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Deskriptori: Tumori — imunologija, lije¢enje; Imunoterapija — metode; Tumorski antigeni — imunologija; t-limfociti — imu-
nologija; Limfocitna aktivacija — imunologija; Kontrolne tocke stani¢nog ciklusa; Monoklonska protutijela
—imunologija, terapijska primjena; CTLA-4 — antagonisti i inhibitori; PD-1 receptor — antagonisti i inhibitori;
PD-11 - antagonisti i inhibitori; Imunoloski nadzor

Sazetak. Nedavni uspjesni rezultati vise raznih novih imunoterapijskih pristupa u onkoloskih bolesnika, kao, primjerice,
blokada imunosnih inhibitornih molekularnih interakcija s monoklonskim protutijelima protiv molekula kontrolnih toc¢aka,
mogu se smatrati medicinskim iskorakom u klini¢koj onkologiji. Cilj je ovoga rada dati pojednostavnjeni prikaz imunosnog
uredivanja raka i klinicke primjene monoklonskih protutijela protiv molekula kontrolnih tocaka u onkoloskih bolesnika.
Interakcije izmedu imunosnog sustava i autolognih tumora slozene su, ali rezultati dobiveni primjenom monoklonskih
protutijela protiv molekula kontrolnih to¢aka upucéuju na prihvatljivu klinicku primjenjivost, uc¢inkovitost i sigurnost u
lije¢enju bolesnika s odredenim tipovima raka. Klini¢ka primjena monoklonskih protutijela protiv molekula kontrolnih
tocaka CTLA-4, PD-11PD-L1, ovisno o tome protiv kojih se tumora ta protutijela testiraju i primjenjuju, jest u rasponu od
odobrenja regulatornih agencija i primjene u metastatskoj bolesti u bolesnika s odredenim vrstama tumora pa do faza testi-
ranja u klini¢kim studijama, a radi istrazivanja klinicke uc¢inkovitosti i dobivanja odobrenja.

Descriptors: Neoplasms — immunology, therapy; Immunotherapy — methods; Antigens, neoplasm — immunology; t-lym-
phocytes — immunology; Lymphocyte activation — immunology; Cell cycle checkpoints; Antibodies, mono-
clonal — immunology, therapeutic use; CTLA-4 antigen — antagonists and inhibitors; Programmed cell death
1 receptor — antagonists and inhibitors; Antigens, CD274 — antagonists and inhibitors; Immunologic surveil-
lance

Summary. The recent successful results of several relatively new immunotherapeutic anti-cancer strategies such as the
blockade of immune inhibitory pathways by monoclonal antibodies against checkpoint molecules can be considered as a
medical breakthrough in clinical cancer immunotherapy. This paper presents a basic overview of cancer immunoediting
and the clinical application of monoclonal antibodies against checkpoint molecules in cancer patients. Interactions between
the immune system and the malignancy are complex, but the results obtained by using the above mentioned therapeutic
approaches indicate acceptable clinical utility, efficacy and safety against several types of cancer. Clinical application of
monoclonal antibodies against checkpoint molecules CTLA-4, PD-1, and PD-L1, depending on which tumors these anti-
bodies are tested and applied against, ranges from their already usage having been approved by regulatory agencies for
patients with particular metastatic tumors to their testing in clinical studies with the aim of demonstrating their efficiency
and consequently obtaining approval.
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U lijecenju onkoloskih bolesnika, uz uobiCajene stan-
dardne terapijske modalitete kojima se smatraju kirurSko
lijeCenje, kemoterapija, hormonoterapija, ciljana terapija i
radioterapija, pokuSavaju se primijeniti i postupci koji uk-
ljuuju razne imunoterapijske pristupe. Pretpostavka imu-
noterapije ili imunoonkologije jest da imunosni sustav do-
macina, odnosno bolesnika moze prepoznati autologne tu-
morske stanice kao organizmu strane. Da se takvo §to moze
oc¢ekivati, pokazuju brojni uspjesni reproducibilni pokusi
razli¢itih stupnjeva sloZenosti ponajprije na singenicnim
eksperimentalnim zivotinjama u kojih se postizalo izljece-
nje od autolognih tumora i u modelima metastatske bolesti.
Izljecenje u tim eksperimentalnim modelima omogucavale
su stanice imunosnog sustava ili razne solubilne molekule
podrijetlom iz tih stanica (protutijela i razni citokini). Mo-
gucnost imunosne reakcije protiv autolognih tumorskih sta-
nica pokazuje, a u njihovoj usporedbi s normalnim stanica-
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ma, da su one antigenski razlicite. Ta je antigenska razli-
Citost uvjetovana ekspresijom tzv. ,,tumorskih antigena®. U
tom kontekstu cilj je tumorske imunologije da se imuno-
snim sustavom i imunosnim mehanizmima u zdravih osoba
ili osoba s rizikom postigne zastita protiv tumora, a kod
onkoloskih bolesnika mozda i izlje¢enje. U tumorskoj imu-
nologiji o¢ekivanja su analogna zastiti koju imunosni sustav
omogucuje protiv dijela zaraznih bolesti. Protiv tih bolesti
imunosna se zastita moze posti¢i prebolijevanjem ili pre-
ventivnom vakcinacijom (cijepljenjem). Prednost takve po-
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krenute ili izazvane imunosne reakcije protiv autolognih
tumorskih stanica, a u usporedbi s, primjerice, kemoterapi-
jom ili radioterapijom, jest razmjerno visa specifi¢nost lije-
¢enja s razmjerno nizom razinom mogucih nuspojava, kao i
stvaranje imunosne memorije ¢ime se postize efikasna reak-
tivacija imunosnog sustava pri ponovnoj pojavi tumorskih
stanica s istim antigenima.'

