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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Imunoterapija, poznata jo$ kao bioloska terapija, ili bioterapija temelji se na aktivaciji
prirodnog imunosnog sustava ¢ime se povecava sposobnost organizma da se sam bori sa
malignim oboljenjem. Za razliku od tradicionalnih metoda lijecenja (zracenje, kemoterapija,
operativni zahvati), imunoterapija uniStava samo maligne stanice u tijelu ¢ime je zdravo tkivo
ofuvano, a nuspojave smanjene. Da bi imunoterapija bila djelotvorna, potrebno je uzeti u
obzir zdravstveno stanje pacijenata kao i vrstu tumora kojeg je potrebno lijeciti. Najvazniji
faktor koji utjeCe na izljeCenje je vrijeme. Ovakva vrsta terapije iziskuje dovoljno vremena
kako bi se imunosni sustav stimulirao ili pojacao te dao pozitivan ishod terapije.

Jedna od prvih metoda imunoterapije bilo je lijeCenje pomocu citokina. Citokini su
proteini male molekularne mase koji djeluju trenutno na maligne stanice tako $§to koce njihov
rast stimuliranjem imunoloskih stanica. Drugi oblik imunoterapije je upotreba monoklonskih
antitijela koja se vezu na specifiéne proteine koje proizvode stanice te na taj nacin
zaustavljaju deaktivaciju stanica T ¢ime se povecava protutumorski imunosni odgovor. Noviji
pristup lije¢enja je terapija cjepivom koja se temelji na pokuSaju da se tumorske stanice lakse
ucine vidljivima imunoloSkom sustavu. Metastatski tumori najeS€e se tretiraju metodom
adoptivne imunoterapije. Takva terapija temelji se na prijenostu (transferu) imunoloSkih

stanica, a najkoriStenija metoda je adoptivni celularni transfer (ACT).
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

1.1. Imunoloski sustav i imunoloSki odgovor

1.1.1. Sastavnice imunoloskog sustava

Ljudsko tijelo svakodnevno se susre¢e s napadima tijelu nepoznatih tvari, odnosno s
napadima stranih antigena. Kako bi se organizam obranio, razvio se imunoloski sustav.
Glavna uloga imunoloskog sustava je razlucivanje stranih antigena od vlastitih te uklanjanje
patogena s ciljem o&uvanja jedinke. *

Organizam je slozeni sustav koji funkcionira skladno, a time je i imunoloski sustav jedna vrlo
slozena mreza sacinjena od mnos$tva stanica i organa koji suraduju zajedno sa jedinstvenim
ciljem obrane.?

MozZemo razlikovati organe koji proizvode specijalizirane imunoloSke stanice ili
fizicke/kemijske barijere poput koze, roznice oka te raznih membrana (primjerice onih koje
oblazu urinarni sustav, reproduktivni, gastrointestinalni ili respiratorni sustav).
Fizi¢ke/kemijske barijere direktno brane ulazak mikroorganizama u tijelo, dakle zaustavljaju
prodor virusa, bakterija, gljivica.?®
Imunoloske stanice proizvode se u limfoidnim organima, odnosno u tkivima u kojima se
nalazi velik broj limfocita i razli¢itih drugih stanica koje osiguravaju mikrookolisne uvjete
potrebne za razvoj i aktivaciju limfocita. Limfoidni organi dijele se na primarne ili sredisnje
(u kojima limfociti sazrijevaju) i sekundarne ili periferne (u koje se zreli limfociti premjestaju
i obnasaju svoje funkcije). Primarni su primjerice koStana srz ili timusna zlijezda (prsna
7lijezda), dok sekundarni su slezena te limfni sustav (limfni &vorovi te razna limfna tkiva).*

Polozaj svih spomenutih organa u ljudskome tijelu prikazan je naslici 1.

Lucija Brtan Zavr$ni rad



§ 1. Uvod 2

Imunosni sustav
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Slika 1. Imunosni sustav sastoji se od brojnih komponenti u tijelu, od kojih neke djeluju kao
fiziCke/kemijske barijere (koZa, roznica, membrane u respiratornom sustavu,
gastrointestinalnom sustavu, mokra¢nom sustavu i reproduktivnhom sustavu), dok druge
proizvode 1/ili cirkuliraju specijalizirane imunoloSke stanice (limfni sustav, koStana srz,

slezena 1 timusna Zlij ezda).3

Stanice imunosnog sustava nastaju iz prastanica koje mogu nastajati na dva nadina: iz
limfoidnih prekursora nastaju limfociti (limfociti T, limfociti B i prirodene stanice ubojice), a
iz mijeloi¢kih prekursora fagociti (monociti/makrofagi, neutrofilni i eozinofilni granulociti,
stanice za predoCavanje antigena) i posrednicke stanice (bazofilni granulociti, mastociti i
trombociti).

Najznacajnije stanice imunoloskog sustava prikazane su na slici 2.

Lucija Brtan Zavr$ni rad



§ 1. Uvod 3

makrofag limfocit

prirodena stanica ubojica neutrofil

Slika 2. Makrofagi, limfociti, prirodene stanice ubojice i neutrofili su jedne od najznacajnijih

stanica imunologkog sustava. Strukturno se razlikuju §to je vidljivo na slici.”

Makrofagi (mononuklearni fagociti ili monociti) su velike bijele krvne stanice koje
fagocitiraju mikrobe, antigene i druge tvari. Odlaskom u tkiva monociti se preobrazavaju u
tkivne makrofage. Enzimi i kemijske tvari sadrzane u citoplazmi omogucuju makrofagu da
razgradi fagocitirani mikrob unistavajuci ga. Makrofazi se ne nalaze u krvi, ve¢ se nalaze na
strateSkim mjestima gdje tkiva dolaze u dodir s krvotokom ili vanjskim svijetom (primjerice
nalaze se u alveolama tj. mjestima gdje pluca primaju zrak izvana ili gdje su stanice jetre
povezane s krvnim Zilama). Osim brojnih adhezijskih molekula (povrSinskih biljega),
monociti posjeduju i receptore za Fc-fragment IgG (FcyRI ili CD64, FcyRII ili CD32, i
FcyRIII ili CD16), receptor za komponentu komplementa C3b (CR1 ili CD35), MHC-II
nuzne za predocavanje antigena limfocitima T te receptore za citokine (poput IL-2R).

Neutrofili su krupne bijele krvne stanice slicne makrofazima, ali za razliku od
makrofaga se nalaze u krvi. Uz eozinofile te monocite ubrajaju se u granulocite odnosno
fagocite. Kako bi izasli iz krvi i usli u tkiva potreban im je poseban podrazaj, stoga suraduju
sa makrofagima koji zapoc¢inju imunoloski odgovor i Salju signale kako bi podrazili neutrofile
da iz krvi predu u tkivo te im se pridruze. Ubijanjem te fagocitozom mikroba (neutrofili
fagocitiraju mikrobe) dolazi do stvaranja gnoja. Na svojoj povrsini sadrze adhezijske moleuke

pomocu kojih stupaju u dodir s endotelnim stanicama krvnih kapilara pri dolasku u tkiva te
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§ 1. Uvod 4

putovanju na mjesto djelovanja. Osim brojnih adhezijskih molekula, na sebi sadrze i receptore
za Fe-fragment IgG (FcyR).

Limfociti su glavne stanice limfnog sustava. U usporedbi sa makrofagima i
neutrofilima su relativno malene stanice. Mogu se podijeliti na tri glavne skupine — B
limfocite, T limfocite te prirodene stanice ubojice. U primarnim limfoidnim organima nastaju
u velikom broju te migriraju u krvotok i u periferne limfne organe i tkiva.>®

Limfociti B nastaju u kostanoj srzi gdje prolaze i proces sazrijevanja. Prolaze kroz tri
stadija tj. stadij pro-B, stadij pre-B i stadij nezrele B stanice. Stanice u stadiju pro-B nose
adhezijsku molekulu VLA-4 (VLA-4, engl. very late antigen 4) koja ostvaruje interakcije sa
stromalnim stanicama kostane srzi vezanjem za stromalne stanice VCAM-1 (VCAM-1, engl.
vascular cell adhesion molecule 1). Nadalje, citokin SCF (SCF, engl. stem cell factor) se veze
za receptor c-Kit (CD117) (c-Kit, engl. receptor tyrosine kinaseprotein) sto oznacava prelazak
u stadij pre-B. U ovom stadiju limfocit B proizvodi protutijelo (imunoglobulin) IgM na svojoj
povrsini, te prelazi u slijedeci stadij u kojem IgM postaje funkcionalan te se istovremeno
ugraduje u membranu s novonastalim novim imunoglobulinom IgD. Proizvedeni ugradeni
imunoglobulini na membrani djeluju kao specifi¢ni receptori za antigen (BCR, engl. B-cell
antigen receptor). Vecina ljudskih limfocita B nose membranske IgM i IgD dok manji broj
nosi preostale razrede (takvi limfociti B mogu se u znatnoj koli¢ini specificno pronaéi u
odredenim organima, npr. u sluznici crijeva gdje se ve¢inom nalaze limfociti B s povrSinskim
Ig A)l26,27
Ranije spomenuti imunoglobulini su proteini gradeni u obliku slova Y kod kojega se razliciti
lanci drze zajedno uz pomo¢ disulfidnih veza. Razlikujemo varijabilni dio koji ¢e se vezati za
specifi¢ni antigen te stalni dio koji odreduje razred protutijela. Razlikujemo pet razreda

protutijela - IgM, 1gG, IgA, IgE i IgD koja mogu sudjelovati u imunosnom odgovoru.>®

Lucija Brtan Zavr$ni rad



§ 1. Uvod 5

mjesto vezanja
// antigena ~

disulfidne
veze
promjenljivi
dio

stalni dio

Slika 3. Protutijelo ili imunoglobulin, graden je u obliku slova Y, a razli¢iti lanci drze
zajedno uz pomo¢ kemijskih disulfidnih veza. Razlikujemo varijabilni/promjenjivi dio koji ¢e

se vezati za specifiéni antigen te stalni dio koji odreduje vrstu protutijela.’

