treg stanica u tumorskim tkivima te njihova prisutnost i uloga u tkivu s
metastazama pokazuje da se Treg stanice i u metastaticnim tkivima koriste istim
mehanizmima kako bi olakSale razvoj tumora. Unato¢ poznavanju mehanizama
imunosupresije istrazivanja koja pokusavaju utvrditi na koji se nacin Treg stanice novace na
mjesta buducih metastaza su malobrojna te su toéni mehanizmi lokalizacije za sada nepoznati.
Tako su naprimjer Treg stanice, to¢nije njihova akumulacija, bile povezane s razvojem
metastaza u misjem modelu (B16F10) karcinoma plu¢a. U ovom istrazivanju je obrada
humanim rekombinatnim TNF-om Zivotinja oboljelih od karcinoma plu¢a dovela do povecane
akumulacije Treg stanica u plué¢ima kao i povecane ekspresije TNF2 receptora, povecanog
broja metastaza na samim plu¢ima uzrokovano Treg djelovanjem na CD8* limfocite, ¢&iji se
broj u plu¢ima drastiéno smanjio nakon obrade. Nakon uklanjanja Treg stani¢nih populacija
pomocu toksina bakterije Corynebacterium diphtheriae, broj metastaza u istom modelu
drasti¢no pada®. Uz vaznost direktne supresije imunosnog sustava u budué¢im mjestima
metastaza, zanimljiv je i utjecaj Treg stanica na RANK/RANKL sustav u stanicama
karcinoma. RANK (engl. receptor activator nuclear factor-xB) je stani¢ni receptor iz TNF-
receptor obitelji, uklju¢en u normalne metaboli¢ke puteve osteogeneze, ali i u sazrijevanju
limfnih ¢vorova®. U slucaju tumora njegov izrazaj je dosta Cest te Gak 89% tumora daje
pozitivne rezultate na testove prisutnosti RANK receptora na membranama®®. Razlog zasto je

taj receptor visoko izrazen u tumorskim stanicama nije potpuno poznat, no smatra se da lezi u
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moguénosti RANK receptorske aktivacije antiapoptoticke kinaze APK/PKB koriste¢i signalni
put SRC kompleksa/TRAF68 i u ko&enju izrazaja metastaznog inhibitora serpina 5 (maspin).
Treg limfociti tu dolaze u igru, te se upravo CD4*CD25*Foxp3* stanice pokazuju kao glavni
prozivodaéi RANK liganda u tumorskim tkivima te sprijeGavanje medureakcije
RANK/RANKL ili uklananje Treg limfocita znacajno utjeCe na sposobnost metastaza u
promatranim tumorima’®. Rezultat aktivacije RANK/RANKL sustava omoguéava odredenim

vrstama tumora brzu proliferaciju, pa time posljedi¢no vecu sposobnost metastaziranja.

Dodatni nacin na koji tumorska tkiva uz pomo¢ komunikacije s Treg stanicama olakSavaju
nastajanje metastaza je ve¢ prije spomenuti VEGF-A/Nrp-1 signalni put. Istrazivanja na
CD4*CD25*Foxp3* Treg stanicama izoliranih iz misje slezene, kao i CD4+CD25+ Treg
stanicama izoliranih iz ljudskih pacijenata kasnih stadija raka epitela jajnika pokazala su da
nakon Sto su Treg stanice uvedene u tumorski okoli§ putem VEGF ¢imbenika, one same
pocinju luéiti VEGF-A dodatno ubrzavajuéi proces angiogeneze u tumorskom tkivu. Rezultat
angiogeneze u tumorskom tkivu je njegova uspjesna povezanost s krvnim i limfnim sustavom

domacina te uz sve potrebne uvjete znatno olak$ava metastaziranje tumora.

Ovi svi navedeni mehanizmi koje koriste razni tipovi Treg stanica prisutni u tumorskom
okoliSu u kombinaciji s ostalim nacinima supresije ve¢ navedenim u ovome radu daju Treg
stanicama vaznu ulogu u svim etapama razvoja tumora u domacinu, od omogucavanja
nastanka, pomo¢i u proliferaciji i odrzavanju te metastaziranju. Ta klju¢na uloga u tumorskim
medureakcijama daje mogucnost ciljanja Treg stanica kao moguéih meta odredenih

protutumorskih lijekova koje bi trebalo podrobnije istraZiti.
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ULOGA REGULATORNIH STANICA T U IMUNOTERAPIJI

