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Sazetak

Naslov: Uloga PD-1 i PD-L1 signalnog puta u supresiji T-stani¢nog imunosnog odgovora u progresiji
solidnih tumora

Autor: Ivan Bandi¢

Rak je izrazit javnozdravstveni problem u Republici Hrvatskoj i drugi je uzrok smrti, nakon bolesti
srca 1 krvnih zila. Solidni tumori ¢ine velik postotak mortaliteta i morbiditeta raka te je starenjem
stanovnisStva primjeceno povecanje incidencije. Terapija solidnih tumora je izrazito kompleksan predmet
istrazivanja, a novije spoznaje nam omogucuju pronalazenje novih meta i postupaka terapije. Nedavna su
istrazivanja pokazala kako solidni tumori ureduju imunoloski odgovor te onemogucuju imunoloski napad
u tumorskom mikrookoliSu, u procesu koji se opisuje kao tumorski bijeg. Jedna od kljucnih komponenti
u tumorskom bijegu o imunolo$kog sustava je PD-1 molekula koju nalazimo na povrsini aktiviranih T
limfocita i koja dolazi u interakciju s PD-L1 i PD-L2. Tumorske stanice, ali i nekolicina drugih stani¢nih
tipova, izrazavaju PD-L1 na svojoj povrsini i tako dokidaju napad citotoksi¢nih T limfocita. Blokadom
te inhibicije iscrpljeni T limfociti koji nastanjuju tumorski mikrookoli§ ponovno poprimaju efektorski
fenotip i pokrecu obnovljeni napad na neoplastine stanice. Imunoterapija koja se bazira na blokadi
PD-1/PD-L1 signalne osi pokazala je znatan potencijal u klini¢kim istrazivanjima. U Republici Hrvatskoj
upravo je taj vid imunoterapije uSao u klinicku praksu u slucaju nekolicine solidnih tumora, primarno
melanoma, trostruko negativnog karcinoma dojke, ne-sitnostani¢nog karcinoma pluca, karcinoma mokra¢nog
mjehura te karcinoma bubreznih stanica. U ovom diplomskom radu obradeni su detalji vezani uz djelovanje
osi PD-1/PD-L1 na imunolosko uredivanje tumora i klinicke implikacije njene blokade.

Kljué€ne rijeci: tumorski mikrookoli§; imunolosko uredivanje; imunoterapija; PD-1; PD-L1



Summary

Title: Role of the PD-1 and PD-L1 Signal Pathway in the Suppression of the T cell Immune Response
in Solid Tumor Progression

Author: Ivan Bandié¢

Cancer poses a major public health problem in the Republic of Croatia and it is the second leading cause
of death, after cardiovascular disease. Solid tumours account for a large percentage of cancer mortality
and morbidity, and an increased incidence has been observed as the population ages. Therapy of solid
tumours is an extremely complex subject of research, and recent findings allow us to find new targets
and procedures for therapy. Recent research has shown that solid tumours regulate the immune response
and prevent an immune attack in the tumour microenvironment, in a process described as cancer immune
escape. One of the key components in the tumour escape of the immune system is the PD-1 molecule
found on the surface of activated T lymphocytes, which interacts with PD-L1 and PD-L2. Tumour
cells, but also several other cell types, express PD-L1 on their surface and thus eliminate the attack of
cytotoxic T lymphocytes. By blocking this inhibition, exhausted T lymphocytes that inhabit the tumour
microenvironment regain the effector phenotype and commence a renewed attack on neoplastic cells.
Immunotherapy based on the blockade of the PD-1/PD-L1 signalling axis has shown significant potential
in clinical trials. In the Republic of Croatia, this type of immunotherapy has entered clinical practice in
the case of several solid tumours, primarily melanoma, triple-negative breast cancer, non-small cell lung
cancer, bladder cancer and renal cell carcinoma. In this thesis, the details related to the effect of the
PD-1/PD-L1 axis on the immunoediting of the tumour and the clinical implications of its blockade are
discussed.

Key words: tumour microenvironment; immunoediting; immunotherapy; PD-1; PD-L1



1 Uvod

Solidni tumori definirani su kao abnormalne
mase tkiva koje ne sadrze ciste te nemaju tekucu
komponentu. Neoplasti¢ne stanice koje se
nalaze unutar samih tumora mogu pokazivati
benigno ili maligno ponasanje. lako su najcesce
opisivani upravo pomocu neoplasti¢nih stanica
tumori su sastavljeni od mnoStva razli¢itih
stanica, razvijenog ekstracelularnog matriksa i
vaskularnih struktura. Medu stanice koje tvore
tumor ubrajamo i mnoge imunoloSke stanice,
¢ije medudjelovanje s neoplasticnim stanicama
uvjetuje tumorski rast, njegovu invazivnost i
potencijal za metastaziranjem (|I). lako se
odnos tumora i imunoloSkoga sustava intenzivno
istrazuje kroz protekla tri desetljeca, ideja o
utjecaju imunoloskog sustava na tumore stara
je vise od 150 godina. Kao oca imunoterapije
smatramo americkog kirurga Williama Coleya,
koji je 1893. godine svojim onkoloskim
pacijentima, pretezno oboljelima od sarkoma,
injicirao toplinom inaktivirane bacile bakterija
Streptococcus pyogenes 1 Serratia marcescens.
Coleyjevi toksini, kako ih je sam nazvao, imali su
izrazito pozitivan uc¢inak u prezivljenju odredenih
pacijenata , ali Cinjenica da su rezultati bili
sporadi¢ni te da je uskoro u klinicku praksu
kod onkoloskih bolesnika ukljuc¢ena radioterapija

zaustavili su daljnji napredak u istrazivanju
klinickih moguénosti osi tumor-imunoloski sustav
(2, B). Imunoloski odgovori na transplantirane
tumore u murinih modela i klini¢ki prikazi
pacijenata koji su uz melanome uz komorbiditet
autoimune bolesti pokazivali spontano povlacenje
tumora 1 poboljSanje klinicke slike sredinom
dvadesetog stoljeca ponovno su pobudili interes u
imunoloski sustav u sklopu dijagnosticke obrade
i terapijskih moguénosti onkoloskih bolesnika.
Finalno je priznaje imunoterapija dobila 2018.
godine, kada su James P. Allison i Tasuku Honjo
postali dobitnici Nobelove nagrade iz medicine
za otkrice tumorske terapije preko inhibicije
negativnih imunoloskih regulatora. Danas se
imunoterapija promatra kao Cetvrti stup u lijeCenju
onkoloskih bolesti, pridruzivsi se kemoterapiji,
radioterapiji 1 kirurSkom lijeenju.  Bazicna
i klinicka istraZzivanja u centar imunoterapije
smjestili su T limfocite. Tumorsko cijepljenje
(4), adoptivna T stani¢na transplantacija () i
blokada signalnih puteva glavni su nacini na
koje se manipulacijom T stanicnog odgovora
pokusava lijeCiti onkoloske bolesnike.  Cilj
ovog diplomskog rada upravo je prikazati ulogu
blokade stani¢nog puta PD-1/PD-L1 na T stani¢ni
odgovor u solidnim tumorima .



2 Meduodnos tumora i imunoloskog sustava

2.1 Tumorski mikrookolis

Tumorski  mikrookoli§  (engl. tumor
microenvironment, TME) slozen je sustav
neoplasticnih stanica i njima bliske okoline.
Cine ga promijenjene tumorske stanice
i nepromijenjene  stromalne  stanice te
ekstracelularni matriks (ECM) koji objedinjuje
sustav. Jedna od jednostavnijih prezentacija
TME je putem koncepta seed and soil, odnosno
neoplasti¢ne stanice kao sjemena, a njenog okolisa
kao tla koje podrzava i omogucuje sjemenu da
ostvari svoj puni potencijal (6).

2.1.1 Gradevne stanice i

tumorskom mikrookolisu

uvjeti u

ECM je nestani¢na komponenta TME sastavljena
od vode, minerala, kolagena, proteoglikana,
elastina 1 drugih specijaliziranih strukturalnih
proteina te u nekim tumorima ECM ¢ini i do
60% tumorske mase(7). Njegova je uloga
pruziti potporu tumorskom tkivu 1 stvoriti
barijeru od tkiva domacina. ECM je dinami¢na
struktura koja je u kontinuiranom meduodnosu
s ostalim komponentama TME, ali i s okolnim
tkivom. Te promjene su primarno opisane kroz
remodeliranje, stvaranje i razaranje gradevnih
proteina poput fibronektina, kolagena I, III i IV
(8). Prilikom formiranja TME, remodeliranje
ECM jedan je od prvih koraka. Tumorski je
ECM po mnogoemu drugaciji od onoga u
normalnome tkivu, s poveéanom proizvodnjom
kolagena tipa I i III te smanjenom proizvodnjom
kolagena tipa IV. Ujedno se u nekih tumora,
poput karcinoma dojke, primje¢uje povecana
proizvodnja kolagena tip V koji smanjuje duljinu
i stupanj organiziranosti kolagenskih struktura
u samom TME. U karcinomu jajnika ujedno je
smanjena proizvodnja kolagena tip IV, koji je od
izuzetne vaznosti za stvaranje bazalnih membrana
(9, 10). Za ove promjene kolagenskih struktura
u samom TME potrebne su ranije promjene u
translacijskoj i1 posttranslacijskoj fazi stvaranja
kolagena. Primijeena je povecana aktivnost lizil
hidroksilaza (LOX) koja je poglavito povecana u
dezmoplasti¢nim tumorima (|L1).

Izgradnja tog sustava nema samo strukturalnu
ulogu, veé¢ su istrazivanja pokazala kako
kolagensko krizno povezivanje 1 odlaganje
povecava integrinsko signaliziranje Sto dovodi do
tumorske proliferacije (12). ECM je obiljezen
i glikozaminoglikanskom hijaluronskom
kiselinom, proteoglikanima i laminima koji se, za
razliku od normalnog tkiva, u tumorima prozimaju
cijelo podrucje strome ([13). Medudjelovanje
svih komponenti ECM, a pogotovo kolagena
i hijaluronske kiseline stvara od TME kruce
tkivo od okolnog te mu pruza izvrsne biofizicke
uvjete koje podrzavaju daljnji tumorski rast.
Silna krutost koju stvara takav dinamican
sustav strukturalnih proteina proizvodi pritisak,
odnosno stres koji je podijeljen na solidni i na
tekué¢i. Solidni stres je rezultat remodeliranja i
stvaranja kompaktne mase primarno od kolagena.
Pokazano je kako samo taj fizikalni ¢imbenik
moze dodatno mutageno utjecati na neoplasticne
stanice (14). Kao rezultat kompaktnije i ¢vr§éeg
povezivanja kolagena, ali i drugih strukturalnih
proteina unutar ECM, dolazi do kolabiranja krvnih
i limfnih zila, ¢iji tekuci sadrzaj biva zarobljen
unutar ECM-a i tako stvara dodatan tekuci stres
(15). Enzimi koji su primarno odgovori za
promjenu ECM-a su matriks metaloproteinaze
(MMP) ¢ija je aktivnost Cesto izrazito povecanja
u aktivnom tumorskom tkivu.

Stanice koje izlu¢uju MMP-ove su zapravo
miofibroblasti, nastali alternacijom fibroblasta
u tumorskome tkivu. U fizioloskim uvjetima
su fibroblasti nespecijalizirane stanice kojima je
uloga povezivati tkivnu stromu preko regulacije
ECM, upale i proliferacije i diferencijacije
parenhimskih stanica.  Ako nakon aktivacije
fibroblasta ne dode do njihove apoptoze ili
povratka u stanje mirovanja razvijaju se patoloska
stanja poput tkivne fibroze i razvoja kroni¢ne
upale. Upravo se to dogada u tumorima, koji su
zbog kontinuiranog angazmana fibroblasta dobili
naziv rana koje ne cijele (16, 17). Te aktivirane
fibroblaste koji nastanjuju tumore nazivamo s
tumorima povezani fibroblasti (engl. cancer
associated fibroblast, CAF) koji su ukljuceni u
sve razvojne stadije tumora, od pocetaka nastanka



TME, do tumorskog metastaziranja (]1§).

U velikom broju solidnih tumora CAF-ovi
su najbrojnije stromalne stanice, a njihova
uloga ne staje samo u osiguravanju strukturalnih

uvjeta za prezivljavanje i razvoj tumora,
ve¢ imaju 1 metabolicku, imunosupresivnu
i mutagenu funkciju, ostvaruju¢i sve kroz

komunikaciju s ostalim komponentama TME
(19). Remodeliraju¢i ECM 1 mehanicki
djeluje kao predvodnik proSirenja tumora
primarno kroz sekreciju mitogenih faktora
rasta poput FGF i IGF-1, te ukljucivanje u
NF-«B inhibitorni signalni put. Ujedno, kroz
djelovanje TGF-B iz CAF-a nastaju mostovi koji
omogucuju tumorskim stanicama da infiltriraju
domacinovo tkivo, pritom prolazeéi kroz
epitelno-mezenhimalnu tranziciju (EMT) (20).
Prilikom inicijalne aktivacije nativnih fibroblasta
i njihovog pretvaranja u CAF-ove djeluju mnogi
faktori rasta i faktori upale, ali i okolno kruto tkivo
koje nastaje zbog promjena u ECM. CAF nastaje
primarno od nativnih okolnih fibroblasta, ali i od
drugih stromalnih stanica. Kako im je nastanak
heterogen, i same stanice su heterogene te joS nije
definiran jedan marker za CAF, ve¢ ih razlikujemo
prema fenotipskim i funkcionalnim razlikama.
Tako kod CAF-ova primje¢ujemo visoke razine
prikazivanja o-SMA, FAP, FSP1, vimentina,
PDRGR-a i drugih strukturalnih molekula, koje
ne pronalazimo, barem ne u toj mjeri, u nativnim
stromalnim stanicama (21, 22). CAF subtipovi
takoder imaju i vaznu prognosticku vrijednost
(23).