Zastitna antitumorska imunosna reakcija u klinickoj pri-
mjeni moze biti pozicionirana u adjuvantnoj primjeni s
preventivnom namjerom ili u stadiju metastatske bolesti s
aktivnom terapijskom namjerom. Ipak, treba imati na umu
da su nasem imunosnom sustavu mikroorganizmi u uspo-
redbi s vlastitim stanicama antigeno ,,puno vise strani ili
razli¢iti“ pa, prema tomu, i lakSe prepoznatljivi kao organiz-
mu strani. Posljedi¢no, mikroorganizmi osim §to veé¢ budu
razmjerno lakSe prepoznati i od sustava prirodene imunosti,
pokrecu protiv sebe i razmjerno brze i intenzivnije imuno-
sne reakcije steCene imunosti koju karakterizira imunosna
specifi¢nost i imunosna memorija. Za razliku od mikroorga-
nizama, tumorske stanice potje¢u od genetski alteriranih
vlastitih stanica pa se postavlja i pitanje postojanja (kvalite-
te) i kvantitete antigenske razlicitosti. Isto tako, spoznalo se
i da tumorski stani¢ni mikrookoli§ sa svojim metaboli¢kim
specifi¢nostima i sastavom stanica od kojih neke pripadaju
imunosnom sustavu i imaju regulacijske funkcije, moze
vrlo ¢esto imati negativan (supresorski) u¢inak na imunosne
stanice usmjerene na uklanjanje autolognih tumorskih sta-
nica. Nadalje, kako tumorske stanice imaju svakako i mole-
kule (antigene) koji nisu razlic¢iti od onih u normalnih stani-
ca, u imunosnim stani¢nim interakcijama s tumorskim sta-
nicama mogu biti aktivni i fizioloSki mehanizmi imunosne
tolerancije. Ti mehanizmi mogu otezavati ili sprecavati
imunosnu reakciju protiv autolognih tumorskih stanica.
Tako pri aktivaciji tih regulacijskih stanica imunosnog su-
stava sa ,,supresorskom® ulogom u kona¢nici mogu prevla-
dati mehanizmi tolerancije, a ne mehanizmi citotoksi¢nosti
protiv autolognih tumorskih stanica. Stoga je, realno gleda-
juéi, imunosno prepoznavanje i pokretanje zastitne imu-
nosne reakcije protiv autolognih tumorskih stanica, a u od-
nosu prema mikroorganizmima ili alogenim transplantati-
ma, neizvjesnije. Takoder, same tumorske stanice koje su
genski nestabilne i heterogene, u situaciji izlozenosti imu-
nosnim reakcijama protiv sebe, mogu biti selekcionirane da
prezivljavaju antigeno negativne varijante ili varijante tu-
morskih stanica koje su otpornije na imunosne ,,napadaje*
protiv sebe. Isto tako, prezivjele tumorske stanice u stanic-
nim interakcijama s drugim stanicama u tumorskome sta-
ni¢nom mikrookoliSu mogu stvarati imunosupresivni mikro-
okolis ili kroni¢noupalni okoli§ s imunim stanicama i cito-
kinima koji moze favorizirati proliferaciju i progresiju tu-
morskih stanica.'

