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SAZETAK

,Imunoterapija u lijeCenju tumora glave i vrata“

Morana Belovi¢

Tumori glave i vrata skupina su maligniteta porijeklom iz mnogoslojnog plocastog epitela koja zahvaca
gornji aerodigestivni trakt. Nalaze se u prvih deset najcesc¢ih karcinoma, a njihova incidencija je u porastu
uslijed rasirenosti i u€estalosti rizi¢nih faktora koji promicu njihov nastanak. Tradicionalno, primarni
modalitet lijecenja ove skupine tumora bila je kirurSka operacija uz adjuvantnu radioterapiju, odnosno
primarna radioterapija, medutim obje su metode dovodile do visokog stupnja mutilacije i smanjenja
kvalitete Zivota pacijenata, pogotovo u sluc¢aju lokalno prosirenih i metastatskih tumora. Napretkom
imunologije kao znanosti, otkriveno je da su tumori opéenito, a posebice tumori glave i vrata, imunolo§ki
vrlo aktivna tkiva, s burnim odgovorom imunosnog sustava na prisutnost tumorskih stanica. Na osnovu
toga, razvijen je novi terapijski modalitet s ciljem djelovanja na imunosne stanice u tumorskom
mikrookoliSu — imunoterapija. Tip imunoterapije u klinickoj upotrebi u lijeCenju tumora glave i vrata su
inhibitori imunosnih kontrolnih to¢aka, konkretno inhibitori PD-1 (eng. Programmed Death 1) signalnog
puta. Ovaj rad prikazuje pregled tumorske imunosti kao osnove za imunoterapiju, te specifi¢nosti
izuzetno imunosno aktivnog tumorskog mikrookoli$a u tumorima glave i vrata, na osnovu koje je i
zapocela klinicka primjena imunoterapije u lijecenju ovih malignih bolesti. Razradena je problematika
same imunoterapije kao novog i jos éesto eksperimentalnog terapijskog modaliteta; spomenuti su svi
njezini oblici, s posebnim naglaskom na terapiju PD-1 inhibitorima, koja se primjenjuje u tumorima glave
i vrata. Navedeni su i nezeljeni dogadaji vezani uz primjenu PD-1 inhibitora, primatno $tetni u¢inci
odnosno nuspojave te razvoj rezistencije. Od Stetnih su u¢inaka najznacajniji oni specifi¢ni za
imunoterapiju; iako relativno rijetki, mogu uzrokovati ozbiljne i dugotrajne zdravstvene probleme. Razvoj
rezistencije predstavlja jedan od najvecih problema pri lijeCenju imunosno aktivnim spojevima; moguci
uzroci ove pojave su brojni, a kriju se kako u prirodi tumorskog tkiva, tako i u fiziologiji samih
pacijenata. Kako bi se doskocilo spomenutim nedostacima primjene imunoterapije, ekstenzivno se
istrazuju kombinacije s drugim terapijskim modalitetima uobi¢ajenima za lijeCenje malignih bolesti; neke

se od njih ve¢ primjenjuju, dok su druge tek u ranim fazama ispitivanja.



SUMMARY

,Immunotherapy in the treatment of head and neck tumors*

Morana Belovié¢

Head and neck tumors are a group of malignancies originating from the stratified squamous epithelium
and affecting the upper aerodigestive tract. They are in the top ten most common cancers, and their
incidence is increasing due to the prevalence and frequency of risk factors that promote their occurrence.
Traditionally, the primary treatment modality for this group of tumors was surgery with adjuvant
radiotherapy, i.e. primary radiotherapy; however, both methods led to a high degree of mutilation and
reduced quality of life for patients, especially in the case of locally advanced and metastatic tumors. With
the progress of immunology, it was discovered that tumors in general, and head and neck tumors in
particular, are very immunologically active tissues, with an extensive response of the immune system to
the presence of tumor cells. Based on this, a new therapeutic modality was developed with the aim of
acting on immune cells in the tumor microenvironment - immunotherapy. The type of immunotherapy in
clinical use in the treatment of head and neck tumors are immune checkpoint inhibitors, specifically
inhibitors of the PD-1 (programmed death 1) signaling pathway. This paper presents an overview of
tumor immunity as a basis for immunotherapy, and the specificities of the extremely immunologically
active tumor microenvironment in head and neck tumors, on the basis of which the clinical application of
immunotherapy in the treatment of these malignant diseases began. The issue of immunotherapy itself as
a new and often still experimental therapeutic modality is elaborated; all its forms are mentioned, with
special emphasis on PD-1 inhibitor therapy, which is used in head and neck tumors. Adverse events
related to the use of PD-1 inhibitors, primarily adverse effects or side effects, as well as the development
of resistance are also listed. Of the adverse effects, the most significant are those specific to
immunotherapy; although relatively rare, they can cause serious and long-term health problems. The
development of resistance represents one of the biggest problems of treatment with immunologically
active compounds; the possible causes of this phenomenon are numerous, and can be found both in the
nature of the tumor tissue and in the physiology of the patients themselves. In order to overcome the
mentioned shortcomings of the use of immunotherapy, combinations with other therapeutic modalities
common for the treatment of malignant diseases are extensively researched; some of them are already

being implemented, while others are only in the early stages of testing.



1. UvOD

Tumori glave i vrata raznolika su skupina maligniteta, koji nastaju u anatomskim strukturama

smjestenima izmedu baze lubanje i gornje torakalne aperture(1). Prema klasifikaciji American Joint

Committee on Cancer (AJCC) i desetoj reviziji Medunarodne klasifikacije bolesti (MKB-10) Svjetske

zdravstvene organizacije, ovoj skupini prvenstveno pripadaju karcinomi plocastih stanica porijeklom iz

epitela sluznice gornjeg aerodigestivnog trakta (usne Supljine, Zdrijela, grkljana, nosne Supljine i

paranazalnih sinusa) te velikih i malih Zlijezda slinovnica (1-3), zajedni¢kog naziva karcinomi glave i

vrata. Mekotkivni tumori su na navedenim lokacijama mnogo rjedi od spomenutih skvamoznih

karcinoma, dok se tumori o¢iju, mozga, Stitne Zlijezde, vratnog dijela jednjaka te koze glave i vrata ne

svrstavaju u skupinu tumora glave i vrata(4). Skupni prikaz podruéja zahvacenih karcinomima glave i

vrata vidljiv je na Slici 1.

Nos i
paranazalni sinusi

Zdrijelo

Usna Supljina
i jezik

Grkljan

Zlijezde slinovnice

Slika 1. Podrudja zahvaéena karcinomima glave i vrata



Karcinomi glave i vrata nalaze se u prvih deset najces¢ih karcinoma prema broju novih slucajeva godisnje
(3,5); 2020. godine zauzimali su 6. mjesto s preko 930 000 novih slu¢ajeva (5,2% svih tumora) (3). Preko
polovice ¢inili su karcinomi usnice i usne Supljine, nakon kojih su po ucestalosti slijedili karcinom
grkljana, zdrijela i Zlijezda slinovnica (6). Podruéja koja biljeze najvecu pojavnost karcinoma glave i vrata
su Juzna Azija i Melanezija (najvisa stopa incidencije u svijetu, u oba spola), a Cesti su i u Isto¢noj i
Zapadnoj Europi te Australiji i Novom Zelandu (6). U Hrvatskoj su 2020. godine zabiljezena 894 nova
slucaja karcinoma glave i vrata, Sto je ¢inilo 8% svih tumora i kao takvo premasilo svjetski prosjek (7).
Glavni rizi¢ni faktori za njihov nastanak su Zvakanje proizvoda koji sadrzavaju betel-orahe (Cesto u
Juznoj Aziji i Melaneziji) (3,5), ucestala konzumacija alkohola, pusenje, infekcija humanim papiloma
virusom, dijeta siromasna voc¢em i povréem te loSe odrzavana higijena usne Supljine (8). Muskarci

obolijevaju dva do Cetiri puta ¢esce od Zena (3,5).

Smrtnost od karcinoma glave i vrata je visoka; 2020. godine zabiljeZeno je 467 125 novih smrtnih
slu¢ajeva (6, tablica), odnosno letalitet od oko 50%. Razlog tako visoke smrtnosti je postavljanje
dijagnoze u lokalno uznapredovalom stadiju tumora (stadij 11 i IV) u vecini otkrivenih sluéajeva (1,9
11), sto je njihov najznacajniji (lo§) prognosticki faktor preZivljenja — ono iznosi tek 30-40% (9,10,12).
Kasna dijagnoza uglavnom je posljedica rizicnog ponasanja s dugotrajnim posljedicama na zdravlje
(pusenja, konzumacije alkohola i sli¢nog), dugog vremena potrebnog za razvoj zna¢ajnih simptoma, ¢ak i
kod uznapredovalih tumora, te odgadanja odlaska lije¢niku od strane pacijenata zbog niske opterecenosti
simptomima i vjerovanja da ¢e isti s vcemenom pro¢i (12,13). Lokalno uznapredovali tumori zahvacaju
velik broj okolnih struktura, te nose visok rizik od lokalnog povratka i pojave udaljenih presadnica
(11,14). S obzirom na navedeno, konvencionalne terapijske strategije, koje ukljucuju kirursko uklanjanje
tumorskog tkiva i/ili radioterapiju i kemoterapiju, rezultiraju zna¢ajnom mutilacijom, poteSko¢ama s
fizioloskim funkcijama zahvacéenih organa (Smanjenje ili gubitak funkcije barem jednog organskog
sustaava) i otezanom reintegracijom u drustvo (uslijed poremecene slike o vlastitom tijelu, nezadovoljstva
estetskim rezultatima operacije te razvoja anksiozno-depresivnih poremecaja). Potraga za manje Stetnim
modalitetima lijeCenja rezultirala je uvodenjem imunoterapije u terapijske protokole uznapredovalih
karcinoma te izostanak velikih estetskih i funkcionalnih posljedica konvencionalnog lijeGenja. U ovom ¢ée
radu biti prikazani principi lijecenja karcinoma plocastih stanica imunoterapijskim metodama, najéesce
koriSteni agensi iz ove skupine lijekova, njihova dostupnost u Hrvatskoj te prednosti i mane s obzirom na

ostale terapijske modalitete i opceniti u¢inak na organizam.



2. TUMORSKA IMUNOLOGIJA - OSNOVA ZA IMUNOTERAPIJU

2.1. Imunosni odgovor na tumore

Tumorske stanice nastaju uslijed neispravljene greske (mutacije) u genetskom materijalu, posljedi¢no
¢emu imaju drugacije bioloSko ponasanje i fenotip (proteinske biljege) od zdravih stranica. Na osnovu te
razli¢itosti od zdravih stranica, imunoloski sustav prepoznaje ih kao nesto organizmu strano, i radi na
njihovom uklanjanju. Najvazniji mehanizmi eliminacije tumorskih stanica su sljedeci:

1. Prirodena imunost

a) NK stanice — prepoznavanje i direktno uniStavanje tumorskih stanica zahvaljuju¢i manjku MHC-I
povrsinskih molekula ili oblozenosti protutijelima; sposobnost za ubijanje povecavaju im citokini koje
lu¢e CD4+ limfociti T (IFN-gama, interleukin 12 i 15).

b) Makrofagi — prepoznavanje i direktno uniStavanje tumorskih stanica; sluze kao antigen-prezentirajuce
stanice (eng. antigen-preseting cells, APCs) CD4+-limfocitima T koji ih dodatno aktiviraju luéenjem
IFN-gama

2. Stecena imunost

a) Limfociti T — najvazniji zaStitni mehanizam imunosti u odgovoru na tumor; CD8+ limfociti T, jo$
zvani i citotoksiéni limfociti T (eng. cytotoxic T-lymphocytes, CTL), postaju specifi¢ni za tumor nakon
predo¢avanja njihovih antigena putem APC-a (i molekula MHC-II), prepoznaju tumorske stanice putem
MHC-I molekula te ih unistavaju; CD4+ limfociti T aktiviraju se nakon kontakta s tumorskim antigenima
putem MHC-II kompleksa APC-a, te luce citokine potrebne za diferencijaciju naivnih CD8+ limfocita T u
CTL, poticanje makrofaga na uniStavanje tumorskih stanica te povecanje izrazaja MHC-I molekula na
tumorskim stanicama.

b) Limfociti B — mogu direktno prepoznati neproteinske antigene na tumorskim stanicama, odnosno u
interakciji s CD4+ limfocitima T i proteinske antigene, te na sve navedeno proizvode protutijela koja
putem aktivacije komplementa ili reakcije stanicne citotoksi¢nosti (NK stanice, makrofagi) posredovane

protutijelima sudjeluju u uniStavanju tumorskih stanica.(15,16)

Slijed dogadanja je takav da tumorske stanice otpustaju antigene pri svome odumiranju, koje prirodeni
imunosni sustav prepoznaje kao DAMP-ove (eng. danger-associated molecular patterns); stanice
prirodene imunosti se pritom aktiviraju i uniStavaju tumorske stanice, dok se antigeni preraduju u APC-
ovima. Jedan od tipova APC-a, konvencionalne dendriticke stanice, putuju sustavom limfnih Zila do
drenirajuceg limfnog ¢vora, te tamo prezentiraju antigene limfocitima T, s njihovom posljedi¢nom
aktivacijom i ulaskom u cirkulaciju. Limfociti T potom infiltiriraju tumorsko tkivo i, kao CTL, ubijaju

tumorske stanice.(15,16)



Shodno tome, svaka maligno promijenjena stanica trebala bi biti efikasno prepoznata i uklonjena od
strane imunosnog sustava. Medutim, eliminacija tumorski promijenjenog tkiva u stvarnosti nije tako
jednostavna, $to se vidi i iz same ¢injenice da tumori nastaju i propagiraju unato¢ intervencijama
imunonadzora te djeluju agresivno na zdravo tkivo, u smislu njegovog unistavanja i vlastitog Sirenja.
Interakcija tumora i imunoloskog sustava zapravo je kompleksni, dinami¢ni proces zvan imunouredenje
tumora (eng. immunoediting, immune editing); on obuhvaca selekcijski pritisak, to jest pokusaje
suzbijanja rasta i razvoja tumorskih stanica od strane imunonadzora, te reakciju tumorskih stanica na
navedeno u vidu razvoja stalno novih fenotipskih obiljezja smanjene imunogenicnosti, radi izbjegavanja
prepoznavanja i unistenja imunoloskim odgovorom. Immunoediting odvija se u tri faze — imunosno
¢is¢enje (eng. immune clearance), imunosna ravnoteza (eng. immune balance) i imunosni bijeg (eng.

immune escape).(15-18)

Faza imunosnog CiS¢enja je najefikasnija u uklanjanju tumorskih stanica; komponente prirodene (NK-
stanice, makrofagi) i steCene imunosti (CD4+ i CD8+ limfociti T) prepoznaju i uklanjaju ,,strane stanice*
visoke antigenosti. Uspje$nim uklanjanjem svih tumorskih stanica u prvoj fazi, zavrSava i immunoediting;
medutim, nije ih uvijek moguce doista u potpunosti eliminirati, posebice one stanice slabije
imunogenosti. U tom slu¢aju zapo€inje faza imunosne ravnoteze, u kojoj tumorske stanice imaju nisku
ekspresiju antigena i nije ih lako detektirati i terminirati, no istovremeno im se rast ne otima kontroli
uslijed intervencije imunosnog sustava (prvenstveno od strane stanica ste¢ene imunosti — CD4+ i CD8+
limfocita T — i njihovih citokinskih produkata, npr. IFN-gama i IL-12). Unato¢ naizglednoj uspjesnosti U
supresiji napretka malignog procesa, u tumorskim se stanicama pod pritiskom neprijateljskog i
nepovoljnog okolisa dogadaju promjene kojima postizu sve manju imunogenost, odnosno sve vecu
malignost; taj se proces naziva imunosno remodeliranje. Njime maligne stanice nakon odredenog
vremena uspjesno induciraju toleranciju od strane imunosnog sustava koji je dotad na njih reagirao, te
prelaze u sljedecu fazu immunoeditinga, odnosno imunosni bijeg. U ovoj fazi, tumorski fenotip je takav
da izbjegava prepoznavanje od strane limfocita T, a osim toga se i aktivno suprimira aktivnost imunosnih
stanica, bilo direktnom interakcijom s njima ili promjenama u tumorskom mikrookolisu (TME, eng.
tumor microenvironment). Antitumorski imunosni odgovor, dakle, postaje disfunkcionalan, te tumor

......

moze neometano rasti i $iriti se po organizmu.(16,18)

Skraceno receno, tumorsko tkivo evoluira velikim brojem mutacija u kratkom vremenu ne bi li postiglo
Sto brzi rast i razmnoZavanje, steklo sposobnost metastaziranja, otpornost na lijekove i slicno, odnosno
postiglo $to vecu biolosku agresiju i uspjesnije se prosirilo organizmom. Za to su tumoru samo donekle
dostatne mutacije koje potic¢u klonalnu ekspanziju, pokretljivost, remodeliranje ekstracelularnog matriksa

i druga svojstva intrinzi¢na samim malignim stanicama, s obzirom na to da ¢e te novonastale, od zdravih



izrazito razli¢ite maligne stanice, prepoznati i napredak im pokusati suzbiti imunoloski sustav. Daljnji

opstanak i rast mogucéi su, dakle, samo ako tumor uspjesno izbjegne njegovu intervenciju.

