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Povzetek

Imunske kontrolne tocke so inhibitorni regulatorji imunskega sistema in so klju¢ni
za vzdrZevanje pravilnega odziva imunskega sistema. Tumorji spodbujajo aktivacijo
proteinov, ki delujejo kot imunske kontrolne tocke in s tem preprecujejo imunskemu
sistemu, da bi odstranjeval tumorske celice. Danes se kot ena od moznih
protirakavih zdravil uporablja tudi imunoterapija, ki deluje kot zaviralec na imunske
kontrolne tocke. S tem se ohranja protitumosko delovanje lastnega imunskega
odziva. Ker pa so odzivi na imunoterapijo pri razli¢nih vrstah rakavih bolezni razli¢ni
in ker ima imunoterapija veliko verjetnost hujsih nezelenih ucinkov ter visoko ceno,
so se razvili razli¢ni biooznacevalci, ki jih lahko uporabimo za napovedovanje
odzivnosti na imunoterapijo. V prispevku so predstavljeni PD-L1, mikrosatelitna
nestabilnost in tumorsko mutacijsko breme.

Uvod

V normalnih razmerah imunski sistem varuje pred vnetnimi boleznimi in tumoriji.
Poleg tega skrbi za odstranitev poskodovanih celic. Pretiran imunski odziv pa lahko
vodi v avtoimunost in posledi¢no poskodovanje normalnih tkiv.

Imunske kontrolne tocke so inhibitorni regulatorji imunskega sistema in so klju¢ni
za vzdrZevanje pravilnega odziva imunskega sistema (lastna toleranca) in
prepreCevanje avtoimunosti s tem, da kontrolirajo trajanje, obseg in intenziteto
imunskega odgovora z namenom, da se omeji soCasna poskodba normalnih tkiv.

PD-L1
Eden izmed pomembnejsih proteinskih parov, ki delujejo kot imunske kontrolne
tocke, sta PD-1 in PD-L1. PD-1 je transmembranski protein, ki je predvsem prisoten
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na spominskih celicah T, v manjSem obsegu tudi na celicah B, aktiviranih monocitih,
dendriticnih celicah in celicah ubijalkah (NK celicah). PD-L1 je transmembranski
proteinski receptor in je prisoten v Stevilnih celicah, med drugim tudi na antigen
predstavitvenih celicah, celicah T, celicah B, monocitih in epitelijskih celicah.
Vezava PD-1 in PD-L1 zavira proliferacijo in citotoksi¢nost celic T, v tumorjih tako
zavira delovanje protitumorskih celic T. Zato je v tumorjih prisotna povecana
aktivacija imunskih kontrolnih tock, Se posebej pri nekaterih vrstah tumorjev npr.
drobnoceli¢ni plju¢ni rak, melanom in urotelijski karcinom.

Zaviralci imunskih kontrolnih tock (imunoterapija) preprecujejo vezavo proteinskih
parov, ki delujejo kot imunske kontrolne tocke. S tem preprecujejo inhibitorne
signale in omogocajo imunskim celicam T, da ostajajo aktivne in unicujejo tumorske
celice.

Leta 2011 je bilo v Ameriki registrirano in odobreno prvo zdravilo kot zaviralec
imunskih kontrolnih tock. Od takrat je bilo registriranih in odobrenih vec taksnih
zdravil, ki delujejo kot zaviralci na razlicne proteine, ki delujejo kot inhibitorji
imunskih kontrolnih tock pri razli¢nih vrstah raka in z razli¢nimi indikacijami.

Ker so ta zdravila draga in imajo precej velike nezelene ucinke, je smiselno, da na
tumorjih ocenimo, kaksno je izrazanje PD-L1 na tumorskih in/aliimunskih celicah ter
tako PD-L1 uporabimo kot prediktivni marker za odziv na imunoterapijo.

Obstaja vec postopkov, s katerimi je mozZno ocenjevati izraZenost PD-L1 v tumorjih,
vendar je imunohistokemija edina metoda, ki je Siroko dostopna, prakti¢na in
ekonomsko upravicena.

Na voljo je vecC protiteles za dokazovanje stopnje izraZenosti PD-L1 v tumorjih na
dveh platformah (Dako in Ventana). V uporabi so predvsem protitelesa 22C3, SP263
in SP142. Katerega od njih uporabimo, je odvisno predvsem od tega, katero
imunoterapevtsko zdravilo je registrirano za doloceno vrsto raka in v kateri liniji.
Tudi nacin interpretacije in porocanja je odvisen od tega, katero protitelo smo
uporabili in pri kateri vrsti raka. NajpogostejSa metoda ocenjevanja je dolocanje CPS
(angl. combined positive score), pri katerem v izraCun vStejemo vse pozitivne celice
(tumorske in imunske) in jih delimo s Stevilom vitalnih tumorskih celic ter rezultat
pomnoZzimo s 100. Drug nacin ocenjevanja je TPS (angl. tumor positive score), pri
katerem v izraCun vstejemo vse pozitivne tumorske celice in jih delimo s Stevilom
vitalnih tumorskih celic ter rezultat pomnoZimo s 100. Tretji nacin ocenjevanja je
dolocitev deleza PD-L1 pozitivnih imunskih celic, ki ga zavzemajo v tumorju.
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Mikrosatelitska nestabilnost