Nakon izlaska iz kos$tane srzi, limfociti B se mogu aktivirati nakon ¢ega slijedi daljnja
proliferacija’. Na povrsini zrelih limfocita B osim BCR receptora nalaze se i brojni drugi
biljezi poput antigena MHC-11 koji su vazni za suradnju s limfocitima T. Osim njih nalaze se i
povrsinski biljezi (CD19, CD20 i CD22), receptori za Fc-fragment imunoglobulina G
(FcgRIl) te receptori za komponente komplementa C3b i C3d (komplement receptori CR1 i
CR2). Vezivanjem komponente komplementa za receptore koji se nalazi na antigenu dolazi
do interakcije povrsinskog biljega CD19 s BCR ¢ime se pokrece niz signala koji ¢e poboljsati
proces aktivacije limfocita B.2%%’

Limfociti T stvaraju se u kosStanoj srzi odakle putuju u timus gdje sazrijevaju ucéeci
razlikovati strano od vlastitoga, odnosno gdje prolaze proces diferencijacije. Dolaskom u
timus, nezrele stanice na sebi imaju specificne povrsinske molekule odnosno receptor za

faktor rasta mati¢nih stanica (c-Kit, engl. receptor tyrosine kinaseprotein), adhezijske

" proliferacija (franc. proliferation), umnoZavanje stanica odnosno uzastopno stvaranje novih stanica tijekom
stvaranja novoga tkiva.

Lucija Brtan Zavr$ni rad



§ 1. Uvod 6

molekule CD25 i CD44 (CD, engl. cluster of differentiation)" te nekoliko receptora za IL-2
(IL-2, engl. interleukine-2). Sazrijevanjem nastaju zreli limfociti T koji mogu biti CD4" ili
CD8". Prije nego li se limfociti T izlu¢e u limfni sustav, prolaze procese pozitivne i negativne
selekcije. U procesu pozitivne selekeije svi limfociti T su izlozeni molekulama HLA™ (HLA,
engl. human leukocyte antigen), a oni koji nisu sposobni vezati se podlijezu apoptozi. Proces
negativne selekcije odgovoran je za apoptozu svih limfocita T koji se vezu visokim afinitetom
za vlastite antigene predocene HLA molekulama kako bi se izbjeglo pokretanje odgovora na
vlastite antigene. Svaki limfocit T na stani¢noj membrani posjeduje receptor (TCR, engl. T-
cell receptor) koji je jedinstven za odredeni antigen. Pojavom stranog tijela s antigenom kojeg
prepoznaje specificni TCR dolazi do aktivacije limfocita T ¢iji mehanizam ¢emo obraditi u
poglavlju 2.1. Reakcija imunoloskog sustava na rak. Osim stanica zarazenih mikrobima,
limfociti T mogu prepoznati i tumorske stanice. Kao i limfociti B imaju sposobnost memorije
&ime se ubrzava uklanjanje prijetnje (stjece se imunost).>®-%7

Prirodene stanice ubojice (Cesto nazivane i NK stanice, engl. natural killer) ubijaju
odredene stanice zaraZzene mikrobima i stanice raka ¢im se stvore bez procesa sazrijevanja i
diferencijacije kao $to je slu¢aj sa B i T limfocitima. TO svojstvo im omoguéuju brojni
receptori pomocu kojih mogu prepoznati patogene mikroorganizme ili mutirane stanice. One
uklanjanju prijetnju puno brze od limfocita T, medutim to ¢ine s manjom ucinkovitoScu.
Prirodene stanice ubojice takoder mogu stvarati neke citokine odnosno glasnic¢ke tvari koje

reguliraju neka djelovanja T limfocita, B limfocita i makrofaga.®"?

1.1.2. Imunoloski odgovor

Imunolos8ki sustav razvio je sloZenu mreZu provjera i ravnoteZza pomocu kojih regulira i
odrZava sigurnost unutar organizma. Imunost moze biti urodena ili steCena. Svaki organizam
rodenjem razvija urodenu imunost. Takva imunost nije specifi¢na, ali ima vrlo brz imunosni

odgovor.®

"' CD-sustav povrsinskih biljega je nomenklatura zasnovana na prepoznavanju membranskih biljega
monoklonskim antitijelima, razlikujemo biljege karakteristicne za odredenu liniju stanica, diferencijacijske
biljege koji postoje samo privremeno (npr. u odredenom razdoblju sazrijevanja stanica) te aktivacijske biljege
koji su pristuni samo na stanicama koje su aktivirane antigenom.

""HLA-sustav (engl. Human Leukocyte Antigens), sustav glavnih antigena tkivne snosljivosti u ljudi. Odreden je
genima glavnoga sustava tkivne snosljivosti (MHC, engl. Major Histocompatibility Complex), koji se nalaze na
6. ljudskom kromosomu. Molekule HLA utjecu na imunoloski odgovor limfocita T specifi¢an za antigen i na
druge stanice kada limfocitima T predouju antigen.?

Lucija Brtan Zavr$ni rad



§ 1. Uvod 7

Imunosni odgovor je skup izvr$nih imunoloskih mehanizama kojima se nakon susreta
s antigenom 1 njegova prepoznavanja antigen neutralizira ili uniStava. Sastavnice imunoloskog
sustava ukljuc¢ene u urodenu imunost su, ranije opisane stanice, makrofazi i neutrofili
(granulociti). Njihov odgovor na sve antigene i strane tvari je vrlo sli¢an te se ne razlikuje od
organizma do organizma.”

Obrana od patogena tijekom imunosnog odgovora urodene imunosti odvija se na
lokalnoj i sistemskoj razini. Lokalna obrana se ostvaruje na mjestu ulaska nekog patogena u
organizam (primjerice sluznice ili koze) koja mehanicki brani ulazak, ali moze djelovati kao
fizicka 1 kemijska barijera. Fizi¢ki se patogeni mogu uklanjati ljustenjem, ispiranjem, a
kemijski pomocu protuinfekcijskih tvari koje se izluCuju (npr. kiselost sluznica ili normalna
bakterijska flora koja brani razvoj patogena u crijevima).

Na sistemskoj razini, obrana se ostvaruje fagocitozom te djelovanjem ostalih nespecifi¢nih
tvari, odnosno tvarima koje nemaju receptore za specifiéno prepoznavanje antigena. Nakon
Sto je lokalna obrana uniStena, aktiviraju se specijalizirani fagociti odnosno ranije opisani
granulociti poput neutrofila te makrofaga. Njihova zadaca je prepoznavanje, gutanje te
razgradnja stranih tvari. Djeluju putem receptora za Fc-fragment antitijela te komponente
komplementa C3b koje nose na svojoj povrsini ($to pokazuje da urodeni i steCeni imunosni
susatav suraduju), a zahvaljuju¢i kojima su u moguénosti unistiti sve ¢estice koje na sebi nose
odgovarajuce biljege.

Proces fagocitoze moze se podijeliti u Cetiri dijela: privlacenje ili kemotaksija, vezanje na
povrsinu fagocita ili adherencija, ulaZenje Cestice u fagocit ili ingestija te ubijanje Cestice
odnosno razgradnja. Mehanizam zapocinje kemotaksijom, najées¢e hidrofobnim privla¢enjem
ili privlatenjem Van der Waalsovim interakcijama (moguce su i elektrostatske interakcije, no
one su rijetke). Kada je mikrob privucen zapocCinje adherencija, na receptore za Fc-fragment
IgG i komponentu komplementa C3 se mogu vezati na Cestice koje na sebe nespecificno
adsorbiraju IgG 1ili Cestice koje su oblozene imunoglobulinima ili komponentama
komplemenata. Slijedi endocitoza koja zapocCinje uvlaCenjem membrane fagocita i
okruzivanjem cestice prilikom cega se stvara fagocitna vakuola (fagosom). Fagosom se
ulaskom u stanicu spaja s jednom ili viSe fagocitnih granula (lizosoma) koje sadrze
hidroliticke enzime. Ovim korakom nastaje fagolizosom, a zarobljena Cestica se izlaze
djelovanju hidrolaza. Mehanizam daljnje razgradnje moze biti ovisan o kisiku, a to znaci da

fagocitna granula u sebi sadrzi defensine odnosno male kationske proteine bogate cisteinom.
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§ 1. Uvod 8

Njihova uloga je poveéavanje propusnosti membrana napadnute Cestice. Nadalje, mehanizam
ovisan o kisiku se temelji na aktivnosti oksidaza koje su ovisne o NADPH, a one pretvaraju
molekulski kisik do vodikova peroksida. Jedna od prisutnih komponenti u gradi fagocita je
mijeloperoksidaza, a u njezinu prisustvu nastali vodikov perkosid reagira s kloridnim ionima
¢ime nastaje hipoklorna kiselina. Hipoklorna kiselina je pak vrlo snazno oksidirajuce sredstvo
koje trenutno oksidira bioloski aktivne molekule Cestica. Mogu¢i su i mehanizmi neovisni o
kisiku, a oni se odnose na djelovanje baktericidnih enzima poput lizozima, proteaze te
laktoferina.

