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1. Uvod

Receptori sliéni Tollu (engl. Toll-like receptor, TLR) predstavljaju evolucijski konzerviranu skupinu
transmembranskih receptora koji tvore prvu liniju obrane organizma od raznih patogena. Radi se o
receptorima koji prepoznaju molekularne obrasce svojstvene patogenima (engl. pathogen-associated
molecular patterns, PAMP) te ovisno vrsti obrasca dovode do aktivacije razli¢itih transkripcijskih
¢imbenika ukljucenih u upalu i uspostavu protuvirusnoga odgovora. Prepoznavanje stranih te vlastitih
molekula omoguceno je specificnom strukturom izvanstani¢ne domene, koja spregnuta s citosolnim
ostatkom omogucuje prijenos signala nizvodnom proteinskom kaskadom. Citosolna domena TIR (engl.
Toll/interleukin-1 receptor/resistance protein) visoko je konzervirana, opisana medu razli¢itim skupinama
organizama te prisutna u sklopu nekolicine receptora imunosnoga sustava. Njezina konzerviranost upucuje
na sli¢nu organizaciju nizvodne signalne kaskade te na preklapanja do kojih dolazi aktivacijom receptora s

istom citosolnom domenom, kao $to su receptori za interleukine IL-1 te 1L-18.

Mogucnost prepoznavanja stranih obrazaca, ali i molekularnih obrazaca povezanih s ostecenjem tkiva (engl.
damage-associated molecular patterns, DAMP), ostvarena je sloZenom strukturom izvanstani¢ne domene
bogate leucinom. Donekle plastina organizacija izvanstaniéne domene omogucuje prepoznavanje
ograniCene ali dostatne palete obrazaca PAMP koji su esencijalan dio metabolizma patogenih
mikroorganizama. Recipro¢nim evolucijskim odgovorom razvijena je ¢vrsta veza izmedu urodene imunosti
i patogena, dok je istovremeno mikroorganizmima onemoguceno odbacivanje glavne mete imunosnoga
sustava. Prepoznavanje je ograni¢eno na nekoliko obrazaca kao $to su lipopolisaharidi (LPS), lipoproteini,
flagelin, nemetilirani citozin-gvanozin dinukleotid (CpG) te jednolanéana RNA (engl. single-stranded RNA,
ssRNA) (Lim i Staudt 2013).

Osim stranih obrazaca te obrazaca povezanih s osteenjem tkiva, receptori slicni Tollu prepoznaju i
tumorske antigene. Takvo prepoznavanje dovodi do indukcije Zeljenog protutumorskog ucinka povecanjem
ekspresije upalnih citokina i odgovorom citotoksi¢nih T-limfocita (CTL). Suvremena dostignu¢a pokazuju
da se umjetnom aktivacijom receptora TLR na imunosnim stanicama, uklju¢uju¢i monocite, makrofage i
dendriticke stanice (engl. dendritic cells, DC), moze stimulirati imunitet zasnovan na CD8" T-stanicama i
prirodnoubilackim stanicama (engl. natural killer, NK), pri ¢emu se nazire uloga TLR-a u protutumorskoj
terapiji (Mogensen 2009; Cheadle i sur. 2017).




2. Uloga TLR-a u upali

Uloga receptora nalik Tollu predstavlja dugogodisnje podrucje od interesa u imunologiji. Podrobnije
razumijevanje kaskadnih mehanizama aktiviranih receptorima TLR dovelo je do znacajnog napretka u
istrazivanjima urodene imunosti. Manipulacija signalizacijom posredovanom TLR-ima omoguéuje
inaktivaciju receptora Klju¢nih za razvoj upalnih bolesti te poja¢ava njihovo protutumorsko djelovanje
(Zheng i Ma 2022). Njihova vaznost u inicijaciji te odrzavanju upale dobro je opisana, kako na sistemskoyj,
tako i na molekularnoj razini. Danas TLR-i predstavljaju klju¢ne receptore prepoznavanja obrazaca DAMP
i PAMP te vazne aktivatore proupalnoga odgovora od strane urodene imunosti. Iako je urodena imunost
Cesto karakterizirana kao nespecifi¢na, zahvaljuju¢i TLR-ima, ali i ostalim receptorima PRR (engl. pattern
recognition receptor), ona ipak prepoznaje odredenu raznolikost obrazaca i odgovara u skladu s njome.
Aktivacija transkripcijskih ¢imbenika poput NF-kB (engl. nuclear factor kappa B), AP1 (engl. activation
protein 1) te IRF (engl. interferon regulatory factor) naglasava raznolikost i vaZznost tog odgovora u

inicijaciji upale te njezinom odrzavanju.

2.1. Signalizacija posredovana TLR-ima

Vezanje obrazaca PAMP i DAMP dovodi do dimerizacije TLR-a i novacenja adapterskih bjelancevina na
unutarstani¢nu, citosolnu domenu TIR (Slika 1.). Opisane su razne adapterske bjelan¢evine spregnute s
domenom TIR, a medu njima vrijedi istaknuti MyD88 (engl. myeloid differentiation primary response 88),
TRIF (engl. TIR domain-containing adaptor-inducing interferon-4), TIRAP (engl. TIR domain-containing
adaptor protein) i TRAM (engl. TRIF related adaptor molecule) (McGettrick i O’Neill 2004). Veéina
receptora TLR novaci adaptor MyDS88, ¢ime se isti¢e njegova slozena uloga u unutarstani¢noj signalnoj
kaskadi, pokretanju upalnoga odgovora, ali i inicijaciji apoptoze. Pacijenti s autosomno recesivnom MyD88
deficijencijom skloni su ozbiljnim, ¢esto ponavljaju¢im infekcijama izazvanim piogenim bakterijama, ¢iji
je ishod ponekad letalan (Von Bernuth i sur. 2008). Adaptor MyD88 novaci proteinske kinaze IRAK (engl.
IL-1R associated kinase), koje posljedi¢no vezu i aktiviraju nizvodni ¢imbenik TRAF6 (engl. TNF receptor
associated factor 6). Aktivirani TRAF6 zatim sudjeluje u poliubikvitilaciji bjelan¢evina TAB (engl. TAK1-
binding protein), cime omogucuje njihovu asocijaciju s kinazom TAK1 (engl. TGF-f-activated kinase 1).
Kompleks TAK1/TAB fosforilira kataliticku beta podjedinicu IKK (engl. /xB kinase), koja aktivirana
promovira razgradnju IkB-a (engl. inhibitor of NF-«xB) te oslobada ¢imbenik NF-kB. Konac¢no, aktivirani
NF-kB translocira u jezgru stanice i potice transkripciju gena povezanih s upalnim odgovorom. Osim puta
NF-«xB, adaptor MyD88 posreduje aktivaciju MAPK (engl. mitogen-activated protein kinase) signalnog

puta te inicira AP-1 ovisan odgovor. TLR3, smje$ten na unutarstani¢noj endosomalnoj membrani,




omoguéuje prepoznavanje Virusu svojstvenih, dvolanc¢anih oblika RNA (engl. double-stranded RNA,
dsRNA). Vezanje odgovarajuceg liganda dovodi do dimerizacije TLR3 te prijenosa signala putem adaptora
TRIF. TRIF regrutira citosolne kinaze TBK1 (engl. TANK-binding kinase 1) te IKKe, koje fosforiliraju
¢imbenik IRF, ¢ime posreduju u njegovoj dimerizaciji i translokaciji u jezgru. IRF3 zatim djeluje kao

transkripcijski aktivator te potice stvaranje proupalnih citokina i interferona tipa I.
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Slika 1. Shematski prikaz biokemijskih signalnih puteva posredovanih receptorima TLR. Svi TLR-i, osim TLR3, regrutiraju adaptor

Jezgra

MyD88, aktiviraju¢i NF-kB i MAPK signalne puteve. TLR3, smjeSten na unutarstani¢noj endosomalnoj membrani, omogucuje
prepoznavanje virusu svojstvenih, dvolanc¢anih oblika RNA (dsRNA) te pokrecée put ovisan o adaptoru TRIF. Preuzeto i prilagodeno

iz Zheng i Ma 2022.