2.2. Tumorsko izbjegavanje imunosnog odgovora

Izbjegavanje imunonadzora odvija se na tri razine: nemoguéno$éu efikasnog imunosnog odgovora koji bi
ubio stanice raka pri njihovom nastanku (odnosno odupiranje tumora stani¢noj smrti), pridonosenjem
rastu i razvoju tumora disfunkcionalnim imunosnim odgovorom te transformiranos¢u imunosnih stanica u
tumoru uslijed ¢ega se one ponasaju drugacije od normalnih.(16) Pritom je otpornost na stani¢nu smrt
intrinzi¢na samim malignim stanicama, dok druge dvije razine izbjegavanja imunosnog odgovora
pocivaju na tumorskom mikrookoliu (eng. tumor microenvironment, TME). [Radi se o dinami¢noj
strukturi unutar i u blizini tumorskog tkiva koju vecinski oblikuju same maligne stanice; sastoji se od
abnormalnih krvnih zila, stromalnih i imunosnih stanica te izmijenjenog ekstracelularnog matriksa, a
karakteriziraju ga i specificni biokemijski uvjeti (hipoksija, niski pH). U takvim uvjetima imunosne
stanice biljeze oslabljeno protutumorsko djelovanje ili ¢ak promjenu fenotipa u protumorski, zahvaljujuéi

¢emu se imunosni odgovor na maligne stanice odrzava neefikasnim.]

2.2.1. Otpornost na stani¢énu smrt

Otpornost na staniénu smrt uzrokovanu stanicama imunosnog sustava postize se smanjenom ekspresijom
tumorskih antigena te molekula tkivne podudarnosti, MHC-I (eng. major histocompatibility complex).
Ovaj mehanizam najvazniji je u ranim fazama razvoja tumora, s tek malim brojem stanica i nerazvijenim
mehanizmima za samooc¢uvanje, samoodrzavanje i Sirenje. Tumorski antigeni mogu biti specifi¢ni
proteinski produkti tumora (tumor-specifi¢ni antigeni), odnosno antigeni prisutni i u netumorskim, ali
promijenjene strukture ili ekspresije u tumorskim stanicama (antigeni pridruZeni tumoru), nastali uslijed
malignih promjena u DNA. Isprva nekriti¢no nastaju i viSe i manje imunogeni povrsinski proteini
tumorskih stanica, medutim zahvaljuju¢i molekularnoj evoluciji! brzo se izdvoje upravo one stanice s
najmanje imunogenim mutacijama koje imunosni sustav tolerira. Molekule MHC-I sluze predo¢avanju
proteinskih produkata stanica na njihovoj povrsini, i normalno su prisutne kod svih zdravih stanica; u
tumorima se njima predocuju promijenjeni tumorski proteini, te ih na osnovu toga kao organizmu strane

prepoznaju CD8+ limfociti T, $to poti¢e njihovu pretvorbu u efektivne citotoksi¢ne limfocite koji ih

! Molekularna evolucija jest mutacijama uzrokovana promjena u geneti¢kom zapisu koja se o¢ituje u promjeni
fenotipa. Ona moze biti posljedica selekcije specificnih molekularnih varijanti pod pritiskom antitumorske aktivnosti
imunosnog sustava i drugih oteZavajucih okolnosti po rast tumora, medutim u velikoj mjeri je i posljedica
nasumi¢nih mutacija (slu¢ajnog genetskog drifta; Mooto Kimura - The Neutral Theory of Molecular Evolution,
1983.).



potom unistavaju. Medutim, tumori imaju tendenciju smanjiti izrazaj molekula MHC-I na svojoj povrsini,

te tako sprijeciti prepoznavanje i aktivaciju CD8+ limfocita T.(16)

2.2.2. Tumorski mikrookolis (TME)

Tumorski je mikrookoli§ dinamic¢na struktura unutar i u blizini tumorskog tkiva koju vec¢inski oblikuju
same maligne stanice; sastoji se od abnormalnih krvnih zila, stromalnih i imunosnih stanica te
izmijenjenog ekstracelularnog matriksa, a karakteriziraju ga i specifi¢ni biokemijski uvjeti (hipoksija,
niski pH). U takvim uvjetima imunosne stanice biljeze oslabljeno protutumorsko djelovanje ili cak
promjenu fenotipa u protumorski, zahvaljujuci ¢emu se potice rast i razvoj tumora, a imunosni odgovor

na maligne stanice odrzava neefikasnim.(19,20)

Imunosne stanice u tumorskom mikrookolisu, kao §to je ve¢ spomenuto, izmijenjene su U vidu direktnog
pridono$enja rastu i razvoju tumora te imunosupresivnog djelovanja, odnosno oslabljene protutumorske
aktivnosti. Slijedi pregled djelovanja navedenih kategorija imunosnih stanica, na osnovu kojeg se

suprimira protutumorski imunosni odgovor.

2.2.2.1. Poticanje rasta i razvoja tumora; imunosupresivno djelovanje

Najvazniji primjer doprinosa razvoju tumora jest skretanje (polarizacija) makrofaga u tumorskom
mikrookoli$u, zvanih tumoru pridruZzenim makrofagima (eng. tumor-associated macrophages, TAMSs), s
M1 na M2 fenotip. M1 stanice (tzv. klasi¢ni makrofagi) imaju izrazenu protutumorsku aktivnost, dok je
M2 fenotip dijametralno suprotan — takvi makrofagi poticu tip II imunosnog odgovora, koji je neefikasan
u ubijanju tumorskih stanica, te su u normalnim okolnostima zaduzeni za cijeljenje rana i remodeliranje
tkiva lu¢enjem faktora rasta i aktivacijom angiogeneze. U tumorskom mikrookolisu dominiraju upravo
stanice M2 fenotipa koje direktno facilitiraju rast tumora, na dva na¢ina: imunosupresivnim uc¢inkom te
promjenama TME povoljnima za rast i razvoj tumora. Supresiju protutumorskog imunosnog odgovora
M2-TAMs ostvaruju lu¢enjem imunosupresivnih citokina (TGF-8, IL-10) koji smanjuju proliferaciju i
aktivnost citotoksi¢nih limfocita, checkpoint inhibicijom citotoksi¢nih limfocita T, inhibicijom CD4+
limfocita T i antigen-prezentirajucih stanica ekspresijom suprimiraju¢ih MHC-I molekula (HLA-G i
HLA-E) te regrutiranjem takoder imunosupresivnih regulatornih limfocita T (Treg) U tumorsko tkivo.
Protumorske promjene u tumorskom mikrookolisu ukljucuju poticanje kroni¢ne i neefikasne upalne
reakcije koja pogoduje razvoju tumora, poticanje tumorske neoangiogeneze, remodeliranje
ekstracelularnog matriksa tumora te poticanje pokretljivosti i invazivnosti malignih stanica, $to moze
dovesti do metastaziranja. Predominaciju fenotipa M2 makrofaga maligne stanice osiguravaju vlastitim
regrutiranjem makrofaga u tumorsko tkivo (pomocu citokina poput CSF-1, IL-10, TGF- i CCL2), te
indukcijom njihove polarizacije u M2 fenotip.(16,21,22)



Sli¢na polarizacija postoji i u populaciji tumorskih neutrofila (eng. tumor-associated neutrophils, TANS),
kod kojih se zamjecuju fenotipi N1 i N2. U tumorskom mikrookolisu bogatom inhibitornim citokinom
TGF-6 postoji tendencija skretanja neutrofila s protutumorskog N1 prema protumorskom N2 fenotipu.
Potonji promoviraju prvenstveno metastaziranje tumora, pri ¢emu igraju odredenu ulogu u gotovo
svakom stadiju nastanka presadnica. Osim toga, luce reaktivne kisikove spojeve izrazito mutagenog
djelovanja na maligne stanice, te razliite faktore rasta i citokine, tako podrzavajucéi rast i razvoj

tumora.(23,24)

U podrzavanja rasta tumora vazni su i regulatorni limfociti T (Tg). Radi se 0 CD4+ limfocitima T koji u
normalnim okolnostima imunosupresijom kontroliraju opseg imunosne reakcije i induciraju toleranciju
imunosnih stanica na vlastite antigene, kako bi se uspjesno uklonili patogeni te istovremeno zdravo tkivo
ocuvalo od $tete. U tumorskom ih je tkivu prisutno puno vise nego §to je uobicajeno za kontrolu
imunosne reakcije; tako osiguravaju stalnu prevagu antitumorske imunosupresije. Mehanizmi kojima to
postizu su sljedeci: ekspresija CTLA-4 i PD-1, koji interferiraju sa sposobnos¢u antigen-prezentirajucih
stanica da aktiviraju limfocite T; ekspresija IL-2Ra s visokim afinitetom za IL-2, ¢ime ga efektivno
oduzimaju limfocitima T kojima je IL-2 potreban za aktivaciju i prezivljenje; lu¢enje imunosupresivnih
citokina IL-10 i TGF-B; direktno uniStavanje imunosnih stanica pomocu granzima i perforina. Regulatorni
limfociti T u tumorskom se mikrookolisu nadu sli¢no ve¢ spomenutim M2 makrofagima — kako vrlo
aktivnom regrutacijom iz limfnog tkiva, tako i pove¢anom pretvorbom iz nespecijaliziranih CD4+
limfocita T. Prisutnost Treg stanica u PHD nalazu tumorskog tkiva stoga je obi¢no lo§ prognosticki
pokazatelj.(16,25-28)

Supresorske stanice mijeloidnog porijekla (MDSC, eng. myeloid-derived suppressor cells) poseban su tip
transformiranih neutrofilnih polimorfonukleara i mononukleara; one nastaju u uvjetima kroni¢ne upale i
stalnoj izloZenosti citokinima i faktorima rasta (IL-6, IL-16, GM-CSF, M-CSF) te ih karakterizira izrazito
imunosupresivno djelovanje koje doprinosi tumorskom izbjegavanju imunonadzora. Razlikujemo
polimorfonuklearne (PMN) i mononuklearne (M) MDSC stanice, ¢ija se rasprostranjenost u tumorima i
limfnom tkivu te mehanizmi imunosupresije ponesto razlikuju. Medutim, djelovanje obiju tipova stanica
svodi se na proizvodnju imunosupresivnih solubilnih molekula (peroksinitrita, dusikovog oksida,
reaktivnih kisikovih vrsta, citokina IL-10 i TGF-B), depleciju aminokiselina esencijalnih za preZivljenje
limfocita T (L-arginin, cistein) te ekspresiju liganda inhibitornih checkpoint receptora (PD-L1, CTLA-4).
(29-31)



2.2.2.2. Oslabljena protutumorska aktivnost

Oslabljeno djelovanje limfocita T, glavnih efektora u uniStavanju malignih stanica, kljuéni je element
tumorskog izbjegavanja imunosnog odgovora. Jedan vid njihove oslabljene aktivnosti jest iscrpljenost
limfocita T (eng. T-cell exhaustion), disfunkcionalno stanje karakterizirano izostankom adekvatne
aktivacije pri dodiru s antigenom (odnosno proliferacije i pokretanja efektorskih funkcija). Do njega
dolazi uslijed kroni¢ne stimulacije protumorigenim antigenima, checkpoint inhibicije (iscrpljeni limfociti
izrazavaju povecanu koli¢inu inhibitornih receptora PD-1 i CTLA-4), djelovanja imunosupresivnih
solubilnih molekula u tumorskom mikrookolisu (TGF-B, IL-10, IL-35, IDO itd.) te nedostatka za rast i
aktivaciju potrebnog interleukina 2.(16,32)

Funkcija limfocita B takoder je naruSena promijenjenim djelovanjem stanica tumorskog mikrookolisa.
Treg suprimiraju aktivnost te granzimima direktno unistavaju aktivirane limfocite B koji sluze kao antigen-
prezentirajuce stanice; MDSC (vidi dalje za objasnjenje) luce IL-7 koji smanjuje proizvodnju specifi¢nih
protutijela, a same tumorske stanice poticu njihovu transformaciju u regulatorne limfocite B (Breg) KOji
promoviraju tumorsku progresiju i metastaziranje. Osim toga, proliferacija limfocita B specifi¢nih za
tumorske antigene inhibirana je sustavom checkpoint-inhibicije (primarno molekulama PD-L1/PD-1 i
CTLA4/CD80 i CD86) od strane tumorskih stanica i regulatornih limfocita T.(16)

Aktivnost klasi¢nih antigen-prezentirajucih stanica, odnosno dendritickih stanica, takoder je
promijenjena, u smislu smanjenog prikazivanja antigena limfocitima T, direktne inhibicije djelovanja
citotoksi¢nih limfocita T (checkpoint inhibicijom, indukcijom anergije uslijed manjka kostimulatornih
molekula) te poticanja diferencijacije limfocita T u regulatorni podtip. Sve navedeno posljedica je
djelovanja tvari koje luce tumorske i druge stanice tumorskog mikrookolisa (Trg, MSCD); one mogu
sprijeciti i samu diferencijaciju dendritickih stanica iz mijeloidnih prekursora, usmjeravajuci ih prema

nastanku MSCD ili M2-TAM stanica.(33-35)

Disfunkcija NK-stanica uzrokovana je imunosupresivnim tvarima koje lu¢e TAMs, MDSCs i Tregs (IDO,
TGF-8, IL-10, I1L-6), deplecijom IL-2 od strane Tregs, Checkpoint sustavom inhibicije (povecana ekspresija
inhibitornih receptora PD-1 i CTLA-4 na NK-stanicama, odnosno njihovih liganda na tumorskim i
drugim stanicama TME) te kontaktom s inhibitornim MHC-II molekulama izraZenima na povr$ini
tumorskih stanica (HLA-G i HLA-E).(36,37)

Za tumore glave i vrata specific¢an je obilan imunosni infiltrat i vrlo imunosno aktivan tumorski
mikrookolis$; detalji o imunosnim karakteristikama tumora glave i vrata i njihovom znacenju u terapiji

navedeni su u 5. poglavlju.



S obzirom na to da je poremecaj protutumorske aktivnosti imunosnog sustava jedan od glavnih faktora
uspjesnog napredovanja malignog procesa, bez kojeg bi tumorske stanice brzo bile prepoznate kao
abnormalne i uniStene, nametnula se misao da su gore navedeni mehanizmi dobra meta za nove terapijske
mogucnosti. Smislenost ovog pristupa podupiru dokazi da se rast tumora moze uspjesno usporiti i/ili
zaustaviti manipulacijom imunosnog sustava — prvi takav bio je pokus ameri¢kog kirurga i znanstvenika
Williama Coleyja, koji je primijetio smanjenje inoperabilnog sarkoma nakon injiciranja mjesavine
bakterijskih toksina (tzv. Coleyjevog toksina) u tumorsko tkivo.(38) Od Coleyjevog doba (19. stoljeée) do
danas provedena su mnoga istrazivanja s rezultantnim detaljnim pozhavanjem ponasanja imunosnih

stanica u tumorskom mikrookoliSu, kao i interesom za njihovim iskori§tavanjem u borbi protiv tumora.

Tip lijecenja koji radi po ovom principu naziva se imunoterapijom.



3. IMUNOTERAPIJA

Do prije dvadesetak godina, glavne terapijske strategije za lijeCenje tumora opéenito, pa tako i karcinoma
glave i vrata, bile su kirursko lijeCenje, kemoterapija, radioterapija i ciljano lijecenje. Prva tri tipa terapije
ostavljaju velike posljedice po organizam — ekstenzivno kirursko lije¢enje lokalno uznapredovalih
karcinoma uzrokuje znacajne mutilacije, a kemoterapija i radioterapija, uz tumorske stanice, oste¢uju i
zdrava tkiva — dok se na ciljanu terapiju (npr. rituksimab, trastuzumab itd.) Cesto razvije rezistencija.(16)
S obzirom na navedene manjkavosti, pojavila se potreba za razvojem onkoloskog lije¢enja ¢ijoj
ucinkovitosti u lijeCenju tumora one ne bi bile suprotstavljene. Krajem 20. te poc¢etkom 21. stolje¢a u
upotrebu se uvodi upravo jedan takav novi terapijski modalitet — imunoterapija — s ciljem modificiranja
tijeka bolesti ranom primjenom, ograni¢avanja komplikacija konvencionalnog lijeCenja i pruzanja

moguénosti lijeCenja refraktornih bolesti.(39)

Imunoterapija se u literaturi ¢esto naziva i bioloSkom terapijom, uslijed toga §to modulira bioloske
procese u organizmu te na taj nacin utje¢e na aktivnost bolesti.(39) Konkretno, imunoterapija tumora
obuhvaca sistemske lijekove koji djeluju na imunosni sustav poti¢uc¢i ga na prepoznavanje nastajuceg ili
veé postojeceg malignog procesa te poveévajuéi njegovu ucinkovitost u borbi protiv tumora.(40) To je
neobi¢no vazno upravo stoga Sto imunoloski sustav ima ulogu kako u uklanjanju tumorskih stanica, tako i
U promicanju njihovog rasta i razvoja te njihovom remodeliranju ne bi li im se smanjila imunogeni¢nost —
dakle, potreban je terapijski modalitet koji bi osigurao prevladavanje protutumorskog djelovanja

imunosnog sustava.(16)

Danas postoji velik broj do molekularne razine poznatih mehanizama kojima tumori izbjegavaju imunosni
odgovor, i svi su oni potencijalne tocke djelovanja protutumorske imunoterapije. Dosad je u klinicku
upotrebu uslo petnaestak imunoterapeutika.(41) Prema mehanizmu djelovanja mogu se podijeliti u Sest

skupina:

1. Imunosni checkpoint inhibitori

Checkpoint inhibitori posebna su vrsta protutumorskih monoklonalnih antitijela sa svrhom blokiranja
imunosnih checkpointova, ¢ija je fizioloska funkcija umjerena suprimacija imunoloskog odgovora kako
ne bi doslo do ostecenja zdravog tkiva.(42—44) Tumorsko pak tkivo iskoriStava ovaj nacin kontroliranja
opsega imunosne reakcije za zaustavljanje imunosnog odgovora protiv sebe,(42—44) te se blokiranjem
ovog imunosuprimiraju¢eg mehanizma onemogucéuje inaktivacija limfocita T odnosno proliferacija
stanica Treg fenotipa, od strane tumorskih ili pak imunosnih stanica u tumorskom mikrookolisu, ¢ime se

postize ja¢i protutumorski odgovor.(43,45,46)
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2. Adoptivna imunoterapija (terapija prijenosa limfocita T)

Radi se o0 autolognim limfocitima T koji se nakon odredenih in vitro postupaka sto facilitiraju
ucinkovitost njihovog odgovora na tumorske stanice vracaju natrag u pacijentovo tijelo.(17,43,44) Jedan
oblik ovog terapijskog koncepta su tzv. limfociti koji infiltriraju tumor (eng. tumor-infiltrating
lymphocytes, TILS) izolirani iz tumorskog tkiva pacijenta i ve¢ specificirani za prepoznavanje tumorskih
antigena, koji se in vitro umnozavaju i aktiviraju te se potom vracaju pacijentu.(17,44) Najmoderniji i
najnoviji tip su pacijentovi limfociti T koji su in vitro geneticki modificirani tako da na svojoj povrsini
izrazavaju sintetski imunosni receptor specifi¢an za antigene na tumorskim stanicama, ali neovisan o
MHC-sustavu prezentiranja antigena; te se stanice nazivaju CAR-T stanicama (eng. chimeric antigen
receptor T).(16,17,42,45) Po ponovnoj administraciji pacijentu, one mogu prepoznati ciljani antigen na

tumorskim stanicama i inducirati njihovu smrt.(45)

3. Antitumorska monoklonalna antitijela

Ova se skupina imunoterapeutika razlikuje od checkpoint inhibitora po svojim ciljnim molekulama — meta
antitumorskih antitijela su specifi¢ne molekule na povrSini tumorskih stanica, te se vezanjem na njih
pokrecu mehanizmi unistavanja malignih stanica na razne nacine.(43-45) Postoje tri podtipa
antitumorskih antitijela: tzv. gola (nemaju vezanu molekulu na svom Fc fragmentu; vezanjem na
specifi¢ne tumorske antigene pokrece se reakcija citotoksiénih stanica, fagocita i sustava komplementa,
odnosno inhibira vezanje faktora rasta na odgovarajuce receptore),(43-45) konjugirana (na Fc fragmentu
nose vezane kemoterapeutike ili radioaktivne Cestice, radi preciznijeg dostavljanja terapije u tumorsko
tkivo i smanjenja Stete po zdravo tkivo)(47,48) te bispecifi¢na (vezu dva proteina istovremeno; najéescée
se radi o jednom tumorskom antigenu i povrsinskom proteinu limfocita T, ¢ime se omogucava bliski

kontakt limfocita s malignom stanicom i facilitira reakcija limfocita na nju).(40,44,49,50)

4. Cjepiva protiv tumora

Cjepiva protiv tumora uklju¢uju unosenje imunogeniéne supstance u organizam koja ¢e izazvati specifi¢ni
imunosni odgovor (konkretno, djelovanje limfocita T) na tumore.(43,45) Terapijska cjepiva sadrzavaju
dendriticke stanice pacijenta modificirane tako da izrazavaju tumorske antigene, nukleinske kiseline
(tumorska DNA ili mMRNA) odnosno tumorske neoantigene.(44,51,52) lzuzev toga, kod ranih stadija
karcinoma mokra¢nog mjehura Cesta je intravezikalna primjena BCG (Bacillus Calmette-Guerin) cjepiva,
koje ne sadrzi tumorske antigene, ve¢ samo pokrece imunosnu reakciju $to, izmedu ostalog, uklanja i
maligne stanice.(45,53) Preventivna cjepiva, s druge strane, Stite od onkogenih virusa poput humanog

papiloma virusa te virusa hepatitisa B.(43)
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5. Imunosni modulatori

Ova se skupina imunoterapeutika sastoji od citokina — interferona, interleukina, i ¢imbenika rasta kolonija
granulocita i monocita (eng. granulocyte—-macrophage colony stimulating factor, GM-CSF)(41,44) koji
direktno stimuliraju aktivnost imunosnog sustava, poti¢uéi izrazaj MHC i kostimulatornih molekula,
aktivaciju limfocita T i ostalih imunosnih stanica, njihovu proliferaciju i sli¢no.(41,45) Citokini su
najraniji oblik imunoterapije (rekombinantni interferon alfa odobren je za klinicku upotrebu 1986.

godine).(41)

6. Onkoliti¢kKi virusi

Onkoliticki su virusi geneticki modificirani mikroorganizmi, najcesce iz rodova Herpesvirusa,
Poliovirusa, Reovirusa i Parvovirusa, koji selektivno inficiraju i razmnozavaju se u tumorskim
stanicama.(40,43) Pritom dovode do lize tumorskih stanica, pojacane ekspresije tumorskih antigena u
svrhu efikasnijeg prepoznavanja malignih stanica od strane imunosnog sustava te mobiliziranja
imunosnih stanica u tumorskom tkivu i poticanja njihovog protutumorskog djelovanja(16,40,43), a mogu
sluziti i kao vehikuli za ekspresiju imunomodulatornih citokina, ¢ime se postize veca selektivnost u

njihovom djelovanju te smanjuju sistemski ucinci.(40)
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4. IMUNOSNE CHECKPOINT MOLEKULE

Imunosne kontrolne tocke (eng. immune checkpoints) sudionici su svih imunosnih reakcija, u kojima se
pojavljuju simultano s kostimulatornim molekulama. Njihova je zadaéa kontrola ulaska u imunosnu
reakciju, stoga ih se jo$ naziva i ,,vratarima“ imunosnog odgovora (eng. gatekeepers of immune
responses).(54) Radi se o molekulama smjestenima na povr$ini stanica imunosnog sustava (poglavito
limfocita T i antigen-prezentirajucih stanica) koje prilikom izlaganja antigena limfocitima T suprimiraju
imunolosku reakciju.(55) Njihovo djelovanje stoga rezultira tzv. perifernom tolerancijom na antigene
(suprotstavljena mu je centralna tolerancija, koja obuhvac¢a uklanjanje autoreaktivnih ili na druge nacine
neadekvatnih nezrelih limfocita T u timusu) koja ima visestruke uloge:

1. Induciranje tolerancije na vlastito odnosno autotolerancije (eng. self-tolerance) pri aktivaciji naivnih
limfocita T u limfnim ¢vorovima, kako bi se sprije¢ila autoimunosna reaktivnost;

2. Detekcija eventualno promaklih autoreaktivnih limfocita T u zapocetim imunoloskim reakcijama u
organizmu;

3. Kontrola opsega reakcije na strane antigene, u svrhu sprje¢avanja prejakog imunosnog odgovora i

kolateralnog oStecenja vlastitog zdravog tkiva.

Danas su poznate brojne molekule koje pripadaju sustavu imunosnih kontrolnih to¢aka (CTLA-4, PD-1,
LAG3, TIM3, TIGIT, BTLA, VISTA, GITR, KIR).(54,56) Najekstenzivnije istraZzene i od najveéeg
klini¢kog znac¢aja su molekule CTLA-4 (eng. Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) i PD-1/PD-L1
(eng. Programmed death 1/Programmed death ligand 1).(57)

4.1. CTLA-4

CTLA-4 smatra se vodecom imunosnom kontrolnom to¢kom zbog svog djelovanja prilikom aktivacije
naivnih (s antigenima jo$ nesusrelih) limfocita T u limfnim ¢vorovima.(16,17,58) Tamo naivni limfociti T
prolaze proces aktivacije u interakciji s antigen-prezentiraju¢im stanicama (dendritickim stanicama,
limfocitima B i makrofagima). Ona se odvija na molekularnoj razini izmedu T-stani¢nog receptora i
MHC-II molekule, ¢ime receptor limfocita T dolazi u dodir sa specifi¢nim antigenom, te obaveznom
istovremenom prisutno$¢u kostimulatornih signala u obliku vezanja molekula CD80 odnosno CD86
antigen-prezentirajucih stanica i molekule CD28 limfocita T. Kostimulacija osigurava proliferaciju
aktiviranih limfocita T, povecano preZivljenje i diferencijaciju putem proizvodnje citokina IL-2.(58) U
slucaju njezina izostanka dolazi do razvoja tzv. anergije, generalizirane inhibicije proliferacije i

efektorskih funkcija limfocita T (proizvodnja citokina, citotoksi¢nost) te smanjenog prezivljenja.(59)
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Kostimulacija moze biti nedostatna zbog nedovoljne koli¢ine kostimulatornih signala ili uslijed jakih
koinhibitornih signala; CTLA-4 signalni put pripada potonjem te djeluje kao kompetitivni inhibitor
receptora CD28.(43,58) Naime, CTLA-4 je izrazen na limfocitima T i veze iste ligande (CD80 i CD86)
10 do 100 puta veéim afinitetom,(16) ¢ime sprjecava njihovo vezanje na CD28. U slucaju da je relativno
vise liganada vezano na CTLA-4 nego na CD28, inducirat ¢e se anergija naivnih limfocita T.(58) Osim
navedenog mehanizma, postoje dokazi da CTLA-4 moze smanjiti ekspresiju CD28 na limfocitima T,(54)
a unutarstani¢na signalna kaskada pokrenuta vezanjem CTLA-4 i CD80-86 ometati onu pokrenutu
interakcijom CD28/CD80-86.(57,58)

CTLA-4 je inducibilno izrazen na efektornim limfocitima T (CD8+ citotoksi¢ni limfociti), $to znaéi da se
U slucaju neaktiviranih limfocita nalazi uskladiSten intracelularno, a njegovu translokaciju na povrsinu
stranice inducira upravo vezanje T-stani¢nog receptora na MHC-molekule odnosno kostimulatorni
signali; na taj se na¢in formira povratna veza kojom se kontrolira opseg i ja¢ina imunoloske reakcije. Za
razliku od efektorskih, regulatorni limfociti T (Treg) konstitutivno izrazavaju CTLA-4 koji pojacava
njihovu inhibitornu funkciju, a moZze se naci i na CD4+ pomoc¢nickim limfocitima T ¢iju aktivnost

suprimira.(57,58,60)

4.2. PD-1

PD-1 polucuje sli¢ne u¢inke kao CTLA-4, samo drugacijim mehanizmima. Izrazen je inducibilno na
limfocitima T i B te mijeloidnim (NK) stanicama; pojavljuje se na njihovoj povrsini prilikom kontakta s
antigenom (odnosno pri interakciji TRC/BRC i MHC-1I molekule) te veze ligande zvane PD-L1 i PD-L2
(eng. Programmed Death Ligand 1 and 2).(43,55,58) Pritom se prekida aktivacijska signalna kaskada
koja krece od limfocitnog receptora vezanog na antigen, inhibira potrosnja glukoze, proizvodnja citokina i
proliferacija, odnosno limfociti se dovode do stanja anergije. Izrazaj PD-1 je karakteristika tzv. iscrpljenih
citotoksi¢nih limfocita T (eng. 'exhausted’ T-cells), koji nastaju uslijed visokih razina stimulacije ili
smanjene pomo¢i od strane CD4+ limfocita T (pri npr. kroni¢nim infekcijama ili malignim
bolestima).(56,58) Za to stanje je tipi¢na disfunkcija zahvaéenih limfocita, s posljedi¢cnom manjkavom
kontrolom infekcija i tumorskih bolesti.(32,61) Osim toga, moguca je posljedica i direktno izazivanje
apoptoze limfocita. Novija istraZivanja pokazuju i da se PD-1 ligandi mogu vezati i na molekulu B7-1
(CD80), koja se prethodno smatrala ekskluzivnim ligandom molekula CD80/CD86 s posljedi¢nim
kostimulatornim signalom, odnosno checkpoint molekule CTLA-4. Pritom se takoder postize
koinhibitorni u¢inak.(62)
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Za razliku od CTLA-4, koji izaziva anergiju limfocita T pri njihovoj aktivaciji u limfnom tkivu, PD-1
signalni put isto ¢ini u efektorskoj fazi ve¢ aktiviranog i za antigen specifi¢nog limfocita T, pretezno u
perifernim tkivima tijekom pokrenute imunosne reakcije — dakle, smanjuje opseznost T-stani¢nog
odgovora stanica koje su ve¢ usle u imunosnu reakciju. (17,58,60) Razlika postoji i u rasprostranjenosti
molekula; osim $ire rasprostranjenosti molekule PD-1 navedene prethodno u tekstu, sto ukazuje na
mogucnost inhibicije djelovanja Sireg spektra stanica osim citotoksi¢nih limfocita T, njegove ligande
nalazimo ne samo na profesionalnim antigen-prezentiraju¢im stanicama (kao $to je to slucaj s
CD80/CD86) ve¢ i na drugim leukocitima te nehematopoetskim i nelimfoidnim tkivima (npr. epitelnim i
endotelnim stanicama), a ekspresija im se moze i inducirati na parenhimnim te malignim stanicama

pomocu citokina odnosno tumaorigenim signalnim putevima.(57,58)

Uloga PD-1 u regulatornih limfocita T, koji ga takoder mogu eksprimirati, nije u potpunosti jasna —
nadeno je da doprinosi proliferaciji Trg Stanica te konverziji naivnih CD4+ limfocita T u regulatorne

limfocite T, odnosno potice skretanje iz efektorskog u imunosuprimirajuéi fenotip.(43,55,58)

Imunosne su kontrolne tocke, dakle, neophodne za zastitu od autoimunosnih fenomena i prejake, za
organizam Stetne imunoloske reakcije. Medutim, oni takoder predstavljaju idealno sredstvo imunosnog
bijega za brojne vrste tumora. Koristenjem ovih mehanizama, tumorske stanice osiguravaju inaktivaciju
efektorskih i za njih opasnih stanica imunosnog odgovora, te na taj nacin osiguravaju svoje prezivljenje i
neometanu daljnju proliferaciju. Navedeni je u¢inak potenciran time $to checkpoint molekule ne
izrazavaju samo maligne, ve¢ i druge stanice tumorskog mikrookolisa, ukljucujuéi i imunoloske stanice

promijenjenih fenotipa i rezultantnog protumorskog djelovanja.

Uzevsi u obzir tu spoznaju, kao potencijalna strategija u lije¢enju tumora nametnula se blokada upravo
imunosnih kontrolnih to¢aka, ¢ime bi se sprijecila inaktivacija protutumorskog imunosnog odgovora i
opstanak malignih stanica. Ova se strategija smatra revolucionarnom iz vise razloga — preusmjerila je
terapijski cilj s uniStavanja samih malignih stanica na modulaciju tumorskog imunosnog mikrookolisa i
poticanje njegove aktivnosti, u¢inivsi tako pristup lijeGenju tumora cjelovitijim;(63) visestruko je
povecala postotak prezivljenja pacijenata ukljucenih u klinicka ispitivanja;(64) njezino djelovanje
omogucuje dugotrajnu remisiju unato¢ prekidu primjene lijeka.(63) Njezin se razvoj odvijao strelovitom
brzinom; od otkri¢a molekula CTLA-4 i PD-1 1987. odnosno 1992. godine do prvih klini¢kih studija s
lijekovima ¢ije su oni mete proslo je samo petnaestak godina.(65,66) Ti su novi lijekovi nazvani
blokatorima/inhibitorima imunosnih to¢aka; radi se 0 monoklonskim protutijelima koji selektivno vezu

CTLA-4 i PD-1/PD-L1, tako omogucujuéi reaktivaciju protutumorskog imunosnog odgovora.(45,46) Prvi
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od Agencije za hranu i lijekove (Food and Drug Agency, FDA) odobren inhibitor imunosnih kontrolnih
tocaka bio je ipilimumab 2011. godine, za lije¢enje metastatskog melanoma.(64,65) Ubrzo nakon,
razvijeni su inhibitori molekule PD-1 (pembrolizumab i nivolumab) te PD-L1 (atezolizumab i
durvalumab).(64) Danas je odobreno, i u klini¢koj praksi koristeno, 8 lijekova ove skupine za sirok
spektar malignih bolesti. U terapiji karcinoma glave i vrata koriste se dva PD-1 inhibitora: nivolumab i

pembrolizumab.
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5. TUMORSKI MIKROOKOLIS I IZBJEGAVANJE IMUNOSNOG ODGOVORA U
TUMORIMA GLAVE | VRATA

Tumore glave i vrata karakterizira jedan od najobilnijih imunosnih infiltrata u tumorskom mikrookolisu u
usporedbi s drugim tumorima. S obzirom na to, pretpostavljeno je da bi imunoterapija kod njih postigla
znacajan ucinak, za razliku od konvencionalnih modaliteta lije¢enja koji su unatoc sve sofisticiranijim
metodama i lijekovima rezultirali visokom smrtnoséu i stopom recidiva.(56,67) Naime, genetski materijal
tumora glave i vrata je izuzetno nestabilan i mutagen, Sto rezultira visokim postotkom neoantigena na
malignim stanicama, a upravo na njih imunosni sustav najburnije reagira (za razliku od reakcije na
preeksprimirane nemutirane nativne proteine, na koje je reakcija puno slabija); uz to, HPV+ tumori i
nazofaringealni karcinomi eksprimiraju i virusne antigene. Zbog toga njihov tumorski mikrookolis obiluje
limfocitima T koji infiltriraju tumor (tumor-infiltrating lymphocytes, TILS), posebno u slu¢aju HPV+
tumora, a za visoku je infiltraciju CD8+ limfocitima te NK stanicama pokazana snazna korelacija s
povecéanim prezivljenjem.(68) Primjenom imunoterapije koja bi potaknula ve¢ ionako buran imunosni
odgovor i maksimalno iskoristila potencijal u tumorskom tkivu prisutnih imunosnih stanica, prema svemu

navedenom, trebao bi se posti¢i optimalan terapijski rezultat.