SteCena imunost se zadobiva tijekom zivota. Nakon rodenja, imunoloski sustav
organizma nije jo§ doSao u dodir s vanjskim svijetom, stoga ne posjeduje razvijen mehanizam
obrane. Takav imunoloski sustav u¢i odgovarati na svaki novi antigen s kojim se susrece, on
je takoder specifian za antigene s kojima organizam dolazi u dodir tijekom zivota. Specifi¢na
imunost ima sposobnost ucenja, prilagodbe te paméenja. Glavno svojstvo specifiéne imunosti
je prepoznavanje antigena putem receptora za antigen na limfocitima B (BCR) te putem
receptora za antigen na limfocitima T (TCR).

Obje imunosti su medusobno povezane tako Sto svaki sustav medudjeluje 1 utjece na
drugi neposredno ili putem izlu¢ivanja glasnika citokina. Naj¢es¢e podrazaj izaziva nekoliko

odgovora koji se sastoje od tri osnovna principa — prepoznavanja, pokretanja i napada.>*

1.2. Tumor i kancerogena oboljenja
1.2.1. Rak, neoplazma ili novotvorina

Rak, neoplazma ili novotvorina su opc¢eniti nazivi za mnoge bolesti ¢ija je zajednicka
karakteristika da se njihove abnormalne stanice dijele bez kontrole. U svakom organizmu
stanice rastu 1 dijele se na kontrolirani nacin s ciljem proizvodnje novih stanica koje su tijelu
potrebne za oCuvanje zdravlja. Buduéi da je taj proces strogo kontroliran, stare ili oSte¢ene
stanice odumiru (ili se unistavaju) te se zamjenjuju novim zdravim stanicama.

Ponekad kontrolni mehanizmi mogu zakazati S§to rezultira oSte¢enjem genetskog
materijala te dolazi do mutacija koje utjeCu na rast i diobu stanica. Tada stanice ne odumiru
kada bi trebale, a nove stanice se nekontrolirano stvaraju i onda kada organizam nema potrebu
za njima. Visak stanica mogu formirati ¢vrstu masu tkiva koja se naziva tumor (lat. tumor —

oteklina) kao $to je to prikazano na slici 4. *°
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Slika 4. Tumor je ¢vrsta masa tkiva nastala nekontroliranim rastom stanica. Do pojave tumora
dolazi oSte¢enjem ili izmjenom genetskog materijala Sto rezultira poremecajem u rastu i diobi

stanica. 1°

1.2.2. Vrste tumora

Razlikujemo maligne (zlocudne) i benigne (dobrocudne) tumore. Pojam zlocudnosti
(malignosti) se odnosi na svojstvo tumora da prodre i razori okolno tkivo te da se moze
prosiriti limfnim sustavom ili krvi na udaljena tkiva te tako tvoriti metastaze. Metastatske
stanice izgledom i ponaSanjem odgovaraju Stanicama primarnog sijela raka. Metastazirani
tumori su uvijek povezani s prvobitnim, a mogu se razlikovati pomocu pato-histoloske
identifikacije stanica u tkivu (metastazirane stanice gotovo uvijek odgovaraju stanicama

sijela).!%

Tumori svojim rastom mogu vrsiti pritisak na okolno tkivo te na taj nain mogu
istisnuti normalne stanice, $to onemogucava normalnu funkciju tkiva. Zbog razvoja svoje
vlastite opskrbe krvi tumorsko tkivo oduzima zdravome potrebne hranjive tvari. Prema
mikroskopskom izgledu stanica i1 ostalim specificnostima koje se otkrivaju raznim
dijagnostickim postupcima odreduje se stanicno podrijetlo nekog tkiva i tip tumora. Stanica
tumora gotov uvijek nalikuje tkivu organa koje je zahvaceno kancerogenim oboljenjem po
genetskom i mikroskopskom izgledu stanice.™

Druga podjela tumora je na one solidne 1 hematoloske. Solidni tumori su oni koji tvore

izraslinu ili viSestruke izrasline dok hematoloski tumori ugrozavaju normalne stanice koje se

nalaze 1 kruze tijelom putem krvotoka. Solidni tumori se jo§ mogu podijeliti na karcinome 1
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sarkome. Karcinomi potjecu od epitelnih stanica koje se nalaze na povrSinama tkiva i organa.
Oni ¢ine 90% svih tumora tkiva (tumorske izrasline ili stanice raka koje rastu unutar
organskih sustava). Sarkomi nastaju iz stanica potpornog, odnosnho vezivnhog tkiva poput
miSica, tetiva, masnog tkiva, zivaca i ostalih tkiva koja povezuju, podrzavaju ili okruzuju
strukturu i organe tijela. Ova vrsta tumora je rjeda u odraslih, dok se ¢eSc¢e dijagnosticira kod

djece.”®
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§ 2. KONCEPT IMUNOONKOLOGIJE

2.1. Reakcija imunolo$kog sustava na rak

Imunosni sustav svakodnevno nadzire organizam i procese koji se odvijaju u njemu.
Ukoliko se pojavi oSteCena stanica imunosni sustav trenutno reagira slanjem imunosnog
odgovora te unistava potencijalni izvor zaraze.

Tumorske stanice na svojoj stani¢noj povrsini sadrze antigene, medutim ti antigeni
nisu poznati imunoloskom sustavu stoga se pokreée imunoloski odgovor kako bi
promijenjene stanice bile unistene. Tumorske antigene mozemo svrstati u dvije skupine, one
tumorski specifiéne te one koje su tumoru pridruzene. Tumorsko specificni antigeni se
pronalaze samo na tumorskim stanicama (npr. antigen HTLV-1 (HTLV-1, engl. Human T-
cell leukemia virus, type 1) virusa ljudske leukemije T; produkti stani¢nih gena poput MAGE-
1 (MAGE-1, engl. Melanoma-associated antigen 1), melanomskog antigena ili produkti
mutiranih onkogena poput mutiranog p21ras). Tumoru pridruzeni antigeni su oni antigeni koji
su pretezno prisutni kod tumorskih stanica, no mogu se pronaci i kod zdravih stanica. Premda
kod njih izostaje tumorska specifi¢nost, njihova promjena koncentracije u serumu moze
uputiti na prisutstvo malignih promjena (npr. karcioembrijski antigen CEA (CEA, engl.
Carcinoembryonic antigen) sadrze stanice fetalnog crijeva, ali ne i crijevo odrasla ovjeka). ®

Tumorski antigen se limfocitu T ne predofava u nativhom obliku ve¢ on dolazi
preraden odnosno razgraden u manje fragmente u kompleksu s molekulama MHC.

Glavni sustav tkivne podudarnosti MHC (MHC, engl. major histocompatibility complex) ¢ine
dvije osnovne klase, MHC-1 i MHC-Il. Molekule klase | sastoje se od jednog teSkog
polipeptidnog lanca (45kDa) koji je povezan s molekulom B2-mikroglobulina (12 kDa).
Razlikujemo tri podskupine razreda I: HLA-A, HLA-B | HLA-C. One su zasluzne za
prezentiranje citotoksi¢nim limfocitima T antigena unutar stanice. Molekule koje ¢ine klasu Il
sastoje se od jednog lakog glikoproteinskog lanca (23-29 kDa) i jednog teSkog
glikoproteinskog lanca (30-34 kDa), a mogu se podijeliti u tri podskupine: HLA-DR, HLA-
DP i HLA-DQ. One su zasluzne za prezentiranje antigena koji potjeCu od vanstani¢nih
patogena pomagackim limfocitima T. Svaka MHC molekula moze predociti mnogo razli¢itih
peptida, no predocuje samo po jedan peptid u odredeno vrijeme budu¢i da ima samo jedan

utor koji ga veze. Da bi se peptid vezao u utor, on mora sadrzavati odredene aminokiselinske
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ostatke na klju¢nim mjestima koja usidruju peptid u utor. Prerada antigena se zbiva u
stanicama za predocavanje antigena, APC (APC, engl. antigen presenting cell).®2%%

Na slici 5. graficki su prikazani procesi prerade antigena. Razlikujemo endogeni i egzogeni
put. Endogeni put zapo¢inje degradacijom endogenog antigena proteasomom. Nastali peptidi
se transportiraju u hrapavi endoplazmatski retikulum pomoc¢u TAP-a. Molekula MHC klase |
veze peptid uz pomo¢ molekula pratilja (tapasin, B-mikroglobulin, kalretikulum). Molekula
MHC klase I s vezanim peptidom se transportira iz RER-a (RER, engl. Rough endoplasmic
reticulum) preko Golgijevog aparata na stani¢énu membranu. Drugi na¢in stvaranja preradenog
antigena te¢e egzogenim putem. On zapocinje vezanjem invarijantnog lanca na molekulu
MHC Kklase II ¢ime se onemogucuje vezanje endogenog peptida. Kompleks MHC se umjerava
preko Golgijevog aparata prema povrsini stanice pri ¢emu dolazi do razgradnje invarijantnog
lanca pri ¢emu ostaje CLIP fragment (CLIP, engl. Class ll-associated invariant chain
peptide).?’%