2.2. Uloga TLR-a u razvoju upale

Upala predstavlja slozeni odgovor organizma na biolosko, kemijsko ili mehanicko ostec¢enje tkiva, pri cemu
se na oSteceno mjesto novace stanice imunosnoga sustava koje aktivno doprinose odrzavanju te regulaciji
zapocete reakcije. Protuvirusna obrana i upala dobro su okarakterizirani procesi, inicirani brzom reakcijom
urodene imunosti. Stanice prisutne u oste¢enome tkivu, a posebice antigen-predo¢ne stanice (engl. antigen-
presenting cells, APC), prepoznaju uzro¢nike upale, internaliziraju ih te predocavaju stanicama specifi¢ne
imunosti. Time je definirana uloga urodene imunosti koja, osim §to brzo odstranjuje patogene, sluzi kao

vazan aktivator mehanizama ste¢ene imunosti.



Makrofagi, dendriti¢ke stanice te neutrofili predstavljaju prvu liniju obrane organizma od samih patogena.
Njihovo djelovanje utemeljeno je na ucinkovitom prepoznavanju molekularnin obrazaca svojstvenih

patogenima te vrlo vaznoj sposobnosti internalizacije stranih antigena.

Povrsinski te unutarstani¢ni receptori TLR sudjeluju u prepoznavanju navedenih obrazaca te aktivaciji
signalne kaskade koja postupno dovodi do razvoja upale. Aktivirane stanice lu¢e proupalne citokine, ¢ija je
ekspresija ovisna o putu NF-xB, odnosno putu AP-1. S druge strane, aktivacija ¢imbenika IRF rezultira
oslobadanjem interferona tipa I (IFN-I), ukljucujuci IFN-a i IFN-B. Interferoni tipa | imaju klju¢nu ulogu u
Naime, unutarstani¢no lokaliziran TLR3 prepoznaje dvolanc¢ane RNA molekule (dSRNA) svojstvene
odredenim fazama virusnoga ciklusa. Time je omoguceno prepoznavanje ne samo povr$nih obrazaca, vec i

onih obrazaca koji su oslobodeni internalizacijom ili prodorom samoga virusa.

Sepsa je ozbiljno medicinsko stanje karakterizirano brzim Sirenjem upale te pristunosc¢u infekcije koja moze
dovesti do naglog oSteCenja tikva. Najée$¢i izvori sepse jesu infekcije disnih puteva te urogenitalnoga
sustava koje zatim propagiraju na sistemsku razinu. TLR4 prepoznaje lipolisaharide (LPS) tijekom akutne
infekcije gram-negativnim bakterijama te ima klju¢nu ulogu u patogenezi sepse. Istrazivanje Weighardt i
sur. (2002) pokazuje da misevi s deficijencijom MyD88 ne mogu razviti sepsu u modelu polimikrobnog
septickog peritonitisa. U modelima s nedostatnom kinazom IRAK4 otkriveno je da miSevi izrazavaju
oslabljen odgovor na virusne i bakterijske infekcije (Suzuki i sur. 2002). Nadalje, Naiki i sur. (2005)
sugeriraju da adaptor MyD88 posreduje klju¢nu ulogu u zaraznim bolestima, $to ukazuje na vaznost TLR-

a u patogenezi i kontroli sepse.

3. Programirana stani¢na smrt i TLR-i

Programirana stani¢na smrt (engl. programmed cell death, PCD) jedan je od osnovnih mehanizama
odrzavanja homeostaze, uklanjanja oStecenih te nepotrebnih stanica viSestani¢noga organizma. U ovisnosti
o morfoloskim zbivanjima, kao i unutarstani¢nim signalnima koji uvjetuju same procese, PCD se moze
podijeliti u tri oblika: apoptozu, autofagiju te programiranu nekrozu. Takva podjela ipak nije rigidna jer
procesi dijele iste signalne puteve ili nizvodno izvedene adaptere za induciranje programirane stani¢ne
smrti. Poznato je da apoptoza i programirana nekroza imaju vaznu ulogu u obrani organizma od nastanka
tumora, dok autofagija djeluje dvojako, simultano sprjeavajuéi i promovirajuéi rast tumora (Ou i sur. 2017).
Sliéno obrascima DAMP, receptori nalik Tollu prepoznaju tumorske antigene, pri ¢emu aktiviraju signalnu

kaskadu koja inicira programiranu stani¢nu smrt (Ouyang i sur. 2012).




3.1. Apoptoza

Apoptoza je oblik programirane stani¢ne smrti koja se dogada u svim visestani¢nim organizmima te koja
ima klju¢nu ulogu u razvoju, regulaciji i funkcioniranju imunosnog sustava. Anomalije u ovom obliku
stani¢ne smrti, vrlo ¢esto povezane s autoimunosti, predo¢uju vaznost mehanizama apoptoze u odrzavanju
homeostaze. Mehanizmi apoptoze definirani su dvjema putevima, intrinziénim i ekstrinzi¢nim. Ovi putevi

razlikuju se u svojim inicijatorima te proteinskim kaskadama koje posreduju u regulaciji stani¢ne smrti.

Ekstrinzicni put apoptoze uspostavlja se vezanjem odgovarajuceg liganda na povrsinski receptor, ¢ime je
omoguceno vezanje adapterske molekule na citosolni zavrSetak receptorske bjelancevine. Adaptor zatim
novaci neaktivne inicijatorske kaspaze, pri ¢emu nastaje signalni kompleks koji inducira stani¢nu smrt (engl.
death inducing signaling complex, DISC). Novonastali kompleks dovodi do konformacijske promjene te

rezultira aktivacijom inicijatorskih kaspaza koje aktiviraju nizvodne, izvr$ne kaspaze.

Intrinzi¢ni put ovisan je o unutarstani¢nim signalima koji dovode do poveéanja permeabilnosti membrane

mitohondrija te oslobodenja medumembranskoga sadrzaja u citosol. Izlijevanje citokroma c najvazniji je

.....

poznatog kao apoptosom. Njegova kljuéna uloga je novacenje i aktivacija incijatorske kaspaze-9, a time i

nizvodna aktivacija izvr$nih kaspaza te pokretanje programirane stani¢ne smrti.