Medutim, tumori posjeduju specifi¢énu neimunogenu, dugozivecu stani¢nu liniju koja prezivljava sve faze
imunosnog uredivanja te se konstantno mijenja ne bi li postigla optimalan fenotip za neometani rast i
razvoj — radi se o tumorskim mati¢nim stanicama (Cancer Stem Cells, CSCs).(67) Ove stalno mutirajuce
maligne stanice razvile su brojne strategije izbjegavanja imunosnog odgovora; posljedi¢na ravnoteza
izmedu imunopermisivne i imunosupresivne aktivnosti u tumorskom mikrookolisu odreduje rezultantni
imunosni odgovor i agresivnost samog tumora.(56,67) To s jedne strane govori da ni gore opisani snazan
imunosni odgovor ne §titi u potpunosti od razvoja i progresije tumora, ali s druge strane daje nadu u
razvoj novih strategija imunoterapijskog tipa, koje bi onemogudile izbjegavanje protutumorske imunosti i
potaknule neometan rad bogatog imunosnog infiltrata. Slijedi kratki pregled mehanizama kojima se
stanice tumora glave i vrata koriste u supresiji protutumorske aktivnosti imunosnih stanica, a koji su

istovremeno i potencijalne mete za imunoterapeutike; isto se moze vidjeti i na Slici 2.(56,67,68)

1. Proizvodi tumorskih stanica

Maligne stanice tumora glave i vrata same proizvode cirkulirajuc¢e molekule koji suprimiraju rad
citotoksi¢nih limfocita T, a s druge strane mijenjaju izraZaj antigena, ometajuci tako i limfocitni i odgovor

NK stanica. Radi se o imunosupresivnim citokinima (TGF-B, IL-6, 1L-10) koji inhibiraju proliferaciju i
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efektorske funkcije limfocita T, te indolamin-2,3-dioksigenazi koja depletira triptofan, klju¢nu

aminokiselinu potrebnu za umnozavanje i aktivaciju limfocita T.

2. lzmjena signalnih puteva

Jedna od dobro poznatih i ¢esto upotrebljavanih strategija za izbjegavanje imunosnog odgovora jest
smanjenje izrazaja MHC-I molekula $to nose tumorske proteine na povrSini malignih stanica, ¢ime bi se
sprijecilo njihovo prepoznavanje i unistavanje citotoksicnim limfocitima T. Medutim, smanjeni izrazaj
MHC-1 molekula kao organizmu strano i potencijalno opasno detektiraju NK stanice, $to naposljetku ipak
dovodi do uniStenja malignih stanica. Kako bi to izbjegle, stanice tumora glave i vrata induciraju
promjene u genima za procesiranje i prezentaciju neoantigena, rezultirajué¢i nedostatkom ili smanjenom
koli¢inom njihovih proteinskih produkata (npr. nedostatkom STAT1 proteina). Tako se ometa
prezentiranje tumorskih neoantigena bez potrebe za smanjenjem izrazaja antigen-prezentirajucih

molekula.

3. Imunosne kontrolne tocke

Toc¢na funkcija i mehanizam djelovanja dviju najistraZenijih molekula imunosnih kontrolnih to¢aka, PD-
1/PD-L1i 2 te CTLA-4, kao i njihov izrazaj na pojedinim tipovima stanica u tumorskom mikrookolisu,
objasnjeni su u prethodnom odjeljku pod nazivom ,,IMUNOSNE CHECKPOINT MOLEKULE®. Tumori
glave i vrata u do 60% slucajeva pokazuju pojacan izrazaj PD-1 i PD-L1 molekula kako na malignim,
tako i na imunosnim stanicama u tumorskom tkivu; izrazaj PD-1 i PD-L1 ja¢i je u limfocita koji
infiltriraju tumor (tumor-infiltrating lymphocytes, TILs) nego na onima u perifernoj krvi. PD-1 signalni
put je povezan s indukcijom iscrpljenosti limfocita, koja obuhvaca njihovo smanjeno stvaranje citokina i
liziranje ciljnih stanica te promjenu njihove pokretljivosti, kao i indukcijom prelaska u Tg fenotip.
Izrazaj CTLA-4 molekula promijenjen je u tumorskom mikrookolisu na sli¢an nacin kao onaj PD-1

molekula; takoder su jace eksprimirane na tumorskim Treg Stanicama.

4. Kostimulatorne molekule

Kostimulatorne molekule promoviraju reakciju i tumoricidnost imunosnih stanica pri susretu s malignom
stanicom. U sluc¢aju njihovog nedostatka pri prezentaciji antigena, imunosne stanice prelaze u anergi¢no
stanje i postaju tolerantne na tumorske stanice. Tumori glave i vrata iskori$tavaju ovaj mehanizam u vidu

smanjene eskpresije odredenih kostimulatornih molekula, poput Ox40L i CD137.

5. Stanice tumorskog mikrookoli$a: Treq, TAM, MDSC
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U prethodnim odlomcima bilo je rije¢i o na¢inima supresije aktivnosti u tumorskom tkivu prisutnih
imunosnih stanica protutumorske dispozicije; osim ove strategije, maligne stanice imaju i sposobnost
regrutiranja i regulacije imunosupresivnih staniénih populacija koje propagiraju tumorski rast i razvoj.
Radi se o regulatornim limfocitima T (Trg), supresorskim stanicama mijeloidnog porijekla (myeloid-
derived suppressor cells, MDSCs) i makrofagima povezanima s tumorom (tumor-associated
macrophages, TAMs).

Regulatorne limfocite T u tumorskom mikrookolisu ¢ine dvije populacije stanica — one prirodne, nastale u
timusu i naknadno regrutirane u tumorsko tkivo, te inducibilni Ty limfociti koji nastaju djelovanjem
tumorskog citokinskog profila na u tamos$njem tkivu ve¢ postojece limfocite T. Treq inhibiraju imunosne
funkcije drugih stanica putem imunosupresivnih citokina IL-10 i TGF- te imunosnih molekula
kontrolnih to¢aka, a mogu i diretko unistavati CD8+ limfocite T i NK stanice pomoc¢u granzima i
perforina. Njihova je prisutnost naj¢es¢e ve¢a u HPV+ tumorima glave i vrata, Sto rezultira smanjenim
CD8+/Treg omjerom unato¢ bogatstvu CD8+ limfocitnog infiltrata. Paradoksalno, prognoza je ovih
tumora povoljnija — smatra se da je tome tako jer prisustvo Treg potencijalno ukazuje na postojeéi aktivni

(premda suprimirani) imunosni odgovor u tumoru.

Supresorske stanice mijeloidnog porijekla su nezrela mijeloidna stani¢na linija koja se takoder regrutira, a
u in vitro uvjetima se njihov nastanak moze i inducirati u tumorskom tkivu. Glavno imunosupresivno
djelovanje ove stanice postiZzu lu¢enjem enzima koji depletiraju za imunosne stanice klju¢ne metabolite
(konkretno, aminokiseline L-arginin, triptofan i cistein) te proizvodnjom reaktivnih kisikovih spojeva sto
direktno o$te¢uju imunosne stanice. Osim toga, MDSCs mogu prezentirati neoantigene ve¢ specificiranim
limfocitima T, §to rezultira nitracijom T-stani¢nog receptora i posljedi¢cnom nemoguco$éu stimulacije
limfocita T pri interakciji s antigen-prezentiraju¢im stanicama. Takoder poti¢u proliferaciju i aktivaciju
regulatornih limfocita T te izraZavaju imunosne molekule kontrolnih to¢aka, ¢ime prvenstveno koce

aktivnost efektorskih limfocita T.

Makrofagi povezani s tumorom fenotipa M2 promoviraju tumorski rast i razvoj direktno, secernirajuci
faktore rasta, te indirektno, imunosupresijskim mehanizmima slicnima onima koje koriste MDSCs.
Tumori glave i vrata reguliraju svoj mikrookoli§ uvec¢avajuci broj makrofaga M2 tipa, naustrb

antitumorskog M1 tipa, §to je povezano s losijom prognozom.
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Slika 2. Tumorska imunost u karcinomima glave i vrata

Svi gore navedeni mehanizmi izbjegavanja imunosnog odgovora, zahvaljujuci kojima su tumori glave i
vrata toliko agresivni i teski za lijeciti, pokazuju potencijal efikasnijeg i manje po organizam Stetnog
lijeCenja imunoterapijskim metodama. Provodi se velik broj studija u kojima se analiziraju moguce mete
novih terapijskih monoklonalnih antitijela kojima bi se lije¢ili ovi tumori; primjerice, ve¢ uhodane i u
terapijama raznih tipova malignih bolesti iskoriStene imunosne molekule kontrolnih to¢aka (PD-1, PD-L1
i CTLA-4), novije otkrivene checkpoint molekule (LAG-3, TIM-3, TIGIT i sli¢ne), kostimulatorne
molekule (4-1BB, Ox40, CD40) i imunosupresijske stanice u tumorskom mikrookolisu, kao i njihovo
kombiniranje s drugim terapijskim modalitetima. Osim toga, u razvoju su i druge imunoterapijske
metode, poput terapije onkolitickim virusima, protutumorska cjepiva i adoptivna imunoterapija. Trenutno,
odobrenje FDA-a za lije¢enje karcinoma glave i vrata imaju samo dva lijeka — monoklonalna antitijela
specifiéna za PD-1 molekulu, pembrolizumab i nivolumab, koji produljuju ukupno i prezivljenje bez

povratka bolesti. Njihova je dokazana ucinkovitost ipak ogranicena, posebice ako ih se koristi kao
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monoterapiju, a ostale istrazivane mogucénosti lijeCenja tek su u zacecima, buducéi da je protutumorski
imunosni odgovor u karcinomima glave i vrata izuzetno promjenjiv i vrlo uspjeSan u pronalazenju
alternativnih nacina odolijevanja imunosnom sustavu unato¢ primijenjenoj terapiji. Detaljnije o trenutno
postojecoj imunoterapiji za karcinome glave i vrata i problematici njihove upotrebe slijedi u narednom
odjeljku.
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6. DIJAGNOSTICIRANJE TUMORA GLAVE | VRATA

Tocna i precizna dijagnoza tumora glave i vrata iznimno je vazna, buduci da i sami tumori i njihovo
lije€enje mogu imati znacajne posljedice na kvalitetu zivota pacijenata. Prvi je korak dijagnostickog
postupka patohistolosko identificiranje tumora; ono je nuzno s jedne strane zato §to odredeni klinic¢ki
entiteti (poput sarkoidoze, tuberkuloze i sl.) mogu imitirati tumorske procese, a s druge strane zbog to¢ne
histoloske klasifikacije tumora te utvrdivanja parametara koji sluZe kao osnova odredivanja tumorskog
stadija te nose odredeni terapijski odnosno prognosticki znacaj.(69,70) Primjeri takvih parametara su
veli¢ina tumora (promjer i volumen), stupan;j diferencijacije stanica, granice tumorskog tkiva, nacin rasta
tumora (infiltrativan, ekspanzivan ili kombiniran), dubina invazije okolnih zdravih tkiva, perineuralna i
limfovaskularna invazija, invazija kosti ili hrskavice, udaljenost tumorskog tkiva od resekcijskih rubova
te prediktivni faktori odgovora na terapiju - prisutnost onkogenih virusa, PD-L1 status i tumorska

optere¢enost mutacijama (eng. tumor mutational burden, TMB).(70,71)

Metoda izbora za dijagnosticiranje tumora glave i vrata je imunohistokemijska analiza. Radi se o metodi
detekcije proteina zasnovanoj na vezanju specificnog protutijela na odredeni proteinski antigen u tkivu.
Vezana se protutijela, odnosno kompleks antigen-protutijelo, potom vizualiziraju uz pomo¢ enzima ili
fluorescentnih signala (tzv. imunofluorescencija).(72) Glavne indikacije za primjenu imunohistokemije
su definicija histogeneze, diferencijalna dijagnoza izmedu reaktivnih i neoplasti¢nih stanja, etioloska
dijagnoza zaraznih bolesti, odredivanje prognosti¢kih ¢imbenik, odredivanje meta ciljane terapije,
lociranje primarnih tumora u malignoj bolesti, detekcija specifi¢nih proizvoda (kao $to su hormoni i
proteini) te utvrdivanje podvrsta tumora.(73) Slika 3 prikazuje na¢in djelovanja imunohistokemijske

metode.

Rutinski imunohistokemijski markeri koriSteni za potvrdu dijagnoze tumora glave i vrata su anti-epitelni
membranski antigen (eng. anti-Epithelial Membrane Antigen, EMA, p63, p40 te citokeratini (za
karcinome plocastih stanica).(69) Osim navedenog, imunohistokemijska analiza vrlo je korisna u
klasificiranju slabo diferenciranih odnosno nediferenciranih tumora neoznatog primarnog sijela, u sluc¢aju
da se takvi otkriju u limfnim ¢vorovima glave i vrata.(69,70) Radi §to preciznijeg pregleda
imunohistokemijskih obiljezenih materijala koristi se tehnika digitalnog snimanja zvana whole slide
imaging (WSI). Njome se uzorci vrlo detaljno prikazuju u digitalnom obliku na ra¢unalima, a uz nju se u
analizi snimljenog mogu koristiti 1 programi umjetne inteligencije; navedeno uvelike olakSava analizu i

umanjuje moguénost pogreske.(74)
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/ primarno

protutijelo

biljeg

tumorska stanica tumorska stanica

Slika 3. Shematski prikaz imunohistokemijske metode.

TrazZeni se biljeg vizualizira vezanjem protutijela obiljeZenog enzimom, koji po vezanju pretvara
bezbojni supstrat u obojeni produkt. Umjesto enzima, protutijela mogu biti obiljeZena
fluorescentnim molekulama. U slu¢aju direktne imunohistokemije, sredstvo za vizualizaciju nosi
samo protutijelo koje se veZe za biljeg (primarno protutijelo), dok je kod indirektne
imunohistokemije ono smjeSteno na sekundarnom protutijelu. Indirektnom se imunohistokemijom
postiZe amplifikacija signala, pa ova metoda ima prednost u slu¢aju slabe ekspresije trazenih
biljega.
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U slu¢aju indikacije za imunoterapiju, na tumorskom se tkivu provode dodatne analize; konkretno,
ispituje se prisutnost ve¢ spomenutih prediktivnih markera PD-L1 i humanog papiloma virusa te se
odreduje TMB. Tumori glave i vrata teze razvoju rezistencije na imunoterapiju, zbog ¢ega ona u vecini
slucajeva ne biljezi znacajan uspjeh, te vazno procijeniti koliki bi on mogao biti kako bi se u konkretnog
pacijenta primjena imunoterapije uopée odobrila. Navedena tri biljega sluze upravo toj svrsi. O PD-L1 i
HPV-statusu kao prediktivnim markerima bit ¢e rijeci u 9. poglavlju (REZISTENCIJA NA
IMUNOTERAPIJU); iako se ve¢ uhodano koristne u klinickoj praksi, korelacija njihove prisutnosti u
tumorskom tkivu i terapijskog uspjeha pokazala se inkonzistentnom.(75,76) Ovdje ¢e stoga naglasak biti
stavljen na odredivanje i znacaj TMB-a kao novog i ekstenzivno istrazivanog biljega u predvidanju

odgovora na imunoterapiju.

TMB jest ukupan broj mutacija u kodiraju¢em dijelu tumorskog genoma, a izrazava se kao broj mutacija
po megabazi sekvencionirane DNK (mutacije/Mb). U teoriji, vis§i TMB zapravo znaci povec¢anu
ekspresiju tumorskih neoantigena, posljedi¢no ¢emu se razvija intenzivniji imunosni odgovor i
istovremeno raste podloznost imunoterapiji (iako konaéni rezultat moze biti i potpuno suprotan — vidi 9.
poglavlje). TMB, dakle, indirektno predstavlja sliku cijelog imunosnog tumorskog mikrookolisa, i kao
povoljniji terapijski odgovor i dulje prezivljenje u sluc¢aju tumora s visokim TMB-om (TMB-high, TMB-
H) i podrazumijeva 10 ili vie mutacija po megabazi.(75—77) Na osnovu toga, pembrolizumab je odobren

za pacijente ¢iji su tumori TMB-H profila.(77)
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7. INHIBITORI IMUNOSNIH KONTROLNIH TOCAKA U TERAPIJI TUMORA GLAVE I
VRATA

U terapiji tumora glave i vrata koriste se dva inhibitora imunosnih kontrolnih to¢aka: nivolumab i
pembrolizumab. Oni su istovremeno i jedini oblici imunoterapije odobreni za koristenje u lijeenju ovih
tipova tumora. Oba lijeka su monoklonalna protutijela 1gG4 tipa (pembrolizumab je humanizirano, a
nivolumab potpuno humano protutijelo)(78) koja interagiraju s molekulom PD-1 izrazenom prvenstveno
na aktiviranim limfocitima T. Na taj na¢in sprje¢avaju formiranje kompleksa PD-1 molekule i njeznog
liganda PD-L1 izrazenog na tumorskim stanicama, kao i posljedi¢nu anergiju ili smrt limfocita T. Uz
navedeno, mijenjaju povrsinsku i unutarstani¢nu ekspresiju molekula PD-1/PD-L1 signalnog
puta.(16,79,80) Ovaj se mehanizam djelovanja naziva jos$ i ,,otko¢enjem* imunosnog odgovora, s obzirom
na to da uklanja supresiju izazvanu djeovanjem tumorskih i promijenjenih imunosnih stanica tumorskog
mikrookoli$a, odnosno spasava limfocite T od stanja iscrpljenosti i obnavlja njihovu imunosnu
aktivnost.(60) Osim navedene interakcije kljuéne u protutumorskoj imunosti, do njoj sli¢nih moze doéi i
izmedu drugih stanica tumorskog mikrookolisa koje nose PD-1 molekulu odnosno njezine ligande; PD-1
izrazen je i na limfocitima B i NK-stanicama, PD-L1 i na epitelnim, endotelnim i imunosnim stanicama, a
PD-L2 na antigen-prezentiraju¢im stanicama (makrofagi, limfociti B, dendriticke stanice), stoga
pembrolizumab i nivolumab potencijalno pospjesuju protutumorski imunosni odgovor i na ovim

razinama.