Adipozno tkivo koje okruzuje tumor vazna je
komponenta TME jer ima ulogu u napredovanju
tumorskog tkiva, ali i metabolicku funkciju u
samom TME. Kao i u slu¢aju ECM-a i CAF-ova,
adipociti koji nastanjuju tumor genotipski, a
shodno tome i fenotipski se razlikuju od adipocita
u fizioloskom tkivu. Prema raspodjeli, broj
adipocita se povecava prema rubnim dijelovima
TME, a masne su nakupine unutar samih adipocita
smanjene u sredistu, s obzirom na rub TME(24).
Osim metabolicke i strukturne uloge, adipociti
¢ine i hormonski aktivno tkivo luenjem leptina,
adiponektina 1 drugih adipokina, koji imaju
primarno metabolicku funkciju, ali i proangiogene
ucinke te odrzavanje stanja upale (25). Vazno je
napomenuti kako i fiziolosko adipozno tkivo, koje
se nalazi u primarnom sijelu, poti¢e progresiju

tumora, §to je pogotovo vidljivo na primjeru
karcinoma dojke (26).

Stanje koje je karakteristicno za TME
je hipoksija, pra¢ena niskom koncentracijom
glukoze 1 niskim pH. U viSe od polovice solidnih
tumora izmjereni pO, iznosio je manje od 5
mmHg.  Iako protivno logici za fiziolosko
tkivo, tumorske su se stanice adaptirale na
takvo okruZzenje te isto iskoristile u svoju
korist (27). Hipoksija potice Iucenje HIF-la
faktora, koji uz to Sto promovira transkripciju
gena zasluznih za prelazak s aerobnog na
anaerobni mehanizam, potice angiogenezu.
Angiogeneza je jedna od glavnih karakteristika
tumorskoga tkiva. Potaknuta je primarno
VEGF faktorom koji stimulira proliferaciju
endotelnih  stanica, povecava  vaskularnu
permeabilnost dovode¢i do edema i promjena
ECM-a koji rezultiraju stvaranjem novih krvnih
zila - neovaskularizacijom. Angiogenezom,
promjenom postojeéih okolnih krvnih zila i
vaskulogenezom putem regrutacije endotelijalnih
prekursora iz koStane srzi nastaju nove krvne
zile koje znacajno se razlikuju od domacinovih,
i po gradi i po funkcionalnosti. Protok krvi
u takvim krvnim zilama nije konstantan, veé
krv navire u prostore koji su najvise zahvaceni
hipoksijom. Tako stvoren zacarani krug hipoksije
i reoksigenacije koja segmentalno zahvaca
tumorsko tkivo pogodna je za tumorski rast i
razvoj (28).

Metabolizam TME je, kao i njegov sastav,
izrazito heterogen. Uzrok heterogenosti krije
se u lokalnim uvjetima u TME, primarno
hipoksiji i acidozi, te nemoguénosti nutrijenata
da ispravno pokrivaju podrucje u losije
organiziranoj vaskulaturi.  Autonomni faktori
neoplasticnih stanica i vanjski uvjeti takoder
uvjetuju metabolizam unutar TME. Neoplasti¢ne
stanice tako energiju dobivaju putem glikolize,
oksidativne fosforilacije, kroz metabolizam
aminokiselina i putem lipidnog metabolizma.
Hipoksi¢ni uvjeti poticu stanice da predu na
glikolizu, koja iako je manje energetski uc¢inkovita
od  oksidativne  fosforilacije, omogucuje
neoplasticnim stanicama ve¢i unos drugih
supstrata koji su potrebni za ubrzano stani¢no
dijeljenje, poput nukleotida, aminokiselina
i lipida, takozvani glikoliticki fluks (29).
Oksidativni tumori, zbog dovoljne oksigenacije,



zadrzavaju oksidativnu fosforilaciju, pri kojoj
je aktivacija mitohondrija od izrazite vaznosti
poglavito za katapleroticne puteve (30).
Metabolizam aminokiselina, poglavito glutamina
i serina, igra vaznu ulogu u kontroli reakcija
redukcije u TME i u pomo¢i glikolitickom fluksu
(B1). Kako hipoksija utjece na prelazak na
metabolizma zasnovanog na glikolizi, poti¢e i
lipidni metabolizam. Lipidni je metabolizam
kojima je primarno sijelo ve¢ okruzeno adipoznim
stanicama. U tim su tumorima znacajke lipidne
sinteze poput povecane koncentracije sintaze
masnih kiselina (FASN) ili acetil-CoA sintetaze
2 (ACSS2) povezani s tumorskom progresijom
(32).

Metabolicke promjene ne zahvacaju samo
neoplasti¢ne stanice, ve¢ i netumorske stanice.
Primarno su zahvaceni CAF-ovi, u kojima je
opisan obrnut Warburgov fenomen. Prelazak
na aerobnu glikolizu uzrokuje u CAF-ovima
proizvodnju i naknadno izlucivanje ketonskih
tijela, laktata i piruvata koje neoplasticne stanice
preuzimaju i koriste za vlastitu proizvodnju
energije (33).

2.1.2 Imunoloske stanice u tumorskom

mikroookliSu

Uz navedene neoplastine stanice, stromalne
stanice i ECM jedna od glavnih karakteristika
TME-a je 1 prisutnost upalnih, odnosno
imunoloskih stanica. Izrazita raznovrsnost
imunoloskih stanica opisuje se kroz poseban
podsustav unutar TME-a, a to je tumorski
imuno-mikrookoli$ (TIME). Te stanice mozemo
podijeliti s obzirom na podrijetlo i s obzirom
na funkciju. S obzirom na podrijetlo te stanice
dijelimo na stanice mijeloidne loze i na stanice
limfoidne loze. Stanice mijeloidne loze ukljucuju
s tumorom povezane makrofage (engl. fumor
associated macrophage, TAM) 1 tipa M1 1 tipa
M2, monocite, granulocite, od mijeloida nastale
supresorske stanice (engl. myeloid-derived
suppressor cell, MDSC) i1 dendriticke stanice
(DC), neutrofile i broje druge. Limfoidnu
komponentu ¢ine tumor infiltrirajuéi limfociti

(engl. tumor infiltrating lymphocyte, TIL)
ukljucujuci i B i T stanice, te NK stanice.
S tumorima povezani makrofagi (TAM)

ukljuCuju dva tipa stanica - M1 makrofage i

M2 makrofage. Makrofagi u tumorima nastaju
sazrijevanjem monocita, u najve¢em broju od
tkivnih embriogenih makrofagnih preteca (M®)
koje se samostalno obnavljaju, neovisno o
kostanoj srzi (34). O fenotipu kojeg ¢e makrofag
poprimiti i o njegovoj kasnijoj funkciji ovisi
stanje u TME. M1 fenotip pokazuje antitumorsko
djelovanje secerniraju¢i TNF-a i uz to na stani¢noj
membrani pokazuju¢i dodatne TNF/TNF-R
receptore. Uz to secerniraju i reaktivne kisikove i
dusikove spojeve §to je krucijalno za domacéinovu
obranu od tumora i tumorsko ubijanje (35).

Vecina makrofaga koji su prisutni u TME ima
imunosupresivno i protumorsko djelovanje te oni
pokazuju M2 fenotip. Za indukciju ovoga fenotipa
potrebno je okruzenje faktorima rasta pogotovo
M-CSF te IL-4, IL-10, IL-13 1 IL-21 te aktivin A,
kao 1 kortikosteroidi i prostaglandini te vitamin D
(B6). Njihovo je imunosupresivno djelovanje plod
proizvodnje IL-10, prostaglandina E2 (PGE2) te
transformiraju¢eg faktora rasta p (TGF-B) (37).
Uz imunosupresivno djelovanje M2 makrofagi
promoviraju neoangiogenezu sekrecijom VEGF te
podupiru tumorsku progresiju i invaziju. Visoka
je koncentracija makrofaga u tumoru povezana sa
sumnjom na metastaziranje i na loSu prognozu
(39).

Dendriticke su stanice, kao $to je opisano u
aktivaciji T limfocita, najvaznija vrsta antigen
prezentiraju¢ih stanica (APC) koje su nuzne za
inicijaciju antigen specificne imunosti. DC
stanice nalazimo lokalno u TME te one napustaju
TME i dolaze u regionalne limfne ¢vorove gdje
angaziraju i aktiviraju T limfocite. Osim s
T limfocitima, DC stanice ulaze u interakciju
i s NK stanicama i s B limfocitima (39).
Njihovo je djelovanje tako izrazito antitumorsko,
a velik udio zrelih DC stanica u TME jedan je
od najsnaznijih znakova prezivljavanja i boljeg
ishoda u vise grupa tumorskih pacijenata (40). U
zivotinjskim modelima i u tumorskih pacijenata
pokazano kako protumorsko okruzje, primarno
TGF-B, IL-6 1 IL-10 te CCL2, CXCL1 i CXCLS5,
negativno utjeCe na razvoj i sazrijevanje DC
stanica, zaustavljaju¢i ih u nizi razvojnoj fazi
i onemogucavaju¢i migraciju u limfne ¢vorove
@1).

Neutrofile koji nastanjuju TME, analogno
makrofagima, nazivamo s tumorima povezanim
neutrofilima  (engl. tumor-associated



neutrophiles, TAN). Slicnost se nastavlja jer
su takoder prepoznata dva fenotipa TAN-ova -
NI i N2 tipovi. N1 tip pokazuje antitumorsko
djelovanje kroz toksi¢no djelovanje kisikovih
radikala i poveéane ekspresije faktora tumorske
nekroze o (TNF-a), povecanja intracelularne
adhezijske molekule 1 (ICAM-1) i pojacavanja
djelovanja FAS. N2 tip neutrofila ima
imunosupresivno  djelovanje,  zaustavljajuci
djelovanje T limfocita i secerniraju¢i protumorske
faktore poput CCL2, CCLS5, neutrofilnu elastazu
i katepsin G (42). Za razliku od makrofaga ¢iji je
fenotip determiniran uvjetima u kojima se nalazi
unutar TME, razlike u N1 i N2 tipu neutrofila
najvjerojatnije su vremenske, odnosno radi se o
razli¢itim fazama razvoja istih stanica. N2 tip
neutrofila izrazito podsje¢a na granulocitne ili
polimorfonuklearne MDSC (G-MDSC) (43).

Od mijeloida nastale supresorske stanice
(MDSC) su nezrela heterogena skupina stanica
koje naziv dobiva zbog svojeg protumorskog i
imunosupresivnog djelovanja. Oko 80% MDSC-a
su granulocitnog tipa te lie na N2 tip neutrofila,
dok je ostatak monocitnog tipa te morfologijom
i fenotipu slican M2 tipu makrofaga (44).
Njihovo je imunosupresivno djelovanje primarno
usmjereno na T stanice i provodi se kroz brojne
mehanizme poput sekrecije kisikovih radikala,
dusikovog oksida i tumor-promovirajuc¢ih faktora
poput PGE2 (45).

TAM i DC pokazuju izrazitu intrinzi¢nu
plasti¢nost. Naime, one mogu krizno komunicirati
i djelovati jedne na druge. U imunosupresivnom
TME mijeloidni progenitori i mijelociti se mogu
alternirati iz DC u MDSC stanice, a M1 makrofagi
u M2 makrofage (46, 47). Vrijedi i analogno,
pri ¢emu kroz djelovanje NK i CTL stanica M2
makrofagi ili su pretvoreni u M1 ili ih zamjenjuju
regrutirani M1 makrofagi.

NK stanice su od izrazitog znaCaja u
antitumorskom odgovoru imunoloSkog sustava.
Definiramo ih kao CD3-CD56" stanice u ljudi, a

NK stanice dolaze primarno preko kemokina
koje izlucuju DC stanice. Njihova je uloga
dvojaka. Luce¢i proupalne citokine i kemokine,
poput IFN-y, TNF, IL-6, GM-CSF and CCL5,
promoviraju antitumorski okolis. Uz to mogu
prezentirati i krizno predstavljanje antigena
CTL-ovima i time osnaziti T stani¢ni antitumorski

odgovor (48). NK stanice takoder imaju
sposobnost induciranja apoptoze u tumorskim
stanicama putem otpustanja perforina i granzima,
ali je primije¢eno kako je to djelovanje u solidnim
tumorima znatno smanjeno (49, 50).

Uloga limfocita B u TME nije u potpunosti
poznata. Infiltriraju¢e B limfocite u TME se
povezuje s boljom prognozom u karcinomu dojke
(51). Iako je opisan ovaj klinicki pozitivni utjecaj
B limfocita na imunoloski odgovor prema tumoru,
neke studije ukazuju na to da B limfociti posjeduju
protumorski potencijal, proizvodnjom citokina
koji angazira MDCS i pojacava angiogenezu. Na
taj nacin B limfociti umanjuju odgovor CTL-a
52).