Receptori slicni Tollu predstavljaju bitan okida¢ nizvodne signalne kaskade, ¢iji rezultat ovisi o dostupnosti
pojedinih ¢imbenika koji usmjeruju i odreduju staniénu sudbinu. Kao §to je ve¢ spomenuto, vecina receptora
TLR novaci adaptor MyDS88, isti¢u¢i njegovu vaznu ulogu u unutarstani¢nom signalnom lancu. Adaptor
MyD88, koji osim TIR vezne domene posjeduje i domenu smrti (engl. death domain, DD), novaci
proteinske kinaze IRAK, ¢ime dovodi do aktivacije puta NF-kB. Jedna od nedovoljno istrazenih interakcija
adaptora MyD88 odnosi se na specifi¢no povezivanje s ¢imbenikom FADD (engl. FAS associated death
domain) (Aliprantis i sur. 2000). Vezanje ¢imbenika FADD na domenu smrti adaptora MyD88
onemogucuje novacenje kinaze IRAK, pri ¢emu FADD djeluje kao negativni regulator puta NF—«B (Slika
2.) (Tourneur i Chiocchia 2010). Adaptor FADD novaéi inicijatorsku prokaspazu-8, ¢ija je aktivacija
posredovana mehanizmima proteoliticke autodigestije (Martin i sur. 1998; Muzio i sur. 1996). Aktivirana
kaspaza-8 zatim djeluje kao inicijator te pokrec¢e lancanu reakciju efektorskih kaspaza koje dovode do

ciljane razgradnje klju¢nih stani¢nih komponenti.
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Slika 2. Vezanje ¢imbenika FADD na domenu smrti adaptora MyD88 onemogucuje aktivaciju puta NF-xB. Adaptori MyD88 i
TRADD novace FADD te iniciraju apoptozu posredovanu kaspazom-8. Preuzeto i prilagodeno iz Duckett 2002.

Vaznost TLR-a opisana je i u razvoju hepatocelularnog karcinoma (engl. hepatocellular carcinoma, HCC)
induciranog s poly(I:C), pri ¢emu aktivacija unutarstani¢nog, vezikularnog TLR3 rezultira apoptozom
tumorskih stanica (YYoneda i sur. 2008). Ta saznanja otvorila su moguénost $ire primjene agonista TLR-a u
medicinske svrhe, a danas je opisana nekolicina lijekova koji imaju terapeutski uc¢inak. Jedan od njih jest
imikvimod (engl. imiquimod, IMQ), sintetski ligand receptora TLR7, koji se koristi za lijeGenje povrs§inskog
karcinoma bazalnih stanica, genitalnih bradavica i aktinicke keratoze. U stani¢noj liniji karcinoma bazalnih
stanica koze IMQ potice proizvodnju reaktivnih oblika kisika (engl. reactive oxygen species, ROS), ¢ime
aktivira put ATM/ATR (engl. ataxia-telangiectasia, mutated/ATM and Rad3-related) te stimulira apoptozu
ovisnu o p53 (Huang i sur. 2016).

3.2. Autofagija

Proces autofagije predstavlja oblik stani¢ne smrti karakteriziran formiranjem dvostruke membrane koja
obavija nefunkcionalne ostecene stani¢ne organele (mitohondrije, peroksisome, ER), oste¢ene stani¢ne
makromolekule (proteine, glikogen, lipide, nukleotide), kao i nezeljeni citoplazmatski sadrzaj te ih izravno
fuzionira sa sadrzajem lizosoma (Lin i sur. 2013). Autofagija pokazuje dvostruki u¢inak na kontrolu tumora,
pri ¢emu moze stimulirati apoptozu iscrpljivanjem tumorskih supresora, ali je i oslabiti selektivho crpeci
proapoptoticke proteine (Colell i sur. 2007). Uloga receptorskih proteina TLR u regulaciji procesa autofagije

prvotno je opisana na primjeru TLR4. Aktivirani TLR4 promovira autofagiju fagocitiranih mikobakterija u




makrofagima putem VPS34 (engl. vacuolar protein sorting 34) posredovanog formiranja citoplazmatskih
LC3 (engl. microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3) nakupina. Ubrzo je utvrdena uloga i ostalih
receptora poput TLR7, koji eliminira Bacillus Calmette-Guerin (BCG) pojacanom regulacijom ¢imbenika
ATGS5 (engl. autophagy related 5) i Beclin-1 (Delgado i sur. 2008). Receptor TLR2 dovodi do eliminacije
bakterije Listeria monocytogenes aktivacijom autofagije ovisne 0 ERK (engl. extracellular signal-regulated
kinase) signalnome putu. S vremenom su otkriveni brojni drugi mehanizmi koji povezuju aktivaciju TLR-a
s autofagijom te su identificirani dodatni molekularni putevi koji objasnjavaju preciznu ulogu ove kaskade
u pokretanju autofagije (Slika 3.). Receptori TLR novace Beclin-1, koji zatim stupa u interakciju s TRAF®6,
induciraju¢i poliubikvitinaciju tipa lizin-63 domene BH3 i stvaranje autofagosoma (Shi i Kehrl 2010).
Imikvimod (IMQ) ne dovodi samo do apoptoze, ve¢ pridonosi autofagalnoj stani¢noj smrti u stani¢noj liniji
melanoma (Huang i sur. 2016; Chang i sur. 2017). Unato¢ tome, proces autofagije induciran receptorima
TLR3 i TLR4 moze potaknuti proliferaciju stanica raka plu¢a otpusStanjem citokina IL6, CCL2 (engl.
chemokine (C-C motif) ligand 2) i MMP2 (engl. matrix metallopeptidase 2) (Zhan i sur. 2014). U pacijenata
s povecanim izrazajem TLR4, u fibroblastima povezanim s rakom (engl. cancer-associated fibroblast,
CAF), zabiljezena je veca koncentracija LC3Il, ¢imbenika vaznog pri formiranju autofagosoma. Poveéana

koncentracija LC3I1 povezana je s visom stopom relapsa i losijom prognozom (Zhao i sur. 2017).
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Slika 3. Vezanje PAMP-ova ili DAMP-ova inicira upalni odgovor te dovodi do programirane stani¢ne smrti. Pri tome dolazi do

sazrijevanja stanica APC, koje migriraju u limfne ¢vorove. Adaptori MYDS88 i TRIF poti¢u proizvodnju citokina koji utje¢u na
diferencijaciju T-stanica. Aktivirane citotoksi¢ne T-stanice prelaze u tumorski mikrookoli§ gdje posreduju u protutumorskom
djelovanju. Receptori TLR pokrecu puteve programirane stani¢ne smrti, ukljucujuéi apoptozu, autofagiju i nekrozu. Preuzeto i

prilagodeno iz Cen i sur. 2018.