7.1. PD-1/PD-L1 signalni put — osnova za terapiju tumora glave i vrata

Na molekularnoj razini, aktivnost PD-1/PD-L1 signalnog puta je inducibilna i vrlo strogo kontrolirana,
bududi da je on kljuéni regulator imunosne tolerancije i iscrpljenosti. Pri pokretanju imunosne reakcije,
sve od navedenih molekula se ili tek pojavljuju ili se njihov izrazaj povecava s vremenom i brojem
stanica koje sudjeluju u imunosnom odgovoru. Tako su PD-1 molekule prisutne na povr$ini naivnih
limfocita tek na niskoj bazalnoj razini, dok se pri po¢etnoj imunosnoj stimulaciji njihov broj povecava, te
se pojavljuju i na makrofagima i dendriti¢kim stanicama. Stanice regulatornih limfocita T po svojoj
prirodi imaju znacajan broj PD-1 molekula na svojoj povr$ini, medutim i njihov se broj povec¢ava pri
pokretanju imunosne reakcije. S druge strane, PD-1 ligandi nisu prisutni u veéini normalnih tkiva; njihov

se izrazaj na povrsini imunosnih i drugih tkivnih stanica poti¢e primarno djelovanjem interferona gama

25



(IFN-y). Sve navedeno sluZi kontroli opsega imunosne reakcije — kako se ona razbuktava, tako se
pojavljuje i sve vise koinhibitornih molekula koje osiguravaju da reakcija ne prijede okvire potrebne za
eradikaciju patogena bez Stete po zdravo tkivo. Prevelika se pak imunosupresija djelovanjem PD-1/PD-L1
sustava sprjecava tako §to on moze poluciti svoj u¢inak samo u slucaju ukrizene reaktivnosti s
limfocitnim antigenskim receptorima (TCR to jest BCR), odnosno kada su ti receptori takoder vezani na

antigen prezentiran na molekulu MHC kompleksa.(62,79)

Stanice tumora glave i vrata iskori$tavaju PD-1/PD-L1 sustav tako §to povecavaju izrazaj PD-L1
molekula na povrsini malignih i imunosnih stanica — u usporedbi s normalnim limfocitima T, izrazaj PD-
L1 u tumorskom mikrookolisu povecan je u 46-100% pacijenata (ovisno o studiji).(62,81,82) Ovo se
povecanje zbiva najcesce takoder pod utjecajem IFN-y, a u manjem broju slucajeva kao posljedica
genetickih promjena. Buduci da su limfociti, specifi¢no oni koji infiltriraju tumorsko tkivo (TILs), glavni
izvor spomenutog citokina, moze se zakljuciti da je izrazaj PD-L1 molekula na malignim stanicama kako
obrambeni mehanizam za izmicanje imunosnom sustavu, tako i pokazatelj prisutnosti znac¢ajnog broja
limfocita s protutumorskom aktivno$¢u te Zustre borbe protiv malignih stanica.(62) Osim PD-1 liganada, i
sama PD-1 molekula povecano je izrazena u tumorskom mikrookolisu; biljezi se u cak 60% tumora glave
i vrata, i kao takva predstavlja vazan mehanizam imunosnog bijega.(56,82) Nadalje, kao $to je navedeno
u poglavlju ,,IMUNOSNE CHECKPOINT MOLEKULE*/u 4. poglavlju, PD-1 ligandi mogu se vezati i
na molekulu B7-1, pritom jednako tako izazivajué¢i limfocitnu anergiju. [Ovaj mehanizam predstavlja
moguce objasnjenje rezistencije na terapiju (vidi: 8. REZISTENCIJA NA TERAPIJU PD-1
INHIBITORIMA) PD-1 inhibitorima.](62,79) Sve navedeno vecinski se odnosi na suprimiranje
efektorske funkcije citotoksi¢nih limfocita T (CD8+), medutim PD-1/PD-L1 sustav moZe utjecati i na
funkciju CD4+ limfocita T. Njegov izrazaj na ovom tipu limfocita uzrokuje njihovu pretvorbu u
regulatorne limfocite ¢iji velik broj u tumorskom tkivu vrlo djelotvorno potiskuje protutumorski imunosni
odgovor.(56,79)

S obzirom na klju¢nu ulogu PD-1/PD-L1 signalnog puta u tumorigenezi karcinoma glave i vrata,
opravdana je upotreba PD-1 inhibitora u njihovoj terapiji. Kao $to je ve¢ reCeno, nivolumab i
pembrolizumab djeluju poticajno na veé¢ postojec¢i imunosni odgovor, te zahvaljujuci tome postizu velik
terapijski uspjeh i uzrokuju manje Stetnih posljedica na zdrava tkiva i organe u odnosu na konvencionalnu
terapiju. Oba su lijeka odobrena za lijeCenje rekurentnih i metastatskih karcinoma glave i vrata kao
monoterapija ili u kombinaciji s kemoterapijskim rezimom. Slijedi pregled studija o u¢inkovitosti i

sigurnosti PD-1 inhibitora, na osnovu kojih su i uvrsteni u terapijske protokole.
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7.2. Pembrolizumab

Pembrolizumab je prvi checkpoint inhibitor testiran i odobren za terapiju karcinoma glave i vrata. Studija
koja je istrazivala njegovu efikasnost u ovoj vrsti tumora i bila podloga njegovom odobrenju od strane
Agencije za hranu i lijekove bila je KEYNOTEOQ12, provedena od lipnja do listopada 2013. godine.
Radilo se o multikohortnoj, multicentri¢noj studiji faze 1b koja je istrazivala sigurnost i antitumorsku
aktivnost pembrolizumaba primijenjenog u pacijenata s dokazanim rekurentnim/metastatskim
karcinomom glave i vrata s barem 1% izrazaja PD-L1 molekule utvrdenog imunohistokemijski (njih 60),
od ¢ega ih je 23 imalo HPV-pozitivne karcinome, a ostatak HPV-negativne. Primarno se pratila pojava
nezeljenih dogadaja vezanih uz terapiju, te proporcija pacijenata kod kojih je postignut op¢i odgovor na
lijek (potpuni ili djelomiéni). Sekundarno, pratio se op¢i odgovor na lijek u pacijenata s HPV-pozitivnim
karcinomima te prethodno lijeenih cetuksimabom i platinom, trajanje odgovora na terapiju (vrijeme od
prvotnog odgovora na terapiju do progresije bolesti), prezivljenje bez napretka bolesti (vrijeme od
ukljucenja u studiju do zabiljeZene progresije bolesti ili smrti ispitanika) i opce prezivljenje (vrijeme od

ukljuéenja u studiju do smrti).

Pembrolizumab se pokazao sigurnim i dobro podnosljivim; kod 38 od 60 ispitanika pojavili su se
nezeljeni dogadaji, prvenstveno manjih razmjera (prolazni umor, pruritus, osip), dok je 17% ispitanika
razvilo teze posljedice uzimanja lijeka. 18% ispitanika postiglo je terapijski odgovor,ces¢e u HPV-
pozitivnih karcinoma. Opce prezivljenje iznosilo je 13 mjeseci, trajanje odgovora na terapiju priblizno
12,2 mjeseca, a prezivljenje bez progresije 2 mjeseca. Sve navedeno pokazalo je da se pembrolizumab
dobro podnosi te posjeduje klini¢ki znacajno protutumorsko djelovanje u karcinomima glave i vrata. Na
temelju ove studije odobren je u listopadu 2016. godine za koriStenje u drugoj liniji lijecenja

rekurentnog/metastatskog karcinoma glave i vrata refrakternog na platinske rezime.(83,84)

Ispitanici iz originalne KEYNOTEO12 studije, u slu¢aju izostanka smrtnog ishoda, progresije bolesti,
neprihvatljive toksi¢nosti ili odluke o povlacenju iz istrazivanja, nastavili su s primanjem
pembrolizumaba do zavrSena 24 mjeseca lijeCenja; to je ukljucivalo i proSirenu kohortu od 132 ispitanika,
koji su primali nizu dozu lijeka u duljim intervalima (po uzoru na druge studije, koje su ukazivale na to da
su nize doze i rjeda primjena lijeka dostatne za klinicki u¢inak). Medijan pracenja ispitanika iznosio je 9
mjeseci; Sestero ih je dovrSilo 2 godine primjene lijeka, a 18 ispitanika nastavilo je primati terapiju i
nakon zavrSetka ove etape pracenja. Nezeljeni dogadaji vezani uz terapiju bili su prisutni u 64%
pacijenata, ali velika vec¢ina njih bila je blaga i prolazna. Stopa odgovora bila je 18%, u 85% slucajeva
terapijski je odgovor trajao dulje od 6 mjeseci (raspon od 2 do preko 30 mjeseci), a opce prezivljenje
nakon 12 mjeseci iznosilo je 38%. Ovo je dugotrajno pracenje potvrdilo prvotne rezultate o sigurnosti

primjene pembrolizumaba i znacajnu protutumorsku aktivnost dugog djelovanja (¢ak preko 30 mjeseci u
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nekim sluéajevima), ¢ime se poduprlo koristenje ovog lijeka u rekurentnom/metastatskom karcinomu

glave i vrata.(85)

Daljnja istrazivanja usporedila su u¢inak pembrolizumaba kao monoterapije odnosno u kombinaciji s
kemoterapijom te cetuksimaba u kombinaciji s kemoterapijom, u studiji nazvanoj KEYNOTEQ48.
Pokazano je da pembrolizumab i sam i u kombiniranoj terapiji znacajno nadmasuje cetuksimab po opéem
prezivljenju (pritom je uéinak bolji u sluéaju veceg broja tumorskih stanica koje eksprimiraju PD-L1);
nije bilo razlike u prezivljenju bez progresije u usporedbi s primjenom cetuksimaba. Nezeljeni dogadaji
viSeg stupnja (ukljucujuci i smrt) bili su znacajno rjedi pri monoterapiji pembrolizumabom, a sli¢ni u
grupama koje su primale pembrolizumab i kemoterapiju odnosno cetuksimab i kemoterapiju, sto bi se
moglo pripisati samoj kemoterapiji. S obzirom na pokazanu ucinkovitost i sigurnost primjene,
pembrolizumab sam ili u kombinaciji s kemoterapijom odobren je kao terapija prve linije za
rekurentni/metastatski karcinom glave i vrata.(84,86) Uslijedilo je ¢etverogodisnje pracenje u kojem je
pembrolizumab +/- kemoterapija kontinuirano pokazivao poboljSanje ispitivanih parametara prezivljenja

u usporedbi s cetuksimab/kemoterapija protokolom.(87)

7.3. Nivolumab

FDA je odobrila nivolumab 2016. godine, nakon rezultata tre¢e faze studije CheckMate 141. Radilo se o
randomiziranoj studiji provedenoj od lipnja 2014. do kolovoza 2015. godine na 361 pacijentu s histoloski
potvrdenim rekurentnim (ukljucujuéi i metastatsku bolest) karcinomom glave i vrata unutar 6 mjeseci od
posljednje doze sistemske terapije bazirane na platini (primarne ili adjuvantne) — dakle, s proSirenom
bolesti refrakternom na terapiju platinom. Pacijenti su primali nivolumab (240 pacijenata) odnosno
standardnu monoterapiju (121 pacijent) po izboru ispitivaca (metotreksat, docetaksel, cetuksimab). Preko
90% njih je prethodno primalo radioterapiju, a vise od polovice jednu ili viSe linija sistemske terapije.
Primarna analizirana varijabla bila je opée prezivljenje (vrijeme od randomizacije do smrti od bilo kojeg
uzroka), a sekundarne prezivljenje bez progresije bolesti (vrijeme od randomizacije do datuma progresije
bolesti ili smrti) te stopa odgovora. Osim navedenog, pratila se i sigurnost primjene nivolumaba, kvaliteta

zivota ispitanika te povezanost izmedu opéeg prezivljenja i razine PD-L1 odnosno HPV-statusa tumora.

Studija je pokazala statisti¢ki znacajno vece opce prezivljenje u grupi pacijenata koja je primala
nivolumab u usporedbi sa standardnom terapijom (medijan 7,5 mjeseci naspram 5,1 mjeseci), te gotovo
20% vecu procijenjenu jednogodisnju stopu prezivljenja. Medijan prezivljenja bez progresije bolesti nije
se razlikovao medu skupinama, ali procijenjena stopa prezivljenja bez progresije 6 mjeseci nakon

randomizacije bila je zna¢ajno visa uz nivolumab. Stopa odgovora iznosila je 13,3% u skupini koja je
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primala nivolumab, a samo 5,8% uz standardnu terapiju. Osim toga, nivolumab je izazivao manje
nuspojava i nepozeljnih uéinaka te odrzavao kvalitetu zivota ispitanika stabilnom. Terapijski odgovor je
bio nesto bolji u ispitanika s PD-L1-pozitivnim tumorima, HPV-pozitivnim tumorima ili oboje; iako ne
znacajno, buduci da je kod ispitanika s tumorima negativnima na prisutnost PD-L1 odnosno HPV-a
takoder zabiljeZen terapijski odgovor. S obzirom na rezultate studije, 2016. godine ovaj se novi lijek
poceo koristiti kao druga linija lijeCenja karcinoma glave i vrata, rekurentnih/metastatskih nakon primjene
rezima baziranog na platini, odnosno bolesti koja ne odgovara na isti rezim.(84,88)

11,4 mjeseca nakon primarne studije, analizirani su rezultati primjene nivolumaba u podgrupi pacijenata
(njih 78) s lokalno prosirenom bolesti refrakternom na upotrebu platine kao adjuvantne ili primarne
terapije, koji su posljedi¢no razvili rekurentnu ili metastatsku bolest. U ovom je slu¢aju nivolumab
predstavljao prvu terapijsku liniju rekurentnte/metastatke bolesti. 1 tu je nivolumab pokazao znatnu
prednost u opéem prezivljenju i stopi odgovora na terapiju, s tim da su prezivljenje bez progresije bolesti i
stopa nezeljenih posljedica terapije bili slicni onima uz terapiju izbora ispitivaca (metotreksat, docetaksel,
cetuksimab).(89)

Rezultati pracenja ispitanika dvije godine poslije studije CheckMate 141 pokazuju stabilni u¢inak
nivolumaba u usporedbi s terapijom izbora ispitivaca; stope opéeg prezivljenja bile su 20,4% s
nivolumabom naspram 3,8% s ostalom terapijom, dok su stopa preZivljenja bez progresije i stopa
odgovora na terapiju bile znacajno vise u skupini nivolumaba. Time se jo$ jednom potvrdio terapijski
uspjeh nivolumaba ne samo u rekurentnoj/metastatskoj bolesti refrakternoj na platinski rezim, ve¢ i u
prvoj liniji lijeCenja lokalno uznapredovale bolesti koja je uz terapiju platinom progredirala u

rekurentnu/metastatsku.(90)

Klini¢kim studijama i prakti¢cnom primjenom pembrolizumaba i nivolumaba pokazan je njihov
uc¢inkovitost u terapiji karcinoma glave i vrata, medutim njemu su suprotstavljene nuspojave ovih lijekova
specifi¢ne za imunoterapiju te ograni¢enost njihovog u¢inka ovisno o ¢imbenicima tumora i pacijenta, o

¢emu ¢e biti rijeci u sljede¢im poglavljima.
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8. NUSPOJAVE TERAPIJE PD-1 INHIBITORIMA

Nuspojave koje se vezu uz pembrolizumab i nivolumab mogu se ugrubo podijeliti u dvije skupine. Prvu
skupinu ¢ine opée nuspojave vezane uz intravensku primjenu lijekova, poput umora, slabosti, infuzijske
reakcije i vruéice; one su prolazne i nemaju trajnih posljedica na zdravlje. Druga je skupina
karakteristiCna za imunoterapeutike te se stoga nazivaju Stetnim u¢incima uzrokovanima imunoterapijom
(immunotherapy related Adverse Effects, irAES); kao takve, ekstenzivno ¢e se obraditi u ovom poglavlju.
Rije¢ je 0 auto-inflamatornoj toksi¢nosti koja zahvaca specifi¢ne organe u tijelu, i posljedi¢no se ocituje
simptomima vezanim za o$tecenje njihovr funkcije ili strukture. Uglavnom se radi o organima s velikom
dodirnom povrsinom s okolinom organizma (npr. koza, plu¢a, probavni trakt) odnosno onima s
preegzistentnom ili tinjaju¢om autoimunosti (Stitnjaca, zglobovi). One mogu biti puno teze te dovesti do
trajnih posljedica, pa ¢ak i smrti.(91,92) Mehanizam nastanka ovih nuspojava nije to¢no poznat, ali
postoji nekoliko predlozenih hipoteza. Kao prvo, checkpoint blokada moze potaknuti aktivnost limfocita
T protiv zdravih tkiva koja su krizno reaktivna s tumorskim stanicama, odnosno koja izrazavaju PD-L1
molekulu radi zastite vlastitog tkiva (npr. miociti i pituiciti); drugim rije¢ima, Smanjuje autotoleranciju
limfocita T. Osim toga, inhibitori kontrolnih to¢aka mogu povisiti razine postoje¢ih autoantitijela.(93)
Nuspojave se uobicajeno stupnjuju prema kriterijima toksi¢nosti americkog Nacionalnog instituta za rak