Tumorska imunologija i klini¢ka primjena

Tumorska imunologija kao terapijski modalitet protiv au-
tolognih tumora ima kontinuirane oscilirajuce pokusaje kli-
nicke primjene koji su zabiljezeni jo$ krajem 19. stoljeéa
(kirurg W. B. Coley i tzv. imunomodulatorni ,,Coleyjev tok-
sin“) pa sve do danas$njih dana. U toj vremenskoj skali u
rasponu vecem od stotinu godina tumorska je onkologija
imala faze entuzijazma, ponajprije intelektualno-idejne, a
koje usprkos uspjeSnim rezultatima na eksperimentalnim
zivotinjama nisu slijedili uspjesni reproducibilni klini¢ki
rezultati pa bi opet slijedile faze ,,mirovanja“ u smislu kli-
nicke primjene. U pedesetim godinama proslog stolje¢a
svakako valja istaknuti ideju tzv. ,,imunosnog nadzora“
(engl. immunosurveillance; M. Burnet 1 L. Thomas) u smi-

slu vaznog idejnog koncepta.® Prema pretpostavci imuno-
snog nadzora, jedna od fizioloskih funkcija imunosnog su-
stava bila bi i prepoznavanje i uklanjanje aberantnih (tu-
morskih) vlastitih stanica.*®’” S druge strane, tumorske sta-
nice u tim stani¢nim interakcijama mogu pod selektivnim
imunosnim pritiskom izgubiti antigene, postati ,,neprepo-
znatljive” imunosnom sustavu, a to bi bila karakteristika
klini¢ki evidentnih tumora. Isto tako tumorske stanice i sta-
ni¢ni mikrookoli§ tumora sa svojim sastavom, ukljucujuéi i
stanice imunosnog sustava, mogu ¢ak favorizirati imunosnu
nereaktivnost protiv tumorskih stanica pa i poticati njihov
rast 1 razmnozavanje. Poznat je utjecaj kroni¢nih upalnih
stanja na malignu transformaciju usprkos nazocnosti stani-
ca imunosnog sustava. U tome mogu (paradoksalno) djelo-
vati 1 pojedine sastavnice imunosnog sustava (podtipovi
regulacijskih stanica i molekule). Konaéni efekt u smislu
djeluje li imunosni sustav u odredenoj situaciji i fazi razvit-
ka tumora antitumorski ili protumorski, ovisi i o odnosu tih
pOJedlnlh sastavnica 1munosnog sustava. Prema pretpostav-
ci 1munosn0g nadzora, bez njega bi ucestalost tumora bila
znatno visa jer imunosni sustav aktivno i najveéim dijelom
uspjeSno uklanja antigeno aberantne (tumorske) stanice.
Tumorske stanice koje prezive imunosni nadzor zapravo su
selekcionirane na ,,prezivljavanje®. One se selekcijom anti-
geno zasigurno razlikuju od pocetnih tumorskih stanica pre-
teCa (manje su imunogenicne) ili su regulacijski mehanizmi
onemogucili zastitnu antitumorsku imunosnu reakciju. U
takvoj situaciji gdje autologne tumorske stanice izbjegnu
pretpostavljenom imunosnom nadzoru imamo pojavu kli-
nicki evidentnih tumora. Ne samo eksperimentalni modeli
veé i1 pojedina klini¢ka opaZanja i nalazi, ponajprije u bole-
snika koji primaju imunosupresivnu terapiju, podupiru kon-
cept ,,imunosnog nadzora®“. Tako u tim interakcijama ,,imu-
nosnog nadzora® izmedu imunosnog sustava i autolognih
stanica mozemo imati fazu uniStenja tumorskih stanica.
Ako se ne uspiju ukloniti sve tumorske stanice, moze i dalje
postojati jedna faza nesigurne ograni¢ene kontrole ili ,,rav-
noteze u nadzoru. Ako se u cijelosti izgubi moguénost nad-
zora, nastat ¢e sljedeca faza ,,bijega® prezivjelih i selekcio-
niranih tumorskih stanica iz imunosnog nadzora s pojavom
klini¢ki evidentnih tumora (primarni tumori ili relaps bole-
sti). Ta pojava tumora u imunosno kompetentnih osoba su-
gerira da je ,,imunosni nadzor” samo jedna faza mogucih
interakcija izmedu imunosnog sustava i autolognih tumor-
skih stanica pa se u danasnje vrijeme govori o tzv. ,,imuno-
snom uredivanju tumora“ (engl. cancer immunoediting). To
bi uredivanje ukljucivalo ove faze u dinamickim interakci-
jama: faza eliminacije (engl. tumor elimination phase), faza
ravnoteze s ,,uspavanim tumorskim stanicama (engl. equi-
librium state with dormant tumor cells) 1 faza bijega tumor-
skih stanica (engl. tumor escape phase).*%’