Imunoterapija je po definiciji nacin lijeCenja pacijenta s ciljem obnove ili pojacavanja
imunosnog odgovora pacijenta tako da se imunosni sustav potpomognut vanjskom
intervencijom nosi s boles¢u. U slucaju lije¢enja karcinoma razlikujemo dvije razli¢ite vrste
imunoterapije: aktivna i pasivna. Pasivna imunoterapija se sluzi citokinima poput IL-12,
unaprijed pripremljenim protutijelima na tumor-specifi¢ne antigene tako obiljeZavajuéi
tumorske stanice domac¢inovom imunosnom sustavu koji ih onda unistava ADCC (engl.
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) ili ADPC (engl. Antibody-dependent
polymorphonuclear leukocyte-mediated cytolysis) putem, ili putem izolacije domaéinovih T
limfocita, uzgoja i pripreme za prepoznavanje tumor-specifi¢nih antigena putem geneticke
rekombinacije in vitro te vracanja tih limfocita u tijelo pacijenata kako bi nastavili borbu s
tumorom. Aktivna imunoterapija je u zacecima koristila svojevrsna cjepiva protiv tumora,
ubrizgavanjem lizata tumorskih stanica ili izoliranih peptida u krvotok pacijenta kako bi se
imunosni sustav senzibilizirao na antigen te ga uspje$no prepoznao u kontekstu bolesti no taj
nacin terapije nije se pokazao ucinkovit zbog slabe imunogeni¢nosti odredenih peptida kao i
razvnovrsnosti tumorskih stanica. Novi, alternativni pristup aktivnoj imunoterapiji koristi
princip ,.check-point blocker (engl. immune checkpoint inhibitor; ICI) koji se umjesto
liganda vezu na vazne regulatorne receptore. Takav nacin imunoterapije cilja izravno Treg
receptore ili one receptore koje Treg stanice mogu Koristiti u komunikaciji s Teff stanicama
poput CD25, CTLA-4, PD-1, TIM-3, LAG-3 ili TGIT receptora tako onemogucavajuéi
njihovu aktivaciju putem drugih molekula te smanjenjem inhibitorskog u¢inka tumorskog
okolisa na efektorne T limfocite®. Koristenje ICI molekula se pokazuje kao glavni put prema
naprijed u protutmorskim imunoterapijama i Stovise vecina ICI molekula na ovaj ili onaj
nacin djeluje na Treg molekule zbog njihovog centralnog mjesta u uspostavljanju i odrzavanju
tumorskog mikrookolisa. Zbog ¢injenice da su upravo Treg stanice u centru mnogih
imunoterapija vazno je proucavati i razumijeti mehanizam djelovanja tih ljekova na Treg

stanice te na ostale stanice ukljuc¢ene u tu cijelu pricu.
Glavni nacini imunoterapije Koristeci ,,immune check point inhibitor“ molekule
Koristenje ligand usmjerenih toksina te monoklonalnih protutijela se pokazalo kao

najvijabilnija metoda direktnog smanjivanja broja Treg stanica u tumorskim tkivima. Neki od

nadina terapije umanjivanja broja Treg stanica su lijekovi poput daclizumaba i basiliksimaba
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koji su CD25 specifi¢na protutijela te posljedi¢no uzrokuju osiromasenje citokina vaznih za
funkciju poput IL-2 u ciljnim stanicama te usmjeravaju ADCC sustav domacina na ciljne
stanice uzrokujuéi njihovu smrt. Stanice na koje se ta protutijela vezu su uglavhom Treg
stanice u tumorskom okoliSu te je koriStenje ovog nacina terapije poOkazalo djelomi¢nu
uspjesnost u regeneraciji funkcije Teff stanica u TME-u,% no buduéi da i Teff stanice takoder
mogu biti CD25* fenotipa moze do¢i do suprotnog ucinka, kada se protutijela ciljano vezu na
Teff stanice imajuéi isti uéinak na njih kao i na Treg stanice. Postoji takoder vrsta terapije
sliénog principa, koje protutijelima ciljaju CTLA-4 receptor Teff i Treg stanica i tako
uzrokuju blokiranje CTLA-4/B7 medureakcija koje utjecu na broj Teff stanica. Mehanizmi
kojima lijekovi poput ipilimumaba djeluju na Teff stanice su pomno istrazeni te se lijek
pokazao kao djelotvoran u nekoliko tipova karcinoma, no to¢ni mehanizmi kako ti lijekovi
djeluju na Treg stanice nisu toliko istrazeni. Smatra se da je upravo utjecaj anti CTLA-4
protutijela na Treg stanice presudan za uspjes$nost terapije. Nedavna istrazivanja pokazuju
upravo na vaznost medureakcije anti CTLA-4 protutijela s Treg stanicama uz priutnost FcyR
(Fcy receptor eksprimiraju¢ih) makrofaga. Naime sli¢no kao u prijasnjem slucaju, protutijela
se vezu na CTLA-4 receptor Treg stanica te dolazi do propadanja vezanih stanica putem
ADCC sustava uz prisutnost makrofaga®. Dodatna ex vivo istraZivanja istoga lijeka pokazala
su da specificno vezanje moze potaknuti i ADCC posredovanu NK stanicama.®!
Ciklofosfoamid je jo§ jedan novootkriveni lijek koji pokazano ima moguénost smanjivanja
broja Treg stanica u pacijenata oboljelih od terminalnog stadija karcinoma, uzrokujuéi
promjenu omjera Teff:Treg stanica tako stabilizirajuéi stanje pacijenta. Mehanizam kojim
ciklofosfoamid djeluje nije toéno poznat, no zamijeceno je da u pocetku terapije opada ukupni
broj svih T limfocita u tumorskim tkivima, da bi brza proliferacija Teff stanica i njihova
migracija u tumor brzo nadomjestila ukupan broj T limfocita i pojacala protuumorski
odgovor.?? Ove sve navedene terapije ciljaju sve stanice koje izrazavaju pojedini receptor, ili
sve T limfocite te uzrokuju njihovu smrt. Takvo citotoksi¢no djelovanje svih stanica na koje
se mogu vezati nije uvijek optimalno te se razvijaju druge metode koje ¢e direktnije djelovati