3.3. Programirana nekroza

Programirana nekroza dugo je smatrana nereguliranim oblikom stani¢ne smrti ¢iji je rezultat izlijevanje
stani¢nog sadrzaja u okolno tkivo te inicijacija upale. Medutim, novija istrazivanja ukazuju na kompleksnost
mehanizama nekroze te njezinu spregnutost s ostalim oblicima programirane stani¢ne smrti, kao $to su
apoptoza i autofagija. Ovisno o inicijatorima te unutarstani¢énim mehanizmima, programirana nekroza moze
se kategorizirati u ¢etiri osnovna procesa: nekroza, piroptoza, feroptoza i NEToza (Berghe i sur. 2014).

Nekroptoza predstavlja vaznu inacicu programirane nekroze koja je posredovana formiranjem kompleksa
RIPK1/RIPK3, poznatog kao nekrosom (Cho i sur. 2009; Li i sur. 2012). RIPK1 (engl. receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase 1) i TRADD (engl. TNFR1-associated death domain protein) vezu se na
domenu smrti receptora TNFR (engl. tumor necrosis factor receptor) te sudjeluju u formiranju signalnog
kompleksa (TNF-RSC/kompleks I) i aktivaciji puta NF-kB (Micheau i Rg Tschopp 2003). Kompleks lla
nastaje disocijacijom kompleksa | s receptora TNFR te sadrzi nemodificiranu kinazu RIPK1, kao i
bjelan¢evine TRAF2 (engl. TNF receptor associated factor 2), TRADD i FADD. Adaptor FADD novaci i
aktivira kaspazu-8 te pokrece lan¢anu reakciju efektorskih kaspaza koje dovode do apoptoze. Inhibicija
kaspaze-8, ili njezina nedostupnost, rezultira stvaranjem kompleksa Ilb koji usmjeruje stanicu prema
programiranoj smrti. Fosforilacijska modifikacija kinaza RIPK1 i RIPK3 (engl. receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase 3) omogucuje novacéenje i aktivaciju pseudokinaze MLKL (engl. mixed
lineage kinase-like), koja se veze na plazmatsku membranu i naruSava njezinu cjelovitost (Dondelinger i
sur. 2014). Kompleks RIPK1/RIPK3 ukljucen je u oslobadanje reaktivnih oblika kisika (ROS), ¢ime
doprinosi daljnjem razvoju nekroze (Fulda 2016). Ovime je omoguceno izlijevanje stani¢nog sadrzaja u
okolno tkivo, kao i dodatna pobuda sustava urodene imunosti koji prepoznaje oslobodene obrasce DAMP

te inicira upalu.

Istrazivanje Linkermann i Green (2014) potvrduje doprinos receptora TLR4 u inicijaciji nekroptoze
stimuliraju¢i aktivaciju dvaju odvojenih signalnih puteva (Slika 4.). TLR4 je plazmatski receptor koji novaci
adapterske bjelancevine MyD88 te TRIF. Adaptor Myd88 sudjeluje u uspostavi signalne kaskade te
aktivaciji puta NF-kB, ¢ime dolazi do povecanja ekspresije ¢imbenika TNFa (engl. tumor necrosis factor
alpha). Oslobodeni TNFa zatim se veZe na receptor TNFR te dovodi do nastanka nekrosoma (Linkermann
i Green 2014). S druge strane, adaptor TRIF sadrzi domenu RHIM (engl. RIP homotypic interaction motif),

koja omogucuje izravno novacenje kinaze RIPK1 (Linkermann i Green 2014).

Istrazivanje koje su proveli Ariana i sur. (2020) sugerira da adaptor TRIF u inicijaciji nekroptoze ima veéi
znacaj u odnosu na adaptor MyD88. Medutim, Liu i sur. (2022) zakljucuju da oba ¢imbenika, TRIF i
TNFR1, znacajno doprinose nekroptozi izazvanoj lipopolisaharidima. Osim aktivacije posredovane

receptorom TLR4, zabiljezena je mogucnost indukcije nekroptoze putem vezikularnog receptora TLR3.




TLR3 moze potaknuti nekrozu koja djelomi¢no ovisi o TNF signalnom putu, $to dovodi do formiranja
kompleksa RIPK1/RIPK3 (Bianchi i sur. 2017). Ovaj dodatni put aktivacije naglasava vaznost
razumijevanja slozenih signalnih puteva koji odreduju stani¢nu sudbinu i ukazuje na mogucnost daljnjeg

napretka u istrazivanjima na podrucju programirane stani¢ne smrti.
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Slika 4. TLR4 novaci adapterske bjelan¢evine MyD88 te TRIF. Adaptor Myd88 sudjeluje u uspostavi signalne kaskade te aktivaciji

puta NF-«xB. S druge strane, adaptor TRIF sadrzi domenu RHIM, koja omogucuje izravno novacenje kinaze RIPK1. Preuzeto i
prilagodeno iz Liu i sur. 2022.




4. TLR-i u imunosti na tumor i kombiniranoj terapiji

4.1. Organizacija tumorskog mikrookoliSa

Tumorski mikrookolis (engl. tumor microenvironment, TME) predstavlja sloZzenu i dinami¢nu mrezu
raznovrsnih stani¢nih populacija te molekularnih medijatora kao $to su citokini, kemokini, ¢imbenici rasta
i adhezijske molekule. Njegova sloZzena organizacija osnova je razumijevanja fiziologije tumora te klju¢na
komponenta pri odabiru optimalne protutumorske terapije. Regulatornu ulogu u razvoju tumorskog
mikrookoli$a imaju stromalne stanice medu kojima su najzastupljenije stanice imunosnoga sustava, tumoru

pridruzeni fibroblasti te stanice endotela (Zheng i Ma 2022).

Tumorski imunosni mikrookoli§ (engl. tumor immune microenvironment, TIME) odnosi se na kompleks
stanica imunosnoga sustava te njihove interakcije unutar tumorskog mikrookolisa koje imaju jedinstven
utjecaj na razvoj tumora (Binnewies i sur. 2018; Rayes i sur. 2019). Ovisno 0 poloZaju i moguénosti
infiltracije citotoksi¢nih T-limfocita, TIME se moze kategorizirati u dvije onkoloski znac¢ajne skupine. Prva
skupina, (I-E) TIME, karakterizirana je marginalnom raspodjelom citotoksi¢nih T-limfocita, pri ¢emu je
onemogucen njihov prodor u samu srz tumora. Nemogucénost infiltracije T-limfocita rezultira slabom,
gotovo neznaCajnom aktivacijom specifiéne imunosti, zbog ¢ega se takve tumore kolokvijalno naziva
»imunosno hladnima‘“. S druge strane, ,,imunosno topli tumori*, odnosno (I-1) TIME, obuhvacaju izrazito
imunogenic¢an mikrookoli§ u kojem se T-limfociti nalaze duboko u srzi tumora te izrazavaju inhibitorne
receptore poput PD-1 (engl. programmed cell death protein 1) i CTLA-4 (engl. cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4). Prva generacija klinicke imunoterapije posredovane antitijelima usmjerena je
blokiranju izraZenih receptora, smanjujuéi pritom njihov utjecaj na funkciju T-stanica (Topalian i sur. 2015).
Naravno, uspjesnost lijeCenja te osjetljivost tumora na imunoterapiju znacajno ovisi o prirodi TIME-a
(Gasser i sur. 2017).