(Nacional Cancer Institute's Common Toxicity Criteria, NCI-CTC) u pet razreda vidljivih u Tablici 1.(94)

Tablica 1. Stupnjevanje Stetnih u¢inaka imunoterapije prema kriterijima NCI-CTC.

nema toksi¢nog ucinka

blagi toksi¢ni ucinak

umjereni toksicni u¢inak

teSki toksi¢éni uéinak

Zivotno ugrozavajuci toksicni uc¢inak
smrt
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Pri primjeni PD-1 inhibitora irAEs se javljaju u 70-75% slu¢ajeva (71,8% za nivolumab, 75,1% za
pembrolizumab); one teze (treceg ili viSeg stupnja) zabiljeZene su u 14,1% slucajeva za nivolumab
odnosno 19,8% za pembrolizumab, a smrtne posljedice terapije bile su prisutne u 0,36% slucajeva
(najéesce uslijed miozitisa, miokarditisa i pneumonitisa). Pembrolizumab obi¢no izaziva pneumonitis,
artralgije i hepatitis, a nivolumab endokrinopatije.(95) Nezeljeni se u¢inci javljaju veéinski unutar prva tri
mjeseca(92) od pocetka terapije; obi¢no su prvo primjetne kozne promjene, ukoliko ih ima, potom
gastrointestinalna patologija, hepatotoksi¢nost i endokrinopstije, pneumonitis, i relativno kasno u
lijecenju nefritis.(91) Njihovo je trajanje razli¢ito; prevalentne su akutne nuspojave koje nastaju za
vrijeme trajanja lijeCenja i razrijese se samostalno ili uz pomo¢ simptomatske terapije brzo po prestanku
primjene PD-1 inhibitora, ali mogu potrajati i dulje od 12 tjedana nakon prekida terapije te se tada
smatraju kroni¢nima. Pretpostavlja se da kroni¢ne nuspojave nastaju uslijed ireverzibilnog oSte¢enja
stanica zbog ¢ega je nemoguce u potpunosti oporaviti fiziolosku funkciju organa, odnosno zbog
pokretanja subakutne ili kroni¢ne upalne reakcije djelovanjem PD-1 inhibitora. Osim toga, postoji i
moguénost odgodenih neZeljenih posljedica, koje se prvi put javljaju godinu dana nakon prestanka

terapije.(92)

Opéenito postupanje s pacijentima s obzirom na rizik od i pojavu neZeljenih dogadaja sastoji se od

sljedec¢ih postupaka:

1. Odredivanje sklonosti za razvoj potencijalnih neZeljenih u¢inaka vezanih uz imunoterapiju

Prije pocetka lijecenja, potrebno je uzeti detaljnu anamnezu (ukljucno s postojecim ili u obitelji prisutnim
autoimunosnim bolestima te prethodnom terapijom checkpoint inhibitorima), utvrditi opée fizi¢ko stanje i
izraditi osnovne laboratorijske (kompletna krvna slika, koagulogram, osnovna biokemija, hepatogram,
albumini, LDH, lipaza, kreatin-kinaza, CRP; razine hormona; urin test-trakica; EKG, BNP, troponin;

virolo§ke pretrage — HIV, HBV, HCV) i slikovne pretrage (rendgenogram srca i pluca).(91,96)

2. Praéenje pacijenta tijekom primjene imunoterapije

Periodi¢ne kontrole nuzne su kako bi se na vrijeme otkrile bilo kakve posljedice imunoterapije u
nastajanju. Pri svakom ciklusu, potrebno je ponoviti kompletnu krvnu sliku, koagulogram, osnovnu
biokemiju, hepatogram, LDH, kreatin-kinazu, lipazu i CRP. Svaka dva do tri mjeseca ponavljaju se
pretrage razine hormona §titnjace, urin test-trakica, parametri sréane funkcije (EKG, BNP, troponin) te
rendgenogram srca i pluca, a nakon zavrsetka terapije i na sljede¢im kontrolama gore navedene osnovne

krvne pretrage, razina hormona $titnjace, sréana funkcija te pretrage urina.(91)
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3. Dijagnosticiranje irAE
Pri otkrivanju nuspojave uzrokovane imunoterapijom na kontrolnim pregledima ili po prijavi pacijenta,
potrebno je pronadenu nuspojavu stupnjevati prema NCI-CTC kriterijima, iskljuciti sve moguce

diferencijalne dijagnoze te eventualne postojece infekcije (za kasnije potrebe simptomatske terapije).(97)

4. Zbrinjavanje irAE

Nezeljene posljedice prvog stupnja ne zahtjevaju posebnu simptomatsku terapiju, a primjena
imunoterapije moZze se nastaviti. Za nuspojave drugog do Cetvrtog stupnja potrebna je primjena
imunosupresivne terapije, prvenstveno kortikosteroida, uz eventualni prekid primjene imunoterapije. Za
drugi se stupanj simptomatska terapija ne primjenjuje u svim slu¢ajevima, ve¢ samo za kolitis,
pneumonitis, hepatotoksi¢nost, nefrotoksi¢nost, neuroloske nuspojave i hipofizitis. Za tre¢i i Cetvrti
stupanj obavezna je primjena sistemskih kortikosteroida te pauziranje ili prekidanje imunoterapije. U
slucaju perzistentnih ili ponavljanih nuspojava, imunoterapija se obi¢no prekida i uvode se
kortikosteroidi, a u slu¢aju Cetvrtog stupnja ¢ak i druga imunosupresivna terapija (U Hrvatskoj infliksimab
i vedolizumab) . Sami kortikosteroidi ne interferiraju s lijeGenjem maligne bolesti, te se obi¢no daju u
dozi od 0,5 do 2 mg/kg dnevno kroz dva do tri tjedna, nakon Cega se tijekom 4-6 tjedana doza smanjuje
do prekida primjene. Istovremeno je potrebno pacijentima dati profilaksu za infekciju Pneumocystisom, a
starijim pacijentima i za reaktivaciju VZV.(91,96,97)

U sljede¢im odlomcima navode se naj¢eséi nezeljeni dogadaji (irAES) pri primjeni PD-1 inhibitora te

njihovo zbrinjavanje.(91,93,97) Prikaz opéih nuspojava i irAEs nalazi se na Slici 4.
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Opce nuspojave

e umor
* slabost

¢ glavobolja

e vrudica

e infuzijska reakcija

irAEs

e neuroloske

endokrinoloske

pulmoloske

kardiovaskularne

s gastrointestinalne

\ dermatoloske

\ 7 reumatoloske

Slika 4. Nuspojave imunoterapije PD-1 inhibitorima
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8.1. EndokrinoloSke nuspojave

Endokrinoloske nuspojave javljaju se u 15-20% slucajeva lijeCenja PD-1 inhibitorima (posebno ¢esto uz
nivolumab), i imaju vrlo visoku tendenciju prelaska u kroniéna stanja. Vecina ih se otkrije slu¢ajno, u
asimptomatskih pacijenata tijekom screeninga. Specifi¢nost zahvacanja ovog organskog sustava jest da
ono ne zahtjeva imunosupresivnu terapiju kortikosteroidima, ve¢ se zbrinjava samo hormonskim
nadomjesnim lijeCenjem ukoliko je potrebno. Najcesc¢a endokrinopatija je hipotiroidizam (10%), ¢iji je
medijan nastanka 6 tjedana po pocetku terapije, a prethodi mu destruktivni tiroiditis s prolaznom i
uglavnom subklini¢kom tireotoksikozom. Rijetko spontano prolazi, tako da je pacijentu potrebna
hormonska nadomjesna terapija. Pri pretragama je bitno obratiti pozornost na konfiguraciju tiroidnog
stimulacijskog hormona i tiroksina; u slucaju niskih razina oba hormona, opravdana je sumnja na

hipopituitarizam, te se preporuca provjeriti jutarnju razinu kortizola u krvi ne bi li se izbjegao razvoj

adrenalne krize.

Hipofizitis odnosno disfunkcija hipofize je gotovo jedinstvena posljedica terapije checkpoint inhibitorima.
Vrlo je rijedak kod monoterapije PD-1 inhibitorima (<1%, medijan pojave 26 tjedana). Obi¢no se
prezentira simptomima pituitarne upale (glavoboljom, muéninom, diplopijom) i/ili simptomima vezanima
uz panhipopituitarizam, prvenstveno uz adrenalnu insuficijenciju (mué¢nina, slabost, hipotenzija, poliurija,
gubitak apetita); klincka je slika nespecifi¢na i ponekad tesko poveziva s pravim uzrokom. Simptomi
upale zbrinjavaju se udarnom dozom kortikosteroida i najcesce su prolazni, ali hipopituitarizam je

uglavnom trajan, te pacijent mora primati hormonsku nadomjesnu terapiju (prednizon ili hidrokortizon).

Nezeljeni dogadaj gotovo ekskluzivan za terapiju PD-1 inhibitorima jest pojava dijabetesa melitusa.
Razvija se u <1% pacijenata, ali ga je vazno imati na umu jer prva prezentacija moze biti u obliku
dijabeti¢ke ketoacidoze. Razinu glukoze u krvi potrebno je pratiti na pocetku i prije svakog ciklusa
terapije; ukoliko ona povisena, ciklus se moze odgoditi te provesti naknadno po normalizaciji nalaza.

Pacijenti obi¢no zahtjevaju dozivotnu terapiju inzulinom.

8.2. Gastrointestinalne nuspojave

Gastrointestinalne nuspojave generalno su rjede kod primjene PD-1 inhibitora u usporedbi s CTLA4-
inhibitorima; kolitis se javlja u 5% slucajeva te se uglavnom prezentira proljevastim stolicama, a nesto
rjede bolovima u trbuhu i hematohezijom. Ove su nuspojave najc¢esce samo akutnog trajanja i dobro
odgovaraju na kortikosteroidnu terapiju; proljev refrakteran na imunosupresive potrebno je iznova
klini¢ki procijeniti i iskljuéiti drugu pozadinsku patologiju (npr. infekciju, imunoterapijom uzrokovanu

celijakiju), a mogu¢ je i kasan nastup proljeva koji je uglavnom posljedica insuficijencije pankreasa, tj.
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steatoreja (1% pojavnosti). Akutni kolitis drugog ili viSeg stupnja takoder zahtjeva obradu kako bi se
iskljucile akutne infekcije, latentne infekcije prije primjene imunosupresiva, jetrene i bolesti gusterace te

upalne bolesti crijeva (ukljucivo sa slikovnim i endoskopskim pretragama).

Hepatitis se javlja u 3-10% slucajeva, nesto rjede uz terapiju PD-1 nego CTLA-4 inhibitorima; uglavhom
se radi 0 asimptomatskoj prolaznoj leziji ili blagim nespecifi¢nim simptomima (slabost, mialgije, rjede
zutica) bez prelaska u kronic¢no stanje. Pri obradi hepatitisa viSeg stupnja tezine vazno je provjeriti jetrenu
sintetsku funkciju te iskljuciti infektivni hepatitis; u slucaju refrakternosti na kortikosteroide ne
preporucuje se primjena infliksimaba zbog njegove hepatotoksi¢nosti, premda postoje studije €iji rezultati
pokazuju da infliksimab u ograni¢enim dozama razrjesuje simptome imunoterapijom uzrokovanog

hepatitisa bez dodatne Stete po jetru. Umjesto njega moze se primijeniti i mikofenolat mofetil.

8.3. Dermatoloske nuspojave

KozZne nuspojave jedne su od najées¢ih nuspojava terapije checkpoint inhibitorima, te se uglavnom
manifestiraju dermatitisima, pruritusom ili vitiligom (koji se daleko najcesce pojavljuje u pacijenata s
melanomima, dakle uglavnom pri primjeni CTLA-4 inhibitora). Dermatitis i pruritus uglavnom se dobro
kontroliraju topikalnim (eventualno sistemskim) steroidima odnosno GABA-ergi¢kim agonistima (u
slucaju pruritusa bez osipa), medutim ove su nuspojave unato¢ svojoj bezopasnosti i rijetkom potrebom
za prekidom imunoterapije iznimno problemati¢ne za pacijente i smanjuju kvalitetu zivota. Kozne
manifestacije rijetko mogu biti i teSke te Zivotno opasne, poput toksi¢ne epidermalne nekrolize i Steven-

Johnsonovog sindroma.

8.4. Reumatoloska toksi¢nost

Manifestacije reumatoloske toksi¢nosti ukljucuju artralgiju, mialgiju i artritis, ¢esto udruzene u sindrome
koji sli¢e reumatoidnom artritisu te polimiozitisu, a javlja se i imunoterapijom uzrokovan sicca-sindrom
sli¢an Sjogrenovom sindromu, S tim da su pacijenti obi¢no seronegativni i bez prisutnog HLA-B27
genotipa. U zbrinjavanju ovih stanja koriste se nesteroidni protuupalni lijekovi u slucaju blazih tegoba, a
ukoliko poboljSanja nema prelazi se na peroralne kortikosteroide (npr. prednizon), premda je odgovor na
steroide Cesto suboptimalan te ¢ak dvije tre¢ine pacijenata zahtjeva primjenu DMARDova (disease-
modifying antirheumatic drugs). Reumatske tegobe uglavnom traju dulje vremena tijekom primjene
imunoterapije te minimalno 6-12 mjeseci poslije njezinog prekida, a u vecini slu¢ajeva prelaze u trajne

zdravstvene tegobe. Slicno kao i kozne nuspojave, predstavljaju znacajan problem za pacijente jer vrlo
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negativno utjecu na kvalitetu zivota, a pritom obi¢no nisu dovoljno teSke ni opasne da bi se prekinula
imunoterapija i uvelo visokodozno imunosupresivno lijecenje, zbog ¢ega se u zbrinjavanju ovakvih
pacijenata uglavnom balansira izmedu kontinuirane protutumorske imunosupresivne terapije i lijekova
poput nesteroidnih protuupalnih lijekova, DMARDova i niskih doza steroida ne bi li se dosko¢ilo

nuspojavama.

8.5. Neuroloske nuspojave

Neuroloske nuspojave rijetka su pojava pri terapiji PD-1 inhibitorima, te uklju¢uju mijasteniju gravis,
Guillan-Barréov sindrom, centralnu i/ili perifernu neuropatiju, asepti¢ki meningitis, encefalitis,
transverzalni mijelitis, neurosarkoidozu, vaskularnu encefalopatiju i druga stanja. Trajanje i tezina svakog
pojedinog nezeljenog dogadaja iz ovog Sirokog spektra uvelike se razlikuju. Meningoencefalitis se
uspjesno tretira kortikosteroidima te obi¢no prolazi brzo i bez trajnih posljedica (iako rijetko moze biti
fatalan); mijastenija gravis povezana s imunoterapijom ima tendenciju prelaska u kroni¢ni sindrom, ali se
kao takva dobro kontrolira lijekovima; Guillan- Barréov sindrom je visoko fatalan, a ¢ak i pacijenti koji
se oporave s imunosupresivnom terapijom ¢esto pate od zaostale slabosti ili gubitka osjeta; periferna

(ve¢inom senzorna) neuropatija je pak nuspojava uz koju se najc¢esce razvija kronicitet.

8.6. Kardiovaskularna toksi¢nost

Kardiovaskularna toksi¢nost javlja se u 1-2% pacijenata te obuhvaca upalu i oStecenje u sréanoZilnom
sustavu na svim razinama: krvozilju (naj¢esc¢e temporalni arteritis i polymialgia rheumatica, a uz to i
bolest koronarnih zila te hipertenzija), miokardu (miokarditis, Takotsubo kardiomiopatija, zatajenje srca i
kardiogeni $ok), perikardu (perikarditis i perikardijalni izljev) te provodnom sustavu srca (razne aritmije).
U kroni¢na stanja Cesto prelaze perikarditis i hipertenzija, a miokarditisi kao trajnu posljedicu mogu imati
rezidualnu kardiomiopatiju. Nezeljeni dogadaji terapije PD-1 inhibitorima s kardijalnim manifestacijama
su najces¢i uzroci smrti povezani s imunoterapijom, zbog ¢ega se pri prvoj pojavi sumnje na sréanu
patologiju pacijente hospitalizira, provodi puni opseg pretraga za provjeru sréane funkcije i strukturalnog
integriteta, a imunoterapija se trajno obustavlja ve¢ na drugom stupnju tegoba, $to kod nuspojava na

drugim organskim sustavima nije slucaj.
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8.7. Pulmoloske nuspojave

Nezeljeni dogadaji koji zahvacaju respiratorni sustav vrlo su vazan uzrok morbiditeta i mortaliteta pri
terapiji PD-1 inhibitorima, posebno pembrolizumabom. Najéesce stanje pritom je pneumonitis koji se
manifestira suhim kasljem, smanjenom saturacijom Krvi kisikom i na rendgenogramu vidljivih
bilateralnim infiltratima poput mutnog stakla; prvi je stupanj pneumonitisa asimptomatski uz pozitivan
radioloski nalaz. Pneumonitis u vec€ini sluc¢ajeva dobro reagira na kortikosteroidnu i/ili imunomodulatornu
terapiju, uz mogucénost zaostanka infiltrata na slikovnim pretragama koji se takoder obi¢no spontano
razrijeSe nakon godinu-dvije. Osim pneumonitisa, javljaju se i suhi kasalj i wheezing bez radioloskih
znakova upale (terapija inhalacijama i pobolj$anje do razrjeSenja za 6-12 mjeseci) te sarkoidoza (prolazi
spontano, odnosno uspjesno se lije¢i kortikosteroidima), a moguca je i reaktivacija pluéne tuberkuloze, s
tim da uloga PD-1 inhibitora u reaktivaciji jos nije definitivno potvrdena. U obradi pacijenata s dispnejom
vazno je iskljuéiti i sr¢anu, jetrenu i bubreznu bolest te plu¢ne infekcije (preferabilno mikrobioloskom

analizom bronhoskopskih uzoraka te bronhoalveolarnog lavata).