Neovisno o gore navedenom idejnom konceptu imuno-
snog uredivanja tumora, rezultati u bazi¢notranslacijskim
istrazivanjima i u klinickoj primjeni od devedesetih godina
proslog stoljeca pa do danas postavljaju ponovo fazu ,,entu-
zijazma“ u imunoonkologiji. Primjerice, postize se identifi-
kacija gena koji odreduju tumorske antigene u onkoloskih
bolesnika i njihovo molekularno karakteriziranje, a koje
prepoznaje imunosni sustav bolesnika. Ti rezultati omogu-
¢uju razne pristupe vakcinacije odnosno izazivanja ,aktiv-
ne” imunosti u bolesnika. Primjerice, vakcinacije sintetizi-
ranim tumorskim antigenima pa do transfekcije tumorskih
stanica ili stanica koje prezentiraju antigen s genima koji
odreduju potencijalne tumorske antigene i imunostimula-
torne citokine. Antigeni koje imunosni sustav moze pre-
poznati na autolognim tumorskim stanicama mogu biti tzv.
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,heoantigeni, koji nastaju kao posljedica somatskih muta-
cija gena u tumorskim stanicama tijekom procesa zlo¢udne
transformacije ili stvaranjem ,,novih“ gena na mjestima kro-
mosomskih translokacija s posljedicom sinteze novih mole-
kula, odnosno antigena. Drugi izvor potencijalnih antigena
(tzv. ,,antigeni pridruzeni tumorti*) moze biti povecana eks-
presija normalnih molekula u tumorskim stanicama, a kao
posljedica poveéanog broja kopija pojedinih gena (primjer
pozitiviteta HER-2). Takoder, zbog epigenetskih poreme-
¢aja moze do¢i do aberantne vremenske i topografske eks-
presije gena, odnosno antigena. Primjerice, antigeni raka
testisa s ekspresijom u tumorskim stanicama ili primjer alfa-
-fetoproteina kao onkofetalnog antigena.'*'

Pojavljuju se i klinicke studije s uzgojem, aktivacijom,
selekcijom i umnozavanjem potencijalnih antitumorskih
limfocita in vitro iz bolesnika (ponajprije s metastatskim
melanomom) i njihova vracanja s terapijskom (antitumor-
skom) svrhom u bolesnike. Slijede i studije s primjenom
slicno uzgojenih limfocita in vitro s tzv. ,.kimeri¢nim anti-
genskim receptorima‘ (engl. Chimeric Antigen Receptors —
CARs). Uz te, u praksi razmjerno tehnoloski i infrastruktur-
no kompleksne pristupe u smislu ,,pasivne* imunosti, po-
stoje 1 oni razmjerno jednostavniji u smislu klinicke primje-
ne. Primjeri su pristupi s unosom monoklonskih protutijela
protiv antigena na tumorskim stanicama ili primjena raznih
imunostimulatornih citokina (na prvome mjestu visoko-
dozni rekombinantni interleukin 2 (rI1-2)) ili s drugim mo-
lekulama mozda sli¢énoga nespecifi¢cnog imunostimulator-
nog djelovanja. Treba imati na umu da pojedina primijenje-
na monoklonska protutijela koja se inace upotrebljavaju u
lijecenju onkoloskih bolesnika kao tzv. ,ciljani lijekovi“ u
takvome lijeCenju ne moraju izazivati imunosne reakcije
protiv tumorskih stanica, ve¢ mogu djelovati u prvom redu
drugim mehanizmima. Primjerice, kao lijekovi u smislu in-
hibicije molekularnih interakcija izmedu raznih aktivacij-
skih liganada (faktori rasta) i receptora na stani¢noj povrsini
(npr., anti-HER-2-protutijela). Inhibicijom tih molekularnih
interakcija blokiraju se razni stimulacijski signali koji se
prenose molekularno-kaskadno od stanicne membrane pa
do molekule DNK u jezgri, gdje u konacnici poti¢u proli-
feraciju i druge bioloske procese i u normalnih stanica i u
tumorskih.'=13

Tumorska imunologija primjenom protutijela
s funkcijom blokade kontrolnih molekularnih
interakcija u stani¢nim interakcijama
negativne povratne sprege

Unatrag posljednjih nekoliko godina, zahvaljujui tera-
pijskoj uspjesnosti u klinici i razmjerno jednostavnoj pri-
mjenjivosti (humanizirana monoklonska protutijela), poci-
nje se etablirati u praksi do tada idejno novi imunoterapijski
pristup, usmjeren protiv inhibicijskih mehanizama imuno-
snog sustava, odnosno protiv regulacijskih molekula tog
sustava. Tim se pristupom postize blokada inhibicijskih
regulacijskih mehanizama (,,blokada blokade*), odnosno
olaksava se aktivacija ili reaktivacija T-limfocita koji mogu
djelovati protiv autolognih tumora. Monoklonska protuti-
jela koja se primjenjuju ne djeluju izravno na tumorske sta-
nice, ve¢ blokadom blokade aktiviraju mozda ,,zakoceni*
imunosni sustav.'=1¢