samo na supresivnu funkciju Treg stanica.

Nacdin na koji drugi tipovi lijekova popu Keytruda djeluju na Treg stanice je slican
gore ve¢ spomenutim. Opet se radi o specifiénim protutijelima za jo$ jedan kljucan stani¢ni
receptor Treg stanica: PD-1. Protutijela specifi¢no dizajnirana da onemogucéuju medureakciju
PD-1/PD-1L su pokazala znacajan napredak u regulaciji supresivne mo¢i Treg stanica, pa

tako usred blokade PD-1 puta dolazi do smanjenja ekspresije Foxp3 gena u Treg stanicama,
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nTreg stanice gube dio prirodne funkcije, a naivne CD4* stanice se puno teZe diferenciraju u
iTreg stanice. Takoder takve stanice pokazuju povec¢anu ekspresiju PD-1 i iscrpljen fenotip
koji im onemoguéava pravilnu supresiju proliferacije Teff stanica rezultirajuci, opet,
promjenom broja Teff stanica te protutumorskom djelovanju za sada dokazanom na
melanomima i karcinomima.®®* Naravno nije PD-1/PD-1L sustav jedini na¢in supresije koji
se mozZe iskoristiti u svrhu imunoterapije posredovane Treg stanicama, te je u zadnje vrijeme
puno istrazivanja posveéeno drugim nacina medureakcije lijekova i Treg stanica s ciljem
njihove supresije. Tako se na meti istraZivanja Utjecaja specifi¢nih protutijela nasao i LAG-3
receptor. Ustanovljeno je da vezanje LAG-3 receptora na povrSini Treg stanica putem
specifiénih protutijela uzrokuje znagjno slabije otpusanje supresivnih citokina IL-10 i TGF-B
u TME-u te su klinicka isptivanja lijeka na toj bazi ve¢ pocela kod neobradenih pacijenata
nekoliko tumora®. Uz ove navedene terpaije, postoje brojne i potencijalno bolje moguénosti,
pa su tako klini¢ka istrazivnja koristenja novih lijekova na bazi protutijela za vezanje TIM-3
receptora i TIGIT receptora veé¢ zapodela. Tako su jo§ u pocetnim stadijima istraZivanja
pokazuju velik potencijal zbog specifi¢nosti receptora za Treg limfocite u svrhu smanjivanja
nespecifiénog vezanja na druge limfocite te izraZzenog djelovanja blokiranog receptorskog

puta na fenotip upravo Treg stanica i samim timeblokiranje Treg stani¢ne funkcije®®°7%,
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ZAKLJUCAK

lako dugo marginizirana skupina T limfocita, Treg limfociti su se pokazali kao uistinu
vazni igra¢i u imunosnom sustavu zbog sposobnosti ciljane supresije to¢no odredenih dijelova
imunosnog odgovora. Slozenog nalina diferencijacije za kojeg je kljuéna kompleksna
medureakcija mnogih sustava. Treg stanice u organizmu igraju jako vaznu funkciju,
posredovanu cijelim setom molekularnih alata. Njihovu specifi¢nu sposobnost utiSavanja i
reguliranja imunosnog odgovora, inace za organizam nezamjenjivu, tumorska tkiva koriste¢i
brojne mehanizme mogu iskoristiti u svoju korist, tako preuzimaju¢i kontrolu nad odredenim
dijelom Treg stani¢ne populacije i iskoriStavajuci pritom njihove regulatorne sposobnosti.
Tumorska tkiva se tako pomocu Treg stanica mogu uspje$no obraniti od domacdinovog
imunosnog sustava, te Treg stanice koje je tumor privukao u svoju blizinu omogucuju
olak8ano uspostavljanje pogodnog okolisa, olak$anu proliferaciju i tvorenje metastaza. Ipak
tako vazna uloga Treg stanica u zivotu tumora pokazala se ujedno kao i potencijalna meta
protutumorskih terapija, te se upravo nacini regulacije populacija Treg stanica u tumorima
pokazuju kao vazni alati u samoj borbi protiv te bolesti i to s razvojem tehnologija
rekombinante DNA i znanja o imunosnom sustavu sa sve ve¢im postotkom uspjeha,

potencijalno pruzajuci univerzalno najmanje invazivno rijesenje.
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