4.2. Uloga TLR-a u metabolickom reprogramiranju stanica tumorskoga mikrookolisa

Rast tumora energetski je iscrpan proces koji zahtijeva pravovremenu prilagodbu okolnih stanica na
restriktivne uvijete. Uspostavljena paleta biokemijskih promjena, poznata kao Warburgov u¢inak, osigurava
dovoljno energije za rast i prezivljavanje tumora te razvoj metastaza. Proces stani¢noga reprogramiranja ne
odvija se isklju¢ivo u stanicama tumora, ve¢ i u pridruzenim stanicama tumorskoga mikrookolisa.
Dendriti¢ke stanice i makrofagi prolaze kroz razne metabolicke promjene koje definiraju njihovu izvr$nu
funkciju te poblize odreduju njihovu ulogu u razvoju tumora. Katabolicke promjene 0dnose se na povecanje

stope glikolize te smanjenu energetsku opskrbu putem oksidativne fosforilacije.
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Receptori nalik Tollu imaju vaznu ulogu u regulaciji staniénoga metabolizma (Huang i sur. 2018).
Stimulacija TLR3, posredovana ligandom poli(A:U), dovodi do preuredenja metabolizma u stanicama
karcinoma glave i vrata, §to rezultira povecanim rastom tumora (Veyrat i sur. 2016). Reprogramirane
tumorske stanice glavninu energije oslobadaju procesom glikolize, ¢ime je omogucena brza regeneracija
ATP-a te odrzavanje visoke anabolic¢ke aktivnosti esencijalne za stani¢nu proliferaciju. Povecana potreba
za glukozom nadomjestena je prekomjernom ekspresijom prijenosnika glukoze, GLUT1 i GLUT3, pod

kontrolom ¢imbenika HIF-1 (engl. hypoxia-inducible factor 1) (Balamurugan 2016).

Rast tumora zahtijeva obilne koli¢ine kisika, sto dovodi do njegova akutnoga nedostatka (hipoksije) u
tumorom zahva¢enom tkivu. Hipoksija poti¢e stvaranje novih krvnih Zila (angiogenezu), ¢ime Se
optimiziraju dotok i potrosnja kisika. Cimbenik HIF ima kljuénu ulogu u poticanju angiogeneze te uzrokuje
niz metabolickih promjena koje dovode do nakupljanja glikoliti¢kih produkata u tumorskim stanicama.
Glavni proizvod glikolitickog puta, laktat, predstavlja temeljni metabolit svojstven stanicama malignih
tumora (Warburgeov efekt) (Keshari i sur. 2013; Rodrigues i sur. 2014). Povecana proizvodnja laktata
rezultira regeneracijom koenzima NAD" te zakiseljavanjem (acidozom) tumorskoga mikrookoli$a, ¢ime je
olaksana invazija tumorskih stanica u okolno tkivo (Romero-Garcia i sur. 2016). Osim toga, unutarstani¢ni
laktat potice inhibiciju T-stanica te prirodnoubilackih stanica, kompromitiraju¢i njihovu ulogu u imunosti
na tumor (Brand i sur. 2016; Fischer i sur. 2007). Istrazivanje Xia i sur. (2017) predlaze vaznost laktata u
inicijaciji apoptoze naivnih T-stanica supresijom proteina FI1200 (engl. FAK family-interacting of 200 kDa)
(Xia i sur. 2017).

Stimulacija TLR-a rezultira metaboli¢kim preinakama u stanicama specifi¢ne imunosti, makrofagima te
dendritickim stanicama. Navedene preinake odvijaju se na metabolickome planu, a uklju¢uju favoriziranje
glikolitickoga puta naspram puta oksidativne fosforilacije. lako je to neizbjezan kompenzatorni mehanizam,
njegov utjecaj na samu stanicu je imunolo$ki znacajan te pobliZe definira izvr$nu funkciju aktivirane stanice.
Reprogramirane stanice makrofaga usmjerene su prema M1 fenotipu, koji karakterizira snazna proupalna
aktivnost te stvaranje i oslobodanje proupalnih citokina. Reprogramiranje omoguéuje maturaciju i

prezivljavanje dendritickih stanica, kao i poprimanje odgovarajuce imunosne uloge.

Nekoliko je molekula kljuéno pri aktivaciji makrofaga i dendritickih stanica (Huang i sur. 2018). Stimulacija
TLR4, posredovana lipopolisharidnim ligandom, dovodi do povecane produkcije inducibilne sintaze
dusikova oksida (iNOS) te dusikovih spojeva, koji su vazni inhibitori puta oksidativne fosforilacije (Everts
i sur. 2012; Kelly i O’Neill 2015). Rezultati istrazivanja sugeriraju da se rano glikoliti¢ko reprogramiranje,
posredovano receptorima TLR, dogada brzom fosforilacijom i aktivacijom kinaza AKT, TBK1 i IKKzg, koje
poticu aktivnost glikoliti¢kih enzima te de nuovo sintezu masnih kiselina (Everts i sur. 2014; Krawczyk i

sur. 2010). Wu i sur. (2016) predlazu da signalizacija putem TLR7 i TLR9 potice glikolizu i metabolizam
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lipida u plazmacitoidnim dendriti¢kim stanicama (engl. plasmacytoid dendritic cells, pDC). U ljudskim
stanicama pDC aktivacija TLR7 doprinosi povecanoj ekspresiji i aktivnost prijenoshika glukoze te
pridruzenih glikoliti¢kih enzima, ¢ime poti¢e ranu fazu glikolize te povecava ECAR (engl. extracellular
acidification rate) (Wu i sur. 2016).

Receptori sli¢ni Tollu imaju kljuénu ulogu u regulaciji razvoja, diferencijacije i funkcije razli¢itih
podskupova T-stanica (Reynolds i sur. 2010; Shi i sur. 2013). Oni posreduju snazno kostimulacijsko
djelovanje CD4* i CD8* T-stanica te sudjeluju u oslobadanju IL-2 i IFN-y (Karim i sur. 2017). Signalizacija
putem TLR2 potice proliferaciju Th1l7 stanica i proizvodnju IL-17 te snazno doprinosi razvoju
eksperimentalnog autoimunoga encefalomijelitisa (Reynolds i sur. 2010). Njegova aktivacija omogucuje
formiranje ucinkovitih memorijskih T-stanica koje proizvode povecane razine IFN-y i granzima B te

pospjesuju citotoksi¢nu aktivnost antigenom aktiviranih CD8" T-stanica (Cottalorda i sur. 2006).