Ukratko, fizioloSka aktivacija T-limfocita uz prepozna-
vanje antigena putem receptora specificnog za antigen (tzv.
,prvi signal®) iziskuje i dodatne kostimulacijske interakcije
preko drugih molekula (tzv. ,,drugi signal). Receptor speci-
fican za antigen u T-limfocita, odnosno T-limfociti prepo-
znaju peptidne antigene u obliku molekularnog kompleksa
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s molekulama glavnog kompleksa tkivne snosljivosti na
drugim stanicama. Te druge stanice mogu biti tzv. stanice
koje prezentiraju antigen, primjerice, dendriticke stanice u
aferentnoj fazi imunosne reakcije ili druge (ciljne) stanice,
primjerice, u eferentnoj fazi imunosne reakcije. U moleku-
larnim interakcijama ,,drugog signala“ takoder imamo in-
terakcije tipa receptor — ligand, gdje su ,,receptorske® mole-
kule na T-limfocitima, a molekule ligandi su na drugim
stanicama. Primjer molekula koje su ukljucene u tzv. ,,drugi
signal® jesu molekula CD28 na T-limfocitima i molekule
ligandi CD80 (B7-1) / CD86 (B7-2) na dendriti¢kim stani-
cama. Nakon aktivacije u T-limfocita fizioloski dolazi do
pokretanja genetskih programa koji rezultiraju proliferaci-
jom i funkcionalnom diferencijacijom T-limfocita. Dolazi i
do egzocitoze vezikula s molekulama CTLA-4 (engl. cyto-
toxic T-lymphocyte antigen 4; CD152) koja je homolog mo-
lekule CD28, odnosno do ekspresije molekula CTLA-4 na
stani¢noj membrani aktiviranih T-limfocita. Preko moleku-
la CTLA-4 koje stimuliraju ligand pokrecu se u aktiviranim
T-limfocitima unutarstani¢ni molekularni signali negativne
povratne sprege, odnosno spreava se razvitak ,,prejake”
imunosne aktivacije i reakcije u aferentnoj fazi imunosne
reakcije. Molekule CTLA-4 i1 CD28 tada su u medusobnoj
kompeticiji za molekule B7, ali molekule CTLA-4 imaju
veéi afinitet od molekula CD28 za interakcije s molekulama
B7 i tako nakon pocetne aktivacije T-limfocita dolazi do
,kocenja“ njihove aktivacije (slika 1.). Valja napomenuti da
postoje i druge molekule na T-limfocitima i molekule ligan-
di na drugim stanicama koje takoder Cine ,,druge aktivacij-
ske signale®, a koje su predmet klini¢kih studija, primjerice,
molekula OX40 (CD134) na T-limfocitima i ligand OX40L
(CD252).1-5.16-19

Nadalje, uvidjelo se da fizioloski postoje i drugi meha-
nizmi negativne povratne sprege, koji se zbivaju isto tako
putem drugih sli¢nih molekularnih interakcija tipa receptor
— ligand u eferentnoj fazi imunosne reakcije, gdje su tako-
der ,,receptorske” molekule na T-limfocitima, a ligandi na
drugim stanicama. S imunosnoregulacijskog aspekta govori
se o molekulama sustava kontrolnih toc¢aka (engl. check-
point) koji omogucava fiziolosku regulaciju aktivacije i tra-
janje aktivacije stanica imunosnog sustava, u ovom slucaju
T-limfocita. Fizioloska je uloga tog sustava i mehaniza-
ma negativne povratne sprege prevencija prejake aktivacije
T-limfocita, radi izbjegavanja moguéih autoimunosnih reak-
cija i minimaliziranja stani¢no-tkivnih oste¢enja tijekom tih
reakcija. Primjer molekula u sustavu negativne povratne
sprege u eferentnoj fazi imunosne reakcije jesu molekula
»PD-1 (protein programirane smrti 1; engl. programmed
cell death protein 1; CD279), koja je takoder ¢lan porodice
B7/CD28 kostimulacijskih receptora i nalazi se na T-limfo-
citima. PD-1 regulira aktivaciju T-limfocita interakcijom
(vezanjem) s ligandima ,,PD-L1* (CD274) ili s ,,PD-L2%
(CD273). Ta interakcija takoder inhibira proliferaciju T-lim-
focita, smanjuje njihovo prezivljavanje, smanjuje se sekre-
cija interferona-gama (engl. interferon-gamma — IFN-y),
faktora nekroze tumora-alfa (engl. tumor necrosis factor-
alpha — TNF-a) i interleukina 2 (interleukin 2, IL-2). Pre-
venira se 1 fosforilacija molekula u prijenosu aktivacijskih
signala u T-limfocita nakon prepoznavanja antigena od
T-limfocitnog receptora specificnog za antigen. Posljedic-
no, smanjena je aktivacija T-limfocita, oni ulaze u stanje
»iscrpljenosti (tzv. ,,anergije). To se stanje T-limfocita
uocava u kroni¢nim infekcijama i kod tumora.