Egzogeni antigen se potom unosi u stanicu i razgraduje se u endosomu. Vezikul s MHC
kompleksom spaja se s nastalim endosomima. Molekula HLA-DM Kkatalizira otpustanje
CLIP-a i vezanje antigenskog peptida. MHC molekula klase Il s vezanim peptidom se

transportira na stani¢nu membranu.”’?
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Slika 5. Prikaz endogenog i egzogenog puta nastanka predo¢enog antigena.29

Nakon diferenciranja neki limfociti T mogu djelovati kao citotoksi¢ne stanice (CD8")
koje imaju sposobnost izravnog unistenja ciljne stanice, dok neki mogu djelovati kao
pomagacke stanice (CD4") koje ludenjem citokina pomazu privlatenje makrofaga te
potpomazu i reguliraju lucenje antitijela. Kako bi se limfocit T aktivirao, potrebna su dva
signala. Prvi i inicijalni signal odgovara vezanju TCR-C3 s predo¢enim antigenom. TCR je
uvijek povezan sa skupinom od pet polipeptida, koji se zajednicki nazivaju biljegom CD3, pa
se tako razlikuju dvije vrste membranskih receptora limfocita T: aBTCR-CD3 i ydTCR-CD3.
Drugi signal se dogada interakcijom CD25 na limfocitu i B7 molekulama na predocenim
stanicama. Molekule B7 postoje u dvije forme, B7-1 te B7-2. Vezanje B7-1 za CD28 odasilje
signal limfocitima dok vezanje B7-2 na CTLA-4 (CD125) djeluje inhibitorno. Nakon

aktivacije slijedi primarni odgovor u kojemu limfocit T podlijeZe mitozama uz istovremenu
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povecanu transkripciju gena za IL-2 1 receptora za IL-2 ¢ime nastaju efektorske stanice
(citotoksic¢ni limfociti i pomo¢énicki limfociti). Pomoéne limfocite ili limfocite T, mozemo
podijeliti u dvije subpopulacije ovisno o vrsti citokina koje mogu izlucivati. Ty, odreduju
specificnost odgovora tako S§to odreduju koji antigen ili koji epitop ¢e se prepoznati, a
odlucuju i mehanizam imunoreakcije. Takoder, poticu funkcije fagocita i ostalih nespecifi¢nih
stanica, @ mogu zakociti imunosni odgovor suspresijskim stanicama Ts. Ty poticu celularnu
imunost (luée IL-2 i IFNy) dok Ty, poti¢u proizvodnju antitijela (luce IL-4, 1I-5, IL-6 i IL-
10).°

Aktivacija limfocita B usko je povezana stanicama Ty, bilo direktnim kontaktom ili
citokinima koje izlucuju. Nakon §to je aktiviran, limfocit B se moze diferencirati u plazma
stanicu ili memorijsku B stanicu. Diferencijacija u plazma stanice podrazumijeva mijenjanje
transkripcije RNA ¢ime ¢e se prestati proizvoditi membranski imunoglobulini te ¢e se
zapoceti proizvodnja sekrecijskih imunogolobulina. Memorijski limfociti B stjeCu sposobnost
dugog preZivljavanja bez antigene stimulacije.
Pojednostavljeno, limfociti T se aktiviraju prilikom prepoznavanja antigena koje im
predo¢avaju APC stanice; stvaraju se limfociti Ty koji stupaju u dodir s limfocitima B koji im
predocavaju antigene vezane na svojoj povr$ini na BCR. Time se limfociti B aktiviraju,
proliferiraju i pretvaraju u stanice koje lu¢e antitijela odnosno u plazma stanice. Izluceni
imunoglobulini pokrecu razne oblike imunosnog odgovora. Dakle, da bi stanica bila sposobna
pokrenuti imunoreakciju, ona se mora prethodno sresti s antitijelom i aktivirati imunosni
odgovor. Medutim, prilagodbom zlo¢udne stanice razvijaju sposobnost da zaobidu
mehanizme imunosnog sustava.™

Stanice tumora izbjegavaju imunoloski napad koriste¢i dvije glavne strategije:
izbjegavaju imunoloSko prepoznavanje (skrivaju svoj identitet) te potiCu imunosupresivni
tumorski mikrookoli§ TME (TME, engl. tumor microenvironment).
Stanice izbjegavaju imunolo$ko prepoznavanje tako $to nastoje smanjiti ili potpuno izgubiti
ekspresiju tumorskih antigena na stani¢noj povrsini ¢ime se uspjes$no izbjegava prepoznavanje
od strane citotoksi¢nih stanica T. Primjerice, kod nekih karcinoma pluc¢a dolazi do gubitka
heterozigotnosti u HLA, a to vodi do prezentiranja manjeg broja antigena ¢ime se zaobilazi
imunoloski odgovor. Takoder, mutacije mogu rezultirati 1 utiSavanjem nastanka predocenih
antigena i time se oduprijeti molekulama efektorskih T-stanica poput TNF-o. (TNF-a, engl.

Tumor necrosis factor alpha) i IFN-y (IFN-y, engl. natural interferon gama). Kod stanica
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raka dojke 1 plu¢a uoceno je kako uklanjaju potencijalne aktivatore za NK stanice na stani¢noj
povrsini ¢ime im postaju nevidljive.
Druga cesto koriStena strategija je stvaranje imunoloski tolerantnog TME izlu¢ivanjem
supresivnih molekula poput IL-10, TGF-p (TGF-B, engl. Transforming growth factor beta),
prostaglandin E2 i VEGF (VEGF, engl. Vascular endothelial growth factor). Drugi nacin je
ekspresija inhibicijskih molekula kontrolnih to¢aka poput PD-L1 (PD-L1, engl. Programmed
death-ligand 1), CTLA-4 (CTLA-4, engl. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) i
supresor imunoglobulina V domene aktivacije stanica T (VISTA, engl. V-domain
immunoglobulin suppressor of T cell activation). Osim navedenih, tolerancija se moze posti¢i
indukcijom regruacije TAM-a (TAM, engl. Immunoreceptor tyrosine-based activation motif),
MDSC-a (MDSC, engl. Myeloid-derived-suppressor cells) i Treg-ova (regulatornih T-stanica)
pom¢u kemokina koji su produkti tumora (neki od kemokina su CCL2, CSF1, CCL5, CCL22,
CXCL5, CXCL8 i CXCL12). Kombinacijom ovih strategija tumorske stanice uspje$no
zavaravaju imunoloski sustav te opstaju i nekontrolirano se mnoze zahvacéajuci zdravo tkivo.
Imunoloske terapije usmjerene su na stimuliranje razli¢itih ¢imbenika kako bi se izbjegla
imunoloska tolerancija na maligne stanice odnosno, potrebno je manipulirati steCenim
imunoloSkim sustavom. Razvijeno je nekoliko metoda imunoterapije no istrazivanja su
pokazala kako njihova kombinacija moze dati izvrsne rezultate. Primjerice, blokiranjem TGF-
B (TGF- B, engl. Transforming growth factor beta) povecava se terapijski odgovor terapije
anti-PD-L1, §to rezultira regresijom tumora u EMT6 modelima karcinoma dojke i potpunom
eliminacijom metastaza u jetri u modelu kolorektalnog karcinoma.263°
2.2. Imunoloski pristupi
Imunoloski pristupi u onkologiji mogu se podijeliti na dvije glavne kategorije, na specifi¢nu
imunoterapiju i nespecificnu imunoterapiju, a uz navedene Cesto se dodaje i treca kategorija
adoptivne imunoterapije.*?
2.2.1. Specificna imunoterapija
Razlikujemo aktivnu i pasivnu specifi¢cnu imunoterapiju.

Aktivna specificna imunoterapija usmjerena je protiv odredenog tumorskog antigena,
a provodi se cijepljenjem inaktivnim tumorskim stanicama ili ¢istim antigenima.

Pasivna specifi¢na imunoterapija uglavnom se provodi monoklonskim antitumorskim
antitijelima koja se nastoje koristiti izravno ili kao specificni nosaci djelotvornih

protutumorskih tvari poput citokina, kemoterapeutika, toksina i radionuklida. Ovakva vrsta
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imunoterapije nailazi na probleme poput vezanja antitijela na imunokompetetne stanice (zreli
limfociti B ili zreli limfociti T koji imaju sposobnost pamcéenja), dostupnost tumora
antitijelima, krizna reaktivnost antitijela s drugim, i sli¢no.

Dio problema moguce je prevladati radom s fragmentima imunoglobulinske molekule (Fab)

ili radom s humaniziranim antitumorskim antitijelima.®*2

2.2.2. Nespecificna imunoterapija

U nespecificnu imunoterapiju se ubrajaju terapije citokinima i1 imunokompetentnim
stanicama. NajviSe su istrazivani interferoni (IFN). Oni su skupina citokina, topljivih
posrednika imunosti, $to ih lu¢e razne vrste stanica. Primjerice, IFN-o je interferon kojeg
lu€e neutrofili, limfociti T 1 B te makrofagi, a koristi se kao registirani lijek u Sjedinjenim

Ameri¢kim DrZavama za adjuvantno (pomoéno) imunoterapijsko lijecenje melanoma.®*?