2.1.3 T limfociti utumorskom mikrookolisu

T limfociti najvaznije su imunoloske stanice u
TIME. Zasluzne su za najsnaznije regulatorno i
efektorsko djelovanje unutar tumora, a to mogu
pripisati svojoj heterogenosti.

T limfociti koji posjeduju CD4 marker poznati
su i kao pomo¢nicki T limfociti (engl. T helper,
Ty). Uz tradicionalne uloge u imunoloskim
odgovorima protiv patogenih mikroorganizama,
nova istraZivanja dokazuju vaznost CD4" T
limfocita i njihovu ulogu u antitumorskim
odgovorima (53). Odredene CD4" stanice
posjeduju i izravan utjecaj u inhibiciji tumorskog
rasta i u progresiji koja je neovisna od indirektne,
pomocnicke uloge. Opre¢no tome, CD4™ stanice
mogu promovirati tumorski rast i progresiju
(54). Ta dvostruka uloga Ty stanica ovisna je
o citokinskom miljeu koji obiljezava TIME te o
diferencijaciji stanica, novopridoslih i postojecih,
u razne podtipove Ty. Ta regrutacija specifi¢nih
Ty podtipova u TIME pokazala je korelaciju s
prognozom bolesti i imunoterapijskim ucinkom
595).

Tyl stanice su vazne u preoblikovanju
imunoloskog odgovora protiv raka. Povezuju
urodenu 1 steCenu imunost, jer IFN-y i TNF-a
koje Iuce Tyl takoder inducira antitumorsku,
citotoksi¢nu aktivnost u TAM-ovima. Dio
citokina koje proizvode Tyl nalazi se i u
cirkulaciji, a njihov pronalazak je povezan s
boljim klinickim ishodom (56

Ty2 imaju slabiju antitumorsku aktivnost od
Tyl stanica, ali njihova funkcija u TIME, za
razliku o konzistentne antitumorske Ty1, ovisi o



citokinskom miljeu u kojemu se nalaze (57). U
mnogim TIME raznih solidnih tumora je opisana
promjena iz Tyl u Tp2 (58). Kako omjer
Ty2:Tyl raste stvara se imunoloski infiltrat koji
se naziva wound healing 1 koji je lo$ prognosticki
indikator (59).

Tyl7 stanice, slicno kao 1 Ty2 stanice,
imaju dualnu prirodu. Antitumorska aktivnost
se pokazuje kroz regrutaciju DC stanica i
pojacavanje njihovog angazmana u antigen
specificnoj imunosti. U karcinomu jajnika
infiltracija Tyl7 korelira s veé¢om koli¢inom
CTL (60). LucCenjem IL-17 Tyl7 takoder
mogu pokazati imunosupresivno i protumorsko
djelovanje, jer IL-17 pozitivno djeluje na MDSC
te promovira migraciju i invaziju tumorskih
stanica poti¢u¢i u njima karakteristike mati¢nih
stanica, §to je prikazano u karcinomu pluca (61)).
U kolorektalnom karcinomu, visoke koncentracije
IL-17 su povezane s loSom prognozom (62).

Tri tipa stanica koje su slabije istraZzene su
Ty9, Ty22 te Try. Prva pokazuje izrazito snazan
antitumorski ucinak djelujuci na mastocite, DC i
CTL stanice (63)). Tg22 pokazuje protumorski
ucinak promoviraju¢i proliferaciju i poticuci
karakteristike slicne mati¢nim stanicama kroz
aktivaciju STAT-3 signalnog puta (64). Tryg u
solidnim tumorima povezujemo s antitumorskim
funkcijama (65).

Tumorsko se izbjegavanje imunoloskog
odgovora zasniva na regrutaciji imunosupresivnih
stanica u TIME, a medu najvaznijim inhibitornim
stanicama su 1 Tgeg. Treg definirane su
CD4"CD25hign uz koje se prikazuje i FoxP3.
lako u zdravih ljudi ¢ine do 10% stanica, u
tumorima se nalaze u puno vecem postotku,
gdje podrzavaju tumorski rast i progresiju (66)

Djelovanje Tgreg ovisno je o IL-10, IL-35 i
TGF-f i usmjereno je na inhibiciju CTL, DC, NK
stanica i B stanica te smanjuje imunoinducirajuce
djelovanje IL-2 (67). U velikog broja solidnih
tumora primjeCuje se povecanje Tgeg, koje
u TIME dolaze kroz signalizaciju od strane
tumorskih stanica, primarno CCL22(55). Sli¢no
kao i1 kod imunoloskih stanica mijeloidne loze,
dio Treg populacije regrutiran je kroz promjenu
efektorskih T limfocita u Treg kroz interakciju s
DC i visoke koncentracije TGF-p i IDO. DC se
tako predstavljaju kao klju¢an imunomodulator u
TIME (68).

Glavnim efektorskim stanicama smatraju se
CTL (engl. cytotoxic T lymphocyte) CD8" T
limfociti. Nakon aktiviranja od strane DC u
limfnim ¢vrovima aktivirane CD8" T stanice se
upucuju prema tumorima gdje, uz ovisnost o [L-2,
postaju terminalno diferencirani i pokazuju visoku
citotoksic¢nost. Citotoksi¢nost CTL-a se bazira na
ispuStanju granzima, FAS liganda i perforina u
imunoloske sinapse. To djeluje kroz dva odvojena
puta FAS liganda koji inducira apoptozu putem
kaspaza 3 i 8 te perforina koji otvarajuci kanale na
ciljnim stanicama takoder inducira apoptozu (69).
Velik dio CD8" T limfocita koji se nalaze u TIME
su memorijske stancie koje su okarakterizirane
markerima CD103 i E-kadherinom, favorizirajuci
poziciju u epitelijalnim tumorskim regijama sa
smanjenom cirkulacijom u perifernoj krvi ([70).
Na djelovanje CTL-a snazno utjece i metabolizam
unutar TME, koji ih dovodi u stanje iscrpljenosti.

2.2 Imunolosko uredivanje
tumora
Znanstvenici su  kroz proteklo  stoljece

pretpostavljali kako izmedu imunoloSkog sustava
1 tumora postoji meduodnos. Smatrali su kako
imunoloski sustav $titi ¢ovjeka od tumora koji
se kontinuirano razvijaju, $to je i usustavljeno u
ideji imunoloskog nadzora sredinom 20. stoljeca.
Nakon $to murini pokusi nisu potvrdili ideju ona
je napustena sve do ranih 1990-ih. Sofisticiraniji
misji modeli u kojima su bili onemoguéeni sustavi
poput IFN-y signalizacije, perforina ili RAG-2 te
u kojima su se u ve¢oj mjeri razvili tumori nego li
u kontrolnoj skupini ponovno su pobudili sumnju
u ukljucivanje imunoloskog sustava u oblikovanje
tumora ([71)). Na tragu tih pronalazaka stvorena je
teorija o imunoloSkom uredivanju tumora (engl.
immunoediting) ([72).

Teorija imunoloskog uredivanja nalaze kako su
tumori oblikovani od strane imunoloskog sustava,
Sto rezultira selektivnim rastom varijanti koje su
bolje opremljene za borbu protiv imunoloskog
sustava. Prvi puta predstavljen 2002. godine
od strane Dunn i sur., koncept je objasnjavao
kako imunoloski sustav moze na tumor djelovati
1 protumorski i antitumorski u meduigri izmedu
dva sustava. Koncept je rasporeden kroz tri
prostorno-vremenska okolisa i opisuje se kroz tri £
odnosno uklanjanje (engl. elimination), ravnotezu



(engl.  equilibrium) i bijeg (engl. escape)
koji zajedno opisuju sve dogadaje za vrijeme
imunoloskog odgovora na tumor ([73).

Proces imunoloskog uklanjanja tumora
je najblizi originalnom konceptu tumorskog
nadzora. U samim zacecima tumorigenog
procesa, u kojem je klonalna ekspanzija
neoplasticne stanice mala i nije doslo do
stvaranja svih ranije opisanih komponenti
tumorskog mikrookoli$a, imunoloske stanice
pokrecu reakciju protiv neoplasti¢nih stanica.
Za taj pocetni odgovor zasluzne su i stanice
steCene i stanice urodene imunosti, primarno
CTL i NK stanice. U napadu sudjeluju i
Treg stanice i DC koje moderiraju odgovor
na neoplasticne stanice. Sve je to moguce
jer su tumori, odnosno neoplastiCne stanice,
izazito imunogene. lako je imunolosko
uklanjanje tumora dokazano samo na murinim
pokusima, primarno zbog kompliciranosti
istrazivanja klinicki nemanifestnih tumora, noviji
podaci dobiveni iz istrazivanja na primateljima
transplantata koji su ijatrogeno imunodeficijentni
potvrduju ovu teoriju (74).

Zbog heterogenosti okoliSa, ali primarno zbog
genetske nestabilnosti koja krasi neoplasticne
stanice razvijaju se novi klonovi neoplasti¢nih
stanica koji pokazuju manju imunogenost i
koji postaju otporni na dosadasnje imunoloske
reakcije. Ta se faza naziva fazom ravnoteze
primarno jer dolazi do uniStenja starih, na
imunoloski odgovor neotpornih neoplasti¢nih
stanica te do ekspanzije novih, na imunoloski
odgovor otpornih neoplasti¢nih stanica. Drugi je
razlog ¢injenica da sam tumor i imunoloski sustav
ulaze u stanje gdje jedan drugome ne omogucuju
daljnji napredak. Upravo tako imunoloski sustav
ureduje tumore, mehanizmom negativne selekcije,
mehanizmom sli¢nim odabiru zadovoljavajucih
T limfocita. Dolazi do smirivanja tumorskog
rasta i razvoja, a tumor, ako je i bio klinicki
ocit, ulazi u stanje remisije. Promijenjeni uvjeti
vaskularizacije i grade TME odrzavaju stanje
mirovanja u tumorima, ali kako faza ravnoteze
napreduje, tumori postaju manje imunogeni ([75).
Kada se uvjeti poboljSaju u korist tumora, on
prelazi u sljede¢u fazu imunoloskog bijega.

Imunoloski Dbijeg konacni je stadij u
imunoloskom uredivanju tumora, u kojem tumor
na mnoge nacine bjezi i sakriva se od svih vidova

imunoloskog odgovora.

2.3 Tumorskibijeg od imunoloskog
odgovora

2.3.1 Poremectaji u predstavljanju
antigena

Kljucan korak za aktivaciju CTL je predstavljanje
antigena od strane APC, najces¢e DC. Tumorski
specifi¢ni antigeni su Sarolika skupina proteina
koja moze biti onkoviralna ili neoantigenska,
odnosno produkt genetskih mutacija unutar samih
neoplasticnih stanica. U tom slucaju specificna
imunost na te antigene do sada nije formirana
(76). Antigeni koje povezujemo s tumorima
mogu biti i oni koji su vremenski ili anatomski
sakriveni, poput antigena mati¢nih stanica u
slucaju s melanom povezanim antigenom, ili
zbog povecéanja izraZavanja s tumorima povezanih
antigena poput HER2 u karicnomu dojke ([77).
Poveéan stupanj mutacija je u sluaju tumora
opisan kroz tumorsko mutacijsko optereCenje
(engl. tumour mutation burden, TMB).

Smanjen = TMB, odnosno smanjena
proizvodnja novih antigena od strane tumora,
povezana je sa smanjenom prezentacijom antigena
na MHC tip I molekulama, dakle sa smanjenim
prepoznavanjem tumorskih neoantigena kao tudih
i sukladnog ubijanja od strane CTL. Kroz klinicke
studije prikazan je bolji rezultat u oporavku i
prezivljenju kod pacijenata s visSim TMB ([78), §to
dovodi do zakljucka da nizak TMB igra krucijalnu
ulogu u imunolo$kom bijegu tumorskih stanica.

Uz to S§to je smanjem broj prikazanih
tumor-specificnih antigena u mnogim hematoloskim
i solidnim tumorima, zabiljeZene su abnormalnosti
u MHC tip I molekuli, zbog koje tumori mogu
izbjeci djelovanje CTL citotoksi¢nosti. Poremecaj
je zabiljezen i u murinim pokusima i u klinickim
sluCajevima, gdje tezina varira od smanjene
ekspresije MHC I molekule na povrsini tumora do
potpunog nestanka(79). Poremecena ekspresija
MHC tip [ rezultat je poremecaja u sintezi nekih od
proteina potrebnih za procesuiranje antigena. U
slucaju mutacije u f2-mikroglobulinu, dijelovima
procesuirajuceg puta kao i u slucaju gubitka
heterozigotnosti na MHC I lokusu te su promjene
ireverzibilne. U epigenetski uvjetovanim
poremecajima prezentiranja antigena, poput
metilacije DNK na MHC lokusu promjene su



reverzibilne (80, 81)) .

Dendriticke stanice (DC) odgovorne su za
ispravno aktiviranje CTL i u TME i u limfnim
¢vorovima, kako je opisano ranije. Nekolicina
¢imbenika koje povezujemo s imunosupresivnim
TME dovodi do inhibicije DC, primarno lipidi,
IL-6 koji inhibira maturaciju DC preko STAT3
puta te ponajvise IL-35. IL-35 suprimira
funkcijsko sazrijevanje dendritickih stanica
monocitnog tipa, smanjujuci ekspresiju HLA-DR,
CD83 i nuznih kostimulacijskih molekula poput
CD40, CD80 i CD86 (82).