Ako na tumorskim stanicama postoje takvi ,,inhibiraju¢i
ligandi, a oni se tu mogu nac¢i jer se fizioloski mogu nalaziti
na normalnim stanicama, mozemo imati situaciju funkcio-
nalne inaktivacije i nereaktivnosti protiv autolognih tumor-
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Slika 1. Pojednostavnjeni shematski prikaz molekula stanicnih inter-
akcija preko molekula kontrolnih tocaka CTLA-4, PD-1i PD-LI1. U afe-
rentnoj ili aktivacijskoj fazi imunosne reakcije stanice koje prezentiraju
antigen (APC) prikazuju ga T-limfocitima u kontekstu molekula glavnog
kompleksa tkivne snosljivosti (MHC/HLA). T-limfociti prepoznaju taj
kompleks preko receptora specificnog za antigen. Za potpunu uspjesnu
aktivaciju potreban je drugi koaktivacijski signal koji je nespecifican za
antigen (interakcije CD28 : CD80 (B7-1)/CD86 (B7-2)). Izostanak tog
signala uzrokuje anergiju. Nakon aktivacije T-limfocita dolazi do eks-
presije molekule CTLA-4 koja poslije interakcije s molekulama CD80
(B7-1)/CD86 (B7-2) koci daljnju aktivaciju T-limfocita (sigurnosni me-
hanizam negativne povratne sprege). Anti-CTLA-4-protutijela vezanjem
na molekulu CTLA-4 blokiraju tu blokadu i tako pojacavaju aktivaciju
T-limfocita. Slicne su inhibicijske interakcije s blokadom T-limfocita i u
eferentnoj fazi imunosne reakcije putem molekula PD-1 : PD-L1. Protu-
tijela protiv molekula PD-1 i/ili PD-L1 blokiraju tu blokadu s poslje-
dicom reaktivacije T-limfocita. Molekularne interakcije PD-1 : PD-LI
postoje i u aferentnoj fazi imunosnog odgovora.
Figure 1. Simplified schematic representation of CTLA-4 and PD-1 im-
mune checkpoints. In the priming phase, antigen-presenting cells (APC)
present antigens to the T-cells. Antigen (short peptide) is presented in the
context of the major histocompatibility complex (MHC) class I or class
1I molecules and it is recognized by the T-cell receptor (TCR). For
T-cells to become fully activated second signal is required. This second
signal, the co-stimulatory signal, is antigen nonspecific and is provided
by the interaction between co-stimulatory molecules expressed on the
membrane of APC and the T-cell. Co-stimulatory signals are provided by
binding of the CD28 receptor on the T-cell surface to its ligand CD80
(B7-1) or CD86 (B7-2) on the APC. These interactions enhance stimula-
tion of the T-cell, whereas failure of this event results in T-cell anergy
(non-activating event). As a regulatory mechanism, cytotoxic T-lympho-
cyte antigen-4 (CTLA-4) is upregulated after T-cell activation and inhib-
its the T-cell response. Binding of CTLA-4 to CD80 (B7-1) or CD86
(B7-2) acts as a suppressor response. This step acts as a checkpoint in
the immune response cascade and prevents adverse and harmful immune
activities of T-cells. Anti-CTLA-4 antibodies bind to CTLA-4, turning off
the inhibitory signal, thus resulting in an enhancement of T-cell function.
In the effector phase, the programmed cell death-1 (PD-1) inhibitory
receptor is expressed by the T-cell and, when it is engaged by its ligands
PD-L1 and PD-L2, it serves to inhibit the T-cell response. Anti-PD-1 or
anti-PD-L1 antibodies bind to PD-1 or PD-LI, respectively, turning off’
the inhibitory signal in the peripheral tissues and enhancing T-cell func-
tion. PD-1/PD-L1 interactions are complex, and this interaction is also
involved in the priming phase.