2.2.3. Adoptivna imunoterapija
Adoptivna imunoterapija postize se prijenosom senzibiliziranih imunokompetentnih stanica iz

imune u neimunu jedinku. Infuzija donorskih limfocita je takav oblik lije¢enja.*

Svaku od navedenih vrsta imunoterapija ¢emo obraditi u daljnjem tekstu.

2.3. Terapija cjepivom

Terapija cjepivom spada u aktivnu specificnu imunoterapiju. Poznavanje specifi¢nih
tumorskih imunosnih odgovora omogucilo je fokusiranije istrazivanje protutumorskih
terapija. Zadaca terapije je ciljanje individualnih peptida ili grupe antigena koje proizvodi
strane. Najvece ogranicenje ciljanja predstavlja nedostatak antigena. Naime, ve¢ina do danas
otkrivenih tumorskih antigena nije specificna za pojedini tumor. Antigeni su povezani S
tumorom tako $to su prirodno postojani u normalnim tkivima, ali maligno transformirane
stranice ih viSe eksprimiraju. Zbog takve razlike u ekspresiji, ciljani pristup bi trebao davati
manje nuspojava jer je lakSe precizno tretirati maligno podrucje.

Cjepiva protiv tumora mogu se temeljiti na imunoloSkim stanicama, na bazi peptida ili

na bazi tumorskih stanica. Ovakva terapija se mozZe provesti specificno, kao aktivna
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Imunizacija — terapija cjepivom ili kao nespecifi¢na aktivna imunoterapija tvarima (bakterije
ili njihovi dijelovi) koje izazivaju nespecifi¢nu stimulaciju imunoloSkog sustava i time dovodi
do povecane otpornosti na tumor. Specifi¢na aktivna imunoterapija, odnosno cjepivo moze

biti primjenjeno u preventivne svrhe ili kao metoda lijeCenja postojece bolesti. 219

2.3.1. Cjepivo na bazi imunoloskih stanica

Prvo proizvedeno cjepivo koje je bazirano na imunoloskim stanicama odobreno je 2010.
godine od strane FDA, a naziva se sipuleucel-T (Provenge). Koristi se u lijeenju karcinoma
prostate tj. karcinoma prostate rezistentnog na kastraciju (CRPC, engl. Castrate-resistant
prostate cancer). Sipuleucel-T je cjepivo koje je dizajnirano kako bi stvorilo protutumorski
imunitet. Dizajniranje cjepiva zapodinje tako $to je pacijent podvrgnut leukaferezi® kako bi se
iz periferne krvi dobila krv koja prirodno sadrzi stanice za predo¢avanje antigena (APC, engl.
antigen presenting cell) i dendriticke stanice koje su kljucni stani¢ni elementi u protokolu
ovog cjepiva. APC stanice i dendritiCke stanice se izloze 36-44 sati rekombinantnom
antigenu PA2024 koji je sinteticki antigen sastavljen od fosfataze prostatske kiseline (PAP),
odnosno proteina eksprimiranog u 95% karcinoma prostate i granulocita koji poti¢u koloniju
makrofaga (GM-CSF, engl. Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor). PAP/GM-
CSF veze APC S§to rezultira stvaranjem zrelih PAP-specificnih APC-a Kkoji su spremni
aktivirati pacijentove T-stanice kako bi one ciljale izlozene PAP-ove na stanicama raka
prostate. Tako aktivirani APC-ovi koji nose antigen vraaju se natrag u organizam
injektiranjem, a proces ukupno traje otprilike Cetiri dana. lako cjepivo daje skromne rezultate,
ima vrlo povoljan toksikoloski profil zbog ¢ega su u tijeku dodatna istrazivanja o efikasnosti
sipuleucela-T u kombinaciji s antihormonalnim terapijama. U kombinaciji s antiandrogenim

hormonskim terapijama ovo cjepivo daje vrlo dobre rezultate. 22233132

2.3.2. Cjepivo na bazi peptida

Cjepiva na bazi peptida nude najfokusiraniji pristup ciljanju individualne tumorske stanice
budu¢i da su dizajnirana tako da izazivaju imunoloski odgovor protiv jednog tumorskog
antigena. Zbog toga daju vrlo malu vjerojatnost mogucim oste¢enjima ostalih zdravih stanica.

Medutim, prilikom koriStenja ovakvih cjepiva postoje dva potencijalna ogranicenja. Peptidna

" Leukafereza je postupak odvajanja perifernih mati¢nih stanica iz cirkulacije davatelja.”
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cjepiva su HLA ( HLA, engl. human leukocite antigen) ograni¢ena. lako su veéina tumorskih
antigena proteini koji imaju visoki stupanj strukturalne homologije izmedu razlicitih jedinki,
imunogeni epitopi’ tih proteina su mali peptidi sacinjeni od 9 do 15 aminokiselina koji se
prezentiraju na stani¢noj povrsini tumorskih stanica zajedno s HLA molekulama. Zbog toga
primjena peptidnih cjepiva zahtijeva prethodno poznavanje pacijentova HLA tipa. Drugi
problem predstavlja nuznost prethodnog poznavanja imunogenih proteina, njihove ekspresije
u razli¢itim tumorima te peptidi izvedeni iz tog proteina koji zahtijevaju imunoloski odgovor.
Unato¢ ovakvim ograni¢enjima, ovakva cjepiva imaju povoljan toksikoloski profil 1%

Veéina istrazivanja na ovom podrucju odnosi se na HER2 pozitivne karcinome (HER2 engl.
human epidermal growth factor receptor 2; rak dojke) ili karcinome koji su povezani s
Vaskularnim endotelnim faktorom rasta VEGF (VEGF engl. Vascular endothelial growth
factor). Ukoliko se radi s poznatim proteinima koji se mogu koristiti kao B- ili T- stani¢ni
epitopi, dizajn cjepiva se temelji na veznom podrucju antitijela. Ukoliko se radi 0 nepoznatom
proteinu, epitop se moze predvidjeti pomocéu dostupnih podataka o antigenosti, hidrofilnosti te
podatcima o sekundarnoj strukturi proteina. Kako bi se taj proces olakSao, dostupni su brojni
raCunalni algoritmi koji mogu olaksati vizualizaciju 3D strukture, odnosno postojanje okreta
ili petlji koje se mogu iskoristiti u dizajnu cjepiva. Alternativno, epitopi se mogu eluirati iz
MHC proteina APC vezanih antigena. Imunizacijom tako nainjenih epitopa moguce je
stimulirati imunoloski sustav u smjeru nastanka visoko specifi¢nih antitijela. Takoder, peptidi
koji su kodirani mutiranim genima u stanicama mogu se iskoristiti kao epitopi T-stanica tzv.

m-peptidi.*®

2.3.3. Cjepivo na bazi tumorskih stanica

Drugi pristup cjepivima protiv tumora je uporaba cijelih tumorskih stanica kao izvora
imunogenog materijala. Glavna prednost ove vrste cjepiva je ta Sto ne postoje HLA
ograniCenja 1 $to je moguce osigurati Sirok spektar epitopa protiv kojih imunoloski sustav
moze uspostaviti obranu. Ova cjepiva mogu biti autologna (koja koriste tumorske stanice od
pacijenata koja ¢e primiti cjepivo) ili alogena (koja koriste standard tumorskih stanica drugog
pacijenta). Jednom dobivene autologne ili alogene tumorske stanice mogu biti ozracene i

pripremljene za imunizaciju bilo same ili uz koriitenje adjuvansa kao §to je GM-CSF.**®

¥ Dio antigena koji specifi¢no prepoznaju i vezu limfociti i protutijela®
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Ovakva cjepiva mogu se pripraviti zracenjem cijelih stanica ili stani¢nih lizata. Ovom
metodom omogucuje se sigurno cjepivo u kojem se nalaze tumorske stanice koje nemaju
svojstvo replikacije, no one i dalje prirodno prezentiraju brojne TAA (TAA engl. Tumor-
associated antigens). Time je izbjegnuto prethodno proc¢iséavanje, izoliranje te identifikacija
antigena (TAA), a pojava TAA dovodi do automatskog pokretanja specificnog imunoloskog
odgovora odnosno dovodi do olak$anog stvaranja CD8+ i APC antigen kopleksa.