Mutacija gena u neoplasti¢nim stanicama
moze dovesti do fenomena koji se naziva
T-stani¢na iskljucivost (engl. 7T-cell exclusion)
u kojem je T stani¢no pracenje i infiltracija T
stanica u TME inhibirano bez promjene u nacinu
prikazivanja antigena. Taj je fenomen povezan
s mutacijama u B-katenin/Wnt signalnom putu i
MAPK signalnom putu (83).

2.3.2 Imunosupresivno okruzenje unutar
tumorskog mikrookoliSa
lako su tumorske stanice neorganizirane,

stvaraju¢i nekoherentna tkiva u vidu TME i
ne imajuci korisnu funkcionalnu znacajnost u
velikom je broju tumora primije¢eno lucenje
citokina poput CCL22 koji regrutiraju Tre, stanice
i CCL2, CCLS5, CCL7, CCL8 i CXCLI12 koji
regrutiraju TAM-ove i diferenciraju ih prema
M2 tipu (84). Treg 1 M2 stanice su, kako je
ranije opisano, glavne odgovorne za odrZavanje
imunosupresivne klime u TME, pogotovo
u fazama ravnoteze 1 bijega imunoloskog
uredivanja. Neoplasti¢ne stanice takoder zajedno
S Treg IuCe IL-10 i TGF-B, koji uz to Sto
perpetuiraju protumorsko i imunosuprimirajuce
djelovanje, promovirajuci rast i razvoj tumora
te djelovanje Tgeg 1 kasnije suprimiranje CTL,
DC i APC, djeluju i kao losi prognosticki
C¢imbenici i mogu biti pronadeni u mnogim
TME solidnih tumora (85). Uz IL-10 i TGF-
imunosuprimirajuci faktor slicnog djelovanja je i
PGE2 (37).

Kako bi T limfociti uopce infiltrirali TME,
efektorske stanice moraju doputovati do njega
putem krvnih ili limfnih zila. Kao S$to je ranije
opisano, faktori poput VEGF poticu stvaranje
novih, abnormalnih krvnih zila koje onemogucéuju
ispravnu infiltraciju i ekstravazaciju efektorskih

T limfocita pomoc¢u fizikalne barijere. Uz
novonastalu fizikalnu barijeru smanjuje se i broj
adhezijskih molekula potrebnih za infiltraciju
CTL poput VCAM-1 i ICAM-1 te povecava broj
Fas-L u prisutnosti IL-10 i PGE2 koji direktno
uniStavaju CD8" T limfocite (86).

Uz angiogenu funkciju VEGF u TME je
zamije¢ena 1 angiogena funkcija adenozina koji
je Cesto prisutan u visokim koli¢inama u TME.
Metabolit koji nastaje enzimatskom aktivnoscu
CD39 i CD73, proizveden i od tumorskih
stanica i od strane Tre, Uz angiogenu pokazuje
1 imunosupresivnu ulogu limitiraju¢i TIL (87).
Kisikovi i dusikovi radikali (ROS i RNS) koji
su produkt nekih od protumorskih ¢lanica TIME
oslabljuju interakciju izmedu TCR i p-MHC
smanjujuéi efektivnost CTL i uz to limitiraju
infiltraciju TIL (88).

Imunosupresivan  okoli§ djeluje 1 na
metabolizam CTL u TIME. Za potrebe
proliferativne i1 funkcionalne sposobnosti TIL
potrebne su esencijalne aminokiseline ¢ija
dostupnost je smanjena u TME. Arginaza i NOS,
enzimi koji se u TME nalaze u povecanim
koli¢inama (85), kataboliziraju L-arginin koji je
potreban za TCR ( lanac i na taj nacin se smanjuje
aktivnost T limfocita (89). Snaznije djelovanje
posjeduje indolamin 2,3 - dioksigenaza 1 (IDO),
takoder izrazena u visokim dozama u TME,
koja razgraduje L-triptofan u kirnurenin i druge
metabolite. Slicno kao i L-arginin i L-triptofan je
nuzan za djelovanje CTL, a metaboliti pokazuju
suprimirajuce, cak toksi¢no, djelovanje na T
limfocite i na populacije NK stanica i B limfocita
(90).

2.3.3 Inhibitorne kontrolne tocke

Nakon aktivacije T limfocita na njegovoj se
povrSini povecava izrazajnost CTLA-4 (engl.
cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), koji
se veze na B7 molekulu mnogo snaZnije i
dugotrajnije od CD28. CD28 je kostimulacijska
molekula nuzna za potpunu efektorsku funkciju
CTL, tako da vezanje CTLA-4 za B7 uzrokuje
imunosupresivan ucinak (91)). Mehanizam je
visestruk, supresijom signalnih puteva koji naivne
T limfocite pretvaraju u efektorske i povecanom
proizvodnjom IDO (92).

Limfocit aktivacijski gen-3 (engl. lymphocyte
activation gene-3, Lag-3) inhibitorni je koreceptor



koji se nalazi na povrSini aktiviranih CD4",
CD8" kao i na Tgey Stanicama u tumorima .
Prepoznati ligandi ukljuc¢uju MHC 11, galektin-3 i
protein sli¢an fibrogenu (FGL-1) koji se nalaze na
tumorskim stanicama, a vezanje s njima smanjuje
proizvodnju protuupalnih citokina i zaustavlja
proliferaciju T limfocita (93). Lag-3 moguce
je pronaci s drugim koinhibitornim kontrolnim
tockama, primarno s PD-L1. Dvostruka blokada
djeluje sinergisticki (94).

T stani¢ni imunoglobulin-3 (Tim-3) negativni
je regulator imunoloskog odgovora koji se
nalazi na IFN-y proizvodeéi CD4" i CD8" T
limfocitima, NK stanicama, Tgrey, mastocitima
i mijeloidnim stanicama. Pokazano je kako se
Tim-3 nalazi u povecanoj koli¢ini u mnogim
tipovima tumora i povezan je s loSom prognozom
(95). Nakon vezanja za ligande poput galektina-9,
fosfatidilserina ili visokomobilnog proteina grupe
B1 (HMGBI1) dolazi do blokade efektorskih T
limfocita i pojacavanje uc¢inka Treg te osnazivanja
u¢inka MDSC. Kao i Lag-3, Tim-3 se cesto
pojavljuje s PD-L1 u TME (96).

T staniéni imunoglobulin i ITIM domena
(TIGIT) se pojavljuje na efektorskim T
limfocitima kao i na Treg te NK stanicama. Veze
se na dva liganda, CD155 i CD112 koje nalazimo

na tumorskim stanicama unutar TME. Vezanje
TIGIT na ligande dovodi do antitumorskog
imunoloskog odgovora. Na CTL djeluje tako
da suprimira proliferaciju, prozvodnju citokina i
blokira metabolizam i sli¢no djeluje na NK stanice
, dok na TReg djeluje pozitivno (97). TIGIT ima
vecu pojavnost u vecini tumora na T lifocitima, a
on je kao i ranije navedeni koinhibitori povezan
s loSijom prognozom (98). Kao i ranije navedeni
koinhibitori €esto nije jedini koinhibitor na CTL
©9.

Ig supresor T stanine aktivacije V-domene
(engl. V-domain Ig suppressor of T cell
activison, VISTA) je koinhibitorska molekula koja
se pojavljuje na Treg, efektorskim T stanicama,
DC, makrofagima kao i na tumorskim stanicama.
Ligand joj je VSIG-3, a interakcija inhibira
T stani¢nu proliferaciju i smanjuje proizvodnu
proupalnih citokina poput IL-2, IL-17 1 IFN-y
(100). U kiselom mediju se VISTA veze na
PSGL-1 i tako blokira T stani¢no djelovanje (101)).

Najvazniji koinhibitorska molekula na T
stanicama koja kojom se regulira djelovanje TIL
je PD-1 koji je opisan ranije. Vezanjem na
PD-L1 i PD-L2 kojeg nalazimo u TME dolazi
do suprimiranja uc¢inka T limfocita.



3 PD-1/PD-L1 signalni put

3.1 lzrazavanje PD-1 na T
limfocitima

Programmed cell death protein 1 odnosno
PD-1 (CD279) molekula je koja se pojavljuje
na stanicnoj membrani nekolicine imunoloskih
stanica, najzamjetnije na povrS§ini CD8" T
limfocita. Otkrivena je 1992. godine,
a djelovanje joj je primarno u perifernoj
toleranciji i kontrolira adekvatan odgovor na
antigen. Kodiraju¢i gen Pdcdl nalazi se
na 2q37 1 stvara 55 kDa transmembranski
protein s 288 aminokiselina. Izvanstanicni
dio tvori N-terminalna domena koja je nalik
na Ig-V, transmembranska domena nastavlja se
na citoplazmatsku koja zavrSava tirozinskim
bazama na C-terminalnom i na N-terminalnom
kraju, koje definiraju imunoreceptorske na
tirozinu bazirajuée inhibitorne motive (engl.
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif,
ITIM) (1102, 103).

PD-1 povezan je primarno s aktiviranim T
limfocitima i smatra ga se znacajkom efektorske T
stanice (]104). Naime, prilikom aktivacije naivnih
T limfocita i vezanja kompleksa p-MHC na TCR,
pokrece se kaskada signalnih puteva koja otvara
puni efektorski potencijal T limfocita. Jedan
od signalnih puteva ovisan je o Ca®" i pokrece
kalcineurinski put, Sto aktivira i NFATc1. NFATc1
se snazno veze na CR-C promotorsku regiju
Pdcdl gena i djeluje kao prvi korak u aktivaciji
ekspresije PD-1 (105). S NFATc1 najcesce kao
aktivatori ekspresije djeluju AP-1 signalni put
(106) i Notch signalni put (107). Izrazavanje PD-1
u T limfocitima je i ograniceno u slucaju akutnih
imunoloskih odgovora, a inhibicija ekspresije
regulirana je putem T-bet puta (7-box expressed
in T cells) 1 Blimp-1 puta (B lymphocyte—induced
maturation protein-1) (108, 109) koji se ukljucuju
unutar tjedan dana od aktivacije T limfocita i
ogranicavaju PD-1 nakon akutnog imunoloskog
odgovora.

Tumore i kroni¢ne infekcije obiljezava trajna
poviSena ekspresija PD-1 na povrsini CD8" T
limfocita (110). Razlog tomu je produljena
ekspozicija TCR na p-MHC S§to dovodi do
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aktivacije FoxOl signalnog puta koji dokida
djelovanje T-bet i nadjacava djelovanje Blimp-1
inhibitora ekspresije PD-1 (111)). Na izrazaj PD-1
djeluje i okoli$ u kojemu se nalazi T limfocit, $to je
dokazano kroz pojacano i produljeno izrazavanje
PD-1 u sluéaju poveéane koncentracije IL-6 i
IL-12 koje aktiviraju STAT3 i STAT4 signalne
puteve i pojacavaju PD-1 ekspresiju (112).
Na izrazajnost PD-1 u wuvjetima kroni¢ne
izloZzenosti antigenu ulogu ima i demetilacija
CpG dinukleotida u promotorskoj regiji Pdcdl
gena koja sadrzi dodatna mjesta za NFAT i vezno
mjesto ovisno o interferonima (ISRE). Na izrazaj
PD-1 utjecaj imaju i posttranslacijske promjene
poput ubikvitinacije, citokinske okoline, pogotovo
TGF-B i1 IL-10 i promjena metabolizma koja
obiljezava aktivirane T limfocite (1113).

3.2 Regulacija izrazavanja
PD-L1iPD-L2 utumorskom
mikrookolisu

PD-L1, zajedno s PD-L2, ligand je PD-1
kontrolne tocke na aktiviranim T limfocitima.
Kao §to je ranije opisano, ovaj put inhibicije
djelovanja TIL jedan je od osnovnih puteva
imunosupresije u TME. lako se prvotno smatralo
kako je imunosupresija jedna od znacajki koja
je svojstvena velikom broju solidnih tumora,
primije¢eno je kako je imunosupresivan okoli§
zapravo odgovor na imunoloski napad kojeg
tumori dozivljavaju u prve dvije faze imunoloskog
uredivanja, te da nastaje prilagodiva otpornost
(engl. adaptive resistance) (72).

PD-L1 je kodiran od strane Pdcdll gena koji
se nalazi na kromosomu 9p24.1.2 1 1999. godine
je opisan kao treci ¢lan obitelji B7 proteina. Puna
duljina PD-L1 kodirana je unutar sedam eksona i
odgovara proteinu od 40kDa i 290 aminokiselina.
To je tip 1 transmembranskog proteina i sastoji
se od ekstracelularnih domena koje su sli¢ne
IgV i IgC, hidrofobnog transmembranskog dijela
i citoplazmatskog repa koji se sastoji od 30
aminokiselna.

Nekoliko studija pokazalo je kako je koli¢ina
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Slika 1: Regulacija transkripcije PD-L1 u tumorskim stanicama.
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nakon aktivacije nekoliko signalnih puteva, primarno EGF/PI3K/AKT/MTOR koje suprimira PTEN,
RTK/Ras/Rat/MEK/ERK signalni put, IFN-y/JAKs signalni put koji ukljucuje NPM-ALK mutirani

geni EBV aktiviran LMP1 te TLRs/Myd88/Traf6/IKKs.

Hiposkican i laktatom obogacen tumorski

mikrookoli§ direktno djeluje na povecanje transkripcije PD-L1. Prema Wang i sur. (114) .