skih stanica. Isto tako, mehanizmi negativne povratne spre-
ge mogu i u aferentnoj fazi imunosne reakcije dovesti do
abortivne imunosne reakcije (nema razvitka antitumorske
reakcije).'*!? Vaznost tih mehanizama negativne povratne
sprege u antitumorskoj imunosti dokazao je na eksperimen-
talnome Zivotinjskome modelu 1996. g. imunolog Allison
sa suradnicima kada je uporabom protutijela koje blokira
interakciju izmedu receptora i liganda u negativnoj povrat-
noj sprezi izazvao zastitnu stani¢nu antitumorsku imunost
(,,blokada blokade*).? Daljnja klini¢ka istraZivanja u onko-

loskih bolesnika s monoklonskim protutijelima koja ,,bloki-
raju blokadu®“ dovela su do terapijski uspjesnih rezultata u
smislu vjerojatnog izljecenja dijela onkoloskih bolesnika s
odredenim tumorima u stadijima metastatske bolesti. Primi-
jenjena protutijela ne djeluju izravno na tumorske stanice,
ve¢ blokadom blokade aktiviraju ,,zakoceni* imunosni su-
stav. Publicirani rezultati klini¢kih studija faze 3 pojavili su
se prvo 2010. godine i one i dalje slijede. U tim klini¢kim
studijama upotrijebljena su humanizirana monoklonska
protutijela protiv molekula/receptora na T-limfocitima s in-
hibicijskom funkcijom ,,CTLA-4“1,,PD-1li protiv inhibi-
cijskog liganda na ,,ciljnim* stanicama ,,PD-L1% i,,PD-L2*.
Slijedile su ubrzane registracije, odnosno odobrenja za pri-
mjenu tih protutijela u pojedinih metastatskih tumora (za
melanom, rak pluca, rak bubrega, Hodgkinov limfom, pla-
nocelularni rak glave i vrata, rak mokra¢nog mjehura). Nus-
pojave primjene tih monoklonskih protutijela koja blokiraju
blokadu tipa su raznih autoimunosnih reakcija razlicita in-
tenziteta; rjede su infuzijske reakcije."*!"” Prvo odobreno
humanizirano monoklonsko protutijelo bio je ipilimumab
(anti-CTLA-4) s indikacijom za lijecenje bolesnika s meta-
statskim melanomom.?! Bolesnici s tim melanomom u prvoj
su klinickoj studiji faze 3 randomizirani da primaju ipili-
mumab (3 mg/kg tjelesne mase u Cetiri trotjedna ciklusa) s
peptidnom vakcinom gp100, ipilimumab u kombinaciji s
placebom ili vakcinu gp100 s placebom. Medijan prezivlje-
ili bez nje bio je 10,0, odnosno 10,1 mjesec, a onih koji su
primili samo vakcinu gp100 6,4 mjeseca; p < 0,001, odno-
sno p = 0,003.2! Poslije su slijedila odobrenja za protutijela
nivolumab (anti-PD-1)** i pembrolizumab (anti-PD-1).* Uz
ta, povijesno prva odobrena humanizirana anti-checkpoint
monoklonska protutijela, postoje i druga u raznim fazama
testiranja i/ili odobrenja za lijecCenje bolesnika s metastat-
skom bolesti. Primjerice, tremelimumab (anti-CTLA-4),
pidilizumab (anti-PD-1), AMP-514 (anti-PD-1), AUNP-12
(anti-PD-1), BMS936559 (anti-PD-L1), atezolizumab (anti-
-PD-L1), durvalumab (anti-PD-L1), avelumab (anti-PD-L1),
AMP-224 (anti-PD-L2).%4%

Rezultati klinicke primjene gore navedenih protutijela
protiv molekula sustava kontrolnih tocaka (engl. immune
anti-checkpoint blockade therapy) unijeli su novu fazu en-
tuzijazma u tumorsku imunologiju. Dobiveni su rezultati u
smislu dugotrajnije regresije tumora u dijela bolesnika, a
mozda su postignuta i izljeenja. Primjerice, graficki prikazi
krivulja prezivljenja lijeCenih skupina bolesnika u klinic-
kim studijama s protutijelima protiv molekula sustava kon-
trolnih to¢aka pokazuju, u usporedbi s osi X (apscisa) koja
se odnosi na vrijeme pracenja bolesnika, nakon inicijalnog
pada pojavu razmjernog odmaknutoga, dugotrajnog i para-
lelnog platoa s osi X. Takvi rezultati upucuju, ponavljamo,
na dugo vrijeme bez progresije bolesti ili na moguce izlje-
Cenje. Za razliku od toga u (kontrolnih) bolesnika lijecenih
kemoterapijom dolazi do ,,dodirivanja“ krivulje prezivlje-
nja s apscisom; nema prezivljenja ili se u pracenih bolesnika
ono postize samo u nekoliko posto bolesnika. U tom kon-
tekstu uspjesnosti valja istaknuti, primjerice, klini¢ku studi-
ju faze 3 s pembrolizumabom u prvoj liniji lijecenja meta-
statske bolesti u bolesnika s rakom pluc¢a nemalih stanica.
Jedan od kriterija ukljuc¢ivanja bio je imunohistokemijski
pozitivitet ekspresije PD-L1 u 50% ili viSe tumorskih stani-
ca. Bolesnici u kontrolnoj skupini primali su kemoterapijski
standard, tj. kemoterapiju baziranu na citostatiku cisplatini.
Bolesnici na pembrolizumabu imali su statisticki znacajno
duze prezivljenje bez progresije bolesti (10,3 mjeseca nasu-
prot 6,0 mjeseci; p < 0,001). Razlika je bila i u sveukupno-
me Sestomjesecnom prezivljenju (80,2% bolesnika nasuprot
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72,4% bolesnika; p = 0,005), u stupnju postotka bolesnika u
odgovoru (44,8% nasuprot 27,8%) i u medijanu trajanja
odgovora (u skupini na pembrolizumabu medijan nije jos
dosegnut nasuprot 6,3 mjeseca). Takoder, bolesnici na pem-
brolizumabu imali su niZzu ucestalost nuspojava.?