Iako imaju brojne prednosti, postoje i nedostatci pri upotrebi ozraCenih cijelih tumorskih
stanica u dizajniranju cjepiva. Naime, nakon zracenja stanica, fosfatidilserin (imunosupresivni
fosfolipid koji se naj¢esce nalazi na unutarnjem dvosloju plazmatske membrane) prenosi se na
vanjski dvosloj. Ekspresija fosfatidilserina na stani¢noj povrsini ozracenih stanica inducira
izlu€ivanje imunosupresivnihVi C¢imbenika te tako potiCe imunosupresivno tumorsko
okruzenje. Nadalje, ozracene stanice mogu zadrzati sposobnost luenja imunosupresivnih
¢imbenika poput izvornih tumorskih stanica. Da bi se prevladala imunosupresivna priroda
ovako dizajniranih cjepiva potrebno je generirati i dodati anti-fosfatidilserin antitijelo (npr.
IL-2 imunocitokinski kompleks). Cjepiva dizajnirana od lizata tumorskih stanica
omogucavaju bolju ekspresiju TAA, no pokazuju loSu imunogenost zbog prisustva
imunosupresivnih molekula u lizatu. Ovi nedostatci se mogu donekle popraviti dodatkom
adjuvansa, primjerice mijeSanjem lizata tumorskih stanica pluc¢a s proteinom toplinskog Soka
(HSP, engl. heat shock protein), a kao rezultat dolazi do inhibicije rasta tumora aktivacijom
specificnih citotoksi¢nih T limfocita te aktivacijom prirodenog imunoloskog sustava. Druga
strategija poboljSanja lizatnih cjepiva temelji se na koristenju dendritickih stanica te njihove
sposobnosti da vezu te prezentiraju antigen T-stanicama. Time je omoguéena bolja aktivacija

specifiénih CD4+ i CD8+ stanica kroz ranije opisanu interakciju preko MHC molekule.*
2.4. Manipulacija imunosnim nadzornim tockama

Najnapredniji aspekt imunoterapije u onkologiji predstavlja manipulacija imunosnim
nadzornim tockama. Imunosne nadzorne tocke su prirodna zastita tijela od autoimuniteta.
Funkcioniraju tako Sto isklju¢uju imunosni odgovor kako bi se sprijecilo kolateralno oStecenje

zdravih stanica aktiviranim limfocitima, a spadaju u pasivnu specifi¢nu imunoterapiju. ***

¥ Imunosupresija je smanjenje aktivacije ili efikasnosti imunoloskog sustava.
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Kao §to je ranije spomenuto u radu, u zdravom organizmu zivot T-Stanice zapocinje u timusu.
Ondje se nezrele stanice razmnozavaju te stvaraju raznolike TCR rekombinacijom segmenata
TCR gena. Nakon toga prolaze kroz postupak selekcije ¢ime se eliminira autoreaktivnost ili
disfunkcionalnost T-stanica (primjerice nedovoljno vezanje za kompleks MHC). Naivne T-
stanice se oslobadaju u krv te cirkuliraju kroz slezenu i limfne organe. Tamo stupaju u
interakcije s APC-ima koji na sebi nose nepoznate tumorske antigene. Kako bi se sprije¢io
autoimunitet, brojni putevi imunoloske kontrolne tocke reguliraju aktivaciju T-stanica u vise
koraka. Sredi$nju kontrolnu ulogu zauzimaju dva tipa inhibitora CTLA-4 (CTLA-4, engl.
Cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4) te PD-1 (PD-1, engl. Programmed cell death
protein 1) inhibitori. Inhibitori djeluju u razli¢itim fazama imunolo§kog odgovora. CTLA-4
djeluje u pocetnoj fazi naivne aktivacije T-sStanica najces¢e u limfnim ¢vorovima, a PD-1
regulira prethodno aktivirane T-stanice u kasnijim fazama imunoloskog odgovora
prvenstveno u perifernim tkivima.

Zarazeno tkivo ima tendenciju zavaravanja imunoloskog sustava odnosno, u ovom slucaju,
najceSce se radi o blokadi ekspresijom ranije navedenih inhibicijskih molekula kontrolnih
tocaka.

Osnovni koncept imunoterapije manipulacijom nadzornih toc¢aka je uklanjanje inhibicije,
odnosno vezanih CTLA-4 i PD-1 primjenom monoklonskih antitijela koja mogu prekinuti

inhibiciju nadzornih tocaka. 3>

2.4.1. CTLA-4 inhibitori
CTLA-4 (CTLA-4 engl. cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4) je specijalizirana
molekula koju proizvode T-stanice u ranim fazama njihove aktivacije u limfoidnim organima
(koStana srZ 1 timus). Nakon toga, CTLA-4 migrira na povrSinu stanice i deaktivira T stanicu
kako bi sprijecila prekomjerni imunosni odgovor te neZeljenu autoimunost.
Ukoliko se zaustavi deaktivacija stanice T (CTLA-4 inhibitorima) povecava se protutumorski
imunosni odgovor.3*?

Aktivacija T-stanica je slozen proces koji zahtijeva stimulacijski signal, vezanje TCR-
a na MHC daje specifi¢nost aktivacije T-stanica, medutim potrebno je vise signala kako bi se
omogucila stimulacija. Vezanje molekula B7-1 (CD80) ili B7-2(CD86) na APC-u s
molekulama CD28 na T-stanici uzrokuje signalizaciju unutar T-stanice. Signalizacija dovodi

do proliferacije T-stanica te diferencijacije produciranjem citokina poput interleukina-2 (IL-
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2). Uz navedeno, povecava se metabolizam energije te se reguliraju geni koji omogucavaju
dulje prezivljavanje stanica. CTLA-4 je CD28 homolog s mnogo ve¢im afinitetom vezanja za
B7, medutim za razliku od CD28, vezanje CTLA-4 ne daje stimulativni signal. Kao takvo,
ovo konkurentsko vezanje moze sprijeCiti daljni put signala koji pruza CD28:B7 vezanje.
Omijer vezanja CD28:B7 s CTLA-4:B7 odreduje hoce 1i T-stanica dozivjeti aktivaciju ili
anergiju.""

Vezanje CTLA-4 na B7 iniciraju inhibicijske signale koji djeluju suprotno od ranije

opisanih stimulativnih signala tako Sto izravno inhibiraju TCR na imunoloSkoj sinapsi,
inhibira CD28 odnosno njegov signalni put, a mogu prouzrokovati poveéanu pokretljivost T-
stanica ¢ime se smanjuje sposobnost kemotaksije te ostvarivanja interakcija s APC.
U mirovanju naivnih T-stanica CTLA-4 se nalazi prvenstveno u unutarstani¢cnom odjeljku.
Stimulacijski signali koji proizlaze iz TCR i vezanja CD28:B7 inducira lu¢enje CTLA-4
egzocitozom vezikula u kojima je pohranjen CTLA-4. Jaca TCR signalizacija izaziva vise
CTLA-4 translokacije na povriinu stanice.*>*

Ipilimumab i tremelimumab (CP-675206) monoklonska su antitijela koja blokiraju
CTLA-4 tako $to se vezu na CTLA-4, time onemogucuju interakcije CTLA:B7 i omogucuju

da se CD28 veze za B7-1 receptore kao §to je to prikazano na slici 5. 31216

R Inhibicija rezultira Potenciranje proliferacije
Aklivacija je inicirana ekspresijom CTLA-4 na T-stanice inhibicijom
vezanjem B7 molekule sa povrsini T-stanice gdje se CTLA-4 s ipilimumabom
APC na receptor CD28 naiece s CD28 za vezanje (anti-CTLA-4 monoklonsko
na T-stanici na B7 moleukulu sa APC antitijelo)

Aktivacija T-stanica Inaktivacija T-stanica Proliferacija T-stanica
1 TcR A CTLA-4 i
MHC CD28 g7 MHCc ~ CD28 g7 MHC CD28 g7
Ipilimumab
APC APC APC

Slika 5. Aktivacija/inaktivacija T-stanica te mehanizam djelovanja ipilimumaba.

Y Anergija je nesposobnost imune reakcije zbog nemoguénosti stvaranja specifi¢nih protutijela.*”
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2.4.2. PD-1 inhibitori (PD-1/PD-L1 inhibitori)

PD-1 (PD-1, engl. programmed cell death protein 1) je specijalizirana molekula koja
ublazava aktivnost T-stanica u njihovom odgovoru nakon §to stignu na mjesto tumora.
SprjeCavanjem PD-1 (,,brava“) u vezivanju s PD-L1 (,.klju¢®; programmed cell death 1
ligand 1), inhibitor PD-1/PD-L1 moze ojacati i prolongirati protutumorski imunosni odgovor.