Zaklju¢no, nezeljeni ucinci terapije PD-1 inhibitorima Cesta su pojava, prvenstveno oni nizeg stupnja
tezine i dobrog odgovora na simptomatsku terapiju, no postoji i znacajan broj teskih (pa ¢ak i smrtnih)
posljedica imunoterapije, zbog ¢ega je pacijente koji ju primaju potrebno pomno pregledati prije njezinog
pocetka radi procjene opéeg stanja i identifikacije potencijalnih rizi¢nih ¢imbenika, a potom redovito
pratiti tijekom razdoblja primjene PD-1 inhibitora kako bi se moguci razvoj nuspojava $to ranije otkrio i
zbrinuo. Vazno je napomenuti i da naizgled blage nuspojave mogu znatno ostetiti pacijentovu kvalitetu
zivota, §to takoder treba uzeti u obzir pri zbrinjavanju i nastojati tome doskociti. Takoder, pokazano je da
kombiniranje PD-1 inhibitora s drugim checkpoint-inhibitorima (prvenstveno ipiliumabom) i
kemoterapijom znacajno povisuje rizik od pojave nezeljenih dogadaja, kao i njihovu tezinu; s obzirom na
to, pozeljno je okrenuti se monoterapiji PD-1 inhibitorima kad god je to moguce, a stanje pacijenata koji

primaju kombiniranu terapiju potrebno je ¢eScée i pazljivije kontrolirati.
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9. REZISTENCIJA NA IMUNOTERAPIJU PD-1 INHIBITORIMA

Unato¢ dokazanoj u¢inkovitosti PD-1 inhibitora u terapiji pojedinih tipova tumora te dugom terapijskom
ucinku, pokazalo se da su oni ogranic¢eni na samo mali broj pacijenata — u 60-70% njih nema zabiljezenog
objektivnog odgovora, a u 20-30% onih koji isprva odgovore na terapiju tumor se nakon nekog vremena
prosiri ili ponovno javi nakon izlijecenja.(60) Do navedenog dolazi zbog rezistencije na imunoterapiju,
koja moze biti primarna odnosno intrinzi¢na (nema odgovora od pocetka primanja terapije zbog
tumorskih faktora koji povecavaju rezistenciju na imunosno uklanjanje, a time i imunoterapiju) ili
sekundarna odnosno adaptivna (nestanak u¢inka nakon odrenednog razdoblja djelovanja terapije uslijed
specifi¢nih upalnih signala koji nastaju pri imunosnoj reakciji na tumor).(60,98) Rezistencija na
imunoterapiju blisko je povezana s funkcioniranjem i aktivno$¢u imunosnog sustava pacijenta te imunih

svojstava samog tumora. Slijedi kratki pregled mehanizama rezistencije na terapiju PD-1 inhibitorima.

9.1. Tumorski neoantigeni

Tumorski neoantigeni su antigeni izrazeni na tumorskim stanicama kao posljedica njihovih genetskih
mutacija; pokazano je da tumori s ve¢om koli¢inom neoantigena biljeZe viSu razinu citotoksi¢ne
aktivnosti od strane CD8+ tumor-infiltriraju¢ih limfocita, koja je pak povezana s povecanim
prezivljenjem kod tumora glave i vrata. S obzirom na inicijalno izraZeniji protutumorski odgovor u
tumorima s velikim brojem neoantigena, kod njih se biljezi i bolji odgovor na imunoterapiju.(98) Ova
povezanost ipak nije jednozna¢na budu¢i da se neoantigeni razlikuju po svojoj kvaliteti (odnosno
imunogenosti), pa ¢e dva tumora slicnog neoantigenskog tereta ali njihove razlicite kvalitete razli¢ito
odgovoriti na imunoterapiju.(98) Dakle, jedan od mehanizama primarne rezistencije na tumor bio bi
tumoru intrinzi¢na smanjena ekspresija neoantigena putem MHC-I sustava i/ili njihova smanjena

imunogenost.

Do smanjenja ekspresije neoantigena moze doci i tijekom primjene imunoterapije; tumori glave i vrata
specifi¢ni su po ucestalim i mnogobrojnim mutacijama pod utjecajem selekcijskog pritiska (u ovom
slu¢aju imunoterapije)(60), koje s jedne strane potencijalno vode do stvaranja novih neoantigena, no s
druge strane mogu rezultirati ste¢enom inhibicijom prezentacije neoantigena. Uglavnom se radi o
mutacijama interferonskih signalnih puteva i ekspresije molekula MHC-I te TAP-1/2 (transporter

associated with antigen processing complex 1 and 2).(98)
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9.2. Tumorsko mutacijsko opterecenje (eng. tumor mutational burden, TMB)

Gore spomenuta sklonost mutacijama u stanicama tumora glave i vrata sama je po sebi ¢cimbenik
intrinzi¢ne rezistencije na terapiju PD-1 inhibitorima, nevezano za ué¢inak na brojnost i prezentaciju
neoantigena. Naime, velika koli¢ina nasumi¢nih mutacija u tumoru vodi do stvaranja vise razli¢itih
stani¢nih populacija (odnosno subklonova) unutar istog tumora s razli¢itom imunogenosti, §to se naziva
tumorskom heterogeno$c¢u. Na neke od njih ¢e imunoterapija djelovati, dok na druge (one nisko
imunogene) nece; §to je vise razli¢itih klonova u tumoru, raste vjerojatnost da na neke od njih terapija
nece imati u¢inka. Tumorska je heterogenost ¢est mehanizam u pozadini pojave inicijalnog dobrog
protutumorskog djelovanja primijenjenog lijeka te kasnijeg relapsa bolesti, i veZe se uz smanjeno

prezivljenje kod tumora glave i vrata.(82,98)

Tumorsko optere¢enje mutacijama (tumor mutational burden, TMB) moze, s druge strane, rezultirati i
mutacijama koje ¢ine tumor susceptibilnijim imunoterapiji, posebice ukoliko inteferiraju sa signalnim
putem IFN-y;(14,60,99) tumorski odgovor, dakle, ovisi o ravnotezi izmedu mutacija koje podrzavaju

protutumorski imunosni odgovor i onih koje ga ometaju.

9.3. Tumorski mikrookolis

Imunosni profil tumorskog mikrookolisa i perifernih tkiva takoder igra ulogu u tumorskoj rezistenciji na
imunoterapiju. Pokazano je da je prisutnost protumorigenih imunosnih stanica poput TAM-ova (tumor-
associated macrophages, makrofagi M2 fenotipa) i MDSC-ova (myeloid-derived supressor cells), koje su
vazan izvor imunosupresivnih citokina poput TGF-B i IL-10, povezana s razinom terapijskog odgovora;
njihova je prisutnost u tumorskom mikrookoli$u prije primjene imunoterapije stoga potencijalni prediktor
njezine uspjesnosti. Sto je ovih imunosupresivnih stanica vise, oekuje se slabiji odgovor i manja
uspjesnost lije¢enja.(82,98,99) Osim imunosupresivnih stanica, za uspjes$nost terapijskog odgovora
izuzetno je vazan i1 postojeci protutumorski imunosni odgovor, prvenstveno onaj tumor-infiltrirajucih
limfocita. (TILs) Naime, pokazano je da najveéu uspjes$nost terapije inhibitorima kontrolnih to¢aka bijeze
tzv. ,,vru¢i‘ odnosno ,,upaljeni* tumori (eng. hot tumors, inflamed tumors), nazvani tako zbog obilnog
limfocitnog infiltrata i visoke razine ekspresije gena karakteristicnih za dendriticke stanice i CD8+
limfocite. S obzirom na to da u tumoru ve¢ postoji aktivna borba protiv malignih stanica, PD-1 inhibitori
mogu efikasno potaknuti istu i tako posti¢i dobre terapijske rezultate. Za razliku od toga, cold odnosno
non-inflamed tumori nemaju osnove za povoljan odgovor na primjenu PD-1 inhibitorima, te se u skladu s

time najéeS¢e pokazu rezistentnima na terapiju.(14,99,100)
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Ostale karakteristike tumorskog mikrookoli$a povezane s terapijskim odgovorom su izrazaj PD-L1

molekula i HPV-status.

Kao $to je ve¢ prije spomenuto, povisSena ekspresija PD-L1 molekula u tumorskom mikrookolisu
mehanizam je tumorske obrane od imunosnog odgovora, medutim ona nam indirektno pokazuje da je taj
isti imunosni odgovor vrlo aktivan (s obzirom na to da je glavni induktor ekspresije PD-L1 u tumorima
limfocitni i NK-stani¢ni IFN-y) te da u tumorskom tkivu postoje brojne mete za PD-1 inhibitore.(60,99)
PD-L1 negativni tumori (oni s manje od 1-5% stanica koje izrazavaju PD-L1, ovisno o studiji) imaju slab

ili nikakav odgovor na primjenu PD-1 inhibitora.(98,99,101)

HPV-pozitivni tumori prijemciviji su za terapiju inhibitorima kontrolnih tocaka iz dva razloga: na svojoj
povrsini izrazavaju viralne antigene, §to ih ¢ini znac¢ajno imunogenima i prepoznatljivima imunosnom
sustavu koji se protiv njih vrlo aktivno bori, a osim toga obi¢no imaju i visoku ekspresiju PD-1/PD-L1
molekula u tumorskom mikrookolisu i bogat limfocitni tumorski infiltrat.(14,99) Medu karcinomima
glave i vrata, HPV-pozitivni su najée$c¢e karcinomi usne Supljine i orofarinksa;(68) ostalim lokacijama

ova karakteristika uglavnom nedostaje, te bi zbog toga odgovor na imunoterapiju mogao biti nesto slabiji.

9.4. Karakteristike pacijenata
Karakteristike samih pacijenata jo$ su jedna od varijabli koje utje¢u na rezistenciju; medu njima vrijedi

spomenuti pusacki status, stanje mikrobiote probavila i spol.

Prema rezultatima meta-analize Botticellija i suradnika, pusaci biljeze bolji terapijski odgovor buduci da
su sastojci duhanskog dima potentni DNA-mutageni, §to vodi do pove¢anog tumorskog optereéenja

mutacijama i potencijalne ve¢e imunogenosti barem nekih tumorskih stani¢nih linija.(102)

Mikrobiota probavila regulira generalno funkcioniranje imunosnog sustava, pa tako i njegovu aktivnost
pri primjeni PD-1 inhibitora. Pokazano je da terapijski odgovor ovisi 0 konkretnim mikroorganizmima
prisutnima u probavilu — neke bakterije ga potenciraju, a druge ometaju — te o primjeni antibiotika
tijekom primanja imunoterapije (pacijenti koji su lijeeni antibioticima imali su smanjeno opcée

prezivljenje i prezivljenje bez progresije bolesti).(60,101,103)

Spolne razlike u odgovoru na PD-1 inhibitore manje su nego sto je sluc¢aj s CTLA4-inhibitorima, te su
rezultati brojnih studija i sistemskih pregleda ponesto kontradiktorne. U vecini slucajeva, ipak, ¢ini se da
zene biljeZe nesto manje uspjesan odgovor na terapiju nivolumabom i pembrolizumabom od muskaraca;

njihov je imunosni odgovor na patogene predominantno humoralni i Th2 tipa (za razliku od muskaraca,

40



kod kojih prevaguju citotoksi¢ni CD8+ mehanizmi), a tumori koji se u njih razvijaju su obi¢no slabije
imunogeni i ,,skriveniji* od imunosnog sustava, $to su mogu¢i mehanizmi primarne rezistencije na

terapiju PD-1 inhibitorima.(16,93,102)

9.5. Predvidanje odgovora na terapiju PD-1 inhibitorima

U prethodnim odlomcima bilo je rijeci o generalnim odrednicama odgovora na terapiju PD-1
inhibitorima. S obzirom na spoznaju o mogucénosti postojanja rezistencije, prije primjene checkpoint
inhibitora potrebno je odrediti faktore povezane s njezinom prisutnosc¢u u konkretnom tumoru. U
klini¢koj se praksi najéesce koriste ekspresija molekule PD-L1 i HPV-status(99) te nekolicina rjedih,

eksperimentalnih parametara.

Ekspresija molekule PD-L1 moZe se izraziti pomoc¢u dvije vrijednosti: CPS i TPS. CPS odnosno
Combined Positive Score jest omjer svih stanica koji izrazavaju PD-L1 te ukupnog broja vijabilnih
tumorskih stanica.(104) Radi se o neizravnom imunoenzimskom testu (imunohistokemijskoj analizi)
pomocu kojeg se stanice koje eksprimiraju PD-L1 obojaju i mogu se razlikovati od ostatka tkiva bez PD-
L1 molekule na svojoj povrsini; potom se pod svjetlosnim mikroskopom u polju s najmanje 100
vijabilnih tumorskih stanica broje obojene odnosno vijabilne tumorske stanice, te se ta dva broja podijele.
Obojene stanice mogu biti tumorske, koje obavezno moraju imati djelomic¢no ili potpuno linearnu
obojenu membranu da bi usle u racun, te limfociti i makrofagi, za koje je dovoljna i samo obojena
citoplazma.(105) Tumor Proportion Score jest vrijednost koja izrazava postotak vijabilnih tumorskih
stanica koje pokazuju djelomi¢nu ili potpunu obojanost bilo kojeg intenziteta, Sto govori o prisutnosti PD-
L1 na njihovoj povrsini. TPS ve¢i ili jednak 50% oznacava visoku ekspresiju PD-L1. Metoda dobivanja
ove vrijednosti sli¢na je onoj za CPS — takoder se radi o neizravnom imunoenzimskom testu kojim se
oboja stani¢na membrana tumorskih stanica s prisutnom molekulom PD-L1.(106) Generalno gledano,
CPS>1 odnosno TPS>50% smatraju se prediktorima dobrog terapijskog odgovora te se terapija PD-1
inhibitorima odobrava u pacijenata s ovakvim tumorskim fenotipom. Odredivanje razine PD-L1 u

tumorskom tkivu usla je u klini¢ku praksu te je obavezna prije propisivanja terapije PD-1 inhibitorima.

Vazno je napomenuti da vrijednosti CPS<I odnosno TPS<50% ne znace nuzno i slabiji odgovor na
imunoterapiju. Njihova ogranicenost u predikciji terapijskog odgovora lezi u vise razloga. Kao prvo,
tumori glave i vrata vrlo su heterogeno tkivo u kojem se stanice jako medusobno razlikuju po postoje¢im
mutacijama; buduéi da se za izvodenje ovog testa koristi samo mali dio tumora, ne moze se sa sigurnoS$¢u
re¢i da rezultat vrijedi za cijeli maligni proces. Jednako se tako razlikuju i primarni tumor, metastaze u

regionalnim limfnim ¢vorovima i udaljene metastaze; ako jedno od njih biljezi povoljan terapijski
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odgovor, ne mora biti tako i za ostale. Nadalje, uslijed visoke tumorske optere¢enosti mutacijama (tumor
mutational burden, TMB) jedno te isto tumorsko sijelo moze u razli¢itim dijelovima tumora biljeziti
razli¢itu razinu molekule PD-L1, te se pozitivni CPS ili TPS rezultat dobiven prije terapije moze
promijeniti u njezinom tijeku. Takoder, treba uzeti u obzir terapijske modalitete primijenjene prije
imunoterapije — radioterapija i kemoterapija mogu znatno izmijeniti spektar mutacija i molekularne
ekspresije u tumorskom tkivu, $to zbog vlastite mutagenosti Sto zbog unistavanja tumorskih stanica koje
su eksprimirale PD-L1. Naposlijetku, provodenje imunohistokemijskih testova radi utvrdivanja CPS i
TPS vrlo je nestandardizirano. Na trziStu postoji vise kitova za izvedbu ovih testova koji daju razlicite
rezultate te nema standardizacije po pitanju vremena uzimanja uzorka, lokacije s koje se uzorak uzima
(primarni, nodalni ili metastatski tumor) ni dijela/koli¢ine tumora koju je potrebno uzorkovati. Uslijed
svega navedenog, i pacijenti s negativnim imunohistokemijskim testovima mogu imati koristi od

imunoterapije.(107)

HPV-status odreduje se imunohistokemijskim testovima za detekciju p16 u tumorskom tkivu, odnosno
izravnim dokazivanjem virusne DNK ili RNK in-situ hibridizacijom te PCR-om.(68) Rutinsko
dokazivanje prisutnosti virusa u tumorskom tkivu indicirano je za novootkrivene tumore
orofarinksa.(108)

p16 surogatni je marker za zarazu HPV-om; njegova povecana ekspresija moze biti uzrokovana
aktivnoscu virusnih proteina E6 i E7. Medutim, isti u¢inak na razinu p16 mogu imati i procesi
nepovezani s HPV-om uzrokovanim tumorom, poput upala, regenerativnih procesa i mutacija p53 — zbog
toga osjetljivost i specifi¢nost ovog markera variraju izmedu 80 1 90%, i on nije nuzno povezan s
prisutno$cu transkripcijski aktivnog HPV-a koji bi uzrokovao bolest, odnosno postoji grupa pacijenata ¢iji
se tumori opisuju s p16+/HPV-.(109) Ipak, ovaj je marker §iroko prihvacen u klini¢koj upotrebi jer su
brojne studije pokazale statisti¢ki znac¢ajno bolju prognozu p16-pozitivnih orofaringealnih karcinoma, bez
obzira na aktivnost virusa, a osim toga imunohistokemijski test kojim se on dokazuje je povoljan i lako
dostupan.(108) Prema nekim istrazivanjima, pacijenti s p16+/HPV- tumorima ipak nemaju znac¢ajno bolju
prognozu od onih s HPV-negativnim tumorima(109), $to dovodi u pitanje prognosti¢ku vrijednost p16, i u
takvim slucajevima smjernice predlazu provodenje HPV-specifi¢nih testova kojima se izravno dokazuje

prisutnost i aktivnost virusa u tumoru.(108)
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10. IMUNOTERAPIJA TUMORA GLAVE | VRATA U HRVATSKOJ

U Republici Hrvatskoj se za terapiju karcinoma glave i vrata takoder koriste PD-1 inhibitori,

pembrolizumab i nivolumab.