B7-H1, odnosno PD-L1, izrazaja u tumorskim
lezijama snazno povezana s CD8" T limfocitnom
infiltracijom i djelovanjem IFN-y (115) (slika
1). Infiltracija CD8" T limfocita povezana je i
s povecanom koli¢inom FoxP3* TReg i MDSC
stanica, te s vecom aktivno$¢u ranije opisanih
imunosupresivnih enzima, primarno IDO, iNOS
i arginaze, kao 1 reaktivnih kisikovih spojeva
(116). Ta su istrazivanja pokazala kako je
imunosupresija u tumorima mnogo kompleksnija
od same povecane ekspresije inhibitora kontrolnih
tocaka, nego ukljucuje dogadaje i u neoplasti¢nim
i u stromalnim stanicama TME. Model koji
objasnjava povecanu izrazajnost PD-L1 u TME
inicijatore je podijelio na primarne, neimunoloske
1 sekundarne, imunoloske. Neimunoloski
se sastoje od genskih promjena, kontroli na
bazi mikro RNA, promjenama uvjetovanim
onkogenskim transkripcijama i putevima te
posttranslacijskoj modulaciji 1 prometovanju
(117).

PD-L1 (CD274) kodiran je genom koji se
nalazi na 9p24.1, a genske manipulacije na tom
lokusu najéesce dovode do povecavanja ekspresije
PD-L1 u hematoloskim i solidnim tumorima, dok
je izrazaj PD-L2 mnogo veé¢i u hematoloskim

tumorima ([118). Poremecaji u JAK2, DSBs i
strukturne varijacije u 3’ netranslatirana regija
(engl. untranslated region, UTR) takoder na
genetskoj razini povecavaju ekspresiju PD-L1 u
tumorima. Epigenetski faktori poput metilacije
i acetilacije histona takoder su zasluzni za dio
povecane ekspresije PD-L1 (119). U slucaju
3’ UTR-a primijeé¢en je velik broj mikro RNA
(miRNA) koji se veze na 3° UTR PD-L1 mRNA
1 na taj nacin reguliraju izrazajnost PD-L1. miR
zapravo suprimiraju izrazajnost PD-L1, ali pod
djelovanjem IFN-y miR-513 miRNA molekula
je blokirana i na taj nacin pojaCava izrazajnost
PD-L1. Proimunoloski citokini poput TNF-a i
IFN-y djeluju suprotno na miR-155, te putem
njega dovode do supresije PD-L1 (120). Otkriven
je velik broj drugih miRNA molekula koje imaju
suprimiraju¢e djelovanje na izrazavanje PD-L1
121).

Onkogeni putevi i transkripcijski faktori, uz to
S§to su jedni od glavnih pokretaca tumorigeneze,
pokazuju veliku ulogu u povecanju izrazajnosti
PD-L1 u tumorskim stanicama. @ MYC gen
pojacano je izrazen u vecini ljudskih tumora, a
pokazano je kako njegova povecana ekspresija
povecava izrazajnost PD-L1 u ne-sitnostanicnom
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karcinomu plu¢a, melanomu i hematoloskim
tumorima (122). MYC se veze direktno na
PD-L1 promotor, §to rade i drugi transktipcijski
faktori poput STAT3, RELA i STAT1 ([123).
Hipoksija, koja je ranije opisana kao jedna
od temeljnih znacajki TME, inducira HIF-la
i HIF-2a koji oboje dokazano fizicki djeluju
na promotorsku regiju PD-L1 koja odgovara na
hipoksiju (124). Indukcija PD-L1 pokazana je
i u slucaju aktivacija PI3k-Akt, MEK-ERK i
ALK signalnih puteva u velikom broju solidnih
tumora. Posttranslacijska modifikacija u vidu
ubikvitinacije, deubikvitinacije, glikozilacije i
fosforilizacije takoder uvjetuje izrazajnost PD-L1
u tumorskim stanicama ([121)).

Uz ranije navedene, tumoru intrinzicne,
mehanizme povecanja izrazajnosti PD-L1 jedan
od glavnih uzroka je prilagodiva rezistencija,
stvorena nakon imunoloskog napada. Citokin
koji zasluzuje najvise paznje u ovom slucaju je
IFN-v, proupalni citokin koji je jedna od znacajki
tip 1 imunoloskog odgovora koji je dominantan
u fazama uklanjanja imunolosSkog uredivanja.
Pozitivno djelovanje na PD-L1 primijeéeno je
ne samo u tumorskom tkivu, nego i u zdravom
tkivu, pogotovo na imunoloski privilegiranim
mjestima ({125). IFN-y, kao i ostali interferoni
IFN-a and IFN-B, djeluje tako da potice ponajvise
JAK/STAT1 signalni put, ali i MAK14, CRK i
PI3K za koje je pokazano da pozitivno djeluju
na promotorsku regiju PD-L1 gena (126). Kao
$to je ranije navedeno, IFN-y djeluje i preko
mikro RNA kontrole, putem miR-513. Iako
inace djeluje imunosupresivno TGF-B pokazuje
dvojaku ulogu pri prikazivanju PD-L1, poticuéi
je u dendritickim stanicama i suprimirajuci ju u
tubularnim epitelnim stanicama i monocitima. Uz
navedene citokine, pokazano je kako skoro svaka
molekula u TME djeluje na izrazajnost PD-L1.

3.3 Dijelovanje PD-L1 na T
limfocite u tumorskom
mikrookoliSu

Aktivirani T limfociti, s pove¢anom izrazajnoséu
PD-1 na stani¢noj membrani, u TME dolaze u
kontakt s PD-L1 ili s PD-L2 i tada mijenjaju
svoju konformaciju. Dolazi do promjene polozaja
PD-1 koji se smjeStaju u srediSte imunoloske
sinapse u c-SMAC (engl. central supramolecular
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activation cluster).  Citoplazmatski dio PD-1
postaje fosforilizran putem obitelji Src kinaza
i ti fosforilizirani ITIM motivi sluze kao
mjesto vezanja tirozinske fosfataze SHP-2 (]127).
Angaziranje SHP-2 u blizini TCR smanjuje
njegovu djelotvornost, pogotovo u slucajevima
Lck provodene fosforilizacije ZAP70. Ujedno
zahvaca signalne puteve nizvodno, pogotovo
PI3K-AKT, RAS, ERK, VAV i fosfolipazu Cy
(128).

RAS-MEK-ERK i PTEN-PI3K-AKT su dva
vazna signalna puta koja su zahvacéena ligacijom
PD-1 (129). PTEN je serin-treonin fosfataza
koja djeluje protiv PI3K-Akt signalnog puta, a
njena je aktivnost povecana putem aktivacije PD-1
puta preko CK2. U slu¢aju MEK-ERK-MAP
signalnog puta, ligacija PD-1 dovodi do inhibicije
fosfolipaze Cy. Svi ovi dogadaji dovode do
nizvodnog slabijeg djelovanja transkripcijskih
faktora i do inhibicije proliferacije, aktivacije,
prezivljavanja, i do minimiziranja citokinske
produkcije i citotoksi¢nih sposobnosti aktiviranih
T stanica (1130).

3.4

Iscrpljenost  (engl. exhaustion)
T limfocita koje je opisano
proliferacijom, povecanom izrazajno$éu
inhibitornih receptora poput PD-1, LAG-3,
TIM-3, CTLA-4 i TIGIT i smanjenom
proizvodnjom IL-2, IFN-y, TNFa i granzima
(slika 2). Iscrpljeni T limfociti postaju znacajka
TME u kroz faze ravnoteze i imunoloskog
bijega, te postaju dominantna skupina CDS8"
T limfocita u TME. Kao glavni znak T
stanicne iscrpljenosti pokazala se upravo
ekspresija PD-1. U istrazivanjima koja su
proucavala stanje iscrpljenth T limfocita u
TME primijeceno je kao istovremena ekspresija
PD-1 i druge ko-inhibitorne molekule, primarno
CTLA-4, obiljezava stanice s najveéim stanjem
iscrpljenosti. Uz PD-1 i CTLA-4 i drugi
ranije navedeni koinhibitorni putevi sudjeluju u
regulaciji stanja T limfocita. Upravo okolina koja
okruzuju ove stanice je najzasluznija za njihov
fenotip, metabolizam i funkcionalnost (]132).
Mehanizmi dovodenja CD8+ T limfocita u
stanje iscrpljenosti su viSestruki. Prilikom samog
aktiviranja CD8" limfocita u TME, T stanicama
je predstavljeno tkivo nize imunogenosti, a TCR

Iscrpljeni T limfociti

stanje je
smanjenom
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Slika 2: Shema nastanka iscrpljenih T limfocita. Nakon inicijalnog podrazaja i kostimulacije efektorski
T limfociti u kroni¢nim upalama i tumorskom mikrookolisu hijerarhijski postaju sve iscrpljeniji. Gube
efektorsku sposobnost, a izrazajnojst inhibitorskih receptora se povecava. Prema Wherry, E. (131)).

imaju snizeni afinitet za tumor-specificne antigene
(133). Kao $to je ranije objasnjeno, u tumorskom
su tkivu mehanizmi predstavljanja antigena Cesto
poremeceni §to, zajedno s imunosupresivnom
citokinskom klimom koja je Cesto znac¢ajka TME,
onemogucéuje potpunu aktivaciju T stanica, iz
naivnih u efektorske. = Vecina efektorskih T
stanica koje infiltriraju TME ve¢ su aktivirane
u sekundarnim limfnim organima i pokazuju
efektorski fenotip CD44MehCD62LIY  (134).
Dolaskom u TME te stanice pocinju pokazivati
fenotip iscrpljenih T limfocita. Razlog tomu je
interakcija PD-1 i njegovih liganda, dakle u TME
solidnih tumora najées¢e PD-L1, kao i drugih
koinhibitornih kontrolnih to¢aka sa njihovim
ligandima. Kao nuzan uvjet vrijedi kroni¢na
ekspresija p-MHC prema TCR efektorske stanice
Sto dovodi do kronicne ekspresije PD-1 molekule
na povrsini T limfocita i na raun toga ligacije
PD-1 s PD-L1 koja onemoguc¢ava djelovanje T

limfocita.

Posredno i neposredno djelovanje na T
stani¢nu iscrpljenost imaju i stanice koje
u TME odrzavaju imunosupresivno stanje,
pogotovo Treg, MDSC, DC i M2 tip makrofaga,
mehanizmima koji su objasnjeni ranije. Osim
interakcija na razini medustani¢ne komunikacije
iscrpljenosti pridonose i promjena metabolizma
nakon ligacije PD-1/PD-L1 te metabolicki
uvjeti u samom TME. Naime, metabolicke
1 nutritivne restrikcije koje su postavljene
pred efektorske T limfocite u TME smanjuju
glikoliticki metabolizam 1 time efektorski
kapacitet stanica.  Vezanje PD-L1 sudjeluje
u promjeni metabolizma kroz inhibiciju ranije
opisanih signalnih puteva. PoSto ti signalni
putevi sudjeluju i u vaznim metabolickim
procesima prerade ugljikohidrata, aminokiselina
i nukleotida iscrpljeni T limfociti pokazuju
suprimiranu glikolizu i smanjenu oksidativnu
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fosforilaciju. Za razliku od CTLA-4 koji
suprimira i metabolizam masti, prilikom ligacije
PD-L1 u T limfociti pojacan je metabolizam
masti, povecanjem aktivnosti karnitin palmotil
transferaze (CPT1A) i adipocitne triglicerid
lipaze (135). Primijeceno je kako je regulator
mitohondrijske biogeneze PPAR-y koaktivator 1a
(PGCla) klju¢na molekula u regulaciji T stani¢ne
iscrpljenosti.  Djelovanjem na AKT signalni
put, PD-1 moze smanjiti izrazajnost PGCla te
tako smanjiti mitohondrijsku masu i uzrokovati
morfoloske i funkcionalne defekte ((136).

Uz metaboli¢cko reprogramiranje, T stanice
su zahvatene 1 metabolickim proizvodima
neoplasticnih  stanica. Hipoglikemija
djeluje neposredno, aktivirajuéi pojacavajuci
PD-1 izrazajnost 1 smanjujuéi izrazajnost
fosfoenolpirovata (PEP) i sarko/ER Ca®*-ATPaze
(SERCA) koja poticu aktivaciju efektorskih
funkcija u T limfocitima. Hipoglikemija takoder
poti¢e diferencijaciju stanica prema Treg (137).
Kao rezultat anaerobnog metabolizma i snaznog
glukoznog toka u neoplasti¢nim stanicama, TME
biva ispunjen laktatima koji, osim $to inhibiraju
funkciju citotoksi¢nih T limfocita, mijenjaju
fenotip M1 makrofaga u imunosuresivni M2 te
induciraju arginazu ([138). Arginaza zajedno
s IDO takoder funkcionalno onesposobljava T
limfocite, kao $to je opisano ranije. Od znacaja
je 1 hipoksija koja djeluje na NFATcl signalni
putem HIF-1a te povecava PD-L1 izrazajnost na
tumorskim stanicama ([139).

3.5 Mehanizmi djelovanja
inhibitora PD-1 i PD-L1
Blokiranjem signalnog puta u kojem sudjeluju

PD-1 i njegov ligand u TME PD-L1 moguce
je povecati funkcionalnost i snagu odgovora

CD8+ odgovora protiv tumora.  Dokidanjem
signalizacije koju PD-1 dobiva od svog
liganda, moguce je ponovno uspostaviti

aktivnost iscrpljenih T limfocita, obrnuti ranije
navedene mehanizme kojima se smanjuje njihova
ucinkovitost i1 istima omoguciti djelovanje protiv
neoplasticnih  stanica, uz daljnju povecanu
izrazajnost PD-L1 u TME (|140).