4.3. TLR-i u imunosti na tumor

Receptori sli¢ni Tollu imaju dvostruku ulogu u procesu tumorigeneze, a njihovo djelovanje ovisno je o
razini aktivacije samoga receptora. Poznato je da TLR-i dovode do aktivacije puta NF-xB te inicijacije
upalnog odgovora. Unato¢ tome, pretjerana ili neznatna aktivacija receptora omogucuje prezivljavanje
tumorskih stanica te posreduje u stvaranju metastaza. Manipulacija receptorima TLR u svrhu razvoja
djelotvorne te sigurne imunoterapije Cesto rezultira nedovoljno definiranim ishodima. Slozeni signalni
putevi te brojne medustani¢ne interakcije zna¢ajno otezavaju razumijevanje djelovanja ovih receptora.
Unato¢ tome, utjecaj TLR-a na organizaciju tumorskoga mikrookolisa te razvoj tumora ostaje od neosporive
vaznosti. U skladu s time, razvijen je znatan broj agonista i antagonista TLR-a koji su pronasli svoju
primjenu u medicinske i istrazivacke svrhe. Nekolicina agonista TLR-a dobila je odobrenje FDA-e (engl.
Food and Drug Administration) za tretman razli¢itih tipova karcinoma, dok se pojedini agonisti ispituju u
preklinickoj fazi istrazivanja ne bi li se utvrdila njihova ucinkovitost i sigurnost u terapijskoj primjeni. Ti
spojevi omogucuju preciznu modifikaciju imunosnoga odgovora, ¢ime otvaraju vrata medicini 21. stoljeca

te razvoju terapijskih pristupa nove generacije.

4.3.1. Protumorska uloga TLR-a

Tumorskom mikrookolisu (TME) karakteristicna je visoka koncentracija oslobodenih obrazaca DAMP te
abnormalno visoka ekspresija receptora TLR. Opetovana stimulacija receptora dovodi do kroni¢ne upale te
nakupljanja imunosupresivnih stanica poput makofaga M2, Trec limfocita te MDSC-a (engl. myeloid-

derived suppressor cells) (Zheng i Ma 2022). Kroni¢na infekcija i upala odgovorne su za razvoj 20%
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karcinoma, pri ¢emu postoji jasna povezanost raka jetre i hepatitisa B, raka Zeluca i kroni¢ne infekcije

Helicobacter pylori te raka debelog crijeva i upalne bolesti crijeva (Ribatti i Tamma 2018).

Put NF-xB posreduje u upalnom odgovoru koji doprinosi odrzavanju karakteristika mati¢nih stanica
(stemness), dok mati¢ne stanice raka iskazuju povecanu aktivnost puta NF-«B. Rezultat je pozitivna
povratna sprega koja dovodi do povecanja populacije mati¢nih stanica u tumorima (Yeh i sur. 2016).
Stimulacija TLR-a ne poti¢e samo proliferaciju, ve¢ omogucéuje invaziju tumorskih stanica i Sirenje
metastaza kroz regulaciju metaloproteinaza (MMP) i integrina (Zheng i Ma 2022). Istrazivanje Zandi i sur.
(2019) sugerira da tretman antagonistom TLR4, TAK-242, inhibira invaziju stanica raka smanjenjem
aktivnosti MMP-a. Osim toga, aktivacija tumorskih stanica posredovana receptorima TLR inducira sintezu
proupalnih ¢imbenika i imunosupresivnih molekula koje znacajno modificiraju tumorski mikrookoli§ te

povecavaju otpornost tumorskih stanica na imunosni odgovor (Huang i sur. 2008).

U nepromijenjenim stanicama kolona ispoljavanje receptora TLR2 na povr§ini stanice ovisno je o ekspresiji
¢imbenika TOLLIP (engl. Toll interacting protein). Njegova smanjena ekspresija u tumorskim stanicama
dovodi do zadrZzavanja receptora TLR2 na apikalnoj i bazolaternoj membrani stanice te pogoduje daljnjoj
proliferaciji tumora (Pimentel-Nunes i sur. 2012). Aktivacija TLR2 u anaerobnim uvjetima potice
produkciju reaktivnih oblika kisika (ROS) u stani¢nim linijjama HT-29, Caco-2 i NCM460. Osim toga,
TLR2 ukljuéen je u biosintezu kolesterola te proliferaciju zlocudno promijenjenih stanica (Tsoi i sur. 2017).

TLR4 izrazen je na nekolicini stanica imunosnoga sustava te dovodi do aktivacije puteva ovisnih o
adaptorima MyD88 i TRIF. Njegovo dvojako djelovanje smatra se vaznom karikom u razvoju karcinoma,
a shodno tome i djelotvorne protutumorske terapije. Lu (2014) sugerira da TLR4 dovodi do povecanoga
izrazaja PD-1L (engl. PD-1 ligand) na povrsini tumorskih stanica, pri ¢emu znacajno utjece na sudbinu T-
stanica. Takoder, aktivacija TLR4 dovodi do lu¢enja imunosupresivnih ¢imbenika, poput IL-10, TGF-$
(engl. transforming growth factor beta) i VEGF (engl. vascular endothelial growth factor), te omogucuje
nastanak mikrookoliSa pogodna za razvoj tumora (Zandi i sur. 2019). TAL-242 inhibira antiapoptotske
bjelancevine Bcl-X. (engl. B-cell lymphoma-extra large) te Bcl-2 (engl. B-cell lymphoma-2) u stanicama
karcinoma jajnika i dojke, doprinoseci frekventnijoj apoptozi tumorskih stanica (Mishra i Pathak 2019).
Zbog svoga raznolika djelovanja, lije¢enje antagonistima TLR4 predstavlja potencijalnu strategiju inhibicije

nekoliko vrsta poznatih karcinoma.

4.3.2. Protutumorska uloga TLR-a
Optimalna aktivacija receptora nalik Tollu pokazuje korisne, terapijski primjenjive znacajke u borbi protiv

tumora (Tablica 1.). Nekoliko TLR-a te njima pridruZzenih agonista proucavano je zbog snaznog
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adjuvantnoga ucinka u protutumorskim cjepivima (Chiang i Kandalaft 2018). Oni induciraju lucenje

proupalnih citokina poput IL-1, IL-6 i IL-12 te sudjeluju u diferencijaciji T-stanica (Chen i sur. 2022).

Smjesten na plazmatskoj membrani mikroglija stanica, TLR2 posreduje snazno protutumorsko djelovanje.
Njegova aktivacija dovodi do povecanoga izrazaja kompleksa MHC-1 (engl. major histocompatibility
complex class 1), koji sudjeluje u izravnoj aktivaciji citotoksi¢nih T-limfocita (Chang i sur. 2019; Qian i sur.
2018). Osim toga, manipulacija TLR2 inhibira MDSC, pri ¢emu posreduje u reaktivaciji protutumorske
imunosti. Agonist receptora TLR1/2, sintetski bakterijski lipoprotein (BLP), selektivno smanjuje postotak
stanica MDSC u misjem tumoru, uglavnom promicanjem diferencijacije stanica M-MDSC (engl. monocytic
myeloid-derived suppressor cell) u M1 makrofage (Deng i sur. 2019).