PD-1 regulira aktivaciju T-stanica tako Sto se veze na ligande PD-L1 (PD-L1, engl.
programmed cell death 1 ligand) te PD-L2 (PD-L2, engl. programmed cell death 2 ligand).
Vezivanje PD-1 inhibira proliferiraciju T-stanica, lucenje interferona-y (IFN-y), faktora
nekroze tumora-a (FNT- a) i stvaranje interleukina-2 (IL-2). Ukoliko dode do vezanja PD-1
na TCR, fosforilacija klju¢nih TCR signalin meduprodukata je onemoguéena ¢ime se gasi
rano TCR signaliziranje. Prikazivanje PD-1 proteina je obiljezje ,,iscrpljene* T-stanice koja je
ve¢ iskusila visoku razinu stimulacije ili je aktivnost CD4" T-stanica smanjena. Ovakvo stanje
se javlja tijekom kroni¢nih infekcija i karcinoma, a za rezultat daje neoptimalnu kontrolu
infekcija ili tumora. Za razliku od CTLA-4 koji je ograni¢en samo na T-stanice, PD-1 je
izrazen na aktiviranim T-stanicama, B-stanicama i mijeloidnim stanicama. Dok CTLA-4 ima
funkciju tijekom pocente faze aktivacije T-stanica, PD-1 funkcionira tijekom efektorske faze.
Raspodjela PD-L1 liganda takoder se razlikuje od one za CTLA-4, B7 ligandi za CTLA-4
prezentirani su na APC-ima dok su PD-L1 i PD-L2 Sire izrazeni. Ekspresija PD-L1 takoder se
nalazi na mnogim vrstama tumora, a povezana je s poveéanom koli¢inom limfocita koji
infiltriraju tumor. PD-1 ima ve¢i afinitet vezanja za PD-L2 nego za PD-L1, a ta razlika moze
biti zasluzna za raznoliku zastupljenost tih liganada u imunoloskom odgovoru. Inhibiranje
PD-L1, za razliku od PD-1 inhibicije, blokirat ¢e interakcije PD-1:PD-L1, a istovremeno ¢e
zadrzati interakcije PD-1:PD-L2. To potencijalno moze pruziti ciljaniji signal s manje
nezeljene toksi¢nosti. Nadalje, kako je poznato da PD-L1 veze CD80 kao i PD-1, PD-L1
inhibicija s odgovaraju¢im antitijelom moze u teoriji takoder sprije€iti PD-L1 reverzno
signaliziranje i rezultiraju¢e smanjenje regulacije T-stanica kroz CD80. Antitijelo usmjereno
na PD-L1 moglo bi takoder prekinuti interakcije PD-L1: CD80 na drugim stanicama u kojima
se koeksprimiraju, poput dendriti¢nih stanica. Inhibicija inaktivacije T-stanice je prikazana na
slici 6. pri ¢emu se jasno vidi da stanica raka ima moguénost inaktivirati T-stanicu povoljnim

PD1:PD-L1 interakcijama.®*
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Monoklonska antitijela poput BMS-936558 (nivolumab) i MK-3475 blokiraju ovu
imunolosku interakciju PD-1 i PDL-1. Nivolumab je humano monoklonsko antitijelo koje
cilja PD-1.31°

Dendriticka stanica Tumorska stanica
L )
q
b
4
»
PD1L1
CDBO (B7.1)
CDBE (BT.2) X X
- MDX-1106
Ipill b
pilimuma ’m '[a"t'PDJL
- |
CTLA% . PDI

Inhibicija inaktivacije T

Inhibicija negativne regluacije tanice | apoptoza

aktivacije T stanica

Slika 6. Manipulacija imunosnim nadzornim to¢kama inhibitorima anti-CTLA-4 te anti-

PD1/PDL1.Y

Nekoliko CTLA-4 inhibitora i PD-1/PD-L1 inhibitora odobreni su za klinicku uporabu kod
razli¢itih tipova malignih oboljenja. Svi CTLA-4 inhibitori i PD-1/PD-L1 inhibitori su
komercijalno dostupni kao ranije spomenuta monoklonska antitijela, odnosno kao
specijalizirani ciljani proteini koji su izradeni u laboratoriju, a vezu se za odredenu molekulu.

Takvi lijekovi se primjenjuju injekcijom ili intravenskom infuzijom, mogu se kombinirati uz
neke dodatne metode lijecenja (poput kemoterapije) ili mogu djelovati samostalno. U tablici

1. prikazani su svi trenutno odobreni lijekovi od strane FDA.>*
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Tablica 1. Trenutno odobreni lijekovi za imunoterapeutske svrhe.>*®
Vrsta lijeka Naziv
(imunoterapeutik)
CTLA-4 inhibitor Ipilimumab (Yervoy)
PD-1 inhibitor Nivolumab, Pembrolizumab
PD-L1 inhibitor Atezolizumab, Avelumab,
Durvalumab
CD52 Alemtuzumab
CD20 Rituxumab
HER-2 Trastuzumab (Herceptin)
IFN-a (interferon)
IL-2 (internuklin)
Prostata-speci¢ni antigen Sipuleucel-T (cjepivo)

2.5. Stimulacija imunoloskih stanica citokininima

Citokini su peptidi ili glikopeptidi nalik na hormone, oni reguliraju intenzitet i trajanje
imunoloske reakcije. U krvotoku se ne nalaze u mjerljivim koncentracijama te ne djeluju na
udaljena tkiva/stanice. Izlu¢uju se u vrlo niskim koncentracijama i uglavnom djeluju lokalno
I kratkotrajno na druge stanice ili na same stanice koje ih luce. Sastavni su dio slozenog
sustava komuniciranja medu imunokompetentnim stanicama, a ubrajamo ih u nespecifi¢ne
imunoterapijske metode.

Postoji mnogo vrsta citokina, a neki od njih se mogu proizvesti i u laboratoriju.
Citokine koristimo pri lijeCenju nekih tipova malignih bolesti krvi, a to su najceSce

interferoni, interleukini, ¢imbenici rasta i drugi.G

2.5.1. Interferoni
Interferoni su skupina citokina koje luce razne vrste stanica, a mozemo razlikovati tri osnovne
skupine interferona: IFN-a (luce ga neutrofili, limfociti T i B i makrofagi), IFN-B (luce ga
fibroblasti i makrofagi) te IFN-y (luce ga aktivirani limfociti T i stanice NK).

U vecini sluCajeva, biosinteza interferona pomaze imunoloski odgovor tako S§to

inhibira replikaciju virusa u stanici domacina, aktivira NK stanice 1 makrofage, pojacava
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prezentaciju antigena limfocitima (tako $to pojacava izrazenost glavnih kompleksa tkivne
podudarnosti, MHC) i povecava otpornosT-stanica prema virusnoj infekciji.

Velike doze interferona a djeluju kao kemoterapeutski agenti, direktno blokiraju rast
kancerogenih stanica, povecavaju ekspresiju MHC klasa | kompleksa tako $to moze inducirati
viSestruku gensku ekspresiju koja je povezana s preradom i prezentacijom antigena MHC
klase 1. Ekspresija gena je inicirana putem regulativnog faktora IRF-1 (IRF-1, engl. Interferon
Regulatory Factor 1). IRF-1 se pokrece fosforilacijom STATI tako $to vezanje IFN pokrece
fosforiliticku kaskadu JAK1/JAK2/STAT1.*® Vecom ekspresijom MHC klasa 1 kompleksa
omoguceno je bolje prepoznavanje antigena. Odobreni su za lijeenje kroni¢ne mijeloidne
leukemije (CML) i leukemije vlasastih stanica. Takoder se primjenjuju u lije¢enju mijeloma i
non-Hodkinovog limfoma.®*3
2.5.2. Interleukini
Interleukini su velika skupina citokina koje luce limfociti, a dijelom 1 mononuklearni fagociti
te neke tkivne stanice. Njihova glavna funkcija je regulacija rasta i sazrijevanja stanica, a
svaki citokin djeluje na odredenu skupinu ciljnih stanica koje posjeduju receptor za taj
citokin. S obzirom na stanice koje stvaraju interleukine, razlikujemo monokine (lu¢e ih
monociti) 1 limfokine (luce ih limfociti). Izlu€uju se da bi aktivirali razmnoZavanje i
diferenciranje drugih limfocita.

U imunoterapiji najpoznatiji interleukin je IL-2, koristi se u lijecenju zlocudnih bolesti
poput melanoma te leukemije. On aktivira i stimulira limfocite T te prirodene stanice ubojice
(NK stanice). Kao odgovor na IL-2 stimulaciju, ove stanice stjecu citolitiCka svojstva za koja
se vjeruje da pojatavaju svoja anti-tumorska svojstva.'*4>
2.5.3. Cimbenici rasta
Cimbenik rasta ili Colony stimulating factors, kao §to je GM-CSF ili sargramostim (leukin,
prokin) stimulira rast i sazrijevanje mladih bijelih krvnih stanica. Neki ¢imbenici poticu dalju
diferencijaciju stanica i izvan koStane srzi. Krvotvorni ¢imbenici rasta proizvode se
rekombinantnom tehnologijom i primjenjuju se u lije¢enju mnogih bolesti. U imunoterapiji
primjenjuju se s ciljem da se smanje ili potpuno uklone $tetni u¢inci citostatika i/ili zracenja te
da se na taj nacin poveca otpornost organizma i omoguci daljnje lij e(:enje.6le
Tretmani koji se koriste u lijecenju malignih bolesti mogu dovesti do hematoloske toksi¢nosti,

tromboembolije 1 neurotoksi¢nosti. Hematoloska toksicnost ¢esto se manifestira kao manjak
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leukocita (leukopenija) ili kao manjak neutrofila (neutropenija). GM-CSF je citokin Kkoji se
najvise koristi kao hemopoietin u klinickoj praksi, a moze pospjesiti aktivaciju, proliferaciju i
diferencijaciju mijeloidnih prekursorskih stanica u tijelu ¢ime nastaju leukociti i neutrofili, a
time se popravljaju parametri krvne slike poput WBC-a (WBC, engl. white blood cells) i
ANC-a (ANC, engl. absolute neutrophil count). GM-CSF takoder moze poboljsati funkciju
zrelin granulocita i mononuklearnih fagocita $to doprinosi brZzem oporavku i boljem

imunoloskom odogovom.39

2.5.4. Ostali citokini

Najvazniji preostali citokin je ¢cimbenik tumorske nekroze (TNF, engl. tumor necrosis factor)
koji je vazan u regulaciji upala. TNF-a lu¢e makrofagi i NK stanice, a TNF-p limfociti T.
Obje vrste TNF mogu djelovati i protutumorski.