Med replikacijo DNA prihaja do najrazlicnejsSih napak. Za vzdrZevanje genomske
stabilnosti skrbijo doloceni popravljalni mehanizmi, med drugim proteini za
popravljanje neujemanja (angl. mismatch repair proteins, MMR). Sistem MMR
popravlja okvare, ki nastanejo zaradi zdrsa DNA polimeraze med replikacijo, kot so
insercijske/delecijske zanke in neujemanje baznih parov. Tvorita ga proteinska
kompleksa MutS, ki ga sestavljata proteina MSH2 in MSH6 (ali MSH3) in MutL, ki ga
sestavljata proteina MLH1 in PMS2. MutS prepozna nastale napake in na mesto
okvare rekrutira MutL, ki prepozna in izreZze segment nastajajoce verige, ki se ne
ujema. V tem kompleksnem procesu, ki je odvisen od ATP, so udeleZeni Se Stevilni
drugi proteini, ki popravijo napako, sintetizirajo manjkajo¢ segment DNA in ga
ligirajo. Sistem MMR ima vlogo tudi v popravljanju oksidativnih okvar DNA, tvorbi
imunoglobulinov, celi¢nem ciklu ter mitotski in mejotski rekombinaciji.

Za napake pri replikaciji, kakrSne popravlja sistem MMR, so zlasti dovzetne sekvence
genoma, imenovane mikrosateliti. Gre za kratke, tandemske, repetitivne sekvence
DNA, dolge 1 do 6 bp, ki so razporejene po celem genomu. Kadar pri replikaciji
nastanejo napake v dolZini teh zaporedij, pride do mikrosatelitske nestabilnosti.
Mikrosatelitska nestabilnost (MSI) je tumorski molekularni fenotip, ki nastane zaradi
izgube funkcije proteinov za popravljanje neujemanja zaradi zarodnih mutacij,
epigenetske inaktivacije ali somatskih mutacij. Ker so mikrosateliti prisotni v
Stevilnih onkogenih in tumor supresorskih genih, se pri okvari MMR v teh genih
pojavijo sekundarne mutacije, kar lahko privede do tumorigeneze. Za tumorje z MSI
fenotipom je znadilna genomska hipermutabilnost, povecana ekspresija
neoantigenov in ugodno, imunsko bogato tumorsko mikrookolje. Te znacilnosti so
povezane z vecjo verjetnostjo odziva na zdravljenje z imunoterapijo. Kljub temu
odziv naimunoterapijo pri tumorjih z visoko izraZzeno mikrosatelitsko nestabilnostjo
ni univerzalen.

V praksi se za dolocanje tumorske MSI lahko uporabljajo bodisi imunohistokemicna
metoda, ki je najhitrejSa in najcenejsa, bodisi molekularnogenetske metode (PCR ali
NGS). Med temi metodami je ujemanje visoko, vec kot 90-%. Pri imunohistokemicni
metodi izguba jedrnega izraZanja vsaj enega od proteinov (MLH1, PMS2, MSH2,
MSH®6) nakazuje, da gre za mikrosatelitsko nestabilen tumor. S PCR pa ugotavljamo
razliko v dolZini mikrosatelitov med tumorskim in netumorskim tkivom, pri cemer
uporabljamo standardne, komercialno dostopne panele.
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Tumorsko mutacijsko breme

Tumorsko mutacijsko breme (TMB) pomeni Stevilo mutacij v tumorju, najveckrat
izrazeno kot Stevilo mutacij na eno megabazo (Mb). Tumoriji z visjim TMB naj bi imeli
ve¢ imunogenih neoantigenov, ki jih poglavitni histokompatibilnostni kompleks
(angl. major histocompatibility complex, MHC) predstavi limfocitom T. Vec
neoantigenov pomeni vecjo verjetnost njihove predstavitve limfocitom T, ki sproZijo
protitumorski odziv, torej pri tovrstnih tumorjih pricakujemo boljSi odziv na
imunoterapijo. Vendar se je kljub zacetni obetavni uporabi TMB kot prediktivnega
oznacevalca za odziv na imunoterapijo izkazalo, da ne korelira tako dobro z odzivom
na imunoterapijo pri vseh vrstah raka, zato ima trenutno omejeno uporabo.
Zanimivo je, da nizek TMB, vsaj v nekaterih malignomih, ne izkljucuje odziva na
imunoterapijo. Pricakovati je vec raziskav, ki bodo bolj tumorsko specifi¢no povezale
uporabo TMB kot prediktivnega oznacevalca za imunoterapijo. Ocena TMB bo
verjetno predstavljala enega v kompleksu imunoloskih oznacevalcev, ki bodo v
pomoc pri oceni verjetnosti odziva na imunoterapijo.

Zakljucek

Razvoj in uporaba imunoterapije je v zdravljenje rakavih bolezni prinesla precej
napredka. Glede na to, da je pri nekaterih bolnikih z rakom tovrstno zdravljenje
iziemno uspesno, vendar z znatnimi tveganji nezelenih ucinkov ter visoko ceno, je
smiselno usmeriti raziskave v iskanje zanesljivih bioloSkih oznacevalcev za napoved
odziva na imunoterapijo.
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