Aktivacija TLR3 izrazenog u karcinomu prostate sprjeCava umnazanja stanica MAPK signalnim putem te
dovodi do apoptoze posredovane kaspazama (Paone i sur. 2008, 2010). Poli(l:C) sintetski je agonist TLR3
koji promovira antigen-specifican odgovor CD8" T-stanica u tumorima misa i primata te dovodi do
povecanja ekspresije IFN-y, IL-2 i TNF-o (Najafabadi i sur. 2021). Nadalje, sve Cesce koristen agonist,
Riboxxim, karakterizira dobro definirana kemijska struktura, topljivost te potencijalno adjuvantni u¢inak
(Naumann i sur. 2013). Radi se o sintetskom analogu dvolanc¢ane RNA (dsRNA) koji potice aktivaciju
dendritickih stanica te povecava izrazaj kostimulacijskih bjelancevina, ¢ime pospjeSuje predoavanje
antigena citotoksi¢nim T-limfocitima (Chen i sur. 2022). Riboxxim je stabilan u tjelesnim tekué¢inama do 7
dana te pokazuje znatno manju toksi¢nost u usporedbi s poli(l:C), odnosno mnogo vecu vrijednost LD50
(Naumann i sur. 2013).

MPLA (engl. monophosphoryl-lipid A) je funkcionalni agoinst TLR4 koji ne dovodi do pretjerane aktivacije
upalnoga odgovora, a pritom zadrzava dovoljnu imunogeni¢nost te pokazuje adjuvantni uéinak (Traini i sur.
2019). Istrazivanje Mata-Haro i sur. (2007) sugerira da MPLA favorizira signalizaciju nova¢enjem adaptora
TRIF, dok istovremeno ne dovodi do aktivacije puta ovisnog o0 MyD88. Novacenje samo jednog od dva
navedena adaptora rezultira balansiranim imunosnim odgovorom koji promovira protutumorsko djelovanje.
Adaptor TRIF sudjeluje u oslobadanju interferona tipa | vaznoga u ekspanziji T-stanica (Mata-Haro i sur.
2007).

Prijenos signala putem TLRS zapodinje prepoznavanjem i vezanjem flagelina ili njegovih derivata. Jedan
od posebno proucavanih agonista TLR5, FlaB-Vax, Cesto se koristi u kombinaciji s fotodinami¢kom
terapijom (engl. photodynamic therapy, PDT), pri ¢emu poti¢e nakupljanje dendriti¢kih stanica, pobolj$ava
ucinkovitost kriznog predoc¢avanja tumorskih antigena u TME-u te potice infiltraciju citotoksi¢nih T-
limfocita (Hwang i sur. 2020). Istrazivanje Hwang i sur. (2020) pokazuje da kombinirana terapija FlaB-Vax

i PDT poboljsava lijeenje malignog melanoma blokadom bjelancevine PD-1.

14



Aktivacija TLR7 na povrsini dendriti¢kih stanica dovodi do oslobadanja IFN-o, dok TLR8 izrazen na
monocitima i mijeloidnim dendritiCkim stanicama inducira lu¢enje IFN-y, TNF-a i IL-12 (Beesu i sur.
2017). Nadalje, TLR8 dovodi do izravne inhibicije Tres limfocita te smanjuje njihovo novacenje u podrucja
zahvacena tumorom. Agoniste receptora TLR7/8, imikvimod i motolimod, odobrila je FDA za uporabu u

prvoj fazi klini¢kih ispitivanja u lije¢enju solidnih tumora (Pahlavanneshan i sur. 2021).

Funkcionalno aktivan TLR9 izrazen je u nekoliko humanih tumora, uklju¢ujuci karcinom dojke, karcinom
pluca, cervikalnu neoplaziju, Burkittov limfom i karcinom prostate. Unato¢ relativno nejasnoj ulozi u
razvoju navedenih karcinoma, istrazivanja potvrduju njegovu ulogu u regulaciji tumorigeneze. Agonisti
TLR9, poput CpG ODN (engl. CpG oligodeoxynucleotides), dovode do aktivacije plazmocitoidnih
dendritickih stanica te sekrecije interferona tipa I, kao i pojacane ekspresije kostimulacijskih molekula
CD80 i CD86. Time je omogucena aktivacija stanica s izrazenim protutumorskim djelovanjem;

prirodnoubilackih stanica te citotoksi¢nih T-limfocita (Mohan i Zhu 2010).

Razvijeno je nekoliko generacija agonista TLR9 koje pokazuju zanimljiva svojstva u kombinaciji s drugim
imunoterapijskim metodama. Prva generacija agonista ukljucuje oligonukleotide s prirodnim
modifikacijama, dok agonisti druge generacije posjeduju jedinstvene modifikacije u slijedu nukleotida, pri
¢emu izrazavaju imunomodulacijska svojstva (IMO) (Zheng i Ma 2022). Tre¢u generaciju agonista TLR9
odlikuje smanjena toksi¢nost i rjede nuspojave u klini¢koj praksi. Pojava Cetvrte generacije povezana je s
razvojem novih tehnologija, posebice tehnologije nanomaterijala, ¢ime je zna¢ajno poboljSana uc¢inkovitost

unutarstani¢ne isporuke te bioloska stabilnost lijeka (Jin i sur. 2021).

Tablica 1. Mehanizmi protutumorskoga djelovanja receptora TLR u odabranim tumorima®.

Tumori TLR-i Mehanizmi
Melanom TLRS5 Aktivacija TLRS posredovana vezanjem flagelina
TNBC TLR4 Infiltracija i aktivacija razli¢itih imunosnih stanica

Inhibicija proliferacije MAPK signalnim putem te indukcija apoptoze

PC TLR3 posredovane kaspazama
SCCHN TLRS Sinergijska aktivacija prirodnoubilackih stanica motolimodom i NLRP3
receptorom

Povecana ekspresija kompleksa MHC-I na glija-stanicama dovodi do
Tumor mozga TLR2 aktivacije i proliferacije CD8" T-stanica

" Tablica je preuzeta i prilagodena iz Zheng i Ma 2022.

Kratice: TNBC— trostruko negativni karcinom dojke; PC— rak prostate; SCCHN- karcinom plocastih stanica glave i vrata
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4.4. Agonisti receptora TLR u kombinaciji s imunoterapijskim pristupima

Terapijska implikacija receptora nalik Tollu smatrana je obecavaju¢im korakom u lije€enju karcinoma,
autoimunih te upalnih bolesti, a odnosi se na primjenu agonista odnosno antagonista TLR-a koji specifi¢no
prepoznaju izvanstani¢nu domenu bogatu leucinom. Njihova uloga u modulaciji tumorskoga mikroookolisa
temelj je razvoja suvremenih metoda lije¢enja u onkologiji. Ipak, ambivalentna priroda receptora TLR
predstavlja teSko premostivu barijeru koja zahtijeva dodatna istrazivanja na podrucju signalizacije
posredovane receptorima. Ova bi otkri¢a mogla upotpuniti nase znanje o biologiji tumora te zapoceti novo

poglavlje u razvoju samostalnih ili kombiniranih terapijskih pristupa.

Postupni razvoj imunologije rezultirao je spektrom imunoterapijskih metoda koje se danas, ovisno o
mehanizmu djelovanja, mogu podijeliti u pet kategorija: imunoterapija cjepivom, imunoterapija citokinima,
imunoterapija blokadom imunosnih kontrolnih to¢aka, imunoterapija prijenosom stanica adaptivne imunosti
te imunoterapija malim molekulama (Zheng i Ma 2022). Sve je ¢e$¢a i primjena posebnih oblika
modificiranih stanica nazvanih stanice CAR-T (engl. chimeric antigen receptor T cells). Manipulacija
takvim stanicama obecavajuci je korak u lije¢enju ,,toplih“ tumora. Stanice CAR-T su genetski modificirani
T-limfociti koji uspje$no prepoznaju antigene povezane s tumorima (engl. tumor-associated antigens, TAA)
te poti¢u restrukturiranje mikrookoli$a radi poja¢avanja imunosnog odgovora na tumor (Grosser i sur. 2019;
Zheng i Ma 2022).