Gore navedena monoklonska protutijela razmjerno se
dobro podnose, daju se bez specificne premedikacije (bez
kortikosteroida koji djeluju imunosupresivno), tj. bez pre-
medikacija koje se uobicajeno daju kod kemoterapijskih
protokola. Treba biti svjestan moguéeg rizika od infuzijske
reakcije, ali i autoimunosnih nuspojava i tada postoji opcija
primjene kortikosteroida ili druge antiinflamatorne terapije
(npr., anti-TNF-protutijela). Nadalje, od pocetka primjene
protutijela do kontrole tumora moze slijediti razdoblje od
vise tjedana pa do vise mjeseci. U tom se periodu moze ste¢i
i lazan dojam progresije tumorske bolesti (pseudoprogre-
sija). Postoje, Stovise, i izvjeStaji o regresiji bolesti u bole-
snika u kojih je zbog ,,zamjene* pseudoprogresije s progre-
sijom bolesti lijecenje bolesnika prekinuto. Zapravo, u tih
se bolesnika pokrenula ili aktivirala antitumorska imunost
koja je djelovala i nakon prestanka apliciranja anti-check-
point protutijela.! 1619

Kako se kontrola tumorske bolesti postize samo u dijela
lijeCenih bolesnika, dio istrazivanja u vezi s primjenom
anti-checkpoint terapije usmjeren je i k nalazenju primje-
njivih i reproducibilnih prediktivnih parametara ili biomar-
kera. Opazeno je da su takvoj vrsti imunoterapije podlozniji
tumori s razmjerno ve¢im brojem mutacija (to su gore nave-
deni tumori), zatim bolesnici u ¢ijih se tumora opaza raz-
mjerno opseznija limfocitna infiltracija, odnosno nalaze se
obrasci ekspresije gena imunosnih stanica (engl. immune
signatures) koji odgovaraju tzv. stani¢cnom imunosnom od-
govoru, kao i mozda povecana ekspresija molekule PD-L1
(ekspresija na tumorskim stanicama). Zbog razmjerne prak-
ti¢nosti u smislu imunohistokemijske ekspresije molekule
PD-L1 pojedine vrijednosti pozitivnosti uzimaju se kao kri-
teriji uklju¢ivanja bolesnika u klini¢ke studije ili u terapiju.
S druge strane, na terapiju anti-checkpoint antitijelima
mogu odgovoriti i bolesnici s PD-L1-negativnim tumorima.
Za sada jos nema zadovoljavajucih prediktivnih biomarke-
ra, odnosno njihove standardizacije, $to, zapravo, ne izne-
naduje jer izmedu stanica imunosnog sustava i tumorskih
stanica u individualnih bolesnika postoje i dinamicke inter-
akcije 1 moguca heterogeni¢nost u smislu ekspresije poten-
cijalnih tumorskih neoantigena te stani¢ne gustoce i sastava
stanica imunosnog sustava u tumoru i oko njega.'>27.28:29-31

U zakljucku, valja ocekivati da ¢e imunoterapija (imu-
noonkologija) putem primjene protutijela koja blokiraju in-
terakcije izmedu molekula u imunosnim mehanizmima ne-
gativne povratne sprege postati sastavni dio terapijskog ar-
senala u lijeCenju bolesnika s pojedinim tipovima tumora.
[sto tako, primjena tih protutijela u kombinaciji s antitumor-
skim vakcinama moze omoguéiti i klini¢ki uspjes$nu primje-
nu ranijih vakcina koje su bile racionalno konstruirane i
primijenjene, ali nisu uspjele izazvati terapijski ucinkovitu
ili zastitnu antitumorsku imunost.>*3>%
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