Klinicki modeli ukazuju na to da blokada
PD-1 signalne osi pokazuje najve¢i ucinak u
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tumorima koji su ve¢ pretrpjeli svoj prvotni
imunoloski napad putem CD8" T limfocita te
u kojima postoje iscrpljeni antigen specificni
TIL-ovi, utihnuti djelovanjem PD-L1 i PD-L2
(141). Klinicki odgovor na anti-PD-1 prikazan
je 1 u nekim tumorima s niskom, ¢ak i bez,
ekspresijom PD-L1 (PD-L1 negativni tumori) $to
upucuje na Cinjenicu da vjerojatno nije potrebna
ranija tumorska infiltracija i imunoloski napad od
strane T limfocita. Prvi koji pokazuju znakove
proliferacije i pojacanja funkcije su CXCRS5"
PD-1" CD8" T limfocit. Nadalje, primije¢eno
je kako iscrpljeni T limfociti pokazuju poseban
fenotip, koji je ovisan o stupnju i duljini
trajanja iscrpljenosti, a ta heterogenost dovodi do
heterogenosti u nac¢inu odgovora na blokadu PD-1
molekule (142). lako blokada PD-1 primarno
djeluje na CD8" T stanice, za efektivno djelovanje
nakon blokade nuzne su CD4" T stanice (143). Na
temelju djelovanja anti-PD-1 u kontekstu virusnih
infekcija vjeruje se da Ty stanice pomazu u
proliferaciji CD8" T stanica i u ulasku antitijela
u periferna tkiva (144). Kao §to je naglaseno
ranije, vazna stavka prilikom djelovanja PD-L1
ligacije na PD-1 je promjena metabolizma u
CD8" T limfocitima. Nakon blokiranja PD-1
metabolizam CD8" T limfocita vra¢a se u stanje
aktiviranosti, Sto takoder utjeCe na osnazivanje
T stanicnog odgovora u TME ([145). Zbog
ubikvitarnosti PD-L1 u TME blokada PD-L1
uzrokuje gotovo identi¢ne rezultate kao i blokada
PD-1. Razlike postoje, ali mehanizam kojim
tocno djeluje blokada bilo PD-1 bilo PD-L1 nije
u potpunosti poznat i shvacen (]146).

Wei i sur. predlazu tri modela kroz koje
inhibicija kontrolnih tocaka, bilo PD-1/PD-L1
osi, bilo CTLA-4 ili drugih kontrolnih tocaka
povecava imunoloski odgovor T limfocita. Prvi
model pretpostavlja da blokada kontrolnih tocaka
omogucuju pozitivhu kostimulaciju u razinama
jednakima onima prije iscrpljivanja T limfocita.
Drugi se model zasniva na smanjenju potrebnog
afiniteta TCR prema p-MHC koji omogucéuje
snazniji odgovor, dok tre¢i opisuje osnazivanje
kostimulacijskih signala i stvaranje odgovora koji
je snazniji od onoga bez blokade. Modeli nisu
medusobno iskljucivi, ali omogucuju kvalitetno
razmiS$ljanje i odabir puta prilikom istrazivanja i
dalje nepoznatih mehanizama djelovanja blokade
PD-11PD-L1 (147).



4 Imunoterapija PD-1

4.1 Inhibitori PD-1
klini€koj praksi

i PD-L1 u

Primije¢ena potentnost blokade PD-1/PD-LI1
osi u T limfocitima koji infiltriraju TME
isprobana je u klinickoj praksi. Najznamenitiji
lijekovi su blokatori PD-1 molekule nivolumab i
pembrolizumab te blokatori PD-L1 atezolizumab,
durvalumab i avelumab. Klinicka istrazivanja za
odredena sijelima objasnjena su nize, dok je vise
detalja i njihova primjena u Republici Hrvatskoj
prikazana u tablici 1.

Nivolumab i pembrolizumab su monoklonalna
protutijela koja se visokim afinitetom vezu na
PD-1. Pripadaju IgG4 klasi i molekularne su
tezine 156 odnosno 149 kDa (148, 149). Ni
jedno ni drugo ne aktiviraju komplementarnu
kaskadu koja dovodi do citotoksi¢nosti (CDC)
niti posjeduju sposobnost stani¢ne citotoksicnosti
ovisne o protutijelu (ADCC) (1150). Direktno
zahvacaju i blokiraju PD-1 vezno mjesto pri cemu
im je epitop izrazito slican ([151)). Pembrolizumab
pokazuje vedi afinitet za vezno mjesto na PD-1
od nivolumaba, te stvara stabilnije veze brze od
nivolumaba (152, [153). Ujedno pembrolizumab
zahvaca 100% PD-1 na Img/kg, dok je kod
nivolumaba zabiljezena vrijednost od 85% za
10mg/kg ([154). Farmakokinetski su lijekovi sli¢ni
s volumenom distribucije od 8L i minimalnom
distribucijom van plazme ([155)).

Protutijela koja se vezu na PD-L1 su
atezolizumab, durvalumab te avelumab, tezine
od otpilike 150 kDa i klase IgG1 ({156, [157).
Medu njima samo avelumab moze inducirati
ADCC koji mu omoguéava dodatnu djelotvornost
putem indukcije NK stanica (158). Epitopi ovih
protutijela su razli¢iti, s odredenim stopama
preklapanja (159). Durvalumab i atezolizumab
pokazuju sli¢an afinitet, dok je afinitet avelumaba
veéi od oba ranije spomenuta (160). Volumen
distribucije svih lijekova je sli¢an i kre¢e se u
rasponu od 3.45 do 6.9 L (161, 162).

41.1 Melanom

Melanomi su se dugi period vremena drzali za
jedine izrazito imunogene tumore. Ti stavovi

i PD-L1 inhibitorima

su se bazirali na c¢injenicama da su opisane
spontane regresije primarnih tumora, pri ¢emu je
TME bio ispunjen infiltrirajuéim T limfocitima
(163). Ujedno u otprilike 5% pacijenata opisani
su melanomi bez primarnog sijela u kojih je
metastaza klinicki izrazena, ali je primarno sijelo
vjerojatno uniSteno u fazi unistenja imunoloskog
uredivanja ([164).

Ova su zapazanja iskoriStena u klinicke svrhe
te su na prijelazu tisucljea provedene studije
u kojima se pacijentima s melanomom davala
terapija visokih doza IL-2 (engl. high-dose IL-2,
HD IL-2) koja je uz veliki broj nuspojava i
nezadovoljavaju¢ ORR (engl. objective response
rate) i dalje u malog broja pacijenata pokazala
izrazitu potetntnost i odrzanu regresiju u trajanju
od 10 godina. Na temelju tih pronalazaka, ali i
daljnjih istrazivanja, u klinicku su uporabu 2010.
godine pusteni lijekovi koji onesposobljavanju
dvije kontrolne tocke - ipilimumab koji je
protutijelo protiv CTLA-4 te pembrolizumab koji
djeluje protiv PD-1.

Krovna organizacija u SAD-u - FDA, odobrila
je uporabu prvog protutijela koji se veze na
PD-1 pembrolizumaba u rujnu 2014. godine pod
indikacijom metastatskog melanoma koji je ranije
lije€en ipilimumabom. Ovo odobrenje temelji
se na klini¢koj studiji KEYNOTE-001, a kasnije
studije poput CHECKMATE-037 prikazala su
slicne rezultate (165, [166). U prvoj studiji
se promatrala efikasnost i sigurnost dvije doze
pembrolizumaba, 2 mg/kg i 10 mg/kg, danih
intravenski (i.v.) svaka tri tjedna. Pacijenti
koji su primali terapiju bili su refraktorni na
ipilimumab. Konacni rezultati pokazali su kako
veéina tretiranih pacijenata pokazuje znacajno
poboljsanje u periodu od 6 mjeseci te je samo 12%
pacijenata pokazalo teze nuspojave, $to je u skladu
s ranijim klini¢kim istrazivanjima anti-PD-1
terapije (167). Druga studija usporedivala je
djelovanje drugog anti-PD-1 lijeka nivolumaba
u usporedbi s kemoterapijom, dakarbazinom
ili kombinacijom karboplatine i paklitaksela.
Rezultati su pokazali visi ORR i niZi stupanj tezih
nuspojava. Kasnije studije u pacijenata koji nisu
ranije bili tretirani ipilimumabom i bez BRAF

15



mutacije pokazala su jo§ bolje rezultate (168).

Anti-PD-1 terapija je pokazala superiornost
nad anti-CTLA-4 terapijom 1 zbog bolje
tolerancije i zbog brzeg nastupa djelovanja, koje
je bilo od posebne vaznosti u pacijenata s vi§im
stadijem bolesti ([169).

4.1.2 Karcinom pluéa nemalih stanica

Karcinom plu¢a nemalih stanica (engl. non-small
cell lung cancer, NSCLC) ¢ini oko 85%
tumora pluca pri ¢emu je u vecine pacijenata
dijagnosticiran u stadijima sa smanjenim
uspjehom izljeCenja.  Metastatski je NSCLC
tumor kojemu je Cesto potreban multidisciplinaran
pristup, s kirurSkom terapijom koja pokazuje
najveée stope uspjeha u pocetnim stadijima
bolesti. Dugogodi$nja istrazivanja terapiju

su usmjeravala na kemoterapiju baziranu na
docetakselu i cisplatini, radioterapiji te raznim
protutijelima, $to na okolne ¢imbenika u TME $to
na signalne puteve unutar neoplasti¢nih stanica,
ERK i ALK poput bevacizumaba i gefitiniba,
erlotiniba i ceritiniba (L70).

Paralelnim istrazivanjima na inhibitorima
kontrolnih toc¢aka ostvareni su uspjesi i na ranije
lijeGenim pacijentima i na pacijentima koji nisu
imali ranije terapije. Ono §to je specificno za
NSCLC je njegova heterogenost, po pitanju
TMB i po pitanju ekspresije PD-L1 u TME
(171)). O ovisnosti uvjeta unutar TME i odgovora
na terapiju PD-1 i/ili PD-L1 inhibitorima viSe
kasnije.

U ozujku 2015. godine nivolumab postaje
prvi inhibitor kontrolne tocke kojega FDA

Tablica 1: Lijekovi koji djeluju kao blokatori osi PD-1/PD-L1; * indikacije za lijekove u Republici
Hrvatskoj kao monoterapija ili u kombinaciji s drugim lijekovima

Meta  Djelatna tvar Tvornicko ime Ig izotip Indikacije*
(proizvodac)
nivolumab Opdivo ljudsko IgG4 melanom, rak pluc¢a
(Bristol-Myers monoklonsko nemalih stanica,
Squibb) protutijelo karcinom bubreznih
stanica, klasi¢ni
Hodgkinov limfom,
planocelularni rak glave i
PD-1 vrata, karcinom urotela
pembrolizumab KEYTURDA humanizirano melanom, rak pluc¢a
(Merck) IgG4 monoklonsko nemalih stanica,
protutijelo karcinom bubreznih
stanica, klasi¢ni
Hodgkinov limfom,
planocelularni rak glave i
vrata, karcinom urotela
atezolizumab Tecentriq (Roche)  humanizirano urotelni karcinom, rak
IgG1 monoklonsko  pluc¢a nemalih stanica,
protutijelo trostruko negativan
karcinom dojke
durvalumab IMFINZI ljudsko IgGl rak plu¢a nemalih stanica
PD-L1 (AstraZeneca) monoklonsko
protutijelo
avelumab Bavecino (Merck)  ljudsko IgGl metastatski karcinom
monoklonsko Merkelovih stanica,
protutijelo karcinom bubreznih

stanica
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odobrava za uporabu u slucaju metastatskog
skvamoznog NSCLC koji je napredovao nakon
prve linije kemoterapije.  Prva studija koja
je promatrala uspjeSnost anti-PD-1 lijeka je
CHECKMATE-017, u kojoj je nivolumab
usporedivan s docetakselom.  Pacijentima je
davana doza nivolumaba od 3mg/kg svaka dva
tiedna. Uz to §to je ispunjen primarni cilj,
a to je poviSenje ukupnog prezivljenja (engl.
overall survival, OS) s 6.0 mjeseci u pacijenata
kojima je indiciran docetaksel na 9.2 mjeseca u
pacijenata koji su primali nivolumab te je median
prezivljenja bez progresije produljen za 0.7
mjeseci, pokazan je i manja stopa opasnosti od cak
41% manje u skupini koja je primala nivolumab
nego u slucaju primjene docetaksela (172). U
slu¢aju neskvamoznih NSCLC provedena je
studija pokazala sli¢ne rezultate, s posebnim
promatranjem pacijenata koji su imali ERK 1 ALK
mutacije. Ono §to je vazno za naglasiti je kako je
u prvoj studiji primije¢ena mnogo manja ovisnost
o TME i izrazajnosti PD-L1. U drugoj studiji,
iako izrazajnost PD-L1 u nekih pacijenata nije bila
znacajna, nivolumab je pokazao rezultate jednake
docetakselu (173).