10.1. Pembrolizumab

Pembrolizumab je u hrvatskom dostupan pod tvornickim imenom KEYTRUDA, u obliku koncentrata
otopine za infuziju (25 mg lijeka/ml otopine). Kao monoterapija ili u kombinaciji s kemoterapijom koja
sadrzi platinu i 5-fluorouracil (EXTREME protokol) indiciran je za prvu liniju lije¢enja metastatskog ili
neresektabilnog rekurentnog karcinoma skvamoznih stanica glave i vrata u odraslih bolesnika ¢iji tumori

eksprimiraju PD-L1 s CPS-om veéim ili jednakim 1.(110)

Osim toga, registriran je i za lijeCenje rekurentnog ili metastatskog karcinoma koji eksprimiraju PD-L1

uz TPS vedi ili jednak 50%.(110)

Obic¢no se prima u dozi od 200 mg svaka 3 tjedna, ili 400 mg svakih 6 tjedana, intravenskom infuzijom u
trajanju od 30 minuta, za odrasle bolesnike; doza za pedijatrijsku populaciju je 2mg/kg tjelesne tezine (do
najvise 200 mg) svaka 3 tjedna .(110)

10.2. Nivolumab

Nivolumab (tvornickog imena OPDIVO) prisutan je na trzistu takoder u obliku koncentrata otopine za
infuziju, razlicitih doza (10 mg lijeka/ml otopine, u bo¢icama od 4, 10 i 25 ml koncentrata). Indiciran je
za lijeCenje rekurentnog ili metastatskog planocelularnog raka glave i vrata u odraslih bolesnika u kojih je
doslo do progresije bolesti tijekom ili nakon terapije platinom.(111) Prima se u dozi od 240 mg svaka 2

tjedna tijekom 30 minuta.

Nivolumab i pembrolizumab nalaze se na HZZO-ovoj Osnovnoj listi lijekova (objavljenoj 27.04.2023.),
ali pripadaju i Popisu posebno skupih lijekova. Prema HALMED-ovom Zbirnom popisu objavljene cijene
lijekova iz 2022. godine, cijena 10mg/ml koncentrata lijeka OPDIVO u bocici od 4 ml iznosi 497,22 €, a
ona 25 mg/ml koncentrata lijeka KEYTRUDA u bo¢ici od 4 ml iznosi 3.010,57 €.(112)
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11. KOMBINIRANO LIJECENJE IMUNOTERAPIJOM I DRUGIM TERAPIJSKIM
MODALITETIMA

Imunoterapija u odredenoj populaciji pacijenata biljezi visoku uspjesnost i sigurnost primjene, medutim
broj pacijenata koji potpuno i dugotrajno odgovore terapiju jos uvijek je malen, a pojavnost nezeljenih
dogadaja raste s povisenjem doze imunoterapeutika. 1z tog razloga pokusava se imunoterapiju uvesti u
kombinirano lijecenje, odnosno primijeniti ju uz druge terapijske modalitete radi postizanja jos boljih

rezultata; neke od ovih kombinacija ve¢ su usle u klinicku primjenu.

Generalno gledano, PD-1 inhibitori mogu se kombinirati s kirur§kim lije¢enjem, kemoterapijom,

radioterapijom i drugim imunoterapeuticima.

11.1. Kombinacija s kirurskim lije¢enjem

Kirursko je lijeCenje Cesto osnova terapije primarnih tumora glave i vrata, posebice u usnoj Supljini.
Imunoterapija svoje mjesto uz kirurSku moze na¢i u adjuvantnom ili neoadjuvantnom obliku. U slucaju
primjene poslije kirur§kog zahvata, analogno klasi¢énim kemoterapeuticima, disrupcija tumorskog tkiva
operacijom i otkrivanje novih antigena potencijalno bi rezultirala pojac¢anim imunosnim odgovorom koji
bi PD-1 inhibitori dodatno potaknuli.(113) Osim toga, njihova bi veca specifi¢nost mogla rezultirati
veéim uspjehom u uniStavanju preostalih tumorskih stanica, a s druge strane izazivaju puno manje
nuspojava od citotoksicnih lijekova te bi se mogla koristiti kod pacijenata koji ne mogu podnijeti toksicne

ucinke kemoterapije.(56)

S druge strane, neoadjuvantna primjena PD-1 ima jo$ i viSe potencijalnih koristi. Najprije, smanjenje
tumorske mase prije operacije omogucuje njenu manju ekstenzivnost, ¢ime se poboljsavaju funkcionalni i
estetski rezultati kirurSkog zahvata, kao i pshiholoske posljedice po pacijente i njihova kvaliteta Zivota.
Zatim, preoperativno poticanje protutumorskog imunosnog odgovora moze pomoci u uklanjanju nakon
operacije preostalih tumorskih stanica, te time smanjiti incidenciju rekurencije i metastaziranja.
Naposlijetku, izlaganje dotad nelije¢enih tumora monoterapiji imunosno aktivnim lijekovima ili njihovom
kombinacijom omogucilo bi pracenje biomarkera za odgovor na terapiju; biopsije i resekcijski materijal
mogli bi se analizirati na promjene u tumorskom mikrookoliSu radi utvrdivanja molekularnih i stani¢nih

uc¢inaka imunoterapije.(56)

Provedena su brojna istrazivanja uspjeha neoadjuvantne terapije pembrolizumabom odnosno

nivolumabom u tumorima glave i vrata. Jedno od prvih takvih je istrazivanje Uppalurija i suradnika
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(2020.) koje je pokazalo sigurnost neoadjuvantne primjene jedne doze pembrolizumaba u resektabilnim
tumorima stadija 11 i IV, te 44%-tnu regresiju tumora gledano u svih pacijenata, a ¢ak preko 55% u njih
22%.(113-115) Horton i suradnici (2021.) istrazivali su sigurnost i u¢inak neoadjuvantne primjene
nivolumaba; pokazao se sigurnim za primjenu, uz niski broj teskih nezeljenih dogadaja, a patoloski se
odgovor javio u tre¢ine pacijenata. U istih je zabiljezena i klinicka regresija tumora te povoljan odgovor
na kirurSku terapiju.(114,116) Preliminarni rezultati studije CheckMate-358 prezentirani su na
konferenciji Europskog drustva za medicinsku onkologiju (European Society for Medical Oncology,
ESMO) 2017. godine, a u cijelosti su objavljeni 2021. godine. Pokazano je da je neoadjuvantna primjena
nivolumaba sigurna u pacijenata s resektabilnim HPV+/HPV- karcinomima glave i vrata stadija I11-1V;
zabiljezen je patoloski odgovor u 23,5% HPV+ 1 5,9% HPV- tumora, regresija tumora zabiljeZzena je u
znacajnog broja pacijenata (viSe u onih s HPV+ tumorima), a u vise od polovice pacijenata nije bilo
relapsa dvije godine poslije provedene terapije.(113,114,117) Rezultati studije Wise-Draper i suradnika
(2022.) su 52%-tni patoloski utvrden odgovor tumora (pathologic tumor response, pTR; udio
resekciranog tumorskog materijala s nekrozom tumora, keratinoznim ostacima i divovskim
stanicama/histocitima) na neoadjuvantni pembrolizumab, na temelju ¢ega je za 41% tumora snizen stadij.
U pacijenata koji su pokazali odgovor na pembrolizumab nije bilo progresije ni povratka
bolesti.(113,114,118)

S obzirom na sve navedeno, ¢ini se da PD-1 inhibitori imaju buduénost u neoadjuvantnoj primjeni pri

lijeCenju tumora glave i vrata.

11.2. Kombinacija s kemoterapijom

Kemoterapija, uz toksi¢ni efekt uslijed interferencije s tumorskom DNA odnosno proteinima potrebnih za
stani¢no umnaZzanje, ima i odredene imunoloske ucinke koji igraju ulogu u protutumorskom imunosnom
odgovoru. Pri samom uniStavanju stanica, oslobadaju se tumorski antigeni i DAMP-ovi koji poti¢u
reakciju imunosnih stanica; za PD-1 inhibitore i njihovo djelovanje je moZda najvaznije osnazivanje
aktivnosti efektorskih limfocita T smanjenjem izrazaja koinhibitorskih molekula (prvenstveno PD-L1),
regrutiranje novih limfocita T u tumorsko tkivo i diferencijacija tumor-specifi¢nih citotoksi¢nih limfocita
T.(119,120)

Standard terapije rekurentnih/metastatskih karcinoma glave i vrata jest kombinacija kemoterapije bazirana
na platini (najée$ce cisplatin), 5-fluorouracila i ciljanog lijeka cetuksimaba; najpoznatija studija koja
proucava ucinak zajedni¢ke primjene ovog standardnog rezima i PD-1 inhibitora jest KEYNOTE-

048,(56) azurirana u srpnju 2022. godine. Ova studija usporeduje ishode pacijenata s

45



rekurentnim/metastatskim karcinomima glave i vrata lijeCenih pembrolizumabom kao monoterapijom,
kombinacijom pembrolizumaba i kemoterapije te kombinacijom cetuksimaba i kemoterapije. Pokazano je
da pembrolizumab i njegova kombinacija s kemoterapijom imaju medusobno sli¢an i povoljniji u¢inak na
prezivljenje u odnosu na kombinaciju cetuksimaba i kemoterapije; produljuju opce prezivljenje i
prezivljenje bez progresije bolesti, pokazuju poboljsanu stopu odgovora na terapiju te povisuju plato
prezivljenja odnosno broj konac¢no prezivjelih pacijenata nakon primanja terapije (koji je za

pembrolizumab+kemoterapiju ¢ak nesto visi nego uz sam pembrolizumab).(87)

Medutim, vazno je primijetiti da se uz kombinaciju imunoterapije i kemoterapije veze i izuzetno velik
broj nezeljenih dogadaja, $to ogranicava njezinu upotrebu. Naime, podaci iz literature pokazuju da
incidencija s lijeCenjem povezanih neZeljenih posljedica kod ovog kombiniranog terapijskog modaliteta
seze ¢ak 0 97,7%, $to je najvise u usporedbi sa svim drugim kombinacijskim terapijama za tumore
odnosno imunoterapijom kao jedinim modalitetom lije¢enja. Pritom je incidencija teskih (treceg ili viseg
stupnja) neZeljenih dogadaja ¢ak 68,3%.(120) Sli¢no je pokazano i u KEYNOTE-048: kombinacija
pembrolizumaba i kemoterapije bila je povezana s ¢ak 96,9% nezeljenih dogadaja, a od toga 71,7%

teSkih, $to je i neSto vise od onih prisutnih uz lijeenje cetuksimabom i kemoterapijom.(87)

Zajednicka primjena imunoterapije i kemoterapije pokazuje, dakle, zavidne rezultate po pitanju progresije
bolesti i prezivljenja pacijenata s tumorima glave i vrata, no pritom je sigurnosni profil podosta
nepozeljan, te postoji potreba za razvojem novih, razumnijih kombinacija s manje nezeljenih dogadaja i

vi§im terapijskim uspjehom.

11.3. Kombinacija s radioterapijom

Terapija zraCenjem u kombinaciji sa sustavnom terapijom primarna je nekirurSka definitivna opcija
lije¢enja lokalno uznapredovalog karcinoma skvamoznih stanica glave i vrata, te jos jedan modalitet
lijeenja koji u pozadini svog toksi¢nog djelovanja sadrzi i imunoloske mehanizme, vidljive u akutnoj
upali, nekrozi i fibrozi koje se javljaju nakon ozracivanja.(121) Jedno od zanimljivih svojstava
radioterapije je tzv. apskopalni ucinak (eng. abscopal effect) — sposobnost djelovanja na mjesta u tijelu
udaljena od ozracenog.(119,121) Buduci da se isti u¢inak eksperimentalno nije uspio posti¢i u pokusnih
zivotinja s manjkom limfocita T ili konkretno manjkom CD8+ limfocita T, smatra se da je mehanizam
ovog djelovanja u svojoj sustini imunosni. Nadalje, sli¢no kemoterapiji, zracenje takoder ima citotoksi¢an
efekt na tumorske stanice, pri ¢emu se oslobadaju razli¢iti imunogeni spojevi §to pobuduju antitumorske
ucinke imunosnih stanica. Takoder, radioterapija moze u tumorski mikrookoli§ regrutirati antitumorske

limfocite T zahvaljujuéi regulaciji adhezijskih molekula.(119)
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S druge strane, akutno djelovanje zraCenja na imunoloski sustav moZe biti i suprimirajué¢e. Ono regrutira i
MDSC:s te regulatorne limfocite T u tumorski mikrookolis, inducira djelovanje TAM-ova $to ¢esto
rezultira lokalnim relapsom tumora, a reaktivni kisikovi spojevi koji se otpustaju pri djelovanju
radioterapije intenziviraju aktivaciju TGF-B, jedan od glavnih imunosupresivnih citokina.(119) Uz to,
naravno, kolateralna Zrtva zracenja je i odreden broj imunosnih stanica; primijenjeno na mjesto primarnog
tumora te na regionalne limfne ¢vorove s ciljem uniStavanja tamo$njih metastaza, inhibirat ¢e regrutiranje
T-stanica i njihov priming, odnosno unistiti efektorske T-stanice unutar imunoloskog mikrookruzenja

tumora.(113)

Zbog navedenih imunosupresivnih u¢inaka, odredeni broj studija (JAVELIN H&N 100, KEYNOTE-412,
GORTEC-REACH) koje su se provodile radi istrazivanja terapijske strategije nazvane
»imunokemoradioterapijom® (primjena adjuvantnog zracenja i klasi¢ne kemoterapije uz dodatak
imunoterapije) nisu uspjele pokazati korisni uc¢inak po prezivljenje pacijenata, a prema rezultatima
GORTEC-REACH c¢ak se favorizira standardna kemoradioterapija. Pretpostavljeno je da je tome tako iz
dva razloga: kao prvo, jer se u svim navedenim istrazivanjima imunoterapija primjenjivala konkurentno s
ostalim terapijskim modalitetima, te je pritom izraZzeni imunosupresivni u¢inak zra¢enja onemogucio
djelovanje imunoterapije; kao drugo, jer se u svima primjenjivalo i elektivno zracenje limfnih ¢vorova.
Dvije studije koje su pokazale pozitivne rezultate kombinacije imunoterapije i radioterapije, studije
PACIFIC (karcinom pluca) i Checkmate 577 (ezofagealni karcinom) nisu ukljucivale elektivno zracenje
limfnih ¢vorova, a imunoterapija je primijenjena nakon dovrSenja kemoradioterapije; moguce je da je
vrijeme oporavka imunosnog sustava prije primjene checkpoint inhibitora rezultiralo povoljnijim
ishodima.(113)

S obzirom na gore navedeno, a i na generalne antitumorske imunosne ué¢inke radioterapije koji bi se
mogli potencirati imunoterapijom, od njihove se potencijalno korisne kombinacije ne odustaje, ve¢ novija
istraZivanja mijenjaju svoj pristup i smjer — ispituje se u¢inkovitost imunoterapije primijenjene
sekvencijski uz kemoradioterapiju, te terapija u pacijenata s povoljnijom prognozom (HPV-pozitivni

tumori).

Nedavna studija faze 1l randomizirala je 80 bolesnika s lokalno uznapredovalim karcinomom glave i vrata
koji su primali definitivni CRT s istodobnim ili sekvencijalnim lije¢enjem pembrolizumabom; i
prezivljenje bez progresije bolesti 1 prezivljenje nakon jedne odnosno dvije godine poslije terapije bili su
vi$i u skupine pacijenata koja je primala sekvencijalni pembrolizumab.(113,122) Studija EA3161 koja se
trenutno provodi takoder istrazuje adjuvantnu primjenu nivolumaba nakon
kemoradioterapije.(113,121,123)
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Pacijenti s HPV-pozitivnim tumorima glave i vrata generalno imaju bolju prognozu, povezanu s
biomarkerom PD-L1 (¢ija je ekspresija u njih povecana) i izraZzajem virusnih antigena koji im jamce vecu
imunogenost. S obzirom na to, u ovih se pacijenata nastoji de-eskalirati protutumorsko lije¢enje na nacin
da se umjesto kemoradioterapije primijeni definitivno lijeCenje radioterapijom i adjuvantnom
imunoterapijom. Studija KEYCHAIN usporeduje standardnu kemoradioterapiju i kombinaciju
radioterapije i pembrolizumaba(113,121,124), a studija NRG HNO06 kemoradioterapiju (zlatni standard
terapije), kemoradioterapiju deeskalirane doze te kombinaciju radioterapije deeskalirane doze i
nivolumaba.(113,121,125)
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