Kombinacija razli¢itih imunoterapijskih pristupa te agonista i/ili antagonista receptora TLR moze imati
sinergijski uc¢inak u zaustavljanju proliferacije tumorskih stanica. Imunoterapija blokadom inhibicijskih
receptora sve je koristenija opcija u lijeCenju raznih vrsta tumora. Rije¢ je o terapijskom pristupu koji ometa
interakciju stanica tumora te citotoksi¢nih T-limfocita, pri ¢emu promovira prezivljavanje stanica
imunosnoga sustava. Sinergijski ucinak ovih dvaju terapijskih opcija pokazao se korisnim tretmanom u
istrazivanjima na misjim modelima. Koh i sur. (2021) proizveli su nanoemulziju koja sadrzi agonist TLR7/8,
R848, i antitijelo anti-PD-1 te su demonstrirali njezin u¢inak u inhibiciji karcinoma plu¢a miseva. Nadalje,
FDA je odobrila koristenje imikvimoda (IMQ) u kombinaciji s pembrolizumabom za lije¢enje melanoma u

stadiju I11B-1V (Zhang i sur. 2021).

Aktivacija receptora TLR primjenom njihovih agonista rezultira povecanjem ekspresije enzima IDO
(indolamin 2,3-dioksigenaza). Njegov povecan izrazaj povezan je s nastankom imunosupresivnog
tumorskog okruzja koje pogoduje daljnjem razvoju tumora. Kako bi se izbjeglo nakupljanje regulatornih T-
stanica i MDSC-a u tumorskome mikrookolisu, koristena je dvojna terapija, IDO inhibitorima te agonistima
TLR-a. Kombinacija IMQ i IDO inhibitora, 1-metil-D-triptofana (1-MT), poti¢e odgovor Thl stanica i

inhibira rast tumora (Ito i sur. 2015).
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5. Zakljucak

Receptori nalik Tollu predstavljaju homogenu skupinu receptora koji prepoznaju strane, potencijalno
patogene obrasce te dovode do aktivacije imunosnog odgovora. Njihova uloga u razvoju i nastanku upale
dobro je definirana, a sve vise istrazivanja Upucuje na njihov znacaj u patologiji autoimunih bolesti, sepse
te malignih oboljenja. Signalizacija posredovana TLR-ima neizostavan je aspekt istraZivanja koja povezuju
stani¢no prezivljenje, inicijaciju upale te razvoj tumora. Prepoznavanje obrazaca DAMP i PAMP potice
signalnu kaskadu koja, ovisno o unovacenim adapterima i ¢imbenicima, omogucuje otpustanje razli¢itih

citokina te inicira snazan imunosni odgovor organizma.

Uloga TLR-a u razvoju tumora moze se opisati dvojako, pri ¢emu receptori TLR mogu potaknuti odnosno
inhibirati daljnju proliferaciju i prezivljavanje stanica tumora. Pojedini receptori posreduju supresiju
imunosnog odgovora te promoviraju protumorsku organizaciju tumorskoga mikrookolisa. Osim toga, TLR-
i mogu djelovati protutumorski, pri ¢emu induciraju lu¢enje proupalnih citokina, novace stanice urodene
imunosti te sudjeluju u diferencijaciji T-stanica. Oni poti¢u aktivaciju prirodnoubilackih stanica te

citotoksiénih T-limfocita, suprimirajuéi pritom daljnji rast tumora.

Nadalje, receptori TLR sudjeluju u reprogramiranju metabolizma stanica unutar tumorskog mikrookolisa.
Njihovo djelovanje nije ograni¢eno samo na stanice karcinoma, ve¢ obuhvaca njemu pridruzene stanice koje
oblikuju dinamiénu mrezu imunosnih stanica te topljivih ¢imbenika (TIME). Ovo kompleksno

medudjelovanje utjece na progresiju tumora, njegovu sposobnost invazije te stvaranje metastaza.

Sintetizirani su mnogobrojni ligandi koji vezanjem na receptore TLR inhibiraju odnosno aktiviraju stani¢nu
signalizaciju. Mogucnost aktivacije ili inhibicije receptora otvara vrata za ciljanu manipulaciju imunosnim
odgovorom prema potrebama pacijenta. Klinicka primjena ovih spojeva, samostalno ili u kombinaciji s
drugim imunoterapijskim metodama, predstavlja izazovno ali obe¢avajuce podrucje istrazivanja u borbi

protiv raka.
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7. Zivotopis

Roden sam 2001. godine u Zadru gdje sam zavr$io osnovnoskolsko obrazovanje u OS Bartula Kagica.
Tijekom osnovne Skole pokazao sam snazan interes za podrucje prirodoslovlja te sam sudjelovao na
nekoliko manifestacija s ciljem promocije znanosti medu mladima. Srednjoskolsko obrazovanje zavrsio sam
u Gimnaziji Jurja Barakovi¢a uz stipendijsku potporu grada Zadra zbog izvrsnih postignuéa. Tijekom tog
razdoblja istaknuo sam se na Skolskim i Zupanijskim natjecanjima iz prirodoslovnih predmeta te sam
sudjelovao na dvama drzavnim natjecanjima iz biologije u kategoriji znanja (2018. i 2019. godine), pri ¢emu

sam 2018. godine osvojio tre¢e mjesto na nacionalnoj razini natjecanja.

2020. godine upisao sam prijediplomski studij Molekularne biologije na Bioloskom odsjeku Prirodoslovno-
matemati¢kog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Tijekom studija primao sam stipendiju Ministarstva znanosti
i obrazovanja za izvrsnost u STEM podruéjima. Od 2021. godine aktivno sudjelujem u djelovanju Odbora
za promicanje psiholoskog zdravlja u sklopu Studentskog zbora Sveucilista u Zagrebu. Cilj Odbora jest
promicati svijest o vaznosti odrzavanja mentalne higijene pruzanjem aktualnih informacija o mentalnom

zdravlju te organizacijom multidisciplinarnih dogadanja i promocija koje se bave tom tematikom.

Tijekom trece godine studija odradio sam laboratorijsku stru¢nu praksu u Centru za istrazivanje i prijenos
znanja u biotehnologiji Sveucilista u Zagrebu. Na praksi sam stekao vjestine rada u stani¢noj kulturi te sam
se upoznao s koriStenjem fluorescencijskog mikroskopa i analizom podataka pomocu softverskih alata. Ovo

iskustvo obogatilo je moje razumijevanje laboratorijskog rada i analize bioloskih procesa.

Kroz studij sam razvio poseban interes za imunologiju i biokemiju te vjerujem da ¢u se nastaviti

kontinuirano usavrSavati i produbljivati svoje znanje u tim znanstvenim disciplinama.
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