Na temelju uspjes$nih rezultata nivolumaba i
prve faze KEYNOTE-001 studije provedena su
istrazivanja na pembrolizubamu, u pacijenata koji
su ranije bili tretirani za NSCLC i imali PD-L1
ekspresiju veéu od 1%. Nakon sjajnih rezultata
koji su ovisi o izrazajnosti PD-L1 u TME u
listopadu 2015. godine FDA je odobrio uporabu
pembrolizumaba u pacijenata koji su ranije bili
tretirani kemoterapijom na bazi platine i koji su
iskazivali minimalno 1% PD-L1, $to je s obzirom
na referiranu studiju KEYNOTE-010 bilo cak
80% pacijenata (174). Godinu danas kasnije,
na temelju KEYNOTEO024 studije pembrolizumab
je odobren kao prva linija terapije u pacijenata
s metastatskim NSCLC koji imaju izraZajnost
PD-L1 veéu od 50% (175). Sekundarnom
analizom KEYNOTE-001 studije pokazano je
kako pacijenti koji su ranije zraCeni imaju
bolje rezultate nego nezraceni nakon aplikacije
pembrolizumaba (IL76).

Uz ranije navedena protutijela koja se
vezu na PD-1 u NSCLC djelovanje pokazuju
i protutijela na PD-L1, u prvom redu
atezolizumab. Zbog pokazanih rezultata naspram
karboplatine s paklitakselom, i to u kombinaciji

s bevacizumabom, FDA je omogucio koristenje
atezolizumaba u metastatskom NSCLC u svih
pacijenata, jer nije primijeena ovisnost o
izrazajnosti PD-L1 u TME (177). Obec¢avajuce
rezultate su pokazali i drugi inhibitori PD-L1 -
durvalumab i avelumab ([178).

4.1.3 Karcinomi uroloskog sustava

Karcinom bubreznih stanica (engl. renal cell
carcinoma, RCC) tumor je koji se u ranijim
stadijima bolesti uspjesno lije¢i kirurski, ali
metastatski se oblik (mRCC) dugo vremena
smatrao nelje¢ivim. Krajem proslog tisucljeca
imunoloska terapija koristila se u slu¢aju mRCC u
obliku HD IL-2 te off label bolus IFN-q, ali su obje
terapije napustene zbog znatnih nuspojava koje su
uzrokovale (179).

U studenome 2015. godine FDA je
odobrio koriStenje nivolumaba u slucajevima
naprednog RCC u pacijenata koji su ranije primili
antiangiogene lijekove, primarno bevacizumab.
U fazi Il CHECKMATE-025 klini¢kog testiranja
opisani pacijenti su primali 3mg/kg nivolumaba
i.v. svaka 2 tjedna, dok je kontrolna skupina
primala everolimus koji je bio standard terapije
u tome trenutku (180). Median OS znatno je
unaprijeden u sluc¢aju nivolumaba 25.0 naspram
19.6 (HR 0.72, p = .002) te bolji ORR 25%
naspram 5% u slucaju everolimusa (p = .001).
Uz navedenu skupini s nivolumabom smanjen je
broj nuspojava te je poboljSana kvaliteta zivota
(181]). Ono sto je takoder primijeceno je da ishod
terapije nije ovisio o izrazajnosti PD-L1 u TME
(182).

U slucaju karcinoma mokraénog mjehura,
napredak kemoterapije prestao je prije tridesetak
godina otkada se ista zasniva na cisplatini u
pacijenata koji zadovoljavaju uvjete. U posljednje
vrijeme odobrena je terapija blokatorima PD-L1
atezolizumabu, durvalumabu i avelumabu (156,
183, [184) te blokatorima PD-1 nivolumabu i
pembrolizumabu (]185).

4.1.4 Karcinom dojke

Karcinom dojke najce$¢i je oblik tumora u
zena diljem svijeta, a o njegovoj ozbiljnosti
govori 1 statistika vezana za rak dojke u
Republici Hrvatskoj i Nacionalni program ranog
otkrivanja raka dojke ([186). Trenutno je
lijeCenje raka dojke usmjereno na odredene
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tipove raka dojke s obzirom na izrazavanje
staniénih  hormonskih receptora. Estrogeni
receptor (ER), progesteronski receptor (PR) i
receptor za epidermalni ¢imbenik rasta 2 (HER2)
mogu biti izrazeni na povrsini neoplasti¢nih
stanica, i s obzirom na izrazajnost pacijenticama
prepisujemo hormonalnu terapiju ili HER2
usmjerenu terapiju. Trostruko negativni karcinom
dojke (engl. triple-negative breast cancer, TNBC)
se tradicionalno lije¢i putem kemoterapije posto
ne postoji usmjerena terapija, a u sve je fenotipove
uklju¢eno i kirurSsko lijecenje ([187).  Veliki
problem s dosadasnjom terapijom je §to mnostvo
zena dozivi relaps bolesti koji je povezan s
visokim mortalitetom.

Karcinomi dojke razlikuju se fenotipski medu
pacijenticama, ali velika stavka po kojoj se
razlikuju su i zastupljenost TIL-ova, TMB i
izrazajnost PD-L1 (]188). Po toj je heterogenosti
slican karcinomu plué¢a. O tim faktorima vise
kasnije.

Vezano za efikasnost djelovanja pembrolizumaba

u metastatskom TNBC provede su tri klinicke
studije, KEYNOTE-012 u kojoj su neki od
pacijenata bili TNBC s PD-L1 ekspresijom
> 1% (189), KEYNOTE-086 u kojoj su
takoder promatrani metastatski TNBC pacijenti
podijeljeni u dvije kohorte - ranije tretirane u
kojima se nije promatrala ekspresija PD-L1 i
ranije netretirane s ekspresijom PD-L1 > 1%
(190) te KEYNOTE-014 (PANACEA) u kojoj
se proucavala ucinkovitost pembrolizumaba u
kombinaciji s trastuzumabom (anti-HER2) u
HER2" pacijentica (191). U svim studijama
primije¢eni su bolji stupnjevi ORR, CR (engl.
complete response) 1 PR (engl. partial response)
u pacijentica koje su primale pembrolizumab
(sam ili u kombinaciji s drugim lijekom) nego
u kontrolnim skupinama.

Budu¢i da je monoterapija inhibitorima
PD-1/PD-L1 osi pokazala klinicku limitiranost,
nekoliko studija u kojima je zajedno koriSten
inhibitor kontrolne tocke i kemoterapija, pokazale
su mnogo bolje rezultate u usporavanju napretka
bolesti i ukupnom prezivljavanju pacijentica.
Studija KEYNOTE-355 koja se nastavlja na
ranije studije pembrolizumaba u pacijentica s
metastatskim TNBC istrazivala je uspjeSnost
kombinacije pembrolizumaba i nab-paklitaksela
(engl. nanoparticle albumin—bound paclitaxel).
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Kombinirana je terapija pokazala znacajno
poboljsanje u ukupnom prezivljenju u pacijentica
s metastatskim 1 neoperabilnim TNBC koje
ranije nisu tretirane, nego S§to je bio slucaj u
kontrolnoj skupini koja je bila tretirana iskljucivo
nab-paklitakselom (|192).

Slicni rezultati su prikazani 1 u studiji
u kojoj se koristio atezolizumab, inhibitor
PD-L1, IMpassion130. Pacijentice s lokalnim,
neresektabilnim  ili  metastatskim  TNBC
tretirane su s kombinacijom atezolizumaba
i nab-paklitaksela. = Median prezivljenja bez
progresije bolesti poviSen je za nesto manje od dva
mjeseca u skupini koja je primala kombiniranu
terapiju (193). Cimbenik od izuzetnog znadaja u
ovoj studiji bila je ekspresija PD-L1 u TME, sto je
izrazeno u mnogi istrazivanjima i bit ¢e pojasnjeno
kasnije. Postoje indikacije da bi drugo anti-PD-L1
protutijelo - avelumab pokazalo klinicki benefit
(194).

4.2 Prediktivni
biomarkeri

cimbenici i

lako su lijekovi koji funkcioniraju na blokadi
PD-1/PD-L1 osi pokazali veliku u¢inkovitost u
klinickim istrazivanjima, samo dio pacijenata
pokazuje znaCajno poboljsanje klinickog stanja.
Razlike u odgovoru razlikuju se medu tumorima
razli¢itih sijela, ali i medu tumorima istih sijela,
razli¢itih fenotipa (195) Objektivan odgovor u
pacijenata koji su primili blokator PD-1 rijetko
prelazi 40% (167). Uz to, u znatnoj stopi
pacijenata je primije€en nastanak tezih nuspojava,
16 do 37% uz PD-1 blokadu i 12 do 24% uz
blokadu PD-L1 (196). O nuspojavama vise u
nastavku teksta.

Ranije spomenute klinicke studije promatrale
su i izrazajnost PD-L1 u TME. Kao S§to je
ranije opisano, izrazajnost PD-L1 dinamicna
je 1 ovisi o imunoloSskom odgovoru protiv
samoga tumora. Nakon blokade kontrolne tocke
izmoreni T limfociti mogu pokrenuti imunoloski
odgovor i potaknuti antitumorsko djelovanje
imunoloskog sustava. Na temelju te hipoteze
imunohistokemijski je evaluirana izraZajnost
PD-L1 u TME te je dovedena u korelaciju s
uspje$noséu imunoterapije blokadom kontrolnih
toc¢aka (]197). FDA je ve¢ odobrio dijagnosticki
postupak provjeravanja stanja PD-L1 u TME



prilikom lijeCenja NSCLC putem nivolumaba
ili prembrolizumaba ([198).  Ali izraZajnost
PD-L1 u TME se nije pokazala kao savrSen
prediktor odgovora na imunoterapiju inhibitorima
kontrolnih tocaka, dijelom jer nije dokazana
korelacija u uznapredovalim slucajevima NSCLC
i karcinoma bubeznih stanica, dijelom jer je u
nekim slu¢ajevima pokazan adekvatan odgovor
uz minimalnu ekspresiju PD-L1 (199)

Kao sljedeci kandidat za biomarker uspjesnosti
lijeCenja tumora imunoterapijom inhibicijom
kontrolnih tocaka promatralo se tumorsko
mutacijsko opterec¢enje (TMB). Poviseni TMB
povecava Sanse proizvodnje neoantigena,
stvaraju¢i tako imunogenije podrucje u TME,
Sto omogucuje efektorskim T limfocitima da
povecaju metu i da adekvatnije zbrinjavaju
tumorske stanice (200). U nekolicini studija
izrazajnost TMB je dovedena u korelaciju s
efektivnos¢éu terapije (201)), ali problem je u
¢injenici da je TMB kvantitativna veli¢ina, bez
poznatog cut-off-a, a ne binarna vrijednost koja
moze dati jednozna¢nu informaciju (202). Uz
to visok TMB pokazao je veliku prediktivnu
vrijednost samo kada je bio uparen s visokom
stopom heterogenosti tumorskih neoantigena
(203).

Limfociti koji infiltriraju tumore, uz to
Sto su najodgovornije stanice za antitumorsko
imunolosko djelovanje, smatraju se za vazne
prediktore odgovora na inhibitore kontrolnih
toCaka (204). Smatra se kako je koli¢ina
ranije pristiglih CD8+ T limfocita u TME te
novopristiglih CD8+ T limfocita u korelaciji
s odgovorom na terapiju (205). Na temelju
infiltracije T limfocita stvoren je Immunoscore,
odnosno indeks koji ima snaznu prognosticku
ulogu u predvidanju odgovora na imunoterapiju
inhibitorima kontrolnih toc¢aka (206).

Na temelju toga O’Donnell i sur. opisali
su Cetiri tipa tumorskog mikrookoliSa, a tipovi
odgovaraju odgovoru na terapiju inhibitorima
kontrolnih tocaka (207). Tip 1 TME opisuju
visok TMB i visok stupanj upalnog izrazaja
(engl. inflammation gene signature) koji korelira
s visokom izrazajnos¢u PD-L1 u TME. U ove
tumore spada vecina karcinoma pluca, jajnika,
zeludca 1 cerviksa te melanomi (208). U ovim
tumorima postoji imunoloski odgovor koji je
funkcionalno inhibiran, zaustavljen.  Upravo

takvi tumori, koji posjeduju visok stupanj TMB-a
1 izrazajnost PD-L1 najbolje odgovaraju na
terapiju inhibitorima kontrolnih toc¢aka (209). Tip
2 TME prikazuje niske kolicine TMB 1 ima
odsutan upalni izrazaj. NajceS¢e su u ovu
skupinu ukljuceni karcinomi gusterace, jajnika
i dio kolorektalnih karcinoma (210). Takvi su
tumori liSeni imunoloSkog odgovora te se za
TME istih upotrebljava izraz imunoloske pustinje
(engl.  immune-desert) (211)). Zbog manjka
infiltriraju¢ih T limfocita, pri ¢emu je krivac
najvjerojatnije poremecaj u APC, ovaj tip tumora
pokazuje izrazito smanjen odgovor na terapiju
inhibitorima kontrolnih tocaka (212). Tip 3 TME
ima vecu izrazajnost TMB od tipa 2, ali manju
od tipa 1, te izrazito nisku do nikakvu izrazajnost
upalnog izrazaja. Manjak upalnog izrazaja se
pripisuje manjku infiltriraju¢ih T limfocita, a
tome shodno dolazi i do slabijeg odgovora na
anti-PD-1 ili anti-PD-L1 terapiju (208). Najcesce
u ovu skupinu ubrajamo tumore urotela, poput
karcinoma mokraénog mjehura i neke tumore
gusterace (213). Tip 4 TME opisan je kroz
nisku izrazajnost TMB, ali visokim upalnim
izrazajem koji ga ¢ini povoljnim za imunoterapiju,

ali trenutno djelotvornost nije poznata. U
ovu skupinu spadaju karcinom prostate i neki
karcinomi dojke (214).