TNF igra vaznu ulogu u razli¢itim stani¢nim dogadajima kao §to je prezivljavanje
stanica, proliferacija, diferencijacija i smrt. TNF izluc¢uju upalne stanice kao proupalni citokin,
a mogu biti ukljucene u karcinogenezu povezanu s upalom. TNF aktivira razli¢ite signalne
putove poput nuklearnog faktora kB (NF-kB) i c-Jun N-terminalne kinaze (JNK). NF-«xB je
glavni antiapopoti¢an signal, odnosno signal za prezivljavanje stanica, dok trajna aktivacija
JNK doprinosi stani¢noj smrti. Sto se ti¢e raka TNF bi mogao biti endogeni promotor tumora,
jer TNF potice rast, proliferaciju, invaziju i metastaze stanica karcinoma i angiogenezu
tumora. S druge strane, TNF bi mogao biti ubojica raka. Svojstvo TNF-a u induciranju smrti
stanica raka ¢ini ga potencijalnim terapijskim lijekom protiv raka. TNF moze aktivirati
kaskadu MAPK (ERK, JNK i p38). U vecini stanica JNK je glavni MAPK koji TNF inducira.
Aktivacija JNK posredovana putem TNFR-a transducira se pomo¢u TRAF2 i RIP
sekvencionalnom fosforilacijom modula MAP kinaze MAP3K-MAP2-MAPK. MAP3K za
JNK ukljucuje obitelji MAP/ERK kinaza (MEKK) kao $to su ASK1 (ASK1, engl. apoptosis
signal-regulating kinase 1), MLK (MLK, engl. mixed lineage kinase) i TAK1 (TAK1, engl.
transforming growth factor activated kinase 1). Postoje dva MAP2K-a (JNKK1 / MKK4 /
SEK1 i INKK2 / MKKY7) koji aktiviraju JNK. Dvije JNK kinaze (JNKK) fosforiliraju JNK na
Thr183 i Tyr185, sto dovodi do njegove aktivacije i apoptoze.40

Takoder, veliku skupinu citokina ¢ine kemokini ¢ije je glavno djelovanje kemotaksija.
Dijele se prema gradi na skupinu CC (privlace makrofage) te skupina CXC (privlace

neutrofile i limfocite).®
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2.6. Adoptivna imunoterapija

Adoptivna imunoterapija se temelji na prijenostu (transferu) imunoloSkih stanica, a
najkoriStenija metoda je adoptivni celularni transfer (ACT, engl. adoptive cellular transfer).
ACT je prijenos prirodno prisutnih ili genetski modificiranih populacija T-stanica uzgojenih
ex vivo u organizam bolesnika koji boluju od metastatskih tumora. U samim zacetcima ove
metode koriSteni su tumorski infiltrirani limfociti u kombinaciji s 1L-2. Postotak pacijenata
koji su postigli potpunu ili djelomi¢nu remisiju je 1 dalje bio vrlo nizak §to je dovelo u pitanje
zivotni vijek presadenih stanica. Unato¢ velikom broju presadenih stanica, nakon samo tjedan
dana pacijenti su imali vrlo malen udio presadenih stanica. Daljnjim istrazivanjima dokazano

je kako ACT u kombinaciji s kemoterapijom ili radioterapijom daje znatno bolje rezultate.®**

2.6.1. Infuzija donorskih limfocita
Infuzija doniranih limfocita je oblik adoptivne imunoterapije koji se primjenjuje kod kroni¢ne
mijeloidne leukemije (CML, engl. Chronic myelogenous leukemia). Presadivanju alogene
kostane srzi prethodi intenzivna kemoterapija/radioterapija s ciljem tretmana raka te
spreCavanja imunoloskog sustava da odbaci donirane stanice. Osim tretmana
radiokemoterapijom, na uspjeh uvelike utjeCe 1 ucinak doniranih limfocita da napadnu
zlo¢udne stanice. Infuzijom donorskih stanica, imunosni sustav pacijenta se rekonstruira.
Donor i pacijent imaju vrlo sli¢no tkivo koje nije isto, a donorski limfociti mogu prepoznati
manju razliku u histokomapatibilnosti antigena na stanicama raka i definirati ih kao metu za
napad. 1214

Prilikom infuzije donorskih stanica oboljeloj osobi javlja se moguénost napada
donorskih limfocita na stanice pacijenta (GvHD, engl. graft versus host disease). Kao rezultat

GVHD-a pojavljuju se osteéenja koze, jetre i probavnog sustava.™

2.6.2. Ne-mijeloablativne transplatacija

Klju¢ uspjeha ne-mjeloablativne transplatacije lezi u takozvanom GVM ucinku (GVM, engl.
Graft versus malignancy effect). On se temelji na napadu donorskih limfocita na pacijentove
stanice raka. Ovaj efekt se ne pojavljuje prilikom autologne transplantacije (kod koje se
koriste vlastite mati¢ne stanice) 1 sigenine transplantacije (koja koristi stanice identi¢nog
blizanca) jer donorske stanice ne prepoznaju stanice raka i ne uniStavaju. Ova metoda takoder

koristi kemoterapiju blagog inteziteta prije alogene transplantacije koStane srzi, a nakon toga
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se daju imunosupresivni lijekovi u visokim dozama kako bi se sprijecilo odbacivanje
doniranih stanica. Ukoliko se donirane stanice uspjesno odrzZe, one postaju dominantne u
pacijentovom imunosnom sustavu i krvi. Postoji mogucnost da se takav ishod ne dogodi. U
tom slucaju primjenjuje se infuzija donorskih limfocita kako bi se pospjesSila promjena
mati¢nih stanica iz pacijentovih u donorske. Istrazivanja su pokazala da najjaci u¢inak GVM-
a prilikom ove metode lijeCenja se postize u pacijenata oboljelih od kroni¢ne mjeloidne
leukemije. Zbog nesto blazeg pristupa ova metoda je pogodna za starije pacijente i one koji

imaju kardiovaskulanih problema. Takoder 1 ova metoda nosi rizik od pojave GvHD-a.121418

2.7. Buduénost primjene imunoterapije

Imunoterapija je ucinkovita terapija primjenjiva na pacijentima s raznim malignim
oboljenjima. Mnogi imunoterapijski pristupi pokazali su se vrlo ucinkovitima za terapiju
Sirokog spektra malignih oboljenja, neki od njih se baziraju na Siroj aktivaciji imunoloskog
sustava, dok drugi imaju neSto uze podrucje djelovanja. Nadalje, imunoterapija moze biti
bazirana na pojedinoj stanici, specifi¢éna za svakog pojedinog pacijenta, a moze zahtijevati i
intervencije stani¢nog inzenjerstva da bi se prilagodila pacijentima. Kako bi imunoterapija
bila djelotvorna, nuzno je uzeti u obzir zdravstveno stanje pacijenta, vrstu tumora koji je
potrebno lijeciti, postaviti realni cilj terapije te najnuzniji kriterij - vrijeme. Potrebno je
procijeniti napredak bolesti jer imunoterapija iziskuje odreden vremenski period kako bi
pocela djelovati, a to moze biti presudno u uspjes$nosti terapije. Vrijeme je tako na Zzalost
presudan kriterij kod lijecenja bolesti, no u ranim fazama otkrivanja daje povoljne ishode.
Dobra strana imunoterapije lezi u moguénosti usmjerenog ciljanja malignih stanica ¢ime je
moguce sacuvati okolno tkivo od oStecenja koja su Cesta pojava prilikom koriStenja drugih
onkoloskih metoda (primjerice kod kemoterapije ili zracenja). Ipak, imunoterapija izaziva
neke od nuspojava ovisno o tipu bolesti, no one mogu izazivati brojne komplikacije (npr.
osip, mucnine, gastroenteroloski problemi 1 sl.).

Istrazivanja predvidaju da cjepiva imaju snaznu stimulaciju imunoloskih stanica na mjestu
ubrizgavanja buduci da se primjenjuju lokalno. Nuspojave citokina, s druge strane, oponasaju
simptome koji se javljaju tijekom infekcije ili u vrijeme visokog imunoloskog djelovanja.
Sli¢no tome, blokada kontrolnih tocaka pokrece Siroku aktivaciju imunoloskog sustava. Kao
rezultat, ove metode izazivaju akutne simptome infekcije. Kako bi se ublazile nuspojave

primjenjuju se simptomatska sredstva ili imunosupresivi koji ¢e ublaziti hiperimuni odgovor
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(naceS¢e steroidni pripravci). KoriStenjem imumosupresiva dolazi do slabljenja zeljenog
antitumorskog uc¢inka. Druga vazna znacajka imunoterapije su dugoro¢ni antitumorski ucinci
koji se vide zahvaljuju¢i imunoloskom pamcenju. Nazalost, imunoloska memorija takoder
moze uzrokovati dugotrajne probleme i nuspojave ako se nehoti¢no stvori imunitet protiv
normalnog tkiva (autoimune bolesti). Trenutno se provode istrazivanja kako bi se identificirali
I okarakterizirali imunoloski mehanizmi koji se mogu precizno prilagoditi imunoloskom
odgovoru na zlo¢udne stanice i uspostaviti korisne, Siroko primjenjive terapije temeljene na

imunosti, koje bi jednog dana mogle postati dio rutinskog standarda skrbi u lijeenju raka.™
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