Uz navedene, kao prediktivni c¢imbenici
promatraju se tumorske mutacije, mikrobiota,
ali i karakteristike pacijenta poput dobi, spola i
metaboli¢kog stanja (202).

4.3 Rezistencija na djelovanje
inhibitora PD-1 i PD-L1

Ranije navedeni postoci odgovora na terapiju
inhibitorima kontrolnih tocaka opisuju ne samo
stanje s pitanjem prediktivnih C¢imbenika kao
binarnih stani¢nih determinatora uspjeSnosti
terapije, ve¢ i1 dinami¢nog i aktivnog razvoja
rezistencije na terapiju. Opisan postupak
imunoloskog uredivanja i prilagodive otpornosti
tumora na imunoloski napad najvjerojatnije su u
pozadini promjene tumorskog fenotipa i razvoja
rezistencije na terapiju (215).

Rezistencija na djelovanje inhibitora kontrolne
tocke moze biti primarna i sekundarna. Primarna
rezistencija je opisana u pacijenata koji ne
pokazuju nikakav odgovor na primijenjenu
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terapiju. Mehanizmi primarne rezistencije
odgovaraju onima imunoloSkog bijega tumora
i ranije opisanim neimunogenim tumorskim
mikrookoliSima.

Sekundarna, odnosno steCena, rezistencija je
ona koja nastaje u pacijentima koji inicijalno
pokazuju stanovit odgovor na primijenjenu
imunoterapiju, ali kasnije tumor nastavlja s
progresijom, a ponovno primjenjivanje terapije
vise nije od koristi. Iako ti mehanizmi lice na
ranije navedene mehanizme primarne rezistencije,
postoje razlike.

Iscrpljeni T limfociti, upravo oni koji provode
najvecu efektorsku funkciju prilikom primjene
inhibitora kontrolnih tocaka, epigenetskim
promjenama mogu u potpunosti izgubiti funkciju.
Naime iako su se prvotno u moguénosti
modificirati i preuzeti efektorski fenotip kroz
vrijeme njihov kromatin postaje nedostupan
i postaju otporni da daljnje remodeliranje i
pokretanje funkcije (216). Ova pojava u T
limfocitima je povezana i s TMB, pri ¢emu ako
TMB ostane visok, s visokom heterogenos¢u
izrazenih antigena, a ponovno ukljuceni T
limfociti ne uspiju do kraja izvrsiti efektorsku
funkciju, oni ponovno postaju iscrpljeni, ovoga
put trajno i bez mogucnosti reagiranja na terapiju
(217). Ono sto je takoder problematicno je
Sto djelovanje PD-1 ili PD-L1 inhibicije u T
limfocitima pokrece efektorski fenotip, a ne
memorijski koji je dugovjecniji i otporniji (218).

Pokretanje inhibicije PD-1 i PD-L1 ujedno
moze uzrokovati nove poremecéaje u tumorskom
prezentiranju antigena.  Naime, novi upalni
odgovor moze u neoplasticnim stanicama
melanoma pokrenuti novu diferencijaciju, stanice
fenotipski pribliziti mati¢nima i pritom smanjiti
ekspresiju tumorskih antigena. Istih onih antigena
koje su inicijalno prezentirane T limfocitima
prvog imunoloskog odgovora (219). Isti razvoj
dogadaja primijecen je i u skupini pacijenata s
NSCLC koji su tretirani inhibitorima kontrolnih
tocaka (220). U melanomima je ujedno
zamijeceno ponovno mutiranje gena koji kodiraju
B2-mikroglobulin, time onemoguéujuci potrebno
predstavljanje antigena efektorskim T limfocitima
(221)). Ista studija Zaretskya i sur. pokazala
je kako su moguce mutacije koje neoplasti¢ne
stanice Cine neosjetljivima na djelovanje IFN-y
i time smanjuju izrazaj i PD-L1 i MHC molekula
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tipa L.

4.4 Nuspojave PD-1 i PD-L1

inhibicije
Djelovanje blokade kontrolnih tocaka nije
ograniceno samo na TME, te s obzirom na
to nastaju nuspojave vezane uz imunoloski
sustav (engl. immune-related adverse events,
irAEs) uzrokovane nepozeljnom aktivacijom
imunoloskog sustava u fizioloskim tkivima. Te
nuspojave mogu zahvatiti samo jedan organ, ali
zabiljezeni su slucajevi zahvacanje viSe organa
simultano. U studijama koje su proucavale utjecaj
inhibitora kontrolnih tocaka, pri ¢emu je 68%
pacijenata primalo terapiju protiv PD-1, a ostatak
protv CTLA-4, u viSe od polovice pacijenata
zamijecene su nuspojave, a u 15% su zamijecene
u viSe organskih sustava. Kroz metaanalize
je zabiljezeno da 37% pacijenata koji primaju
bilo anti-PD-1, bilo anti-PD-L1, terapiju nastaju
irAEs, a u 10 do 20% pacijenata su primijecene i
teze nuspojave (222).

4.41 Gastrointestinalni sustav i jetra

Nesto manje od 20% pacijenata koji su primali
isklju¢ivo anti-PD-1 terapiju je pokazalo irAEs,
dok je brojka bila viSa u pacijenata koji su bili
isklju¢ivo na anti-CLTA-4 i na kombiniranoj
terapiji (223). Simptomi su ukljucivali krvave,
proljevaste stolice, abdominalne bolove s
povisenom temperaturom. Vrijeme nastupanja
nuspojava variralo je od pocetka primanja terapije
do nekoliko mjeseci nakon prestanka (224).
Najcesce je nastajala klinicka slika kolitisa, a
biopsije uzete prilikom kolonoskopije su opisivale
neutrofilnu infiltraciju i stvaranje mikroapscesa te
limfocitnu infiltraciju epitela (225). Gornji dio
probavne cijevi rjede je zahvaden, uz ezofagitis
1 gastritis koji su pra¢eni mu¢ninama i gubitkom
teka.

Otprilike 5% pacijenata koji u primali
iskljuc¢ivo blokatore PD-1 signalnog puta razvili
su klinicku sliku hepatitisa, s neSto veéim
brojkama u kombiniranoj terapiji i onoj baziranoj
samo na blokatorima CTLA-4. Simptomi
poput umora, groznice i zutice prikazivali
su se uz radioloske nalaze hepatomegalije
i limfadenopatije (226), iako su u vecini
slucajeva zabiljeZeni samo poviSeni jetreni



enzimi. Simptomi nastupaju najées¢e 6 do 14
tjedana nakon primanja prve doze terapije (227).

4.4.2 Endokrinoloski sustav

Iako su ces¢e prilikom terapije anti-CTLA-4,
nuspojave vezane za anti-PD-1  terapiju
zabiljezene su u poremecajima hipofize, Stitne
zlijezde uz mogucu akutnu prezentaciju adrenalne
insuficijencije, dijabetesa melitusa tipa 1,
hiperkalcemije i hipoparatireoidizma.

Hipofizitis moze uzrokovati hipopituitarizam,
Sto dalje vodi do centralnog hipotireoidizma,
centralne insuficijencije adrenalne Zlijezde i
hipogonadotropnog hipogonadizma. Sve se to
prezentira s umorom, mucninama i gubitkom
apetita, Sto je u onkoloskih pacijenata izrazito
teSko za prepoznati. Stoga je potrebno detaljno
proucavati hormonalnu sliku u pacijenata (228).

U slucaju stitne Zlijezde mogué je nastanak
akutnog tireoiditisa unutar mjesec dana nakon
inicijalne doze terapije, s klinickom slikom
hipertireoze koja progredira u hipotireozu (229).
I u slucajnu adrenalne Zlijezde irAEs su rijetki, te
su simptomi sli¢ni disfunkciji hipofize.

Izrazito rijetka, ali moguée Zivotno
ugrozavaju¢a, irAE je mnastanak dijabetesa
melitusa tip 1. Iako patofiziologija nije u
potpunosti poznata, pretpostavlja se da potaknuti
CD8" T limfociti napadaju stanice koje pokazuju
T1DM antigene GAD65. Klinicka slika moze
biti slicna kao i u pacijenata kojima je inace
dijagnosticiran dijabetes melitus tip 1, sve do
nastupa ketoacidoze (229).

4.4.3 Koza

Kozne nuspojave su Ceste u slucaju terapije s
anti-PD-1 i anti-PD-L1, zahvaéaju¢i do 40%
pacijenata (230). Simptomi se mogu prikazati
rano od pocetka terapije, najcescée u obliku blagog
osipa i pruritusa, sve do Stevens-Johnsonovog
sindroma. Histoloske su analize pokazale znatnu
infiltraciju T stanica u kozi (231). Uz navedene
mogu¢ je i nastanak vitiliga u pacijenata koji
su na anti-PD-1 ili anti-PD-L1 terapiji. Vitiligo
je primijeen u slucaju melanoma, s mnogo
manje slucajeva kod pacijenata koji su lijeeni od
NSCLC. Kao i u slucaju osipa i pruritusa, vitiligo
se pojavljue simetri¢no na kozi pacijenta (232).
Iako naj¢esc¢e ne predstavljaju Zivotu opasnost
za pacijenta, koZzne promjene u pacijenata

uzrokuju velike psiholoske probleme i mogu
utjecati na njihovu voljnost za daljnjom terapijom.
Zanimljivo je napomenuti i kako su koze promjene
dovedene u korelaciju s uspjeSnoScu terapije
(233).

4.4.4 Misiéno-zglobni sustav

Reumatoloski se simptomi najcesce pojavljuju
najkasnije kod pacijenata na anti-PD-1 terapiji,
a zahvacaju cak njih 15%, najces¢e u obliku
blagog artritisa i mijaglije (234). Upalni znakovi
poput oticanja zglobova, ukocenosti, boli i
eritema upucuju na nastanak artritisa. Simptomi
prate neku od ranije nastalih irAE, a moZemo
ih podijeliti u tri skupine; reaktivnhu grupu
koja imitira reaktivni artritis zahvacajuéi velike
zglobove s pridruZzenim uveitisom, grupu koja
li¢i na reumatoidni artritis, zahvacaju¢i male
zglobove sake i grupu koja oponasa seronegativni
artritis zahvacajué¢i srednje i velike zglobove
(235). U manje od 1% pacijenata primjecuje se
i polimialgija koja boze biti od blage do Zivotno
ugrozavajuce (236).

4.4.5 SrediSnji i
sustav

periferni neuroloski

Neuroloski irAE su rijekti, ali prilikom usporedbe
svih inhibitora kontrolnih tocaka c¢es¢i su u
pacijenata koji su na terapiji s anti-PD-1 i
anti-PD-L1.  Periferne neuropatije su cCeSce
i na njih treba posumnjati u trenucima kada
pacijent navodi promjene u osjetu i parestezije.
Kada te simptome udruzimo s poremecajima
bulbomotorike i1 diplopijom i slabo$¢u treba
posumnjati na Guillain-Barre sindrom(228).
Dijagnostika ukljucuje MRI kraljeznice te EMG
(237) kojima se pokusava iskljuciti metastaze kao
uzro¢nik simptoma.

Kao nuspojava u centralnom Zziv€anom
sustavu zamijeceni su encefalitisi, meningitisi
i encefalopatije, prezentirane smetenoScu,
groznicom, spasticitetom i nistagmusom (238§).
Kao i u slucaju perifernih nuspojava, vrse
se radioloske pretrage kojima se iskljucuju
metastaze. Primijeéena je korelacija s pojavnoséu
neuroloskih irAE i pozitivnhog ishoda terapije
(239).
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4.4.6 Krvotvorni sustav

Zarazliku od kemoterapije i radioterapije, terapija
inhibitorima kontrolnih tocaka rijetko uzrokuje
mijelosupresiju ili citopeniju. Zabiljezeni
su slucajevi aplastiCne anemije 1 autoimune
hemoliticke anemije te trombocitopeni¢ne
purpure u pacijenata na anti-PD-1 terapiji,

5 Zakljugak

Molekule PD-1 i PD-L1 od izrazite su vaznosti
u reguliranju imunoloskog odgovora.  Snaga
njihovog djelovanja opisana je i u tumorskom
mikrookoliSu, a taj nacin bijega solidnih tumora
od domacina onkoloske bolesti ¢ini posebno
opasnima. Iskustva koja su stecena u posljednjem
desetljecu vezana wuz terapiju s anti-PD-1
ili anti-PD-L1 lijekovima, zajedno s drugim
vidovima imunoloske terapije, imunoterapiju su
zasluzeno postavili kao cetvrti stup onkoloskog
lijeCenja. Samostalno ili u kombinaciji s drugim
imunoloskim terapijama 1i/ili radioterapijom,
kemoterapijom i kirurSkim lijeCenjem terapija
koja cilja PD-1/PD-L1 os nudi novu nadu velikom
broju pacijenata oboljelih od raznih vrsta tumora,
koji postaju sve ¢e$¢i uzrok smrti Sirom svijeta.
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najéesée unutar Cetvrtog mjeseca od pocetka
terapije (240, 241).

4.4.7 Srce, pluéai bubreg

Zabiljezeni irAE u ovim organskim sustavima su
izrazito rijetki.Opisani su Oligurija, hematurija i
periferni edemi (242), suhi kasalj, bol u prsima
(243) i sporadicni slucajevi miokarditisa (244).
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